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RESUMO 28 

As saladas prontas a consumir são uma alternativa rápida e saudável, cuja adesão e 29 

disponibilidade tem aumentado nos últimos anos. Os vegetais consumidos na forma não cozinhada 30 

trazem benefícios à saúde, no entanto, e apesar de serem considerados como alimentos seguros, 31 

poderão constituir risco para a saúde do consumidor por contaminação microbiológica. Adicionalmente, 32 

a emergência de bactérias portadoras de genes de resistência a antimicrobianos é neste momento 33 

considerada uma preocupação global. As bactérias multirresistentes (MDR) constituem um risco de 34 

saúde pública, contribuindo para a ineficácia do tratamento de infeções nos humanos e nos animais, 35 

sendo a resistência antimicrobiana uma das dez ameaças à saúde segundo a Organização Mundial de 36 

Saúde. 37 

O objetivo deste estudo consistiu na caracterização do perfil de suscetibilidade aos 38 

antimicrobianos de amostra de saladas prontas a consumir de forma a contribuir para um maior 39 

conhecimento sobre o risco que estes produtos apresentam no âmbito da segurança alimentar. Para 40 

tal, foram adquiridas sete amostras de três marcas diferentes, de grandes superfícies da região Centro 41 

de Portugal. Após isolamento de bacilos de gram-negativo fermentadores e não fermentadores da 42 

lactose, e de cocos de gram-positivo, foi estudado o seu perfil de suscetibilidade utilizando o método 43 

de difusão por disco. Procedeu-se à identificação de isolados representativos de perfis de 44 

suscetibilidade a antimicrobianos através de API ou métodos fenotípicos. 45 

Obtiveram-se 77 isolados, dos quais 29 bacilos de gram-negativo fermentadores, 26 bacilos de 46 

gram-negativo não fermentadores e 22 cocos de gram-positivo (dois Streptococcus spp. e 20 47 

Enterococcus spp.). Verificou-se que 82% dos bacilos de gram-negativo fermentadores e não 48 

fermentadores apresentaram resistência a uma ou mais classes de antimicrobianos, com maior 49 

incidência na classe dos beta-lactâmicos. Nos isolados de bacilos fermentadores, os grupos de 50 

antimicrobianos que se destacaram foram os seguintes: penicilinas (23%), cefalosporinas (9%), 51 

fluoroquinolonas (7%), cloranfenicol (7%), aminoglicosídeos (3%) e carbapenemos (1%); nos bacilos 52 

não fermentadores: penicilinas (100%), cefalosporinas (100%), fluoroquinolonas (100%), 53 

carbapenemos (60%) e aminoglicosídeos (8%). Nos cocos de gram-positivo, 100% dos isolados 54 

apresentaram resistência a pelo menos uma classe de antimicrobianos, sendo que todos os isolados 55 

apresentaram resistência ao imipenem e 18% ao sulfametoxazol/trimetoprim. No total dos isolados 56 

obtidos, 39% eram portadores de perfil de MDR, sendo que nestes foram identificadas as seguintes 57 

espécies: Citrobacter braakii, Proteus vulgaris, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa e 58 

Aeromonas hydrophila/cavie/sobria. 59 

Este estudo permite concluir que as saladas prontas a consumir poderão constituir um veículo 60 

de transmissão e disseminação de bactérias portadoras de resistência aos antimicrobianos, 61 

contribuindo para uma colonização da microbiota intestinal por bactérias MDR, o que configura sério 62 

risco em termos de segurança alimentar e, consequentemente, de saúde pública.  63 
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 66 

ABSTRACT 67 

Ready-to-eat salads are a quick and healthy alternative with growing demand and availability in 68 

recent years. Uncooked vegetables bring several health benefits when consumed, however, and even 69 

though they’re considered safe food, they can pose a threat to consumers health through microbiological 70 

contamination. Additionally, the emergence of antibiotic-resistance gene-carrying bacteria is considered 71 

a global concern nowadays. Multiresistant bacteria (MDR) are a public health risk, contributing for 72 

ineffective treatments in both humans and animals, with antibiotic resistance being considered one of 73 

the ten public health threats, according to the World Health Organization. 74 

This study aimed to characterize the antibiotic susceptibility profile in ready-to-eat salad samples 75 

to contribute for a better knowledge of the risk that these products pose in the context of food safety. 76 

For that, seven samples of three different brands were acquired from large retail stores in the Centro 77 

region of Portugal. After isolating both lactose-fermenting and non-lactose- fermenting gram-negative 78 

bacilli, as well as gram-positive cocci, their susceptibility profile was assessed, using the disc diffusion 79 

method. The isolates representative of antibiotic susceptibility profiles were identified through API or 80 

phenotypic methods. 81 

Seventy-seven isolates were obtained, of which 29 were fermentative gram-negative bacilli, 26 82 

non-fermentative gram-negative bacilli and 22 gram-positive cocci (two Streptococcus spp. and 20 83 

Enterococcus spp.). It was determined that 82% of fermentative and non-fermentative gram-negative 84 

bacilli showed resistance to one or more classes of antibiotics, with a higher incidence on the beta-85 

lactam class. In the fermentative bacilli isolates, the more relevant antibiotic groups were: penicillins 86 

(23%), cephalosporins (9%), fluoroquinolones (7%), chloramphenicol (7%), aminoglycosides (3%) and 87 

carbapenems (1%); in the non-fermentative bacilli: penicillins (100%), cephalosporins (100%), 88 

fluoroquinolones (100%), carbapenems (60%) and aminoglycosides (8%). In the gram-positive cocci, 89 

100% of the isolates presented resistance to at least one class of antibiotics, with all isolates showing 90 

resistance to imipenem and 18% to sulfamethoxazole/trimethoprim. Of all obtained isolates, 39% 91 

showed a MDR profile, and in these the following species were identified: Citrobacter braakii, Proteus 92 

vulgaris, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa and Aeromonas hydrophila/cavie/sobria. 93 

This study allows for the conclusion that ready-to-eat salads can be a vehicle for transmission 94 

and dissemination of antibiotic-resistant bacteria, contributing to a colonization of the intestinal 95 

microbiota by MDR bacteria, which poses a serious threat in terms of food safety and, consequently, 96 

public health. 97 

KEYWORDS: AMR; Antimicrobials; Antimicrobials resistance; Bacteria; Food safety; MDR; 98 

Multiresistance; Ready to eat salads.99 
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1. INTRODUÇÃO 100 

As saladas prontas a consumir constituem um alimento cujo consumo tem vindo a aumentar 101 

devido à procura de um estilo de vida mais saudável, sobretudo em contexto urbano, aliado a um menor 102 

tempo disponível para preparar refeições (Althaus et al., 2012; Berger et al., 2010; Santos et al., 2020; 103 

Taban et al., 2013). Os alimentos prontos a consumir são definidos como “alimentos destinados pelo 104 

produtor ou fabricante ao consumo humano direto, sem necessidade de cozedura ou outra 105 

transformação, eficazes para eliminar ou reduzir para um nível aceitável os microrganismos perigosos” 106 

(Regulamento CE nº2073/2005). Os vegetais consumidos na forma não cozinhada trazem diversos 107 

benefícios à saúde, pois são ricos em hidratos de carbono, antioxidantes, minerais, vitaminas e fibra. 108 

No entanto apresentam também um maior risco para a saúde do consumidor, devido a contaminação 109 

microbiológica, que pode levar a surtos de doenças com origem alimentar (Araújo et al., 2017; Berger 110 

et al., 2010; Mritunjay & Kumar, 2017b, 2017a; Schwaiger et al., 2011a; Taban et al., 2013).  111 

A contaminação dos vegetais utilizados na composição de saladas prontas a consumir pode 112 

ocorrer em diversas fases, nomeadamente na fase da pré-colheita, devido à utilização de fertilizantes 113 

biológicos constituídos por matéria fecal de animais contaminados, pela presença de animais selvagens 114 

ou domésticos no local de cultivo (Althaus et al., 2012; Brandão et al., 2014; Mritunjay & Kumar, 2017a), 115 

pela existência de esgotos nas imediações ou pela irrigação com águas contaminadas (Araújo et al., 116 

2017; Berger et al., 2010; Mritunjay & Kumar, 2017b; Schwaiger et al., 2011b). A contaminação pode 117 

também ocorrer durante a fase de colheita pela manipulação dos vegetais, ou pelo contacto com 118 

instrumentos contaminados (Jung et al., 2014) e até pela presença de insetos (Berger et al., 2010). 119 

Durante a fase de pós-colheita a contaminação pode ser devida a lavagem inadequada ou utilização 120 

de água imprópria, bem como resultado de contaminações cruzadas durante a seleção e corte, 121 

transporte e distribuição (Berger et al., 2010; Brandão et al., 2014). A temperatura de armazenamento 122 

também é considerada um fator de grande relevância, pois afeta a sobrevivência e multiplicação de 123 

microrganismos que possam estar presentes no alimento (Berger et al., 2010). Existem ainda diversos 124 

microrganismos capazes de formar biofilmes e assim resistir aos processos de lavagem/desinfeção 125 

(Mritunjay & Kumar, 2017a, 2017b; Schwaiger et al., 2011b). 126 

Adicionalmente, as bactérias poderão ser portadoras de genes de resistência a antimicrobianos 127 

(AMR), sendo a sua emergência uma preocupação global. A ocorrência de bactérias multirresistentes 128 

(MDR) constitui um risco de saúde pública, contribuindo para a ineficácia terapêutica e, 129 

consequentemente, levando à morte de 700.000 de indivíduos por ano, estimando-se que daqui a 28 130 

anos infeções comuns e ferimentos leves possam levar à subida deste número para 10 milhões, 131 

causando mais óbitos que o cancro, sendo atualmente considerada como uma das dez ameaças à 132 

saúde pela Organização Mundial da Saúde (O’Neill, 2014; Schwaiger et al., 2011a; WHO, 2014).  133 

O principal risco da utilização destas saladas prontas a consumir está relacionada com a 134 

ausência de tratamento térmico. Como tal as bactérias não são inativadas, podendo sobreviver ao 135 

processo de digestão gastrointestinal, contribuindo para a disseminação de AMR às bactérias 136 
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comensais do trato gastrointestinal e colonização deste. Esta disseminação pode ocorrer através de 137 

mecanismos de transferência horizontal de genes, nomeadamente através de transferência/captação 138 

de elementos móveis portadores de genes de AMR (Baloch et al., 2017; Bezanson et al., 2008; Novais 139 

et al., 2005; Zhou et al., 2020). A microbiota intestinal encontra-se permanentemente em interação com 140 

microrganismos ambientais, que são introduzidos pela ingestão de alimentos, água e pelo contato com 141 

animais. Numa perspetiva One Health, a alimentação e saúde humana estão relacionadas com a saúde 142 

e alimentação animal e com o ambiente (da Silva et al., 2021). Neste contexto, o uso inadequado de 143 

antimicrobianos e a forma de gestão de saneamento e de resíduos apresentam-se como atividades 144 

antropogénicas sobre as quais recai uma maior responsabilidade, pois estas têm um elevado impacto 145 

na diversidade da microbiota, favorecendo a disseminação, manutenção e aumento de AMR (da Silva 146 

et al., 2021; Pesavento et al., 2014). 147 

Em Portugal os estudos realizados no contexto das resistências aos antimicrobianos em saladas 148 

prontas a consumir são ainda escassos (Campos et al., 2013). Assim, o objetivo deste estudo consistiu 149 

na caracterização do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de amostra de saladas prontas a 150 

consumir de forma a contribuir para um maior conhecimento sobre o risco que estes produtos 151 

apresentam no âmbito da segurança alimentar. 152 

 153 

 154 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 155 

2.1. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 156 
 157 

Foram adquiridas, durante os meses de janeiro e fevereiro de 2022, sete amostras de saladas 158 

prontas a consumir (as quais foram designadas por amostra “A”, “B”, “C”, “D”, “E”, “F” e “G”), de três 159 

marcas distintas (1, 2 e 3), em diferentes superfícies comerciais na região centro de Portugal. A 160 

constituição das amostras encontra-se descrita na Tabela 1. Todas as amostras foram adquiridas e 161 

processadas dentro do seu prazo de validade, respeitando todas as condições de assepsia durante o 162 

processamento e manipulação das amostras. 163 

Tabela 1 - Caracterização da composição das amostras de saladas prontas a consumir. 164 

Marca Amostras Ingredientes 

1 
A Alface chicória, alface radicchio, canónigos 

B Alface multifolhas verde, cenoura, milho, couve roxa 

2 

C Espinafres 

D Alface multifolhas e cenoura 

E Rúcula 

3 
F Alface verde, alface roxa, coentros 
G Alface verde, alface roxa, rúcula selvagem 

 165 
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2.2. SELEÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS 166 
 167 

O processamento de cada uma das amostras foi realizado através de pesagem de 10 g de cada 168 

amostra, posterior pré-enriquecimento em água peptonada (Scharlau®) numa proporção de 1:10 e 169 

homogeneização em Stomacher (Interscience®). Procedeu-se à seleção de bacilos fermentadores (BF) 170 

e bacilos não fermentadores (BNF) de gram-negativo e Enterococcus spp. utilizando a técnica de 171 

espalhamento em diferentes meios de cultura seletivos, ou semi-seletivos (Hektoen Enteric Agar, 172 

Liofilchem®; Slanetz Bartley Agar, Condalab®), respetivamente, conforme previamente descrito (King 173 

& Metzger, 1968; Novais et al., 2005; Slanetz & Bartley, 1957). Após incubação (37ºC/18-24 horas) as 174 

colónias isoladas foram selecionadas com base em características morfológicas, tendo as mesmas sido 175 

repicadas para Trypticase Soy Agar (TSA) (Liofilchem®). 176 

A identificação presuntiva de isolados de BF e BNF foi realizada recorrendo à prova da oxidase 177 

(Sigma-Aldrich®) e sistema API 20E (Biomerieux®), sendo que para os BNF incluíram-se provas 178 

adicionais (mobilidade, redução dos nitratos, crescimento em meio de cultura agar MacConkey, e prova 179 

da oxidação/fermentação da glucose). A identificação dos géneros Enterococcus e Streptococcus foi 180 

realizada através de coloração de Gram, reação da catalase, hidrólise da esculina e crescimento em 181 

NaCl (Cloreto de sódio) a 6,5% (Novais et al., 2013).  182 

 183 

2.3. CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS 184 
 185 

O estudo de suscetibilidade a antimicrobianos foi realizado através do método de difusão por disco 186 

de acordo com as normas internacionais (EUCAST, 2022): Enterococcus spp. e Streptococcus spp.-  187 

ampicilina (AMP) 2 μg, imipenem (IMP) 10 μg, norfloxacina (NOR) 10 μg, gentamicina (CN) 30 μg, 188 

estreptomicina (S) 300 μg, teicoplanina (TEC) 30 μg, vancomicina (VA) 5 μg, tigeciclina (TGC) 15 μg, 189 

ciprofloxacina (CIP) 5 μg; BNF - ceftazidima (CAZ) 10 μg, imipenem (IMP) 10 μg, amicacina (AK) 30 190 

μg, tobramicina (TOB) 10 μg, piperacilina ( PRL) 30 μg, piperacilina + tazobactam (TZP) 36 μg, 191 

meropenem (MEM) 10 μg, ciprofloxacina 5 μg (CIP); BF -  ampicilina (AMP) 10 μg, cefoxitina (FOX) 30 192 

μg, ceftazidima (CAZ) 10 μg, imipenem (IMP) 10 μg, amicacina (AK) 30 μg, tobramicina (TOB) 10 μg, 193 

sulfametoxazol/trimetoprim (SXT) 25 μg, norfloxacina (NOR) 10 μg, cloranfenicol (C) 30 ug, tigeciclina 194 

(TGC) 15ug, piperacilina ( PRL) 30 μg, piperacilina + tazobactam (TZP) 36 μg, ertapenem (ETP) 10 μg, 195 

meropenem (MEM) 10 μg, gentamicina  (CN) 10 μg, ciprofloxacina 5 μg (CIP).  196 

Os isolados que apresentaram um perfil de resistência intermédia, de acordo com as diretrizes da 197 

norma EUCAST, foram classificados como resistentes. Classificaram-se como isolados 198 

multirresistentes (MDR), todos os isolados que apresentaram um perfil de resistência a três ou mais 199 

classes de antimicrobianos. 200 

 201 
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2.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 202 
 203 

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi analisado, aplicando o teste de Fisher recorrendo 204 

ao software R (R Core Team ®, 2019). 205 

 206 

3. RESULTADOS 207 

3.1. IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS 208 
 209 

No total foi possível obter 77 isolados puros dos quais foram obtidos 55 isolados de gram-negativo: 210 

26 de BNF (Pseudomonadales) e 29 de bactérias BF (Enterobacterales). Foram também identificados 211 

22 isolados de gram-positivo: 20 isolados de Enterococcus spp. (salada A, B, C e E) e dois isolados de 212 

Streptococcus spp. do grupo D (salada C e D) (Tabela 2).  213 

Tabela 2 - Número de isolados de bacilos de gram-negativo e cocos de gram-positivo obtidos por marca e amostra 214 
de salada. 215 

Marca Amostras 
Número de isolados de bactérias obtidos por amostra 

Bacilos de gram-negativo  Cocos de gram-positivo Total 

1 
A 10 5 15 

B 10 5 15 

2 

C 4 7 11 

D 5 1 6 

E 5 4 9 

3 
F 12 0 12 

G 9 0 9 

  Total 55 22 77 

 216 

De acordo com o perfil de suscetibilidade foram selecionados 25 isolados para identificação por 217 

API 20E, do quais apenas 15 isolados apresentaram uma percentagem de identificação acima de 90% 218 

(Tabela 3; Tabela Suplementar 5). 219 

 220 

 221 

 222 

 223 

 224 

 225 

 226 
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Tabela 3 - Identificação de isolados bacilos de gram-negativo por API 20E por tipo de fermentação, número de 227 
isolados e amostra (n=15). 228 

Género/espécie Fermentação 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 

 BF (Bacilos fermentativos), BNF (Bacilos não fermentativos), *API 20E + Provas adicionais  229 
 230 

 231 

3.2. PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS 232 
 233 

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

antimicrobiano AMP (n=15/29) seguido de FOX (n=4/29), de CIP (n=3/29), de PRL (n=3/29), de C 235 

(n=2/29), de CN (n=2/29) e menor à TOB (n=1/29), IMP (n=1/29), TZP (n=1/29) e CAZ (n=1/29). 236 

Nenhum isolado apresentou resistências à NOR, SXT, AK, MEM, ETP e TGC (Figura 1; Tabela 237 

Suplementar 1). Dos 29 BF encontrados neste estudo, dez isolados foram suscetíveis a todos os 238 

antibióticos testados. Nos BNF todos os isolados apresentaram resistência ao IMP (n=26/26), à CAZ 239 

(n=26/26), à CIP (n=26/26), à TZP (n=26/26), à PRL (n=26/26) e verificou-se menor resistência em 240 

MEM (5/26) e TOB (n=4/26), sendo que nenhum isolado apresentou resistência à AK (Figura 2; Tabela 241 

5; Tabela Suplementar 1). 242 
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 243 

Figura 1 - Percentagem de isolados BF portadores de perfil de resistência ou suscetibilidade a antimicrobianos 244 
(n=29) p<0,001 (Teste de Fisher).  245 
AMP (ampicilina), PRL (piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), IMP (imipenem), MEM (meropenem), ETP 246 
(ertapenem), FOX (cefoxitina), CAZ (ceftazidima), CN (gentamicina), TOB (tobramicina), AK (amicacina), NOR 247 
(norfloxacina), CIP (ciprofloxacina, C (cloranfenicol), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim), TGC (tigeciclina) e BF 248 
(bacilos fermentadores). 249 
 250 
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 251 

Figura 2 - Percentagem de isolados BNF portadores de perfil de resistência ou suscetibilidade a antimicrobianos 252 
(n=26) p<0,001 (Teste de Fisher).  253 
TZP (piperacilina + tazobactam), PRL (piperacilina), CAZ (ceftazidima), IMP (imipenem), MEM (meropenem), 254 
TOB (tobramicina), AK (amicacina), CIP (ciprofloxacina) e BNF (bacilos não fermentadores). 255 

 256 

 257 

No total dos isolados de gram-negativo (BF e BNF) analisados, verificou-se que 82% (n=45/55) 258 

isolados  apresentaram resistência a uma ou mais classes de antimicrobianos. 259 

Tendo em consideração os diferentes grupos de antimicrobianos testadas nos BF (penicilinas, 260 

cefalosporinas, fluoroquinolonas, carbapenemos, cloranfenicol, aminoglicosídeos, tetraciclinas e 261 

sulfonamidas) verificou-se que a maior percentagem de resistência incidiu sobre o grupo das penicilinas 262 

(23%, n=20/87) e em menor percentagem em cefalosporinas (9%, n=5/58), fluoroquinolonas (7%, 263 

n=4/58), cloranfenicol (7%, n=2/29), aminoglicosídeos (3%, n=3/87) e carbapenemos (1%, n=1/87), 264 

sendo que não existiram resistências aos grupos das tetraciclinas e sulfonamidas (Figura 3). Nos BNF 265 

todos os isolados apresentaram 100% de resistência às penicilinas (n=52/52), cefalosporinas (n=26/26) 266 

e fluoroquinolonas (n=26/26), 60% (n=31/52) aos carbapenemos e em menor percentagem em 267 

aminoglicosídeos (6%, n=4/52) (Figura 4).  268 
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 269 

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

 274 

 275 

Figura 4 - Percentagem de isolados BNF (bacilos não fermentadores) portadores de perfil de resistência por grupo 276 
de antimicrobianos. Penicilinas n=52 (PRL, TZP); Cefalosporinas n=26 (CAZ); Fluoroquinolonas n=26 (CIP); 277 
Carbapenemos n=52 (MEM, IMP); Aminoglicosídeos n=52 (AK,TOB). 278 
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Nos cocos de gram-positivo não foram observadas resistências às penicilinas, aos 281 

aminoglicosídeos, às tetraciclinas e aos glicopeptídeos. Todos os isolados de Enterococcus spp. 282 

exibiram resistência ao antimicrobiano IMP (n=20/20) e em alguns isolados simultaneamente 283 

resistência ao SXT (n=3/22). Nos restantes antimicrobianos testados (AMP, CN, S, TEC, VA, CIP, NOR) 284 

todos os isolados demostraram total suscetibilidade (Figura 5; Tabela Suplementar 4). Nos dois 285 

isolados de Streptococcus spp., semelhante ao que foi descrito em Enterococcus spp., todos 286 

apresentaram resistência ao IMP e num isolado simultaneamente evidenciou-se resistências ao 287 

antimicrobiano SXT e NOR. Nenhum isolado apresentou resistência aos antimicrobianos AMP, VA, 288 

TEC, S, CN e TGC (Tabela suplementar 3; Tabela Suplementar 4).  289 

 290 

Figura 5 - Percentagem de isolados Enterococcus spp. portadores de perfil de resistência ou suscetibilidade a 291 
antimicrobianos (n=20) p<0,001 (Teste de Fisher).  292 
AMP (ampicilina), IMP (imipenem), CIP (ciprofloxacina), NOR (norfloxacina), VA (vancomicina), TEC (teicoplanina), 293 
S (estreptomicina), CN (gentamicina), TGC (tigeciclina) e SXT (sulfametoxazol/trimetoprim). 294 
 295 

 296 

Dos 55 isolados de gram-negativo resultantes deste estudo observou-se que 53% de bacilos 297 

de gram-negativo apresentavam um perfil MDR (n=29/55). Também em cocos de gram-positivo se 298 

observou um isolado do género Streptococcus com um perfil de MDR, nomeadamente, resistência 299 

simultânea ao IMP, SXT e NOR. No total de isolados obtidos verificou-se que 39% (n=30/77) 300 

apresentavam perfil de MDR. Dos 15 isolados identificados por API 20E destacam-se as seguintes 301 

espécies: Citrobacter braakii, Proteus vulgaris, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa e 302 

Aeromonas hydrophila/cavie/sobria (Tabela 4). 303 
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 304 

Tabela 4 - Bacilos de gram-negativo identificados e respetivo perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos por 305 
número de isolados e amostra. 306 

Género/espécie Isolados (n) 
Perfil de suscetibilidade aos 

antimicrobianos 
Amostra 

Klebsiella pneumoniae subsp. 
Pneumoniae  

1 

AMP 

A 

Hafnia alvei 1 B 

Enterobacter cloacae  1 F 

Providencia rettgeri 1 E 

      

Enterobacter cloacae 1 
AMP - PRL F 

    

Enterobacter cloacae 3 
AMP - FOX B, D 

    

Citrobacter braakii 1 
AMP - FOX - C B 

    

Proteus vulgaris 1 
AMP - TOB - C - CN E 

    

Pseudomonas luteola 
Pseudomonas aeruginosa 

1 

PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP 

C 

3 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 307 
(gentamicina), PRL (piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), TOB (tobramicina)  e CIP (ciprofloxacina).    308 

 309 

 310 

Os perfis de suscetibilidade encontrados neste estudo foram variáveis: em BF verificou-se que a 311 

resistência exclusivamente ao antimicrobiano AMP foi mais comum (n=7/29), enquanto que nos BNF 312 

verificou-se um perfil de MDR mais frequente à PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP (n=17/26) (Tabela 5; 313 

Tabela Suplementar 2). Nos cocos de gram-positivo o perfil de suscetibilidade mais comum foi a 314 

resistência ao antimicrobiano IMP em Enterococcus spp. (n=20/20) (Tabela 6; Tabela Suplementar 4). 315 

 316 

 317 

 318 

 319 

 320 

 321 

 322 
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Tabela 5 - Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos em bacilos de gram-negativo: BF (n=29) e BNF (n=26) e 323 
respetivas amostras. 324 

BF 

Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos nº de isolados Amostras 

AMP 7 A, B, E, F 

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 nº 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 

AMP (ampicilina), FOX (cefoxitina), C (cloranfenicol), CAZ (ceftazidima), IMP (imipenem), CN (gentamicina), PRL 325 
(piperacilina), TZP (piperacilina + tazobactam), TOB (tobramicina), CIP (ciprofloxacina), MEM (meropenem), BF 326 
(bacilos fermentativos) e BNF (bacilos não fermentativos).      327 
 328 

 329 

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

Enterococcus spp. 

Perfis de suscetibilidade aos 
antimicrobianos 

nº de isolados Amostras 

IMP 17 A, B, C, E 

IMP - SXT 3 C, E 

Streptococcus spp. 

Perfis de suscetibilidade aos 
antimicrobianos 

nº de isolados Amostras 

IMP 1 C 

IMP - NOR - SXT 1 D 

 IMP (imipenem), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim) e NOR (norfloxacina). 332 

 333 

 334 

 335 

 336 

 337 

 338 

 339 
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 340 

As populações de Enterobacterales (BF) são frequentemente utilizadas como indicadoras de 341 

controlo de processos de higiene no processamento dos alimentos, enquanto que bactérias como 342 

Escherichia coli constituem um indicador de eleição de contaminação fecal ambiental (Santos et al., 343 

2020). No presente estudo não foram identificadas bactérias da espécie E. coli, ao contrário do que já 344 

foi reportado anteriormente em saladas prontas a consumir em Portugal (Campos et al., 2013). Algumas 345 

espécies identificadas neste estudo são microrganismos ambientais, alguns dos quais pertencentes à 346 

microbiota normal intestinal. Geralmente apresentam baixa patogenicidade, mas são também 347 

considerados potenciais agentes oportunistas, podendo causar infeções nosocomiais em populações 348 

mais vulneráveis (Schwaiger et al., 2011b). As espécies encontradas, no entanto, não diferem muito 349 

das que são observadas em estudos prévios realizados em saladas e vegetais (Al-Kharousi et al., 2019; 350 

Bezanson et al., 2008; Campos et al., 2013; Österblad et al., 1999; Pesavento et al., 2014; Salmanov 351 

et al., 2021; Zhou et al., 2020) (Tabela suplementar 6).  352 

Algumas das bactérias identificadas nestes ensaios fazem parte do grupo “ESKAPE”, um acrónimo 353 

que engloba seis espécies de bactérias, que incluem estirpes altamente virulentas e resistentes a 354 

antibióticos: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 355 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Estas são responsáveis pela maioria das 356 

infeções hospitalares e são capazes de “escapar” à ação de grande parte dos antimicrobianos. 357 

Apresentam diversos mecanismos de resistências e são capazes de produzir biofilme que contribui 358 

para prevenir fisicamente a resposta imune do hospedeiro assim como a ação dos antimicrobianos 359 

(Mulani et al., 2019). 360 

A Organização Mundial da Saúde elaborou uma lista de antimicrobianos de importância crítica 361 

(CIA) que foram categorizados em três grupos com base na sua importância para a medicina humana. 362 

Esta lista é importante para auxiliar a gestão dos antimicrobianos, garantindo o seu uso criterioso na 363 

medicina humana e veterinária. Entre os antimicrobianos categorizados com importância crítica, 364 

analisados neste estudo, destacam-se as cefalosporinas de 3ª geração (CAZ), glicopeptídeos (TEC, 365 

VA), fluoroquinolonas (NOR, CIP), aminoglicosídeos (CN, S, AK, TOB), carbapenemos (IMP, ETP, 366 

MEM), glicilciclinas (TGC), oxazolidinonas (LZD) e algumas penicilinas (AMP, TZP) (WHO, 2019). 367 

Relativamente às resistências encontradas, 82% dos isolados de bacilos de gram-negativo 368 

exibiram resistência a pelo menos um antimicrobiano, valor semelhante ao encontrado por outros 369 

estudos em vegetais (Al-Kharousi et al., 2019; Bezanson et al., 2008). 370 

Os resultados obtidos no presente estudo para os BF são similares aos obtidos por Al-Kharousi et 371 

al. (2019) em vegetais, com os 52% de resistência à AMP comparáveis aos 66% descritos no referido 372 

estudo, sendo ainda de destaque os valores semelhantes de resistência à FOX e a existência de 100% 373 

de suscetibilidade à CAZ. Num estudo anterior (Österblad et al., 1999) foi evidenciada uma elevada 374 

suscetibilidade aos antimicrobianos testados em Enterobacteriaceae e uma percentagem de resistência 375 
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semelhante à apresentada para o cloranfenicol no presente estudo. A família Enterobacteriaceae é 376 

naturalmente suscetível aos antimicrobianos do grupo das fluoroquinolonas (Ruppé et al., 2015), o que 377 

justifica a suscetibilidade ao antimicrobiano NOR encontrada neste ensaio. Um estudo realizado na 378 

Ucrânia obteve valores equiparáveis ao presente estudo no que concerne ao antimicrobiano AMP 379 

(52,1%) e na suscetibilidade ao MEM e ETP (Salmanov et al., 2021). 380 

Nos BNF destacam-se valores de 100% de resistência ao IMP, à CAZ, às penicilinas TZP, PRL e 381 

à CIP. Num estudo realizado por Bezanson et al. (2008) verificou-se também uma elevada resistência 382 

aos beta-lactâmicos (90%) e 17% de resistência a aminoglicosídeos, valores que são idênticos aos 383 

observados no presente estudo. Num estudo realizado na Jamaica, os autores identificaram isolados 384 

da espécie Pseudomonas aeruginosa com 100% de resistência a IMP conjuntamente com 79% de 385 

resistência a CAZ e 93% de resistência à CIP (Allydice-Francis & Brown, 2012) corroborando o presente 386 

estudo. As taxas de P. aeruginosa com resistência à CAZ e carbapenemos podem variar entres 20% a 387 

40% (Ruppé et al., 2015), demonstrando que este perfil de resistências apresenta taxas relativamente 388 

elevadas. A CIP é um antimicrobiano amplamente utilizado contra Pseudomonas aeruginosa, contudo 389 

devido ao seu uso generalizado, o número de isolados resistentes tem vindo a aumentar, podendo esta 390 

resistência ser mediada pela aquisição de mutações em genes que codificam as proteínas alvo do 391 

antimicrobiano e pela presença de bombas de efluxo (Rehman et al., 2019).  392 

Nos bacilos de gram-negativo a resistência aos antimicrobianos pode ser intrínseca, contudo 393 

também pode ser causada por mutações genéticas, destacando-se os seguintes mecanismos: 394 

modificação do recetor alvo do antimicrobiano, inativação enzimática, bombas de efluxo e alterações 395 

de permeabilidade da membrana celular (Reygaert, 2018; Botelho et al., 2019). De salientar que a 396 

aquisição de elementos genéticos móveis que são passiveis de transferir genes de resistências entre 397 

bactérias, tal como os que codificam beta-lactamases, é o principal mecanismo de resistência descrito 398 

na família Enterobacteriaceae (Reygaert, 2018; Ruppé et al., 2015). 399 

As bactérias do género Enterococcus spp. podem causar infeções nosocomiais salientando-se as 400 

infeções do trato urinário, bacteremia e endocardite, são naturalmente resistentes a cefalosporinas, 401 

aminoglicosídeos, polimixinas, lincomicinas, clindamicina e algumas quinolonas e podem adquirir 402 

resistências a outros antimicrobianos (Johnston & Jaykus, 2004; Pesavento et al., 2014). São 403 

produtoras de biofilme e pertencem à microbiota comensal do trato gastrointestinal e também estão 404 

presentes no meio ambiente por contaminação fecal (Hashem et al., 2017). A sua presença neste 405 

estudo indica uma possível contaminação fecal das saladas prontas a consumir. Neste estudo foram 406 

identificados 20 isolados de Enterococcus spp. que se encontravam presentes em quatro saladas 407 

(salada A, B, E e G) cujos perfis de suscetibilidade observados se encontram nos 100% para o IMP e 408 

de 18% em associação para o SXT.  409 

O IMP não é o antimicrobiano de primeira linha a ser utilizado em infeções nas diversas espécies 410 

de Enterococcus spp. pois apresenta uma boa atividade antimicrobiana contra a espécie Enterococcus 411 

faecalis e baixa contra a espécie Enterococcus faecium. Normalmente está indicado em infeções intra-412 
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abdominais e dermatológicas (Weinstein, 2001). A resistência ao IMP conjunta com a sensibilidade à 413 

AMP pode ser explicada por uma possível sobrexpressão de Penicillin Binding Protein (PBP) 5 ou PBP 414 

4 pela bactéria, uma vez que estas proteínas, ao contrário das PBP 1, 2, 3 e 6, apresentam menor 415 

afinidade para o imipenem, mas afinidade inalterada para a ampicilina, resultando numa atividade 416 

antimicrobiana inalterada deste último antimicrobiano, mas apresentando a bactéria resistência ao 417 

primeiro (Amin et al., 2001; Ono et al., 2005). A resistência de três isolados ao SXT pode ser explicada 418 

por uma resistência adquirida (Johnston & Jaykus, 2004; Pesavento et al., 2014). Os restantes 419 

antimicrobianos testados apresentaram 100% de suscetibilidade, o que é semelhante à baixa 420 

percentagem de resistências obtidas em outros estudos (Campos et al., 2013; Pesavento et al., 2014) 421 

em saladas prontas a consumir e que difere de outros estudos (Boccella et al., 2021) em que foram 422 

testados os isolados de amostras com origem hospitalar.  423 

As bactérias do género Streptococcus do grupo D, como Streptococcus bovis, são bactérias 424 

comensais do trato gastrointestinal de ruminantes, podendo causar infeções graves como endocardite 425 

e bacteremia. Foram descritas taxas de resistência variáveis para clindamicina, eritromicina, tetraciclina 426 

e levofloxacina e suscetibilidade para a penicilina (Pompilio et al., 2019). Neste caso a sua hipotética 427 

presença em saladas pode ser indicativo de uma possível contaminação fecal. No entanto, uma 428 

confirmação da identificação por sequenciação de DNA seria essencial para confirmar a espécie.  429 

No que diz respeito às bactérias com perfil MDR, estas representaram 39% das bactérias isoladas 430 

no presente estudo, valor semelhante aos 40% encontrado noutro estudo que analisou alfaces 431 

(Bezanson et al., 2008).  432 

O isolado Proteus vulgaris com perfil MDR, faz parte de um género que possui vários fatores de 433 

virulência assim com uma grande capacidade de formar biofilmes, aumentando a sua permanência no 434 

meio ambiente e a capacidade de resistir aos antimicrobianos. São também microrganismos 435 

oportunistas causando sobretudo infeções nosocomiais, infeções do trato urinário e de feridas, e a sua 436 

presença pode apontar uma contaminação fecal, uma vez que o seu reservatório principal é o intestino 437 

(Drzewiecka, 2016). Um perfil MDR foi também reportado por Drzewiecka (2016) num estudo realizado 438 

em suínos. 439 

Os isolados da espécie Citrobacter braakii podem estar naturalmente presentes na água, solo e no 440 

trato intestinal de animais e humanos, sendo também considerados microrganismos oportunistas pela 441 

capacidade de causar infeções como bacteremias e infeções do trato urinário (Liu et al., 2017). Foi 442 

também reportado que o género Citrobacter apresenta resistências intrínsecas a beta-lactâmicos e a 443 

várias cefalosporinas, mas apresenta capacidade para adquirir vários genes de resistência a 444 

antimicrobianos, designadamente a resistência mediada por plasmídeos a aminoglicosídeos e 445 

quinolonas (Kus & Burrows, 2007). 446 

Os isolados Aeromonas hydrophila/cavie/sobria são tipicamente encontradas em ambientes 447 

aquáticos sendo considerados agentes patogénicos em diversos hospedeiros incluindo o Homem. 448 
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Produzem diversos fatores de virulência e beta-lactamases, podendo provocar infeções como 449 

gastroenterite, septicemia e meningite (Stratev & Odeyemi, 2016). Podem adquirir resistências aos 450 

antimicrobianos e está descrita a resistência intrínseca a beta-lactâmicos e a glicopeptídeos (Nhinh et 451 

al., 2021). Tal como o presente estudo, diversos estudos identificaram esta espécie como MDR, 452 

possivelmente associado ao uso excessivo de antimicrobianos em aquacultura (Stratev & Odeyemi, 453 

2016). O uso indevido de antimicrobianos é prática muitas vezes comum em sistemas de aquacultura 454 

o que pode promover o desenvolvimento de bactérias AMR (Nhinh et al., 2021). Vários estudos 455 

compilados por Watts et al. (2017) relataram a existência de vários genes de resistência a 456 

antimicrobianos em sistemas de aquacultura. 457 

Os isolados Pseudomonas luteola são igualmente agentes oportunistas também associados a 458 

septicemia, meningite, endocardite e peritonite (Chihab et al., 2004). Está descrito que a família 459 

Pseudomonadaceae é frequentemente resistente a vários antimicrobianos e tem uma grande facilidade 460 

para adquirir resistências a antimicrobianos e de formar biofilme, sendo, portanto, um dos géneros mais 461 

frequentes em infeções nosocomiais (Bezanson et al., 2008; Mielko et al., 2019).  462 

As bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa apresentam uma grande capacidade de se 463 

adaptar a diferentes meios e podem causar infeções em diversas espécies incluindo humanos. Podem 464 

produzir biofilme e apresentam uma elevada percentagem de resistências intrínsecas e adquiridas a 465 

vários antimicrobianos. Atualmente esta espécie encontra-se na categoria “Crítica”, de maior prioridade, 466 

na lista de agentes patogénicos prioritários da OMS para pesquisa e desenvolvimento de novos 467 

antimicrobianos (Tacconelli et al., 2018). Esta espécie apresenta diversas resistências intrínsecas, 468 

incluindo as sulfonamidas, ampicilina, tetraciclina, cefalosporinas e cloranfenicol que pode ser conferida 469 

por vários mecanismos onde se destacam a baixa permeabilidade celular, bombas de efluxo e produção 470 

de beta-lactamases, contudo é capaz de adquirir resistência através de mutações cromossómicas 471 

assim como por aquisição horizontal de genes de resistência a antimicrobianos (Allydice-Francis & 472 

Brown, 2012; Botelho et al., 2019; Reygaert, 2018).  473 

Os carbapenemos são considerados pela OMS um grupo de antimicrobianos de importância crítica 474 

(CIA) uma vez que são reservados para o tratamento de infeções graves normalmente causadas por 475 

bactérias multirresistentes (EFSA, 2013; WHO, 2019). As carbapenemases são enzimas que por sua 476 

vez degradam carbapenemos, sendo adquiridas por via de transferência horizontal de genes. Em P. 477 

aeruginosa as carbapenemases mais frequentes são as metalo-beta-lactamases (MBL), isto é, beta-478 

lactamases da classe B, como é o caso de Verona Integron-encoded (VIM), Imipenemase (IMP) e New 479 

Delhi (NDM). Podem também ser encontradas beta-lactamases da classe A como é o caso de Klebsiella 480 

Pneumoniae Carbapenemase (KPC) e Guiana extended-spectrum (GES) e mais raramente da Classe 481 

D como é o caso de Oxacilinase (OXA) (Yoon & Jeong, 2021). Num estudo anterior realizado em 482 

Portugal foram descritos 443 genomas de P. aeruginosa (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) onde 483 

se verificou a presença de genes comuns codificantes a diversas carbapenemases (Botelho et al., 484 
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2020) (Tabela Suplementar 7) demonstrando a existência destes genes que são passíveis de serem 485 

transferidos entre bactérias promovendo a sua disseminação. 486 

Este estudo permite concluir que as saladas prontas a consumir poderão constituir um veículo de 487 

transmissão e disseminação de bactérias portadoras de resistência aos antimicrobianos, contribuindo 488 

para uma colonização da microbiota intestinal por bactérias MDR, o que configura sério risco em termos 489 

de segurança alimentar e, consequentemente, de saúde pública, pois não obstante o facto de muitos 490 

destes microrganismos serem consideradas oportunistas, foram observadas resistências a pelo menos 491 

um dos antimicrobianos testados, muitos dos quais pertencentes à lista de antimicrobianos de 492 

importância crítica (WHO, 2019).  493 

É então importante que haja uma maior adoção de boas práticas agrícolas e de higiene para que 494 

a contaminação com bactérias e a disseminação de AMR seja minimizada de modo a que a qualidade 495 

e a segurança dos produtos sejam asseguradas, podendo também ser necessário novas estratégias 496 

de intervenção como uma maior fiscalização da correta lavagem dos legumes utilizados para as saladas 497 

prontas a consumir (Abadias et al., 2008; Berger et al., 2010). 498 

Várias entidades nacionais e internacionais, como a Agência Europeia de Medicamentos (EMA), a 499 

Direção Geral da Saúde (DGS) e a Direção-Geral de Alimentação e Veterinária (DGAV) apresentaram 500 

diversas medidas com o objetivo de promover o combate às resistências aos antimicrobianos. Alguns 501 

dos objetivos passam por uma maior vigilância epidemiológica e monitorização ambiental, apostar na 502 

educação e sensibilização da população, reduzir a incidência de infeção e otimizar o uso dos 503 

antimicrobianos, aumentar o investimento na investigação, novos medicamentos e ferramentas de 504 

diagnóstico e dar continuidade à implementação do conceito One Health (DGS et al., 2019; EMA, 2022; 505 

Regulamento (UE) 2019/6).  506 

 507 

 508 

 509 

 510 

 511 

 512 

 513 

 514 

 515 

 516 
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Tabela Suplementar 1 - Número de isolados bacilos de gram-negativo resistentes aos antimicrobianos nos diferentes subgrupos BF e BNF. 

Bacilos de 
gram-

negativo 
n 

Antibióticos 

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 não fermentativos),  NA (Não aplicável). 
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Tabela Suplementar 2 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana nos bacilos de gram-negativos em bacilos não 
fermentadores e bacilos fermentadores por amostra. 

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos 

BNF BF 

Amostra / Antimicrobianos Amostra / Antimicrobianos 

A.1 PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP A.10 AMP 

A.2 PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP B.1 AMP - CIP 

A.3 PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP B.4 AMP - FOX 

A.4 PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP B.5 AMP - FOX 

A.5 PRL - TZP - CAZ - IMP - MEM - CIP B.6 AMP 

A.6 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 E.1 AMP - TOB - CN - C  

B.10 PRL - TZP - CAZ - IMP - MEM - CIP E.2 AMP 

D.1 PRL - TZP - CAZ - IMP - TOB - CIP E.4 CIP 

D.2 PRL - TZP - CAZ - IMP - MEM - CIP E.5 CIP 

D.4 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     

G.4 PRL - TZP - CAZ - IMP - CIP     

G.5 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 não fermentadores), BF 
(bacilos fermentadores).  
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Tabela Suplementar 3 - Número de isolados de cocos de gram-positivo (Enterococcus spp. e Streptococcus spp.) resistentes aos antimicrobianos. 

Cocos de Gram-positivo n 
Antibióticos 

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 (Não aplicável).
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Tabela Suplementar 4 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana em cocos de gram-positivo aos antimicrobianos 
por amostra. 

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos 

Enterococcus spp. Streptococcus spp. 

Amostra / Antibióticos Amostra / Antibióticos 
 

Amostra / Antibióticos 

A.E.1 IMP C.E.1 IMP C.E.5 IMP 

A.E.2 IMP C.E.2 IMP D.E.1 IMP - NOR - SXT 

A.E.3 IMP C.E.3 IMP     

A.E.4 IMP C.E.4 IMP - SXT     

A.E.5 IMP C.E.6 IMP     

B.E.1 IMP C.E.7 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 API 20E com respetiva percentagem 
de identificação e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. 

Amostra Espécie Identificação (%) 

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.1 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 - Sistematização de estudos prévios realizados no mesmo âmbito do presente. 

Estudo 
País do 
estudo 

Amostras (n); 
Origem 

Isolados 
(n) 

Espécies encontradas 
Percentagem de isolados portadores de perfis de 

resistência  
Autor/Ano 

1 Finlândia 
Vegetais (137); 
Supermercados 

536 
Cedecea davisae; Citrobacter spp.; Enterobacter spp.; 
Escherichia spp.; Hafnia alvei; Klebsiella spp.; Kluyvera spp; 
Leclercia adecarboxylata; Rahnella aquatilis; Serratia spp. 

TMP (0,2%), SMZ (1,3%), TET (5,5%), C (12%) e CXM 
(14%). Sem resistências aos antimicrobianos CTX, 
ATM, IMP, CN, NAL e CIP. 

 Österblad et 
al., 1999 

2 Canadá 
Vegetais (52); 
Comércio de 

retalho 
205 

Pseudomonas fluorescens/putida complex; 
Sphingobacterium spp.; Acinetobacter baumanni. 

AMP (93,5%), KF (90,0%), C (35,7%), S (10,0%), NAL 
(4,2%), KAN (4,2%), CAZ (3%) e CN (2,8%). 

 Bezanson et 
al., 2008 

3 Jamaica 
Vegetais (95); 

Supermercados 
91 Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli 

IMP (100%), AMP (100%), CN (97%), CIP (93%), CAZ 
(79%), C (84%), SXT (83%), ATM (41%) e TET (29%). 

Allydice-
Francis & 
Brown, 2012 

4 Portugal 
Saladas prontas 
a consumir (50); 
Supermercados 

108 

E.coli;  Rahnella aquatilis; Citrobacter freundii complex; 
Raoultella terrigena; Hafnia alvei; Enterobacter cloacae; 
Enterobacter aerogenes; Cronobacter sakazakii; 
Enterococcus spp. 

Genes de resistência para beta-lactâmicos, 
tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim, estreptomicina, 
sulfonamidas e quinolonas. 

Campos et 
al., 2013 

5 Omã 
Vegetais e 

frutas (105); 
Mercados locais 

88 

Serratia spp.; Raoultella planticola; Rahnella aquatilis; 
Pseudocitrobacter carotovorum; Pantoea spp.; Kluyvera 
intermedia; Klebsiella spp.; Escherichia spp.; Erwinia spp; 
Enterobacter spp.; Citrobacter freundii 

AMP (66%), KF (57%), AM-CL (33%), FOX (31%), TET 
(9%), NAL (7%), TMP (6%) e KAN (5%). Sem 
resistências à CAZ, ATM e CTX. 

Al-Kharousi 
et al., 2019 

6 China 
Saladas pronta 
a consumir (10); 

Restaurantes 
N.A. 

Pseudomonas; Acinetobacter; Exiguobacterium; Weissella; 
Enterobacter; Leuconostoc; Pantoea; Serratia; Erwinia; 
Ewingella. 

Genes de resistência para aminoglicosídeos, beta 
lactâmicos, cloranfenicol, sulfonamida, tetraciclina, 
vancomicina, macrolídeo, lincosamidas e 
estreptogramina B. 

Zhou et al., 
2020 
 

7 Ucrânia 

Vegetais 
(13.694); 

Comércio de 
retalho 

8179 
Escherichia coli; Enterobacter spp.; Enterococcus faecalis; 
Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa; E. 
faecium; Staphylococcus aureus; Acinetobacter spp. 

Enterobacter spp.: SAM (61.9%), AM-CL (60.2%), CIP 
(47.8%), CLI (52.2%), AMP (52.1%), AK (43.8%), CN 
(43.5%), CPZ (41.3%) e CRO (34.1%). Sem 
resistências à CFPM, MEM, IMP e ETP. Klebsiella 
pneumoniae: AMP (51.5%), AM-CL (41.4%), OFX 
(33.1%) e CIP (29.7%). Sem resistências à TZP e ETP. 
Pseudomonas aeruginosa: carbapenemos (35,3%). 

Salmanov et 
al., 2021 

TMP (trimetoprim), SMZ (sulfametoxazol), TET (tetraciclina), C (cloranfenicol), CXM (cefuroxima), CTX (cefotaxima),  ATM (aztreonam), IMP (imipenem), CN (gentamicina), NAL (ácido 
nalidíxico), CIP (ciprofloxacina), AMP (ampicilina), KF (cefalotina), S (estreptomicina), KAN (canamicina), CAZ (ceftazidima), SXT (sulfametoxazol/trimetoprim), AM-CL (amoxicilina-ácido 
clavulânico), FOX (cefoxitina), SAM (ampicilina/sulbactam), CLI (clindamicina), AK (amicacina),  CPZ (cefoperazona), CRO (ceftriaxona), CFPM (cefepima), MEM (meropenem), ETP  

(ertapenem), OFX (ofloxacina), TZP (piperacilina + tazobactam), NA (Não aplicável). 
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Tabela Suplementar 7 - Número 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 
carbapenemases 

blaVIM blaIMP blaNDM blaKPC blaGES blaSPM blaDIM   blaFIM   blaAFM  blaGIM 

Número de genomas 
(NCBI) 

242 84 29 13 32 32 7 2 1 1 

Classe/Subclasse B1 B1 B1 A A B1 B1 B1 B1 B1 

blaVIM (Verona Integron-Encoded Metallo-Beta-Lactamase); blaIMP (Imipenemase-type metallo-beta-lactamase); 
blaNDM (New Delhi metallo-beta-lactamase); blaKPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase); blaGES (Guiana 
Extended-Spectrum beta-lactamase); blaSPM (São Paulo metallo-beta-lactamase); blaDIM (Dutch imipenemase); 
blaFIM (Florence imipenemase); blaAFM (Alcaligenes faecalis metallo-beta-lactamase); blaGIM (German 
imipenemase). 
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REGISTO DE CASUÍSTICA 

            

 
Nome aluno (a): 

Inês Marques dos Santos 

 
Local (ais) de estágio : 

Laboratório veterinário 
INNO           

  

Laboratório de microbiologia da Escola Universitária Vasco da 
Gama   

 
Período estágio :  04 /10/2021    a    31 / 03 /2022 

 

Breve contextualização do 
EC: 

O estágio curricular foi realizado na área de práticas laboratoriais 
em dois locais diferentes nomeadamente no laboratório 
veterinário INNO localizado em Braga, com uma duração de 2 
meses e no laboratório de microbiologia localizado na EUVG, 
com duração de 4 meses. 

 
 

         

 

 

          

Atividades desenvolvidas no laboratório INNO TOTAL 
   

1. Realização e interpretação de hemogramas 375    
1.1 Realização e interpretação de esfregaços sanguíneos 317    
2. Visualização e interpretação de citologias 222    
2.1 Imunocitoquímicas 8    
2.2 Estudos de efusão 20    
3. Visualização e interpretação de urinálises 65    
3.1 Análise de sedimento urinário 5    
4. Visualização e interpretação de testes de coprologia  9    

5. 
Visualização e interpretação de testes de imunofluorescência 
indireta  12    

6. Visualização e interpretação de testes ELISA 116    

 TOTAL 1149    

           
           

Atividades desenvolvidas no laboratório de microbiologia da EUVG TOTAL 
   

1. Preparação de meios de cultura  28    
2. Repicagem de isolados de bactérias 388    
3. Realização e interpretação de antibiogramas 194    
4. Realização e identificação de bactérias por API 20E 32    

 TOTAL 642    
 

 


