ESCOLA UNIVERSITARIA VASCO DA GAMA

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Caracterizacao do perfil de suscetibilidade bacteriana a antimicrobianos em saladas
prontas a consumir

Inés Marques dos Santos
Coimbra, julho de 2022



ESCOLA UNIVERSITARIA VASCO DA GAMA

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Caracterizacdo do perfil de suscetibilidade bacteriana a antimicrobianos em
saladas prontas a consumir

Coimbra, julho de 2022

Inés Marques dos Santos

Aluna do Mestrado integrado em Medicina Veterinaria

Constituicdo do Jari

Presidente do Juri: Professora Doutora Sofia
Alexandra Giestas Cancela Duarte

Arguente: Professora Doutora Sofia Ferreira
Anastacio

Orientador: Professora Doutora Anabela Maduro
de Almeida Francisco

Orientador Interno
Professora Doutora Anabela Maduro de
Almeida Francisco
Coorientador Interno
Mestre Ricardo Cabecas
Orientadores Externos
Professora Doutora Maria Eduarda
Moreno da Silveira (Escola Universitaria
Vasco da Gama)

Dr. Augusto Silva e Dr. Ricardo Lopes
(Laboratério INNO)



Dissertacao do Estagio Curricular do Ciclo de Estudos Conducente ao Grau de Mestre em Medicina
Veterinaria da EUVG



INDICE GERAL

INDICE DE FIGURAS ..ottt s et a st en s e ettt s s s sae e es s enenaeen v
INDICE DE TABELAS .....covtiiiieceetete ettt ettt ettt ettt st s s s st s s s et et s s naeees Vi
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt ettt eee et ee et s st es e et aeses s nnenas e aneneneean vii
RESUMO ...ttt ettt ettt et en st et st et e s et en e et et e s et enn e s et et e st enran et et et ennenanens Xi
S | N =10 51U 07X @ T 1
2. MATERIAIS E METODOS........ooiiueieieteieeceete e te ettt sae ettt s st sa st s s s sesans 2
2.1.  CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA ....ooititetieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt es s s e en s en s 2
2.2.  SELECAO E IDENTIFICACAQ DOS ISOLADOS ......cocvvieeceeieteteeeeeeeieie e ese s 3
2.3. CARACTERIZACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS.................. 3
2.4, ANALISE ESTATISTICA ...cooiioeeeeeeeeetee ettt ettt n et ese s s s 4
3. RESULTADOS ..ottt ee ettt ettt n et es s e et e s e s s e e s e s e s s nseen e e s enenenananaanans 4
3.1.  IDENTIFICAGCAO DOS ISOLADOS .....coooieieeieieteteeeeeieie e teee sttt s s st ess s es s sesans 4
3.2. PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS .......cocoovovuiieeeeeeeeeceeeseeerereeee s 5
4. DISCUSSAO E CONCLUSAOD .....oiiictieictcieteeeee ettt ettt s et eae e es et ae s s, 12
5. AGRADECIMENTOS .....coouiiitiiioiieceete ettt es sttt sae sttt es st s s s s teseses s nasaesasans 17
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooiuiietetieeeceeteeieteee ettt en s 19
ANEXO I. TABELAS SUPLEMENTARES ........coitiiiiieceeteteeeeeeeeeie e eeeee s ses s sen s san s 24
ANEXO 1. CASUISTICA ..ottt ettt sttt n st s st es s 31



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Percentagem de isolados BF portadores de perfil de resisténcia ou suscetibilidade a
antimicrobianos (n=29) p<0,001 (Teste de Fisher). AMP
(ampicilina), PRL (piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), IMP (imipenem), MEM (meropenem),
ETP (ertapenem), FOX (cefoxitina), CAZ (ceftazidima), CN (gentamicina), TOB (tobramicina), AK
(amicacina), NOR (norfloxacina), CIP (ciprofloxacina, C (cloranfenicol), SXT
(sulfametoxazol/trimetoprim), TGC (tigeciclina) e BF (bacilos fermentadores).. ........ccccccvvecvvvieveeeenninnns 6

Figura 2 - Percentagem de isolados BNF portadores de perfil de resisténcia ou suscetibilidade a
antimicrobianos (n=26) p<0,001 (Teste de Fisher). TZP
(piperacilina + tazobactam), PRL (piperacilina), CAZ (ceftazidima), IMP (imipenem), MEM
(meropenem), TOB (tobramicina), AK (amicacina) e CIP (ciprofloxacina) e BNF (bacilos néo
(=TT g1 v Vo (ol (=TS DO PO PP PP PP PTPPPN 7

Figura 3 - Percentagem de isolados BF (bacilos fermentadores) portadores de perfil de resisténcia por
grupo de antimicrobianos. Penicilinas n=87 (AMP, PRL, TZP); Cefalosporinas n=58 (CAZ, FOX);
Fluoroquinolonas n=58 (NOR, CIP); Carbapenemos n=87 (ETP, MEM, IMP); Cloranfenicol n=29 (C);
Aminoglicosideos n=87 (AK,TOB, CN); Tetraciclinas n= 29 (TGC) e Sulfonamidas n=29 (SXT). ........ 8

Figura 4 - Percentagem de isolados BNF (bacilos nédo fermentadores) portadores de perfil de
resisténcia por grupo de antimicrobianos. Penicilinas n=52 (PRL, TZP); Cefalosporinas n=26 (CAZ);
Fluoroquinolonas n=26 (CIP); Carbapenemos n=52 (MEM, IMP); Aminoglicosideos n=52 (AK,TOB).. 8

Figura 5 - Percentagem de isolados Enterococcus spp. portadores de perfil de resisténcia ou
suscetibilidade a antimicrobianos (n=20) p<0,001 (Teste de Fisher).
AMP (ampicilina), IMP (imipenem), CIP (ciprofloxacina), NOR (norfloxacina), VA (vancomicina), TEC
(teicoplanina), S  (estreptomicina), @ CN  (gentamicina), @TGC  (tigeciclina) e  SXT
(SUlfametoXazol/trIMELOPIIM). .o ——— 9



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Caracterizacdo da composi¢do das amostras de saladas prontas a consumir. ................... 2

Tabela 2 - Nimero de isolados bacilos de gram-negativo e cocos de gram-positivo obtidos por marca
T g[S = o (T oo F- T PP 4

Tabela 3 - Identificacdo de isolados bacilos de gram-negativo por APl 20E por tipo de fermentacao,
NUMErO de iSOIAUOS € AIMOSIIA. ...eeiiiii ittt e ettt e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e s e ebabaeeeeaeeesaenbabreeeaaaaeaanns 5

Tabela 4 - Bacilos de gram-negativo identificados e respetivo perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos por NUMero de iSoladoS € AMOSIIA. ........ciiiiiiiiiieiiiie et 10

Tabela 5 - Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos em bacilos de gram-negativo: BF (n=29) e BNF
(N=26) € reSPELIVAS AIMOSIIAS. ...cce i e i 11

Tabela 6 - Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos em bacilos de cocos de gram-positivo:
Enterococcus spp. (h=20) e Streptococcus spp.(N=2) e respetivas amostras. ......ccccceevevecvereeereeenninnns 11

ANEXO |. TABELAS SUPLEMENTARES. ... e 24

Tabela Suplementar 1 - Namero de isolados bacilos de gram-negativo resistentes aos antimicrobianos
nos diferentes subgrupos BF € BNF. ... 25

Tabela Suplementar 2 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana nos bacilos de gram-negativos em
bacilos ndo fermentadores e bacilos fermentadores por amostra. ............ccccee oo, 26

Tabela Suplementar 3 - NUumero de isolados de cocos de gram-positivo (Enterococcus spp. e
Streptococcus spp.) resistentes aos antimiCrobiaN0S. .........oovcuuiiiiiiee i 27

Tabela Suplementar 4 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana em cocos de gram-positivo aos
antimicrobian0os PO AMOSIIA. ........ccciiiiiiieeec ettt 28

Tabela Suplementar 5 - Espécies gram-negativas identificadas através do APl 20E com respetiva
percentagem de identificacao e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos............cccccccvvviiviennn.n. 28

Tabela Suplementar 6 - Sistematiza¢@o de estudos prévios realizados no mesmo ambito do presente.
............................................................................................................................................................... 29

Tabela Suplementar 7 - Nimero e classe de genes codificantes de carbapenemases presentes em
Pseudomonas aeruginosa de acordo com o GenBank (NCBI). Adaptado de Botelho et al. (2020). . 30

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS

AK

AM-CL

AMP

AMR

API

ATM

BF

BNF

CAZ

CFPM

CIA

CIP

CLI

CN

CpPz

CRO

CTX

CXM

DGAV

DGS

DNA

EMA

ETP

Amicacina

Amoxicilina-acido clavulanico

Ampicilina

Resisténcia aos antimicrobianos (do Inglés Antimicrobial Resistance)
indice de Perfil Analitico (do Inglés Analytical Profile Index)
Aztreonam

Bacilos fermentativos

Bacilos ndo fermentativos

Cloranfenicol

Ceftazidima

Cefepima

Antimicrobianos de importancia critica (do Inglés Critically important antimicrobials)
Ciprofloxacina

Clindamicina

Gentamicina

Cefoperazona

Ceftriaxona

Cefotaxima

Cefuroxima

Direcdo-Geral de Alimentag&o e Veterinaria

Direcao Geral da Saude

Acido desoxirribonucleico

Agéncia Europeia de Medicamentos (do Inglés European Medicines Agency)

Ertapenem

vii



EUCAST

Comité Europeu de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana (do Inglés European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

FOX

IMP

KAN

KF

MDR

MEM

MIC

ml

NacCl

NAL

NOR

OFX

OMS

PBP

PRL

SAM

SMzZ

SXT

TEC

TET

TGC

TMP

TOB

Cefoxitina

gramas

Imipenem

Canamicina

Cefalotina

Multirresistentes (do Inglés MultiDrug Resistant)
Meropenem

Concentracdo minima inibitéria (do Inglés Minimum Inhibitory Concentration)
Mililitro

Cloreto de sodio

Acido nalidixico

Norfloxacina

Ofloxacina

Organizagdo Mundial da Saude

Proteinas de ligacdo a penicilina (do Inglés Penicillin Binding Protein)
Piperacilina

Estreptomicina

Ampicilina/sulbactam

Sulfametoxazol

Sulfametoxazol/Trimetoprim

Teicoplanina

Tetraciclina

Tigeciclina

Trimetoprim

Tobramicina

viii



TSA

TZP

VA

Hg

Tripticase soja agar (do Inglés Trypticase Soy Agar)
Piperacilina + Tazobactam
Vancomicina

Micrograma



10

11
12
13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Caracterizacédo do perfil de suscetibilidade bacteriana a antimicrobianos em saladas prontas a

consumir

Inés Santos?, Eduarda Silveira?, Ricardo Cabecas?, Anabela Almeida2P

a Centro de Investigacdo Vasco da Gama (CIVG)/ Escola Universitaria Vasco da Gama (EUVG), Av.
José R. Sousa Fernandes 197, Campus Universitario - Bloco B, Lordeméo, 3020-210, Coimbra,
Portugal. (inesmarquessantos@hotmail.com; eduardasilveira@euvg.pt; ricardo.cabecas@euvg.pt;

anabela.almeida@euvg.pt)

b Coimbra Institute for Biomedical Imaging and Translational Research (CIBIT), University of Coimbra,
Edificio do ICNAS, Polo 3 Azinhaga de Santa Comba 3000-548 Coimbra, Portugal

(anabela.almeida@euvg.pt)



28

29
30
31
32
33
34
35
36
37

38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

60
61
62
63

RESUMO

As saladas prontas a consumir sdo uma alternativa rapida e saudavel, cuja adesédo e
disponibilidade tem aumentado nos ultimos anos. Os vegetais consumidos na forma nao cozinhada
trazem beneficios a saude, no entanto, e apesar de serem considerados como alimentos seguros,
poderéo constituir risco para a sadde do consumidor por contaminagao microbiolégica. Adicionalmente,
a emergéncia de bactérias portadoras de genes de resisténcia a antimicrobianos é neste momento
considerada uma preocupagdo global. As bactérias multirresistentes (MDR) constituem um risco de
salide publica, contribuindo para a ineficacia do tratamento de infe¢ées nos humanos e nos animais,
sendo a resisténcia antimicrobiana uma das dez ameacas a saude segundo a Organizacdo Mundial de

Saude.

O objetivo deste estudo consistiu na caracterizagdo do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos de amostra de saladas prontas a consumir de forma a contribuir para um maior
conhecimento sobre o risco que estes produtos apresentam no ambito da seguranca alimentar. Para
tal, foram adquiridas sete amostras de trés marcas diferentes, de grandes superficies da regido Centro
de Portugal. Apés isolamento de bacilos de gram-negativo fermentadores e ndo fermentadores da
lactose, e de cocos de gram-positivo, foi estudado o seu perfil de suscetibilidade utilizando o método
de difusdo por disco. Procedeu-se a identificacdo de isolados representativos de perfis de

suscetibilidade a antimicrobianos através de APl ou métodos fenotipicos.

Obtiveram-se 77 isolados, dos quais 29 bacilos de gram-negativo fermentadores, 26 bacilos de
gram-negativo ndo fermentadores e 22 cocos de gram-positivo (dois Streptococcus spp. e 20
Enterococcus spp.). Verificou-se que 82% dos bacilos de gram-negativo fermentadores e néo
fermentadores apresentaram resisténcia a uma ou mais classes de antimicrobianos, com maior
incidéncia na classe dos beta-lactdmicos. Nos isolados de bacilos fermentadores, os grupos de
antimicrobianos que se destacaram foram os seguintes: penicilinas (23%), cefalosporinas (9%),
fluoroquinolonas (7%), cloranfenicol (7%), aminoglicosideos (3%) e carbapenemos (1%); nos bacilos
ndo fermentadores: penicilinas (100%), cefalosporinas (100%), fluoroquinolonas (100%),
carbapenemos (60%) e aminoglicosideos (8%). Nos cocos de gram-positivo, 100% dos isolados
apresentaram resisténcia a pelo menos uma classe de antimicrobianos, sendo que todos os isolados
apresentaram resisténcia ao imipenem e 18% ao sulfametoxazol/trimetoprim. No total dos isolados
obtidos, 39% eram portadores de perfil de MDR, sendo que nestes foram identificadas as seguintes
espécies: Citrobacter braakii, Proteus vulgaris, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa e

Aeromonas hydrophila/cavie/sobria.

Este estudo permite concluir que as saladas prontas a consumir poderdo constituir um veiculo
de transmissdo e disseminacdo de bactérias portadoras de resisténcia aos antimicrobianos,
contribuindo para uma colonizacdo da microbiota intestinal por bactérias MDR, o que configura sério

risco em termos de seguranca alimentar e, consequentemente, de saude publica.
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ABSTRACT

Ready-to-eat salads are a quick and healthy alternative with growing demand and availability in
recent years. Uncooked vegetables bring several health benefits when consumed, however, and even
though they’re considered safe food, they can pose a threat to consumers health through microbiological
contamination. Additionally, the emergence of antibiotic-resistance gene-carrying bacteria is considered
a global concern nowadays. Multiresistant bacteria (MDR) are a public health risk, contributing for
ineffective treatments in both humans and animals, with antibiotic resistance being considered one of

the ten public health threats, according to the World Health Organization.

This study aimed to characterize the antibiotic susceptibility profile in ready-to-eat salad samples
to contribute for a better knowledge of the risk that these products pose in the context of food safety.
For that, seven samples of three different brands were acquired from large retail stores in the Centro
region of Portugal. After isolating both lactose-fermenting and non-lactose- fermenting gram-negative
bacilli, as well as gram-positive cocci, their susceptibility profile was assessed, using the disc diffusion
method. The isolates representative of antibiotic susceptibility profiles were identified through API or

phenotypic methods.

Seventy-seven isolates were obtained, of which 29 were fermentative gram-negative bacilli, 26
non-fermentative gram-negative bacilli and 22 gram-positive cocci (two Streptococcus spp. and 20
Enterococcus spp.). It was determined that 82% of fermentative and non-fermentative gram-negative
bacilli showed resistance to one or more classes of antibiotics, with a higher incidence on the beta-
lactam class. In the fermentative bacilli isolates, the more relevant antibiotic groups were: penicillins
(23%), cephalosporins (9%), fluoroquinolones (7%), chloramphenicol (7%), aminoglycosides (3%) and
carbapenems (1%); in the non-fermentative bacilli: penicillins (100%), cephalosporins (100%),
fluoroquinolones (100%), carbapenems (60%) and aminoglycosides (8%). In the gram-positive cocci,
100% of the isolates presented resistance to at least one class of antibiotics, with all isolates showing
resistance to imipenem and 18% to sulfamethoxazole/trimethoprim. Of all obtained isolates, 39%
showed a MDR profile, and in these the following species were identified: Citrobacter braakii, Proteus

vulgaris, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa and Aeromonas hydrophila/cavie/sobria.

This study allows for the conclusion that ready-to-eat salads can be a vehicle for transmission
and dissemination of antibiotic-resistant bacteria, contributing to a colonization of the intestinal
microbiota by MDR bacteria, which poses a serious threat in terms of food safety and, consequently,

public health.

KEYWORDS: AMR; Antimicrobials; Antimicrobials resistance; Bacteria; Food safety; MDR;

Multiresistance; Ready to eat salads.
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1. INTRODUCAO

As saladas prontas a consumir constituem um alimento cujo consumo tem vindo a aumentar
devido a procura de um estilo de vida mais saudavel, sobretudo em contexto urbano, aliado a um menor
tempo disponivel para preparar refeicées (Althaus et al., 2012; Berger et al., 2010; Santos et al., 2020;
Taban et al., 2013). Os alimentos prontos a consumir sdo definidos como “alimentos destinados pelo
produtor ou fabricante ao consumo humano direto, sem necessidade de cozedura ou outra
transformacao, eficazes para eliminar ou reduzir para um nivel aceitavel os microrganismos perigosos”
(Regulamento CE n°2073/2005). Os vegetais consumidos na forma ndo cozinhada trazem diversos
beneficios a salde, pois séo ricos em hidratos de carbono, antioxidantes, minerais, vitaminas e fibra.
No entanto apresentam também um maior risco para a saude do consumidor, devido a contaminacao
microbiolégica, que pode levar a surtos de doengas com origem alimentar (Aradjo et al., 2017; Berger
et al., 2010; Mritunjay & Kumar, 2017b, 2017a; Schwaiger et al., 2011a; Taban et al., 2013).

A contaminagéo dos vegetais utilizados na composi¢céo de saladas prontas a consumir pode
ocorrer em diversas fases, nomeadamente na fase da pré-colheita, devido a utilizacéo de fertilizantes
bioldgicos constituidos por matéria fecal de animais contaminados, pela presenga de animais selvagens
ou domeésticos no local de cultivo (Althaus et al., 2012; Brand&o et al., 2014; Mritunjay & Kumar, 2017a),
pela existéncia de esgotos nas imediacdes ou pela irrigacdo com aguas contaminadas (Araujo et al.,
2017; Berger et al., 2010; Mritunjay & Kumar, 2017b; Schwaiger et al., 2011b). A contaminag&o pode
também ocorrer durante a fase de colheita pela manipulagdo dos vegetais, ou pelo contacto com
instrumentos contaminados (Jung et al., 2014) e até pela presenca de insetos (Berger et al., 2010).
Durante a fase de pds-colheita a contaminacéo pode ser devida a lavagem inadequada ou utilizagéo
de agua impropria, bem como resultado de contaminagfes cruzadas durante a selecdo e corte,
transporte e distribuicdo (Berger et al., 2010; Brandao et al., 2014). A temperatura de armazenamento
também é considerada um fator de grande relevancia, pois afeta a sobrevivéncia e multiplicacdo de
microrganismos que possam estar presentes no alimento (Berger et al., 2010). Existem ainda diversos
microrganismos capazes de formar biofilmes e assim resistir aos processos de lavagem/desinfecéo
(Mritunjay & Kumar, 2017a, 2017b; Schwaiger et al., 2011b).

Adicionalmente, as bactérias poderao ser portadoras de genes de resisténcia a antimicrobianos
(AMR), sendo a sua emergéncia uma preocupacao global. A ocorréncia de bactérias multirresistentes
(MDR) constitui um risco de salde publica, contribuindo para a ineficacia terapéutica e,
consequentemente, levando a morte de 700.000 de individuos por ano, estimando-se que daqui a 28
anos infegcbes comuns e ferimentos leves possam levar a subida deste niumero para 10 milhges,
causando mais 6bitos que o cancro, sendo atualmente considerada como uma das dez ameacas a
saude pela Organizacdo Mundial da Saude (O’Neill, 2014; Schwaiger et al., 2011a; WHO, 2014).

O principal risco da utilizacdo destas saladas prontas a consumir esta relacionada com a
auséncia de tratamento térmico. Como tal as bactérias ndo séo inativadas, podendo sobreviver ao

processo de digestdo gastrointestinal, contribuindo para a disseminacdo de AMR as bactérias
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comensais do trato gastrointestinal e colonizacdo deste. Esta disseminacdo pode ocorrer através de
mecanismos de transferéncia horizontal de genes, nomeadamente através de transferéncia/captacéo
de elementos moveis portadores de genes de AMR (Baloch et al., 2017; Bezanson et al., 2008; Novais
et al., 2005; Zhou et al., 2020). A microbiota intestinal encontra-se permanentemente em interacdo com
microrganismos ambientais, que sdo introduzidos pela ingestéo de alimentos, agua e pelo contato com
animais. Numa perspetiva One Health, a alimentacéo e satide humana estéo relacionadas com a saude
e alimentacao animal e com o ambiente (da Silva et al., 2021). Neste contexto, o uso inadequado de
antimicrobianos e a forma de gestdo de saneamento e de residuos apresentam-se como atividades
antropogénicas sobre as quais recai uma maior responsabilidade, pois estas tém um elevado impacto
na diversidade da microbiota, favorecendo a disseminagdo, manuteng&o e aumento de AMR (da Silva
et al., 2021; Pesavento et al., 2014).

Em Portugal os estudos realizados no contexto das resisténcias aos antimicrobianos em saladas
prontas a consumir sdo ainda escassos (Campos et al., 2013). Assim, o objetivo deste estudo consistiu
na caracterizagdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de amostra de saladas prontas a
consumir de forma a contribuir para um maior conhecimento sobre o risco que estes produtos

apresentam no ambito da seguranca alimentar.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram adquiridas, durante os meses de janeiro e fevereiro de 2022, sete amostras de saladas
prontas a consumir (as quais foram designadas por amostra “A”, “B”, “C”, “D”, “E”, “F” e “G”), de trés
marcas distintas (1, 2 e 3), em diferentes superficies comerciais na regido centro de Portugal. A
constituicdo das amostras encontra-se descrita na Tabela 1. Todas as amostras foram adquiridas e
processadas dentro do seu prazo de validade, respeitando todas as condi¢cdes de assepsia durante o

processamento e manipulacio das amostras.

Tabela 1 - Caracterizagdo da composi¢cao das amostras de saladas prontas a consumir.

Marca Amostras Ingredientes

1 A Alface chicéria, alface radicchio, canénigos
B Alface multifolhas verde, cenoura, milho, couve roxa
C Espinafres

2 D Alface multifolhas e cenoura
E Rucula

3 F Alface verde, alface roxa, coentros
G Alface verde, alface roxa, ricula selvagem
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2.2.SELEGCAO E IDENTIFICAGAO DOS ISOLADOS

O processamento de cada uma das amostras foi realizado através de pesagem de 10 g de cada
amostra, posterior pré-enriguecimento em agua peptonada (Scharlau®) numa proporcédo de 1:10 e
homogeneizagédo em Stomacher (Interscience®). Procedeu-se a sele¢do de bacilos fermentadores (BF)
e bacilos ndo fermentadores (BNF) de gram-negativo e Enterococcus spp. utilizando a técnica de
espalhamento em diferentes meios de cultura seletivos, ou semi-seletivos (Hektoen Enteric Agar,
Liofilchem®; Slanetz Bartley Agar, Condalab®), respetivamente, conforme previamente descrito (King
& Metzger, 1968; Novais et al., 2005; Slanetz & Bartley, 1957). Apés incubacéo (37°C/18-24 horas) as
coldnias isoladas foram selecionadas com base em caracteristicas morfoldgicas, tendo as mesmas sido

repicadas para Trypticase Soy Agar (TSA) (Liofilchem®).

A identificagdo presuntiva de isolados de BF e BNF foi realizada recorrendo a prova da oxidase
(Sigma-Aldrich®) e sistema APl 20E (Biomerieux®), sendo que para os BNF incluiram-se provas
adicionais (mobilidade, reducéo dos nitratos, crescimento em meio de cultura agar MacConkey, e prova
da oxidacdo/fermentacdo da glucose). A identificacdo dos géneros Enterococcus e Streptococcus foi
realizada através de coloracéo de Gram, reacdo da catalase, hidrélise da esculina e crescimento em
NaCl (Cloreto de s6dio) a 6,5% (Novais et al., 2013).

2.3.CARACTERIZACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O estudo de suscetibilidade a antimicrobianos foi realizado através do método de difus&o por disco
de acordo com as normas internacionais (EUCAST, 2022): Enterococcus spp. e Streptococcus spp.-
ampicilina (AMP) 2 ug, imipenem (IMP) 10 ug, norfloxacina (NOR) 10 ug, gentamicina (CN) 30 ug,
estreptomicina (S) 300 g, teicoplanina (TEC) 30 ug, vancomicina (VA) 5 ug, tigeciclina (TGC) 15 ug,
ciprofloxacina (CIP) 5 pg; BNF - ceftazidima (CAZ) 10 pg, imipenem (IMP) 10 pg, amicacina (AK) 30
Mg, tobramicina (TOB) 10 ug, piperacilina ( PRL) 30 ug, piperacilina + tazobactam (TZP) 36 ug,
meropenem (MEM) 10 g, ciprofloxacina 5 ug (CIP); BF - ampicilina (AMP) 10 ug, cefoxitina (FOX) 30
Mg, ceftazidima (CAZ) 10 pg, imipenem (IMP) 10 ug, amicacina (AK) 30 ug, tobramicina (TOB) 10 ug,
sulfametoxazol/trimetoprim (SXT) 25 ug, norfloxacina (NOR) 10 pg, cloranfenicol (C) 30 ug, tigeciclina
(TGC) 15ug, piperacilina ( PRL) 30 ug, piperacilina + tazobactam (TZP) 36 ug, ertapenem (ETP) 10 ug,
meropenem (MEM) 10 ug, gentamicina (CN) 10 pg, ciprofloxacina 5 pg (CIP).

Os isolados que apresentaram um perfil de resisténcia intermédia, de acordo com as diretrizes da
norma EUCAST, foram classificados como resistentes. Classificaram-se como isolados
multirresistentes (MDR), todos os isolados que apresentaram um perfil de resisténcia a trés ou mais

classes de antimicrobianos.
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2.4. ANALISE ESTATISTICA

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi analisado, aplicando o teste de Fisher recorrendo
ao software R (R Core Team ®, 2019).

3. RESULTADOS

3.1.IDENTIFICAGCAO DOS ISOLADOS

No total foi possivel obter 77 isolados puros dos quais foram obtidos 55 isolados de gram-negativo:
26 de BNF (Pseudomonadales) e 29 de bactérias BF (Enterobacterales). Foram também identificados
22 isolados de gram-positivo: 20 isolados de Enterococcus spp. (salada A, B, C e E) e dois isolados de
Streptococcus spp. do grupo D (salada C e D) (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de isolados de bacilos de gram-negativo e cocos de gram-positivo obtidos por marca e amostra
de salada.

Numero de isolados de bactérias obtidos por amostra
Marca Amostras - - —
Bacilos de gram-negativo Cocos de gram-positivo  Total

A 10 5 15

! B 10 5 15
C 4 7 11

2 D 5 1 6
E 5 4 9

F 12 0 12

3 G 9 0 9
Total 55 22 77

De acordo com o perfil de suscetibilidade foram selecionados 25 isolados para identificagcdo por
API 20E, do quais apenas 15 isolados apresentaram uma percentagem de identificacdo acima de 90%
(Tabela 3; Tabela Suplementar 5).



227 Tabela 3 - Identificacdo de isolados bacilos de gram-negativo por APl 20E por tipo de fermentag&o, niumero de
228 isolados e amostra (n=15).

Género/espécie Fermentagdo Isolados (n) Amostra
Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae BF 1 A
Hafnia alvei BF 1 B
Enterobacter cloacae BF 5 F,B,D
Citrobacter braakii BF 1 B
Pseudomonas luteola BF 1 C
Providencia rettgeri BF 1 E
Proteus vulgaris BF 1 E
Aeromonas hydrophila/cavie/sobria BNF* 1 D
Pseudomonas aeruginosa BNF* 3 G

%%(9) BF (Bacilos fermentativos), BNF (Bacilos ndo fermentativos), *API 20E + Provas adicionais

231

232 3.2. PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

233

234 Relativamente aos BF a maior percentagem de isolados resistentes foi registada para o

235 antimicrobiano AMP (n=15/29) seguido de FOX (n=4/29), de CIP (n=3/29), de PRL (n=3/29), de C
236 (n=2/29), de CN (n=2/29) e menor a TOB (n=1/29), IMP (n=1/29), TZP (n=1/29) e CAZ (n=1/29).
237 Nenhum isolado apresentou resisténcias a NOR, SXT, AK, MEM, ETP e TGC (Figura 1; Tabela
238  Suplementar 1). Dos 29 BF encontrados neste estudo, dez isolados foram suscetiveis a todos os
239  antibioticos testados. Nos BNF todos os isolados apresentaram resisténcia ao IMP (n=26/26), a CAZ
240 (n=26/26), a CIP (n=26/26), & TZP (n=26/26), a PRL (n=26/26) e verificou-se menor resisténcia em
241 MEM (5/26) e TOB (n=4/26), sendo que nenhum isolado apresentou resisténcia a AK (Figura 2; Tabela
242 5; Tabela Suplementar 1).
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Figura 1 - Percentagem de isolados BF portadores de perfil de resisténcia ou suscetibilidade a antimicrobianos
(n=29) p<0,001 (Teste de Fisher).

AMP (ampicilina), PRL (piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), IMP (imipenem), MEM (meropenem), ETP
(ertapenem), FOX (cefoxitina), CAZ (ceftazidima), CN (gentamicina), TOB (tobramicina), AK (amicacina), NOR
(norfloxacina), CIP (ciprofloxacina, C (cloranfenicol), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim), TGC (tigeciclina) e BF
(bacilos fermentadores).
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Figura 2 - Percentagem de isolados BNF portadores de perfil de resisténcia ou suscetibilidade a antimicrobianos
(n=26) p<0,001 (Teste de Fisher).

TZP (piperacilina + tazobactam), PRL (piperacilina), CAZ (ceftazidima), IMP (imipenem), MEM (meropenem),
TOB (tobramicina), AK (amicacina), CIP (ciprofloxacina) e BNF (bacilos ndo fermentadores).

No total dos isolados de gram-negativo (BF e BNF) analisados, verificou-se que 82% (n=45/55)

isolados apresentaram resisténcia a uma ou mais classes de antimicrobianos.

Tendo em consideracdo os diferentes grupos de antimicrobianos testadas nos BF (penicilinas,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, carbapenemos, cloranfenicol, aminoglicosideos, tetraciclinas e
sulfonamidas) verificou-se que a maior percentagem de resisténcia incidiu sobre o grupo das penicilinas
(23%, n=20/87) e em menor percentagem em cefalosporinas (9%, n=5/58), fluoroquinolonas (7%,
n=4/58), cloranfenicol (7%, n=2/29), aminoglicosideos (3%, n=3/87) e carbapenemos (1%, n=1/87),
sendo que ndo existiram resisténcias aos grupos das tetraciclinas e sulfonamidas (Figura 3). Nos BNF
todos os isolados apresentaram 100% de resisténcia as penicilinas (n=52/52), cefalosporinas (n=26/26)
e fluoroquinolonas (n=26/26), 60% (n=31/52) aos carbapenemos e em menor percentagem em

aminoglicosideos (6%, n=4/52) (Figura 4).
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270 Figura 3 - Percentagem de isolados BF (bacilos fermentadores) portadores de perfil de resisténcia por grupo de
271 antimicrobianos. Penicilinas n=87 (AMP, PRL, TZP); Cefalosporinas n=58 (CAZ, FOX); Fluoroquinolonas n=58
272 (NOR, CIP); Carbapenemos n=87 (ETP, MEM, IMP); Cloranfenicol n=29 (C); Aminoglicosideos n=87 (AK,TOB,
273 CN); Tetraciclinas n= 29 (TGC) e Sulfonamidas n=29 (SXT).

274
100%
S
8 60%
@
X7,
(]
(&)
4
8%
[
& &° * I IS
OF & & (\ef(\ &
N R O (%) O
Q° »° 53 e 5
Oe‘\"b 0‘0 'b“o ~\(\0
Q¥ N
Grupo de antimicrobianos
275

276 Figura 4 - Percentagem de isolados BNF (bacilos ndo fermentadores) portadores de perfil de resisténcia por grupo
277 de antimicrobianos. Penicilinas n=52 (PRL, TZP); Cefalosporinas n=26 (CAZ); Fluoroquinolonas n=26 (CIP);
278  Carbapenemos n=52 (MEM, IMP); Aminoglicosideos n=52 (AK,TOB).
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Nos cocos de gram-positivo ndo foram observadas resisténcias as penicilinas, aos
aminoglicosideos, as tetraciclinas e aos glicopeptideos. Todos os isolados de Enterococcus spp.
exibiram resisténcia ao antimicrobiano IMP (n=20/20) e em alguns isolados simultaneamente
resisténcia ao SXT (n=3/22). Nos restantes antimicrobianos testados (AMP, CN, S, TEC, VA, CIP, NOR)
todos os isolados demostraram total suscetibilidade (Figura 5; Tabela Suplementar 4). Nos dois
isolados de Streptococcus spp., semelhante ao que foi descrito em Enterococcus spp., todos
apresentaram resisténcia ao IMP e num isolado simultaneamente evidenciou-se resisténcias ao
antimicrobiano SXT e NOR. Nenhum isolado apresentou resisténcia aos antimicrobianos AMP, VA,
TEC, S, CN e TGC (Tabela suplementar 3; Tabela Suplementar 4).

EResistentes @Suscetiveis

i 100%
IMP 100%

(ol 100%

NOR 100%

100%

L= 100%

Sl 100%

S\ 100%

TGC e

<
>

SXT 18% 82%

Figura 5 - Percentagem de isolados Enterococcus spp. portadores de perfil de resisténcia ou suscetibilidade a
antimicrobianos (n=20) p<0,001 (Teste de Fisher).

AMP (ampicilina), IMP (imipenem), CIP (ciprofloxacina), NOR (norfloxacina), VA (vancomicina), TEC (teicoplanina),
S (estreptomicina), CN (gentamicina), TGC (tigeciclina) e SXT (sulfametoxazol/trimetoprim).

Dos 55 isolados de gram-negativo resultantes deste estudo observou-se que 53% de bacilos
de gram-negativo apresentavam um perfil MDR (n=29/55). Também em cocos de gram-positivo se
observou um isolado do género Streptococcus com um perfil de MDR, nomeadamente, resisténcia
simultanea ao IMP, SXT e NOR. No total de isolados obtidos verificou-se que 39% (n=30/77)
apresentavam perfil de MDR. Dos 15 isolados identificados por APl 20E destacam-se as seguintes
espécies: Citrobacter braakii, Proteus vulgaris, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa e

Aeromonas hydrophila/cavie/sobria (Tabela 4).
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Tabela 4 - Bacilos de gram-negativo identificados e respetivo perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos por
numero de isolados e amostra.

. - Perfil de suscetibilidade aos

Género/espécie Isolados (n) - X Amostra
antimicrobianos

Klebsiella pneumoniae subsp. 1 A
Pneumoniae
Hafnia alvei 1 B
Enterobacter cloacae 1 AMP F
Providencia rettgeri 1 E
Enterobacter cloacae 1 AMP - PRL =
Enterobacter cloacae 3 AMP - FOX B, D
Citrobacter braakii 1 AMP - EOX - C B
Proteus vulgaris 1 AMP - TOB - C - CN E
Pseudomonas luteola 1 C
Pseudomonas aeruginosa 3 PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP G
Aeromonas hydrophila/cavie/sobria 1 PRL - TZP - CAZ - IMP - TOB - CIP D

AMP (ampicilina), FOX (cefoxitina), TOB (tobramicina), C (cloranfenicol), CAZ (ceftazidima), IMP (imipenem), CN
(gentamicina), PRL (piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), TOB (tobramicina) e CIP (ciprofloxacina).

Os perfis de suscetibilidade encontrados neste estudo foram varidveis: em BF verificou-se que a
resisténcia exclusivamente ao antimicrobiano AMP foi mais comum (n=7/29), enquanto que nos BNF
verificou-se um perfil de MDR mais frequente a PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP (n=17/26) (Tabela 5;
Tabela Suplementar 2). Nos cocos de gram-positivo o perfil de suscetibilidade mais comum foi a

resisténcia ao antimicrobiano IMP em Enterococcus spp. (n=20/20) (Tabela 6; Tabela Suplementar 4).
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323 Tabela 5 - Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos em bacilos de gram-negativo: BF (n=29) e BNF (n=26) e
324 respetivas amostras.

BF
Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos n° de isolados Amostras
AMP 7 A B, EF
AMP- CIP 1 B
AMP - PRL 2 F, G
AMP - FOX 3 B, D
AMP - FOX - C 1 B
AMP -TOB-C-CN 1 E
PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP 1 C
CN 1 D
CIP 2 E

BNF
Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos n° de isolados Amostras
PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP 17 A B, F G
PRL-TZP -CAZ-IMP-TOB - CIP 4 D, F
PRL - TZP - CAZ - IMP - MEM - CIP 5 A B,D

325 AMP (ampicilina), FOX (cefoxitina), C (cloranfenicol), CAZ (ceftazidima), IMP (imipenem), CN (gentamicina), PRL
326 (piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), TOB (tobramicina), CIP (ciprofloxacina), MEM (meropenem), BF
327 (bacilos fermentativos) e BNF (bacilos ndo fermentativos).

328
329

330 Tabela 6 - Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos em bacilos de cocos de gram-positivo: Enterococcus
331 spp. (n=20) e Streptococcus spp.(N=2) e respetivas amostras.

Enterococcus spp.

Perfis de suscetibilidade aos

S . n° de isolados Amostras
antimicrobianos
IMP 17 A B,CE
IMP - SXT 3 C,E
Streptococcus spp.
Per_ﬂs_ de s_uscetlbllldade aos n° de isolados Amostras
antimicrobianos
IMP 1 C
IMP - NOR - SXT 1 D
332 IMP (imipenem), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim) e NOR (norfloxacina).
333
334
335
336
337
338
339
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

As populacbes de Enterobacterales (BF) sao frequentemente utilizadas como indicadoras de
controlo de processos de higiene no processamento dos alimentos, enquanto que bactérias como
Escherichia coli constituem um indicador de eleicdo de contaminacédo fecal ambiental (Santos et al.,
2020). No presente estudo ndo foram identificadas bactérias da espécie E. coli, ao contrario do que ja
foi reportado anteriormente em saladas prontas a consumir em Portugal (Campos et al., 2013). Algumas
espécies identificadas neste estudo sdo microrganismos ambientais, alguns dos quais pertencentes a
microbiota normal intestinal. Geralmente apresentam baixa patogenicidade, mas s&do também
considerados potenciais agentes oportunistas, podendo causar infecdes nosocomiais em populacdes
mais vulneraveis (Schwaiger et al., 2011b). As espécies encontradas, no entanto, ndo diferem muito
das que sao observadas em estudos prévios realizados em saladas e vegetais (Al-Kharousi et al., 2019;
Bezanson et al., 2008; Campos et al., 2013; Osterblad et al., 1999; Pesavento et al., 2014; Salmanov
et al., 2021; Zhou et al., 2020) (Tabela suplementar 6).

Algumas das bactérias identificadas nestes ensaios fazem parte do grupo “ESKAPE”, um acrénimo
que engloba seis espécies de bactérias, que incluem estirpes altamente virulentas e resistentes a
antibiéticos: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Estas sdo responsaveis pela maioria das
infecbes hospitalares e sdo capazes de “escapar’ a agcdo de grande parte dos antimicrobianos.
Apresentam diversos mecanismos de resisténcias e sdo capazes de produzir biofilme que contribui
para prevenir fisicamente a resposta imune do hospedeiro assim como a agdo dos antimicrobianos
(Mulani et al., 2019).

A Organizagcdo Mundial da Saude elaborou uma lista de antimicrobianos de importancia critica
(CIA) que foram categorizados em trés grupos com base na sua importancia para a medicina humana.
Esta lista € importante para auxiliar a gestdo dos antimicrobianos, garantindo o seu uso criterioso na
medicina humana e veterinaria. Entre os antimicrobianos categorizados com importancia critica,
analisados neste estudo, destacam-se as cefalosporinas de 32 geragcédo (CAZ), glicopeptideos (TEC,
VA), fluoroquinolonas (NOR, CIP), aminoglicosideos (CN, S, AK, TOB), carbapenemos (IMP, ETP,
MEM), glicilciclinas (TGC), oxazolidinonas (LZD) e algumas penicilinas (AMP, TZP) (WHO, 2019).

Relativamente as resisténcias encontradas, 82% dos isolados de bacilos de gram-negativo
exibiram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano, valor semelhante ao encontrado por outros

estudos em vegetais (Al-Kharousi et al., 2019; Bezanson et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente estudo para os BF séo similares aos obtidos por Al-Kharousi et
al. (2019) em vegetais, com 0s 52% de resisténcia & AMP comparaveis aos 66% descritos no referido
estudo, sendo ainda de destaque os valores semelhantes de resisténcia a FOX e a existéncia de 100%
de suscetibilidade & CAZ. Num estudo anterior (Osterblad et al., 1999) foi evidenciada uma elevada

suscetibilidade aos antimicrobianos testados em Enterobacteriaceae e uma percentagem de resisténcia
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semelhante a apresentada para o cloranfenicol no presente estudo. A familia Enterobacteriaceae é
naturalmente suscetivel aos antimicrobianos do grupo das fluoroquinolonas (Ruppé et al., 2015), o que
justifica a suscetibilidade ao antimicrobiano NOR encontrada neste ensaio. Um estudo realizado na
Ucrania obteve valores equiparaveis ao presente estudo no que concerne ao antimicrobiano AMP
(52,1%) e na suscetibilidade ao MEM e ETP (Salmanov et al., 2021).

Nos BNF destacam-se valores de 100% de resisténcia ao IMP, a CAZ, as penicilinas TZP, PRL e
a CIP. Num estudo realizado por Bezanson et al. (2008) verificou-se também uma elevada resisténcia
aos beta-lactamicos (90%) e 17% de resisténcia a aminoglicosideos, valores que sao idénticos aos
observados no presente estudo. Num estudo realizado na Jamaica, os autores identificaram isolados
da espécie Pseudomonas aeruginosa com 100% de resisténcia a IMP conjuntamente com 79% de
resisténcia a CAZ e 93% de resisténcia a CIP (Allydice-Francis & Brown, 2012) corroborando o presente
estudo. As taxas de P. aeruginosa com resisténcia a CAZ e carbapenemos podem variar entres 20% a
40% (Ruppé et al., 2015), demonstrando que este perfil de resisténcias apresenta taxas relativamente
elevadas. A CIP é um antimicrobiano amplamente utilizado contra Pseudomonas aeruginosa, contudo
devido ao seu uso generalizado, o nimero de isolados resistentes tem vindo a aumentar, podendo esta
resisténcia ser mediada pela aquisicdo de muta¢bes em genes que codificam as proteinas alvo do

antimicrobiano e pela presenca de bombas de efluxo (Rehman et al., 2019).

Nos bacilos de gram-negativo a resisténcia aos antimicrobianos pode ser intrinseca, contudo
também pode ser causada por mutacdes genéticas, destacando-se 0s seguintes mecanismos:
modificacéo do recetor alvo do antimicrobiano, inativagcdo enzimética, bombas de efluxo e alteracbes
de permeabilidade da membrana celular (Reygaert, 2018; Botelho et al., 2019). De salientar que a
aquisicdo de elementos genéticos moveis que sé@o passiveis de transferir genes de resisténcias entre
bactérias, tal como os que codificam beta-lactamases, € o principal mecanismo de resisténcia descrito

na familia Enterobacteriaceae (Reygaert, 2018; Ruppé et al., 2015).

As bactérias do género Enterococcus spp. podem causar infegces nosocomiais salientando-se as
infe¢cdes do trato urinério, bacteremia e endocardite, sdo naturalmente resistentes a cefalosporinas,
aminoglicosideos, polimixinas, lincomicinas, clindamicina e algumas quinolonas e podem adquirir
resisténcias a outros antimicrobianos (Johnston & Jaykus, 2004; Pesavento et al.,, 2014). Sé&o
produtoras de biofilme e pertencem a microbiota comensal do trato gastrointestinal e também estéo
presentes no meio ambiente por contaminacdo fecal (Hashem et al., 2017). A sua presenca neste
estudo indica uma possivel contaminacao fecal das saladas prontas a consumir. Neste estudo foram
identificados 20 isolados de Enterococcus spp. que se encontravam presentes em quatro saladas
(salada A, B, E e G) cujos perfis de suscetibilidade observados se encontram nos 100% para o IMP e

de 18% em associacdo para o SXT.

O IMP néo é o antimicrobiano de primeira linha a ser utilizado em infegdes nas diversas espécies
de Enterococcus spp. pois apresenta uma boa atividade antimicrobiana contra a espécie Enterococcus

faecalis e baixa contra a espécie Enterococcus faecium. Normalmente esta indicado em infe¢des intra-
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abdominais e dermatolégicas (Weinstein, 2001). A resisténcia ao IMP conjunta com a sensibilidade a
AMP pode ser explicada por uma possivel sobrexpressédo de Penicillin Binding Protein (PBP) 5 ou PBP
4 pela bactéria, uma vez que estas proteinas, ao contrario das PBP 1, 2, 3 e 6, apresentam menor
afinidade para o imipenem, mas afinidade inalterada para a ampicilina, resultando numa atividade
antimicrobiana inalterada deste (ltimo antimicrobiano, mas apresentando a bactéria resisténcia ao
primeiro (Amin et al., 2001; Ono et al., 2005). A resisténcia de trés isolados ao SXT pode ser explicada
por uma resisténcia adquirida (Johnston & Jaykus, 2004; Pesavento et al.,, 2014). Os restantes
antimicrobianos testados apresentaram 100% de suscetibilidade, o que é semelhante a baixa
percentagem de resisténcias obtidas em outros estudos (Campos et al., 2013; Pesavento et al., 2014)
em saladas prontas a consumir e que difere de outros estudos (Boccella et al., 2021) em que foram

testados os isolados de amostras com origem hospitalar.

As bactérias do género Streptococcus do grupo D, como Streptococcus bovis, sdo bactérias
comensais do trato gastrointestinal de ruminantes, podendo causar infe¢cdes graves como endocardite
e bacteremia. Foram descritas taxas de resisténcia varidveis para clindamicina, eritromicina, tetraciclina
e levofloxacina e suscetibilidade para a penicilina (Pompilio et al., 2019). Neste caso a sua hipotética
presenca em saladas pode ser indicativo de uma possivel contaminacdo fecal. No entanto, uma

confirmacéo da identificagdo por sequenciacdo de DNA seria essencial para confirmar a espécie.

No que diz respeito as bactérias com perfil MDR, estas representaram 39% das bactérias isoladas
no presente estudo, valor semelhante aos 40% encontrado noutro estudo que analisou alfaces
(Bezanson et al., 2008).

O isolado Proteus vulgaris com perfil MDR, faz parte de um género que possui varios fatores de
viruléncia assim com uma grande capacidade de formar biofilmes, aumentando a sua permanéncia no
meio ambiente e a capacidade de resistir aos antimicrobianos. S&o também microrganismos
oportunistas causando sobretudo infe¢cdes nosocomiais, infe¢des do trato urinario e de feridas, e a sua
presenca pode apontar uma contaminagéo fecal, uma vez que o seu reservatoério principal € o intestino
(Drzewiecka, 2016). Um perfil MDR foi também reportado por Drzewiecka (2016) num estudo realizado

em suinos.

Os isolados da espécie Citrobacter braakii podem estar naturalmente presentes na agua, solo e no
trato intestinal de animais e humanos, sendo também considerados microrganismos oportunistas pela
capacidade de causar infecdes como bacteremias e infe¢cdes do trato urinario (Liu et al., 2017). Foi
também reportado que o género Citrobacter apresenta resisténcias intrinsecas a beta-lactamicos e a
vérias cefalosporinas, mas apresenta capacidade para adquirir varios genes de resisténcia a
antimicrobianos, designadamente a resisténcia mediada por plasmideos a aminoglicosideos e

quinolonas (Kus & Burrows, 2007).

Os isolados Aeromonas hydrophila/cavie/sobria sdo tipicamente encontradas em ambientes

aquaticos sendo considerados agentes patogénicos em diversos hospedeiros incluindo o Homem.
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Produzem diversos fatores de viruléncia e beta-lactamases, podendo provocar infecdes como
gastroenterite, septicemia e meningite (Stratev & Odeyemi, 2016). Podem adquirir resisténcias aos
antimicrobianos e esta descrita a resisténcia intrinseca a beta-lactamicos e a glicopeptideos (Nhinh et
al.,, 2021). Tal como o presente estudo, diversos estudos identificaram esta espécie como MDR,
possivelmente associado ao uso excessivo de antimicrobianos em aquacultura (Stratev & Odeyemi,
2016). O uso indevido de antimicrobianos é pratica muitas vezes comum em sistemas de aquacultura
0 que pode promover o desenvolvimento de bactérias AMR (Nhinh et al., 2021). Varios estudos
compilados por Watts et al. (2017) relataram a existéncia de varios genes de resisténcia a

antimicrobianos em sistemas de aquacultura.

Os isolados Pseudomonas luteola sdo igualmente agentes oportunistas também associados a
septicemia, meningite, endocardite e peritonite (Chihab et al., 2004). Esta descrito que a familia
Pseudomonadaceae é frequentemente resistente a varios antimicrobianos e tem uma grande facilidade
para adquirir resisténcias a antimicrobianos e de formar biofilme, sendo, portanto, um dos géneros mais

frequentes em infe¢cdes nosocomiais (Bezanson et al., 2008; Mielko et al., 2019).

As bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa apresentam uma grande capacidade de se
adaptar a diferentes meios e podem causar infe¢cdes em diversas espécies incluindo humanos. Podem
produzir biofilme e apresentam uma elevada percentagem de resisténcias intrinsecas e adquiridas a
varios antimicrobianos. Atualmente esta espécie encontra-se na categoria “Critica”, de maior prioridade,
na lista de agentes patogénicos prioritarios da OMS para pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos (Tacconelli et al., 2018). Esta espécie apresenta diversas resisténcias intrinsecas,
incluindo as sulfonamidas, ampicilina, tetraciclina, cefalosporinas e cloranfenicol que pode ser conferida
por varios mecanismos onde se destacam a baixa permeabilidade celular, bombas de efluxo e producéo
de beta-lactamases, contudo é capaz de adquirir resisténcia através de muta¢des cromossémicas
assim como por aquisi¢do horizontal de genes de resisténcia a antimicrobianos (Allydice-Francis &
Brown, 2012; Botelho et al., 2019; Reygaert, 2018).

Os carbapenemos sédo considerados pela OMS um grupo de antimicrobianos de importancia critica
(CIA) uma vez que sao reservados para o tratamento de infec8es graves normalmente causadas por
bactérias multirresistentes (EFSA, 2013; WHO, 2019). As carbapenemases sdo enzimas que por sua
vez degradam carbapenemos, sendo adquiridas por via de transferéncia horizontal de genes. Em P.
aeruginosa as carbapenemases mais frequentes sdo as metalo-beta-lactamases (MBL), isto &, beta-
lactamases da classe B, como € o caso de Verona Integron-encoded (VIM), Imipenemase (IMP) e New
Delhi (NDM). Podem também ser encontradas beta-lactamases da classe A como é o caso de Klebsiella
Pneumoniae Carbapenemase (KPC) e Guiana extended-spectrum (GES) e mais raramente da Classe
D como é o caso de Oxacilinase (OXA) (Yoon & Jeong, 2021). Num estudo anterior realizado em
Portugal foram descritos 443 genomas de P. aeruginosa (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) onde

se verificou a presenca de genes comuns codificantes a diversas carbapenemases (Botelho et al.,

15



485
486

487
488
489
490
491
492
493

494
495
496
497
498

499
500
501
502
503
504
505
506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

2020) (Tabela Suplementar 7) demonstrando a existéncia destes genes que sao passiveis de serem

transferidos entre bactérias promovendo a sua disseminacao.

Este estudo permite concluir que as saladas prontas a consumir poderao constituir um veiculo de
transmissao e disseminacédo de bactérias portadoras de resisténcia aos antimicrobianos, contribuindo
para uma colonizagao da microbiota intestinal por bactérias MDR, o que configura sério risco em termos
de seguranca alimentar e, consequentemente, de sadde publica, pois ndo obstante o facto de muitos
destes microrganismos serem consideradas oportunistas, foram observadas resisténcias a pelo menos
um dos antimicrobianos testados, muitos dos quais pertencentes a lista de antimicrobianos de
importancia critica (WHO, 2019).

E entfo importante que haja uma maior adocdo de boas préaticas agricolas e de higiene para que
a contaminacao com bactérias e a disseminacdo de AMR seja minimizada de modo a que a qualidade
e a seguranc¢a dos produtos sejam asseguradas, podendo também ser necessario novas estratégias
de interveng&o como uma maior fiscalizag&o da correta lavagem dos legumes utilizados para as saladas

prontas a consumir (Abadias et al., 2008; Berger et al., 2010).

Varias entidades nacionais e internacionais, como a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), a
Direcdo Geral da Saude (DGS) e a Direcao-Geral de Alimentacao e Veterinaria (DGAV) apresentaram
diversas medidas com o objetivo de promover o combate as resisténcias aos antimicrobianos. Alguns
dos objetivos passam por uma maior vigilancia epidemiolégica e monitorizacdo ambiental, apostar na
educacgdo e sensibilizagdo da populagdo, reduzir a incidéncia de infecdo e otimizar o uso dos
antimicrobianos, aumentar o investimento na investigacdo, novos medicamentos e ferramentas de
diagndstico e dar continuidade a implementacédo do conceito One Health (DGS et al., 2019; EMA, 2022;
Regulamento (UE) 2019/6).
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Tabela Suplementar 1 - Nimero de isolados bacilos de gram-negativo resistentes aos antimicrobianos nos diferentes subgrupos BF e BNF.

Bacilos de

iy N Antibioticos
negativo AMP PRL TZP CAZ FOX ETP MEM IMP NOR CIP AK TOB CN C TGC SXT
BF 29 16/29 3/29 1/29 1/29 4/29 0/29 0/29 1/29 0/29 4/29 0/29 1/29 2/29 2/29 0/29 0/29
BNF 26 NA 26/26 26/26 26/26 NA NA 5/26 26/26 NA 26/26 0/26 4/26 NA NA NA NA
Total 55 16/29 29/55 27/55 27/55 4/29 0/29 5/55 27/55 0/29 30/55 0/55 5/55 2/29 2/29 0/29 0/29

AMP (ampicilina), PRL (piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), CAZ (ceftazidima), FOX (cefoxitina), ETP (ertapenem), MEM (meropenem), IMP (imipenem), NOR
(norfloxacina), CIP (ciprofloxacina), AK (amicacina), TOB (tobramicina), CN (gentamicina), C (cloranfenicol), TGC (tigeciclina) e SXT (sulfametoxazol/trimetoprim), BF
(bacilos fermentativos), BNF (bacilos ndo fermentativos), NA (N&o aplicavel).
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Tabela Suplementar 2 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana nos bacilos de gram-negativos em bacilos ndo

fermentadores e bacilos fermentadores por amostra.

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
BNF BF
Amostra / Antimicrobianos Amostra / Antimicrobianos

A.l PRL-TZP-CAZ-IMP -CIP A.10 AMP
A.2 PRL-TZP-CAZ-IMP -CIP B.1 AMP-CIP
A3 PRL-TZP-CAZ-IMP -CIP B.4 AMP - FOX
A4 PRL-TZP-CAZ-IMP - CIP B.5 AMP -FOX
A5 PRL-TZP-CAZ-IMP - MEM - CIP B.6 AMP
A6 PRL-TZP-CAZ-IMP -CIP B.9 AMP-FOX-C
B.2 PRL-TZP-CAZ-IMP - MEM - CIP C.2 PRL-TZP-CAZ-IMP-CIP
B.3 PRL-TZP -CAZ- IMP - MEM - CIP D.3 CN
B.7 PRL-TZP -CAZ-IMP - CIP D.5 AMP - FOX
B.8 PRL-TZP-CAZ-IMP -CIP E1l AMP-TOB-CN-C
B.10 PRL-TZP - CAZ - IMP - MEM - CIP E.2 AMP
D.1 PRL-TZP-CAZ-IMP-TOB - CIP E4 CIP
D.2 PRL-TZP -CAZ - IMP - MEM - CIP ES5 CIP
D4 PRL-TZP-CAZ-IMP-TOB - CIP F.1 AMP
F.3 PRL-TZP-CAZ-IMP - CIP F.2 AMP
F.4 PRL-TZP-CAZ-IMP - CIP F.5 AMP
F.6 PRL-TZP-CAZ-IMP-TOB - CIP F.11 AMP
F.7 PRL-TZP-CAZ-IMP-TOB - CIP F.12 AMP - PRL
F.8 PRL-TZP-CAZ-IMP -CIP G.1 AMP-PRL
F.9 PRL-TZP-CAZ-IMP -CIP
F.10 PRL-TZP - CAZ - IMP - CIP
G.3 PRL-TZP-CAZ-IMP-CIP
G4 PRL-TZP-CAZ-IMP-CIP
G5 PRL-TZP-CAZ-IMP-CIP
G.8 PRL-TZP-CAZ-IMP-CIP
G.9 PRL-TZP-CAZ-IMP-CIP

AMP (ampicilina), TGC (tigeciclina), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim), CAZ (ceftazidima), FOX (cefoxitina), TOB
(tobramicina), C (cloranfenicol), IMP (imipenem), CN (gentamicina), PRL (piperacilina), TZP (piperacilina +
tazobactam), ETP (ertapenem), MEM (meropenem), CIP (ciprofloxacina), BNF (bacilos ndo fermentadores), BF
(bacilos fermentadores).
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Tabela Suplementar 3 - Nimero de isolados de cocos de gram-positivo (Enterococcus spp. e Streptococcus spp.) resistentes aos antimicrobianos.

Cocos de Gram-positivo n Antibicticos
P AMP IMP NOR CIP TEC VA CN S TGC SXT
Enterococcus spp. 20 0/20 20/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 3/20
Streptococcus spp. 2 0/2 2/2 1/2 NA 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2
Total 22 0/22 22/22 1/22 0/20 0/22 0/22 0/22 0/22 0/22 4/22

AMP (ampicilina), IMP (imipenem), NOR (norfloxacina), CIP (ciprofloxacina), TEC (Teicoplanina), VA (vancomicina), CN (Gentamicina), S (Estreptomicina), TGC
(tigeciclina), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim), NA (N&o aplicavel).
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Tabela Suplementar 4 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana em cocos de gram-positivo aos antimicrobianos

por amostra.

Streptococcus spp.

IMP
IMP - NOR - SXT

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
Enterococcus spp.
Amostra / Antibiéticos Amostra / Antibiéticos | Amostra / Antibiéticos
AE.1 IMP C.E1 IMP C.E5
A.E.2 IMP C.E.2 IMP D.E.1
A.E.3 IMP C.E3 IMP
AE.4 IMP C.E4 IMP - SXT
A.E.5 IMP C.E.6 IMP
B.E.1 IMP C.E7 IMP - SXT
B.E.2 IMP E.E.1 IMP
B.E.3 IMP E.E.2 IMP
B.E.4 IMP E.E.3 IMP - SXT
B.E.5 IMP E.E.4 IMP

IMP (imipenem), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim) e NOR (norfloxacina).

Tabela Suplementar 5 - Espécies gram-negativas identificadas através do APl 20E com respetiva percentagem

de identificacao e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos.

Amostra Espécie Identificac&o (%)
A.10 Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae 98,9%
B.4 Enterobacter cloacae 93,6%
B.5 Enterobacter cloacae 91,4%
B.6 Hafnia alvei 99,9%
B.9 Citrobacter braakii 99,9%
C.2 Pseudomonas luteola 92,1%
D.1 Aeromonas hydrophila/cavie/sobria 1 95,5%
D.5 Enterobacter cloacae 91,4%
E.l Proteus vulgaris 98,7%
E.2 Providencia rettgeri 97,8%
F.2 Enterobacter cloacae 95,6%
F.12 Enterobacter cloacae 97, 7%
G.3 Pseudomonas aeruginosa 98,6%
G.5 Pseudomonas aeruginosa 98,6%
G.9 Pseudomonas aeruginosa 99,7%

AMP (ampicilina), FOX (cefoxitina), C (cloranfenicol), CAZ (ceftazidima), IMP (imipenem), CN (gentamicina), PRL
(piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), TOB (tobramicina) e CIP (ciprofloxacina).
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Tabela Suplementar 6 - Sistematizagdo de estudos prévios realizados no mesmo ambito do presente.

Pais do Amostras (n); Isolados s Percentagem de isolados portadores de perfis de
Estudo estudo Origem (n) Espécies encontradas resisténcia Autor/Ano
Vegetais (137); Cedecea davisae; Citrobacter spp.; Enterobacter spp.; | TMP (0,2%), SMZ (1,3%), TET (5,5%), C (12%) e CXM Asterblad et
1 Finlandia Su germercadoé 536 Escherichia spp.; Hafnia alvei; Klebsiella spp.; Kluyvera spp; | (14%). Sem resisténcias aos antimicrobianos CTX, al. 1999
p Leclercia adecarboxylata; Rahnella aquatilis; Serratia spp. ATM, IMP, CN, NAL e CIP. "
2 Canada \é:egrigsic(ﬁdzg; 205 Pseudomonas fluorescens/putida complex; | AMP (93,5%), KF (90,0%), C (35,7%), S (10,0%), NAL | Bezanson et
retalho Sphingobacterium spp.; Acinetobacter baumanni. (4,2%), KAN (4,2%), CAZ (3%) e CN (2,8%). al., 2008
. Allydice-
. Vegetais (95); . . i . IMP (100%), AMP (100%), CN (97%), CIP (93%), CAZ ;
3 Jamaica Supermercados 91 Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli (79%), C (84%), SXT (83%), ATM (41%) e TET (29%). Erricvcrlls 201;&
Saladas prontas E.coli; Rahnella aquatilis; Citrobacter freundii complex; Genes de resisténcia ara beta-lactamicos
4 Portugal aconsurr?ir(50)' 108 Raoultella terrigena; Hafnia alvei; Enterobacter cloacae; tetraciclina, cloranfenicol trimgto rim, estre tomicina, Campos et
9 ’ Enterobacter aerogenes; Cronobacter sakazakii; . . ' prim, P ' | al., 2013
Supermercados E sulfonamidas e quinolonas.
nterococcus spp.
v . Serratia spp.; Raoultella planticola; Rahnella aquatilis;
egetais e Pseudocitrobacter carotovorum; Pantoea spp.; Kluyvera AMP (66%), KF (57%), AM-CL (33%), FOX (31%), TET Al-Kharousi
° Oma frutas (105); 88 intermedia; Klebsiella s 'Esc’herichias 'p%}winiays ;| (9%), NAL (7%), TMP (6%) e KAN (5%). Sem etal., 2019
Mercados locais ' A Pp-; " Pp-; PP resisténcias a CAZ, ATM e CTX. "
Enterobacter spp.; Citrobacter freundii
Saladas pronta Pseudomonas; Acinetobacter; Exiguobacterium; Weissella; GenAes. de re5|sten0|g para amlnogllcosmeos,_ peta Zhou et al.,
. ; ] ) i ) S -~ " | lactdmicos, cloranfenicol, sulfonamida, tetraciclina,
6 China a consumir (10); N.A. Enterobacter; Leuconostoc; Pantoea; Serratia; Erwinia,; - . . - 2020
. vancomicina, macrolideo, lincosamidas e
Restaurantes Ewingella. .
estreptogramina B.
Enterobacter spp.: SAM (61.9%), AM-CL (60.2%), CIP
Vegetais (47.8%), CLI (52.2%), AMP (52.1%), AK (43.8%), CN
(139694)' Escherichia coli; Enterobacter spp.; Enterococcus faecalis; | (43.5%), CPZ (41.3%) e CRO (34.1%). Sem Salmanov et
7 Ucrania Comércio ae 8179 Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa; E. | resisténcias a CFPM, MEM, IMP e ETP. Klebsiella al. 2021
retalho faecium; Staphylococcus aureus; Acinetobacter spp. pneumoniae: AMP (51.5%), AM-CL (41.4%), OFX "

(33.1%) e CIP (29.7%). Sem resisténcias a TZP e ETP.
Pseudomonas aeruginosa: carbapenemos (35,3%).

TMP (trimetoprim), SMZ (sulfametoxazol), TET (tetraciclina), C (cloranfenicol), CXM (cefuroxima), CTX (cefotaxima), ATM (aztreonam), IMP (imipenem), CN (gentamicina), NAL (&cido
nalidixico), CIP (ciprofloxacina), AMP (ampicilina), KF (cefalotina), S (estreptomicina), KAN (canamicina), CAZ (ceftazidima), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim), AM-CL (amoxicilina-acido

clavulanico), FOX (cefoxitina), SAM (ampicilina/sulbactam), CLI (clindamicina), AK (amicacina),

(ertapenem), OFX (ofloxacina), TZP (piperacilina + tazobactam), NA (N&o aplicavel).

CPZ (cefoperazona), CRO (ceftriaxona), CFPM (cefepima), MEM (meropenem), ETP
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Tabela Suplementar 7 - Namero e classe de genes codificantes de carbapenemases presentes em Pseudomonas
aeruginosa de acordo com o GenBank (NCBI). Adaptado de Botelho et al. (2020).

Pseudomonas aeruginosa

Genes codificantes de
blavim blamp blanow blakec blages blaspm blapm blapm blaarw  blagim

carbapenemases

NuUmero de genomas

(NCBI) 242 84 29 13 32 32 7 2 1 1
Classe/Subclasse Bl Bl Bl A A Bl Bl Bl Bl Bl

blavim (Verona Integron-Encoded Metallo-Beta-Lactamase); blaime (IMmipenemase-type metallo-beta-lactamase);
blanom (New Delhi metallo-beta-lactamase); blaxkec (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase); blaces (Guiana
Extended-Spectrum beta-lactamase); blasem (S80 Paulo metallo-beta-lactamase); blaoim (Dutch imipenemase);
blarm (Florence imipenemase); blaarm (Alcaligenes faecalis metallo-beta-lactamase); blacm (German
imipenemase).
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‘{ ESCOLA

F 4 me{ - UNIVERSITARA
’-kx " VASCODAGAVA

REGISTO DE CASUISTICA

Nome aluno (a): Inés Margues dos Santos

mvet e

Laboratério veterinario

Local (ais) de estagio : INNO

Laboratorio de microbiologia da Escola Universitaria Vasco da

Gama

Periodo estagio : 04/10/2021 a 31/03/2022

Breve contextualizacdo do
EC:

com duracéo de 4 meses.

O estagio curricular foi realizado na area de praticas laboratoriais
em dois locais diferentes nomeadamente no laboratdrio
veterinario INNO localizado em Braga, com uma duragéo de 2
meses e no laboratério de microbiologia localizado na EUVG,

Atividades desenvolvidas no laboratério INNO TOTAL
1. |Realizac&o e interpretacdo de hemogramas 375
1.1 | Realizacéo e interpretacdo de esfregacos sanguineos 317
2. | Visualizacdo e interpretacdo de citologias 222
2.1 | Imunocitoquimicas 8
2.2 | Estudos de efusdo 20
3. | Visualizacio e interpretacdo de urindlises 65
3.1 | Andlise de sedimento urinario 5
4. |Visualizacéo e interpretacdo de testes de coprologia 9

Visualizacédo e interpretacao de testes de imunofluorescéncia

5. lindireta 12
6. | Visualizacio e interpretacdo de testes ELISA 116
TOTAL 1149

Atividades desenvolvidas no laboratorio de microbiologia da EUVG | TOTAL
1. | Preparacdo de meios de cultura 28
2. | Repicagem de isolados de bactérias 388
3. |Realizagdo e interpretacdo de antibiogramas 194
4. | Realizacédo e identificacédo de bactérias por API 20E 32
TOTAL 642
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