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Resumo

O aumento do nimero de animais de estimacdo nos ultimos anos tem-se traduzido no
crescimento exponencial do setor industrial alimentar animal. A procura crescente por
produtos inovadores, tendencialmente mais naturais, tem sido acompanhada por novos
problemas de seguranca alimentar com um aumento de surtos e de recolhas de lotes
devido a presenca de bactérias patogénicas. Assim, foi objetivo geral deste trabalho
investigar se os alimentos para cdes comercialmente disponiveis em Portugal sdo também
um veiculo de Enterococcus resistentes a antibioticos. Foram colhidas 55 amostras (23
marcas; 22 humidas, 14 cruas congeladas, 8 secas, 7 guloseimas e 4 semi-himidas) em
9 superficies comerciais da regiao do Porto entre setembro de 2019 e janeiro de 2020. O
processamento das amostras (25 g) incluiu pré-enriquecimento e enriqguecimento em meios
de cultura sem/com antibiéticos, sendo depois semeadas em meio seletivo sem/com os
mesmos antibidticos. A suscetibilidade foi estudada para 13 antibiéticos (difusdo com disco;
Etest; microdiluicdo) de acordo com normas internacionais (EUCAST/CLSI). A identificagcédo
de espécies (E. faecium-Efm e E. faecalis-Efs), genes de resisténcia a antibidticos (vanA,
optrA, poxtA) e de viruléncia (ptsD) clinicamente relevantes foi feita por PCR. Outras
espécies de Enterococcus foram identificas por MALDI-TOF MS. A clonalidade foi
estabelecida por MLST em isolados representativos. Trinta amostras (54%) continham
Enterococcus (7 espécies; >85% Efm e Efs) que expressavam resisténcia a eritromicina
(73%), tetraciclina (63%), quinupristina-dalfopristina (60%), estreptomicina (53%),
cloranfenicol (50%), ampicilina e ciprofloxacina (47% cada), gentamicina (40%), linezolida
(23%; optrA e/ou poxtA), vancomicina e teicoplanina (2% cada; vanA). Isolados
multirresistentes, incluindo a antibidticos de dUdltima linha na medicina humana
(vancomicina/linezolida), foram obtidos em 31% das amostras na maioria de alimentos
crus, também humidos ou guloseimas, e de amostras suplementadas com antibiéticos.
ptsD foi associado a resisténcia a ampicilina em 48% dos casos. Foi observada uma
diversidade de clones, na mesma ou em amostras diferentes, previamente detetados em
hospitais (E. faecium ST80; E. faecalis ST40), em animais de producdo e animais de
estimacao. Este estudo mostra que os alimentos para cdes podem ser
reservatorios/veiculos de bactérias/genes de resisténcia aos antibiéticos com impacto
clinico, reforcando a importancia deste nicho no contexto de Uma S6 Saude. O contato
proximo de humanos com racfes, cdes ou suas fezes (diretamente ou através do
ambiente), e a comercializacdo das marcas estudadas em diferentes paises, podem
representar um risco para a Saude Publica.

Palavras-chave: Enterococcus; alimentos; caes; resisténcia; antibioticos; vanA; optrA; poxtA



Abstract

The increase in the number of pets in recent years has been followed by an exponential
growth of the industrial pet food sector. The growing demand for innovative products, which
tend to be more natural, has been accompanied by new food safety risks with an increase
in outbreaks and pet food recalls due to the presence of pathogenic bacteria. Therefore,
the general goal of this study was to investigate whether dog food commercially available
in Portugal is also a reservoir of antibiotic resistant Enterococcus. Fifty-five samples (23
brands; 22 wet, 14 raw frozen, 8 dry, 7 treats and 4 semi-wet) were collected on 9
commercial surfaces in the Porto region between September 2019 and January 2020.
Sample (25 g) processing included pre-enrichment and enrichment steps in culture media
without/with antibiotics, and then plating into selective media without/with the same
antibiotics. Susceptibility was studied for 13 antibiotics (disk diffusion; Etest; microdilution)
according to international standards (EUCAST/CLSI). Clinically-relevant species (E.
faecium-Efm and E. faecalis-Efs), antibiotic resistance (vanA, optrA, poxtA) and virulence
(ptsD) genes were identified by PCR. Other species of Enterococcus were identified by
MALDI-TOF MS. Clonality was established by MLST in selected isolates. Thirty-samples
(54%) contained Enterococcus (7 species; > 85% Efm and Efs) that expressed resistance
to erythromycin (73%), tetracycline (63%), quinupristin-dalphopristin (60%), streptomycin
(53%), chloramphenicol (50%), ampicillin and ciprofloxacin (47% each), gentamicin (40%),
linezolid (23%; optrA and/or poxtA), vancomycin and teicoplanin (2% each; vanA).
Multidrug-resistant isolates, including last resort antibiotics in human medicine
(vancomycin/linezolid), were obtained in 31% of the samples from most raw foods, also
moist or treats, and mainly from samples supplemented with antibiotics. ptsD was
associated with ampicillin resistance in 48% of cases. A diversity of clones was observed,
in the same or in different samples, that were previously detected in hospitals (E. faecium
ST80; E. faecalis ST40), in farm animals and pets. This study shows that dog food can be
a reservoir/vehicle of bacteria and/or antibiotic resistance genes with clinical impact,
reinforcing the importance of this niche in the One Health context. The close contact of
humans with dogs, their food or their feces (directly or through the environment), and the

commercialization of the brands in different countries, may pose a Public Health risk.

Keywords: Enterococcus; dog food; antibiotics; resistance; vanA; optrA; poxtA
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1. Introducao

1.1. Alimentos para animais de estimacao

A alimentacdo para animais de estimacdo tem ganho um grande destaque ao longo
dos ultimos anos e sofrido alteragdes ao nivel da producdo. Na base desta mudanca esta
a forma de pensar da sociedade que passou a considerar o animal de estima¢cdo como um
elemento essencial do seio familiar (1) e, como tal, digno de uma alimentacao equilibrada,
de qualidade e segura, garantindo o seu bem-estar (2). De facto, 0 nimero de animais de
estimacdo, em particular cées e gatos, teve um aumento exponencial na Ultima década a
nivel global. Portugal, em particular, ocupa um lugar de destaque entre os paises da Uniédo
Europeia (UE), pois dentro dos 24 paises analisados encontra-se, respetivamente, no 8° e
12° lugares ao nivel do nimero de cées e gatos (3).

O numero de familias com animais de estimacédo atingiu 85 milhdes no ano de 2019
em toda a Europa (Figura 1) (4). Consequentemente, houve um grande aumento na
procura de diversos produtos destinados a animais de estimagdo como brinquedos,
cuidados de higiene, consultas veterinarias, entre outros, mas o setor alimentar € o que

mais se destaca.

v \®

Estima-se que existam na
Unido Europeia cerca de 85
milhdes de casas que

H‘ possuem pelo menos 1
Y : - =
Iom h_ animal de estimacao

H E Anualmente as vendas de O crescimento anual da
Naga ¥l alimentos para animais de indiastria alimentar para -
estimagao rondam as 8,5 animais de estimagéo nos
#f ¢

e E milhdes de toneladas de iltimos 3 anos atingiu os
alimentos produzidos,

traduzidos num lucro de 21

T aa g bilides de euros.

Figura 1. Principais dados informativos sobre as tendéncias de mercado e populagdo a nivel
Europeu acerca dos animais de estimagcdo no ano de 2019 [Adaptado de dados da European Pet
Food Industry (4)].
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O volume de negécios de alimentos para animais de estimacéao foi, em 2019, de 21
bilides de euros e, s6 na Europa, foram vendidas 8.5 milhdes de toneladas de produtos
alimentares para animais de estimacao, o que denota a dimenséo deste mercado (Figura
1) (4). A taxa de crescimento anual Europeia da indastria alimentar neste setor foi de 2.6%
em 2019 e é expectavel que continue a crescer significativamente nos proximos anos quer
na Europa, quer nos Estados Unidos da América (E.U.A) esperando-se um aumento anual
a rondar os 2.8% (5).

Os alimentos para animais de estimacdo sdo maioritariamente constituidos por
matérias-primas provenientes da inddstria alimentar humana, ou seja, subprodutos de
origem animal que ndo se destinam ao consumo humano (por exemplo carcacas e
partes de animais que por motivos comerciais ndo sao utilizadas para consumo humano
ou rejeitadas na inspecdo veterindria; penas, peles, sangue, etc. que ndo apresentem
sinais clinicos de doenca; matérias animais derivadas do fabrico de produtos destinados
ao consumo humano como 0ssos desengordurados, etc.) (6). Os subprodutos animais
surgem principalmente do abate de animais para consumo humano (matadouros), durante
a producao de géneros alimenticios (produtos lacteos e produtos transformados a base de
carne) e durante a eliminacdo de animais que morreram nas instalagdes pecuarias ou que
foram abatidos para controlo de doencgas transmissiveis (6). A elimina¢do dos subprodutos
de origem animal e seus derivados ndo € uma hip6tese economicamente viavel para a
indastria alimentar. Como sao caraterizados pelo alto potencial nutricional, a sua
transformacdo em matérias primas de valor significativo permite a sua utilizacdo em
diversos setores, como por exemplo, para a producao de ra¢gdes para animais, na industria
farmacéutica, como fertilizantes ou na producéo de biodiesel, permitindo elevar o seu valor
econdmico (7) e contribuindo também para a reducéo da poluicado ambiental (8). No setor
alimentar para animais de estimacdo a utilizacdo de subprodutos e derivados torna-se
benéfica pelo fornecimento dos nutrientes adequados para 0s animais, como por exemplo
proteinas, minerais e vitaminas, e pela sua boa digestibilidade (7). Contudo, estes
subprodutos podem representar um perigo para a saude publica e animal e para o
ambiente quando associados a transmissao e propagacéo de doengas para 0s animais e
humanos, como por exemplo encefalopatia espongiforme bovina (EEB), ou também pelo
aparecimento de contaminantes quimicos (por exemplo dioxinas) que colocam em risco a
seguranca alimentar. Dado o elevado risco que este tipo de alimentos pode desencadear
para a saude do seu consumidor € necessario que o0 seu uso seja devidamente
regulamentado.

Na UE o uso dos subprodutos de origem animal e seus derivados é fortemente

regulamentado, e a legislagdo atualmente em vigor relativa ao controlo deste tipo de
14



produtos é considerada a mais severa e rigorosa de todo o mundo, implementando regras
para a colheita, transporte, armazenamento, manuseio, importacdo e exportacdo dos
subprodutos e seus derivados (9). O desenvolvimento de legislacao iniciou-se no século
XXI, com a criagcdo e aplicacdo do Regulamento (CE) n° 1774 de 2002 que definiu regras
sanitarias comunitarias aplicaveis aos subprodutos animais ndo destinados ao consumo
humano (10), o qual foi alterado e revogado em 2009 através do Regulamento (CE) n°
1069 de 2009 (11), com o intuito de melhorar as regras até a data impostas relativas aos
subprodutos animais (6,7). Neste setor, e apesar do regulamento anterior ser o mais
relevante e o principal no controlo deste tipo de alimentos, também se destaca o
Regulamento (CE) n° 142 de 2011 que auxilia o regulamento anterior (12); o Regulamento
(CE) n° 999 de 2001 que estabelece as regras para a prevencédo, controlo e erradicacao
de determinadas encefalopatias espongiformes (BSE) transmissiveis (13), e o
Regulamento (CE) n° 183 de 2005 relativo a higiene alimentar para animais (14). Os
subprodutos animais séo classificados em trés categorias (1, 2 e 3) tendo em conta o seu
perigo na cadeia alimentar e para a saude dos seus consumidores (Figura 2). Os
subprodutos da categoria 1 sdo considerados os de elevado risco, sendo utilizados
essencialmente fora da cadeia alimentar, como por exemplo producdo de combustivel; os
subprodutos de categoria 2 s@o considerados de risco intermédio e sdo utilizados para o
fabrico de fertilizantes ou de combustivel; e os subprodutos de categoria 3 sé&o
considerados de baixo risco sendo utilizados para o fabrico de alimentos para animais de
criacdo e de estimacao, de fertilizantes organicos e combustivel (11).

ApOGs tratamento dos subprodutos animais, por eliminagdo ou por processo de
transformacg&o em subprodutos derivados que ndo ponham em causa a saude humana ou
animal (em que o mais comum a nivel nacional é o processo de esterilizacdo sobre
presséo; consiste na redugéo dos subprodutos animais a particulas de baixas dimensoes,
que sao aquecidas até atingir uma temperatura superior a 133 °C, durante 20 minutos a
uma pressao 3 bar), os produtos finais (essencialmente gorduras animais e farinhas de
carne e 0sso) podem ser utilizados para o fabrico de alimentos para animais de estimacao
(6). Todos os ingredientes utilizados nos diferentes tipos alimentares para animais de
estimacdo sdo cuidadosamente selecionados tendo em conta o tipo de alimentos a
confecionar, garantindo uma constituicdo nutricional completa e adequada para os animais
a que se destinam. A grande maioria dos ingredientes utilizados no fabrico de alimentos
para animais de estimacao sao descritos como subprodutos ou derivados de origem animal
(carne ou peixe) que, por norma, sdo boas fontes de proteinas, acidos gordos essenciais,
ferro, calcio, fésforo e algumas vitaminas, sendo responsaveis pelo aumento da

palatabilidade dos alimentos. Para além destes, ha uma tendéncia crescente na adicao de

15



Subprodutos
de Origem
Animal

Categoria 1 Categoria 2

Corpos inteiros de
animais abatidos
suspeitos de estarem
infetados com BSE;

Chorume e constetdo
do aparelho digestivo;

Animais utilizados para
fins cientificos, em que
se suspeite da
possibilidade de
transmissao de
doencas para os seres
humanos ou outros
animais;

Subprodutos e derivados
gue possuam residuos de
substancias autorizadas ou
contaminantes ambientais,
que excedam os limites
impostos;

Produtos de origem animal
n&o aptos para consumo

Subprodutos ou n&o humano;

derivados que possuam
substancias ilegais ou
residuos de compostos
contaminantes
ambientais que o seu
limite no alimento seja
superior ao
estabelecido;

Animais ou parte de animais
mortos que ndo tenham sido
abatidos para consumo
humano, como por exemplo
animais para controlo de
doengas;

Desperdicios de
cozinha e de mesa
provenientes do
exterior;

Fetos, oocitos, embribes e
sémen que ndo se destinem
a reproducao;

Aves mortas antes que
ocorra a eclosao;
Misturas de matérias
de categoria 1 com
matérias de categoria
2 elou 3. Misturas de matéias de
categoria 2 com matérias
da categoria 3.

Figura 2. Classificagdo dos subprodutos e
derivados de origem animal [Adaptado de
Regulamento (CE) n.° 1069 de 2009 (11)].
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Categoria 3

Carcacas e partes de
animais abatidos em
matadouro;

Carcacas e partes de animais que tenham

sido rejeitadas na inspecgé&o veterinaria
(por exemplo: cabecas de aves de
capoeira, 0Ss0s, visceras nao
comestiveis, tecido adiposos, couros,
peles, cascos, cornos, pés, cerdas de
suino, penas e sangue de animais ndo
ruminantes).

Matérias animais derivadas do
fabrico de produtos destinados ao
consumo humano, por exemplo
0SS0S e torresmos;

Produtos de origem animal ou
géneros alimenticios que por
razdes comerciais ou por
problemas de fabrico ndo se
destinam ao consumo humano;

Animais aquaticos e suas partes, que nao
possuam nenhuma doenga transmissivel a
seres humanos ou animais;

Subprodutos de animais
aquéticos (peles, escamas e
espinhas);

Sangue, placenta, 1, penas,
pélos, peles, chifres, cascos e
leite crd proveniente de animais
gue nao tenham sinais clinicos
de doengas transmissiveis;

Conchas de molusco, ovos e
suas cascas, pintos do dia que
por razdes comerciais tiveram

de ser abatidos;

Materiais produzidos em
estabelecimentos de venda a
retalho, por exemplo peixarias

e talhos.

Desperdicios de cozinhas e de
mesa ndo proveniente de
transporte internacional.



outros produtos tais como cereais, vegetais, acUcares variados provenientes de matérias
primas naturais (tais como frutas), aditivos, conservantes, vitaminas, antioxidantes e

corantes.

1.1.1. Tipos de alimentos

Com a mudanca de mentalidade e a humanizacdo dos animais de estimacdo o
mercado alimentar para animais de estimacdo tem aumentado significativamente a sua
producéo ao longo das ultimas décadas. Este aumento esta relacionado com a necessidade
que os donos de animais de estimacdo sentem em fornecer aos seus animais produtos mais
saudaveis, nutritivos e naturais. Desta forma, e tendo em conta os diversos tipos de
alimentos produzidos para animais de estimacéo, a Pet Food Industry analisou os dados de
um conjunto de 102 empresas a nivel mundial e, com base na produgéo anual de alimentos,
realizou um estudo de mercado com o objetivo de verificar que tipo de alimentos para
animais de estimacdo € mais produzido. Desta forma, e analisando o grafico da Figura 3,
verifica-se que 0s alimentos secos para caes e gatos sao 0s mais produzidos, seguidos das
guloseimas/snacks para cées e dos alimentos humidos para os dois tipos de animais de
estimagcdo. Apesar da producdo dos alimentos crus ainda ser baixa, a sua oferta e
diversidade tém vindo a aumentar em anos recentes e prevé-se que constitua um nicho em

expansao no mercado da industria alimentar para animais de estimagéo.

Alimentos secos

Alimentos humidos

Alimentos Semi- humidos H Alimentos para cdes

H Alimentos para gatos

Alimentos crus

Guloseimas/ Snacks

Figura 3. Distribuicdo de empresas produtoras de alimentos para animais de estimac¢do na Europa
em 2013 (em %) (Adaptado de: https://www.petfoodindustry.com/articles/5319-how-the-pet-food-
industrys-top-companies-meet-the-challenge).
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A procura por uma alimentacdo mais adequada e adaptada a novos conceitos e
ideologias dos tempos modernos tem originado uma grande diversificacdo dos tipos
alimentares disponiveis com diferentes sabores, texturas e formatos (15). Existem quatro
categorias de alimentos disponiveis para animais de estimacao: secos, humidos, semi-
humidos e crus que diferem fundamentalmente no teor de humidade, tipo de
processamento e conservagao a que sao sujeitos (16—18).

Os alimentos secos sao caracterizados por um baixo teor de humidade na sua
constituicdo (<14%), por uma elevada quantidade de matéria seca e por um valor de
atividade em agua (aw) baixo compreendido entre 0.25 e 0.50 (16,19). Os ingredientes
utilizados para o seu fabrico encontram-se por norma no formato seco, sendo comum 0
uso de farinhas originadas a partir dos subprodutos animais referidas anteriormente,
também podem ser adicionados outros ingredientes tais como cereais, graos e vegetais na
forma seca. A mistura de ingredientes é condicionada no interior de uma extrusora, onde
ocorre o processamento do alimento através do método de extruséo, que consiste num
processo em que ocorre um conjunto de operacdes, provocando alteracdes quimicas e
fisicas no alimento. Estas operagdes ocorrem a elevadas temperaturas (120°C a 200°C) e
durante um curto intervalo de tempo (270 segundos). O ar quente presente na extrusora
permite ndo soO a reducdo da humidade presente no alimento mas também a esterilizagéo
do produto, prevenindo o desenvolvimento de microrganismos (20). Apds 0 processamento
os alimentos séo arrefecidos e é adicionada uma mistura de ingredientes termolabeis (ex:
aromatizantes) que tém como funcao fornecer sabor ao alimento e evitar a sua degradagéo
(212).

Os alimentos semi-himidos sdo processados pelo método de extrusdo como
acontece com os alimentos secos, mas ao contrario destes a percentagem de humidade é
maior, estabelecida entre 14% e 60%, e o aw entre 0.6 e 0.8 (19), porque séo adicionados
compostos humectantes (ex. glicerina ou o xarope de milho) que impedem a perda de agua
nos alimentos durante a sua confe¢cdo. Também sdo adicionados compostos inibidores do
desenvolvimento de microrganismos deterioradores ou patogénicos, tais como o sorbato
de potassio que é um sal que atua como inibidor do desenvolvimento de bactérias e fungos,
ou de agentes acidificantes no alimento.

Os alimentos humidos, ao contrario dos anteriores, possuem um elevado teor de
humidade (=60%) e um elevado aw 20.85 (19). Este tipo alimentar é caracterizado pelo seu
método de processamento que consiste no acondicionamento dos produtos derivados dos
subprodutos animais que se encontram na forma fresca ou congelada. Estes séo triturados
e misturados com outros ingredientes (ex., cereais que atuam como uma fonte de energia,

gréos e vegetais) em recipientes adequados (latas e sacos) e selados na parte superior
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através de um vapor quente que vai provocar a deslocacdo do ar presente no interior para
o exterior do recipiente gerando um ambiente anaerébio (16). Apdés a selagem, a
embalagem com o alimento é sujeita a um método de processamento térmico no interior
de uma retorta ou autoclave durante 3 minutos a 121°C (16), onde vai ocorrer esterilizacdo
e eliminacdo de microrganismos que possam estar presentes no alimento ou ha
embalagem (22). Este tipo de processamento contribui para o aumento do tempo de
prateleira e vida util do alimento e evita a sua deterioracao precoce (23).

Os alimentos crus, conhecidos pelo seu termo inglés raw food, consistem num tipo
alimentar baseado unicamente na utilizagéo de subprodutos de origem animal de categoria
3, tais como carne, 0sso, musculos e visceras de diferentes animais (peixes, vaca, porco,
aves). S8o0 muitas vezes adicionados vegetais, frutas, cereais e, seguidamente, tudo é
misturado e triturado, ndo havendo qualquer tipo de processamento térmico a quente. Os
produtos sdo apenas refrigerados ou congelados para garantir a preservacdo dos
ingredientes (24). Este tipo alimentar também pode ser comercializado sob a forma
liofilizada, que é um método utilizado para remover a 4gua presente nos alimentos através
de um processo de sublimacao da agua, ou seja, inicialmente o alimento é congelado e
posteriormente a agua passa do estado sélido ao gasoso (25). Desde a sua
comercializa¢do, no inicio do século XXI, que este tipo de alimentacdo tem despertado o
interesse dos donos de animais de estimagdo, notando-se um aumento crescente da sua
popularidade em anos recentes devido a uma tendéncia pela procura de dietas mais
naturais tal como acontece com a alimentacdo humana. Distingue-se dos restantes tipos
alimentares por ter a possibilidade de producéo caseira (24,26).

Adicionalmente também séo produzidas guloseimas ou snacks que ao contrario dos
anteriores alimentos, ndo fornecem a quantidade de nutrientes essenciais e sendo
utilizados como um complemento alimentar, uma recompensa ou um extra para o animal
com o intuito de provocar uma sensacgao de prazer (17,18). As guloseimas comercializadas
podem ser de trés tipos: seca, semi-himida ou crua, e normalmente sdo caracterizadas

pelo seu sabor intenso.

1.2. Fontes de contaminacdo dos alimentos para animais de

estimacéo

Com o aumento do niumero de animais de estimag¢do ha uma maior preocupagao em
fornecer aos animais uma alimentacdo nao so6 satisfatoria a nivel nutricional, mas também
segura e de qualidade de modo a que nao coloque em causa a salde e o bem-estar dos

mesmos. Tal tem-se traduzido num aumento crescente da procura por diferentes tipos de
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alimentos comercializados, sendo do interesse da industria alimentar animal que os
produtos fabricados sejam seguros e livres de qualquer perigo, contribuindo para melhorar
nao so6 a dieta dos animais, como também a sua salude. Este objetivo definido pela industria
alimentar para animais de estimacdo aplica-se a todo o processo de fabrico, desde a
selecdo de matérias-primas, fabrico e obtencdo do produto acabado, a embalagem,
armazenamento, transporte e comercializacéo, até ao consumidor final (27).

Uma vez que os alimentos para animais de estimacdo s&o maioritariamente
constituidos por produtos e subprodutos de origem animal, espera-se nestes uma
microbiota abundante e diversa, homeadamente por contaminagdo de microrganismos
patogénicos oriundos da produc¢éo priméria. Apesar da existéncia de medidas e processos
gue garantam a seguranca e qualidade dos alimentos ao longo da cadeia de producéo, a
demanda pela sua procura originou um aumento significativo na producdo o que,
consequentemente, levou a uma maior exposicdo dos alimentos aos diversos perigos
alimentares associados a cada etapa de producado. Assim, o principal requisito da inddstria
alimentar é conhecer devidamente todas as caracteristicas e etapas do fabrico deste tipo
de alimentos, pois os diversos tipos de alimentos para animais de estimacao
comercializados diferem entre si ndo s6 no tipo de processamento a que séo sujeitos, mas
também no tipo de preparagéo a que as matérias-primas utilizadas na sua constituicdo sédo
sujeitas. Desta forma, antes de serem enviados para a linha de producéo, os ingredientes
séo frequentemente submetidos a tratamentos com o objetivo de reduzir a contaminacao
microbiana, para além desta etapa, os alimentos s&o produzidos em condi¢des de
seguranca sanitaria. O processo de renderizacdo (tratamento industrial de subprodutos
animais em materiais mais Uteis) permite separar os sélidos da humidade e da gordura de
forma a produzir farinhas proteicas, gorduras e 6leos de animais, através da utilizagédo de
temperaturas elevadas. Para tal as gorduras séo filtradas e a mistura de carne e 0ssos €
seca e transformada naquilo a que chamamos de “farinha de carne” utilizada
essencialmente nos alimentos secos. Apesar da carne ser historicamente considerada o
ingrediente de maior risco de contaminagdo microbiologica, outros ingredientes como o
trigo e a farinha de trigo, por vezes sdo utilizados como ingredientes nos alimentos para
animais de estimacao, podem veicular bactérias importantes como por exemplo Salmonella
e Escherichia coli (28). A re-contaminacdo dos ingredientes, previamente sujeitos a altas
temperaturas aquando do tratamento dos subprodutos animais, pode acontecer
novamente antes da ocorréncia do processamento do alimento seco na extrusora. De certa
forma a exposicdo dos alimentos secos a perigos microbioldgicos ndo acaba no momento
da extrusdo, podendo ocorrer ao longo do seu circuito de confecdo (contaminacdo de

equipamentos, recipientes e superficies, dos trabalhadores, poeiras, etc.). Isto porque apos
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a remocdo dos alimentos secos do interior da extrusora, estes sdo arrefecidos a
temperatura ambiente num local adequado, onde sado adicionados compostos termolabeis
(aromatizantes por exemplo) e s6 ap6s este processo € que o alimento é armazenado e
selado em embalagens préprias e disponibilizados para comercializacdo. Como estas
etapas ocorrem por norma a temperatura ambiente e sem nenhum controlo térmico, 0s
alimentos sao vendidos sem haver a garantia da sua esterilidade na totalidade, havendo a
possibilidade, ainda que reduzida devido ao seu baixo aw, de um eventual crescimento
microbiano (29). Durante toda a cadeia de producdo dos alimentos secos, diferentes
medidas s&o implementadas de forma a minimizar o risco de contaminacédo do produto
final, sendo as superficies da cadeia de producdo, assim como o produto final,
rotineiramente testados para possiveis contaminantes, principalmente Salmonella e
Enterobacteriaceae (27). Mesmo com todos os cuidados e tratamentos industriais ao longo
do processo de fabrico, existe sempre a possibilidade dos animais da producéo primaria
que dao origem as matérias-primas estarem contaminados e os tratamentos a que estas
sao sujeitas (temperaturas baixas por exemplo) ndo serem suficientes para a eliminacao
ou reducdo de multiplicacdo de microrganismos.

No caso dos alimentos humidos, como sao selados hermeticamente numa embalagem
prépria e sujeitos a um processamento térmico que contribui para o aumento do seu tempo
de vida util, a sua seguranga e qualidade microbiolégica estdo por norma asseguradas.
Todavia a parte selada da sua embalagem pode perder a sua integridade com o passar do
tempo, expondo o alimento ao meio ambiente e, consequentemente, a possiveis
contaminacdes que possam existir no local de armazenamento onde a embalagem se
encontra ou até mesmo nha sua superficie (29). Além disso, apds abertura, estes alimentos
podem ser contaminados por exemplo por fomites ou maos do consumidor, sendo que o
alto aw caracteristico dos alimentos humidos pode favorecer o crescimento microbiano se
o produto néo for adequadamente refrigerado.

Por razbes Obvias, os alimentos crus sdo 0s mais propensos a contaminacao pois nao
sdo sujeitos a qualquer tipo de tratamento térmico. Salmonella € um contaminante comum
de carne crua, mas este patogénico alimentar também tem sido observado em carne seca
a base de produtos nédo cozidos como orelhas de porco e guloseimas para mastigar, ou
até mesmo em alimentos tratados termicamente como os alimentos secos (30,31), o que
aumenta a complexidade da origem destes contaminantes. No fabrico de alimentos crus
para animais de estimacdo devem-se ter em atencdo as condi¢cdes de armazenamento
destes produtos, de modo a evitar o desenvolvimento de bactérias, como é o caso da
Listeria monocytogenes, bactéria psicrotrofica que consegue proliferar a temperaturas de

refrigeracéo e sobreviver sob temperaturas de congelacéo (32).
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De uma forma geral, o circuito de producdo destes alimentos deve ser projetado de
forma a que os produtos que sofreram tratamento de descontaminacdo ndo entrem em
contacto com os equipamentos, ingredientes e outros produtos crus de modo a evitar
possiveis re-contaminacdes. Desta forma as instalagdes deverdo garantir que 0 processo
de rececéo e armazenamento das matérias-primas nao seja 0 mesmo do armazenamento
dos alimentos prontos para serem comercializados, garantindo também que as operacdes
efetuadas nos locais designados para armazenamento e o local de producdo sejam
realizadas de forma segura e em condi¢des de higiene. Aquando da rece¢éo das matérias-
primas, estas devem ser inspecionadas de forma a garantir que ndo ha embalagens
danificadas, que os materiais pereciveis ou congelados foram transportados em condicfes
de temperatura e armazenamento adequadas, e também os veiculos em que foram
transportados se encontravam devidamente higienizados. Ao longo da cadeia de producgéo
deve ser garantida a existéncia de contentores adequados e devidamente identificados que
permitam a recolha, remocéao e descarte dos residuos produzidos ao longo da confecdo do
alimento de forma a evitar uma potencial contaminacdo dos produtos na fase de
processamento; desta forma estes contentores devem estar localizados num local
adequado tendo em conta a instalacdo dos equipamentos. Os contentores devem ser
mantidos fechados e deve ser estabelecida a frequéncia do seu esvaziamento de maneira
a nao se tornar num local propicio ao desenvolvimento de possiveis contaminantes, como
por exemplo pragas. A remog&o dos contentores deve ser feita de forma eficaz, controlada
e num local apropriado (27).

Entre outras possiveis fontes de contaminacdo dos produtos alimentares destacam-se
pequenos eventos localizados, como por exemplo: a presenca de goticulas de agua nas
tampas dos reatores que possam conter microrganismos, estabelecendo muitas vezes um
local propicio para o seu desenvolvimento; 0s equipamentos (por exemplo, extrusoras e
fornos) e as superficies em que a limpeza e desinfecdo nem sempre é possivel na
totalidade constituindo um local propicio para a presencga e proliferacdo de microrganismos
patogénicos; ou as poeiras que se acumulam esporadicamente no chao da fabrica apesar
de ndo estarem em contacto permanente com os alimentos, através do fluxo de ar formado
pelo ar condicionado e pela circulacdo dos trabalhadores, podem ser facilmente
transportadas para os locais de confecdo dos alimentos, sendo assim necessario garantir
uma limpeza regular do local onde se acumulam com facilidade. As mas préticas de higiene
exercidas pelos trabalhadores, como por exemplo falta de habito de correta higienizacéo
das maos, podem ser também uma forma de transmissdo de microrganismos; também as
instalagbes de higiene pessoal (casas de banho e balnearios) utlizadas pelos

trabalhadores devem estar devidamente higienizadas e limpas de forma evitar a ocorréncia
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de potenciais riscos que comprometam a seguranca alimentar, e também nédo devem estar
diretamente ligadas a uma area de producao (27). Resumindo, as fontes de contaminacdo
dos alimentos para animais de estimacdo podem ocorrer pela introducdo de matérias-
primas contaminadas, durante o transporte e rececao das mesmas, no processo de fabrico,
embalagem, transporte do produto finalizado e comercializacéo (Figura 4).

Finalmente, a contaminacdo dos alimentos para animais de estimacdo pode ocorrer
em ambiente doméstico, por exemplo se apds abertura de um alimento himido enlatado
este ndo for devidamente refrigerado até ser finalizado, ou durante o0 manuseamento dos

alimentos sem as condi¢des apropriadas de higiene.
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Figura 4. Representacdo das varias etapas da cadeia de producdo alimentar para animais de
estimacdo em que pode ser provavel ocorrer contaminacdo microbiolégica. (Adaptado de:
https://www.cdc.gov/foodsafety/outbreaks/investigating-outbreaks/figure_food_production.html)

1.3. Perigos microbiolégicos associados aos alimentos para
animais de estimacdo e sua implicacdo para a saude animal e

humana

z

A contaminacdo microbiolégica dos alimentos para animais de estimacdo é muito
comum, podendo ocorrer quer nas matérias-primas usadas no processamento alimentar,
quer durante a manipulacdo, processamento, ou transporte e armazenamento dos
alimentos através de contaminacdo cruzada com manipuladores e superficies
contaminadas, tal como ja referido na seccdo anterior. Nos perigos biolégicos estao
incluidos bactérias, virus, parasitas, fungos e protozoarios, mas um dos mais importantes
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e comuns é a presenca de bactérias patogénicas (33). Ainda que em menor grau, existem
descricbes de virus (ex.: hepatite E) ou protozoarios (ex.: Toxoplasma gondii responsavel
pela toxoplasmose) em alimentos destinados a animais de estimacédo; por exemplo, van
Bree et al. (2018) analisaram 35 amostras cruas variadas de caes e gatos de oito marcas
distintas e detetaram T. gondii em duas amostras (34).

A ingestdo de alimentos contaminados com bactérias patogénicas ou produtos do seu
metabolismo (toxinas) pode estar na origem do desenvolvimento de doencas microbianas.
No caso dos alimentos para animais de estimagéo, o risco para o Homem é indireto e os
perigos microbioldgicos podem ser os mesmos dos géneros alimenticios destinado ao
consumo do Homem (35). Quando ingeridos podem desencadear doencas microbianas de
origem alimentar e o grau de gravidade provocado pela ingestéo destes perigos pode ser
diferente no homem e nos animais. De facto, os animais tendem a ser mais resistentes a
acao de alguns patogénicos, ndo manifestando sintomatologia na maior parte dos casos,
servindo muitas vezes de reservatoério e vetores de alguns microrganismos (35,36). Outro
perigo, ainda pouco explorado neste tipo de amostras, mas muito atual e importante, € a
possibilidade destes alimentos para animais de estimag¢do também poderem ser veiculos

de bactérias resistentes a antibiéticos (patogénicas ou nao).

1.3.1.Bactérias patogénicas

As bactérias patogénicas mais frequentemente associadas aos alimentos para animais
de estimacdo sdo Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Clostridrium
produtoras de toxinas, Yersinia e Campylobacter. Estas bactérias podem estar associados
a quadros de toxi-infecdo ou infecdo alimentar, de acordo com a producao de toxinas no
intestino do hospedeiro ou se a doenca ndo esta associada a producdo de toxina,
respetivamente (32). Apesar do numero de surtos humanos associados a alimentos para
animais de estimacdo contaminados com bactérias patogénicas ser baixo nos paises com
sistemas de vigilancia, tem-se verificado um aumento do registo de surtos humanos e de
recolha de lotes de racdes em grande escala. Estes envolveram casos em que foi possivel
associar a doenca/surto nos donos ao consumo de racfes e petiscos por parte dos seus
cdes ou gatos. O impacto destes eventos para a Saude Publica é preocupante devido ao
grande numero de pessoas infetadas e tem gerado preocupacdo entre consumidores e

produtores.
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A detecdo de bactérias patogénicas nos diversos tipos alimentares destinados a
animais de estimacéo é crescentemente frequente em anos mais recentes. Por exemplo,
em 2005, Weese et al., analisaram um total de 25 amostras cruas para animais de
estimacédo encontrando-se a S. Typhimurium variante monofasica em 20% das amostras
(& base de bovino, galinha e avestruz) analisadas (37). Nemser et al., em 2014, analisaram
196 amostras de alimentos crus para caes e gatos das quais 15 amostras encontravam-se
contaminadas com Salmonella - neste estudo também analisaram alimentos secos para
cdes e gatos e, em contraste, apenas detetaram uma amostra contaminada com
Salmonella (31). Hellgren et al. em 2019 analisaram 60 amostras cruas para cées das quais
4 amostras (a base de bovino e peru) testaram positivo para a presenca de Salmonella de
diferentes serdtipos (S. Rissen, S. Typhimurium variante monofasica, S. Leeuwarden) (38).
O primeiro surto por alimentos secos para caes foi associado a Salmonella
Schwarzengrund nos E.U.A entre 2006-2008, tendo infetado 79 pessoas das quais 30
criancas (39). Em 2012 foi reportado novamente um surto associado a alimentos secos
para cdes e envolvendo contaminacdo por Salmonella, provocado neste caso por S.
Infantis através do contacto direto com os alimentos e infetando um total de 47 pessoas
dos E.U.A e Canada (39). Variantes de E. coli patogénicas ja foram detetadas em diferentes
estudos, nomeadamente por Nemser et al., em 2014, em que reportaram a presenca de E.
coli ndo-0157:H7 produtoras de toxina Shiga em alimentos crus e guloseimas para animais
(31). Em agosto de 2017, foram reportados 4 casos de infegdo humana causada por E. coli
STEC 0157, sendo que os isolados obtidos produziam um subtipo de toxina stx2a,
associada ao desenvolvimento de doenca grave. Dos 4 casos relatados 3 contactaram com
animais alimentados a base de alimentacdo crua, mais especificamente a base de tripas
cruas. Apesar deste estudo nao ter conseguido isolar dos alimentos crus analisados a
mesma estirpe causadora de doenga nos humanos, permitiu concluir gue os alimentos para
animais de estimagéao crus, neste caso tripa, podem ser uma potencial via de transmissao
de bactérias patogénicas para os humanos colocando em risco a sua saude (40). Nemser
et al., em 2014, analisaram 576 diferentes tipos de amostras que incluiam alimentos crus,
secos e guloseimas. Destas, apenas 32 amostras cruas foram positivas para L.
monocytogenes (31). van Bree et al., em 2018, analisaram 35 amostras cruas variadas
para cdes e gatos de oito marcas distintas. Das amostras analisadas 3 estavam
contaminadas com L. monocytogenes (34). Bottari et al., em2020, analisaram 21 amostras
de alimentos crus de diferentes marcas e tipos de carne, comercializadas em trés lojas
online muito populares em Itdlia, das quais 90% estavam contaminadas com L.

monocytogenes (41).
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A descri¢do deste tipo de microrganismos patogénicos nos alimentos para animais de
estimacéo é preocupante, principalmente nos alimentos crus por nao serem sujeitos a um
processamento térmico capaz de os eliminar. O seu consumo deve ser acompanhado do
reforco em cuidados de higiene na manipulacdo dos alimentos e no contato direto com os
animais. Mesmo tendo em conta todos estes fatores de contaminacdo e perigos
associados, ha ainda poucas evidéncias de avaliacao de risco de alimentos para animais
de estimacdo como veiculos de microrganismos patogénicos com implicacdo direta na
saude dos préprios animais ou indiretamente para a saude do Homem.

As empresas do setor alimentar para animais de estimacgéo tém adotado uma politica
de seguranca alimentar ao longo do processo de fabrico através da implementacdo da
legislagcdo nacional e da UE, do estabelecimento de boas préticas de fabrico, bem como
do desenvolvimento de medidas preventivas de maneira a antecipar a ocorréncia de
alguma situacéo que possa colocar em causa a seguranca do alimento.

Os alimentos para animais de estimagéo séo regulamentados por uma legislacdo da
UE que também abrange o setor de alimentos destinados ao consumo por parte de animais
produtores de géneros alimenticios. Da legislagdo comunitaria aplicavel as empresas de
producéo alimentar para animais de estimacdo destacam-se as seguintes: Regulamento
(CE) n° 178 de 2002 que estabelece as normas gerais da legislacdo alimentar (42);
Regulamento (CE) n® 183 de 2005 que estabelece as normas de higiene no fabrico de
alimentos para animais de estimacdo de modo a garantir a protecdo do consumidor animal
(14); o Regulamento (CE) n°® 1069 de 2009 (11) e o Regulamento (CE) n® 142 de 2011 que
estabelece as regras sanitarias acerca dos subprodutos animais e produtos derivados nao
destinados ao consumo humano e a sua implementagdo (0 mencionado na secgéo
anterior) (12); e o Regulamento (CE) n° 767 de 2009, alterado pelo Regulamento (CE) n°
2279 de 2017 que define as regras de fabrico, rotulagem e coloca¢cdo no mercado dos
alimentos (43). A alimentacdo para animais de estimacédo € representada a nivel europeu
pela European Pet Food Industry Federation (FEDIAF) e a nivel nacional pela Associagéo
Portuguesa dos Alimentos Compostos (IACA), ambas responsaveis pela publicacédo e
atualizacdo das leis impostas pela UE que regulamentam os alimentos para animais de
estimacdo, bem como pelo desenvolvimento de guias de boas praticas associadas ao
fabrico, armazenamento, distribuicdo e marketing, ndo atuando assim na elaboracéo de
regulamentos e leis, os quais sdo elaborados pela Comissao Europeia (44).

A monitorizagdo da presenca de possiveis contaminantes microbiol6gicos durante o
fabrico de alimentos para animais de estimacao deve incluir amostras ambientais, da linha
de producéo e do produto embalado pronto a ser comercializado (27). No caso de ragdes

secas, cruas e alimentos de mastigar para cées feitos a base de subprodutos animais,
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devem ser colhidas amostras aleatérias durante a producdo e produto acabado para
verificar a conformidade com os critérios microbiolégicos que incluem pesquisa de
Salmonella e contagem de Enterobacteriaceae (Regulamento (CE) n.° 142 de 2011). Deve
ser garantida a auséncia de Salmonella em 25 gramas dos alimentos crus e transformados
de forma a serem classificados como seguros. No caso dos alimentos crus, a contagem de
Enterobacteriaceae pode ocorrer até ao valor limite de 10 ufc/g ou entre >10 e 5000 ufc/g
no maximo de 2 amostras em 5 testadas do mesmo lote (nivel aceitavel marginal). Nos
alimentos transformados a contagem de Enterobacteriaceae é aceitavel até ao valor limite
de 10 ufc/g ou entre >10 e 300 ufc/g no maximo de 2 amostras em 5 testadas do mesmo
lote (12). Para alimentos enlatados ou acondicionados em recipientes hermeticamente
fechados e tratados termicamente, a pesquisa de Salmonella e contagem de
Enterobacteriaceae ndo sao necessarias (45).

1.3.2.Bactérias resistentes a antibiéticos

Nas ultimas décadas tem-se assistido a um aumento de bactérias resistentes a
antibiéticos ndo s6 a nivel hospitalar, mas também na comunidade. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a disseminacdo de bactérias resistentes a
antibiéticos € um problema de extrema importancia a nivel mundial, tendo sido considerada
uma das dez ameacas globais para a saude publica em 2019 (46). As bactérias resistentes
a multiplos antibi6ticos sdo responsaveis por cerca de 700.000 mortes por ano e s6 na UE
estimam-se 33.000 mortes com custos de 1.5 bilides de euros por ano em saude e perdas
de produtividade (47). O uso inadequado e em grande escala de antibiticos quer no
Homem quer nos animais tem contribuido para a selecdo de bactérias resistentes a
antibidticos que, quando envolvidas em infecbes humanas, s&do frequentemente
associadas a contextos terapéuticos ineficazes, ou de dificil tratamento, aumentando a taxa
de mortalidade e de custos hospitalares (47).

A resisténcia a antibioticos é um fendmeno complexo e multifatorial. As bactérias
resistentes aos antibioticos ja ndo se restringem exclusivamente ao meio hospitalar com o
ambiente, os animais e os alimentos a assumirem um papel crescente na disseminacéo da
resisténcia na comunidade (Figura 5). A cadeia alimentar tem-se revelado uma importante
via na transmissdo de bactérias resistentes a antibiéticos aos humanos devido ao uso
abusivo de antibiéticos na producéo animal que levou a selecao e dispersao de bactérias
resistentes na cadeia alimentar. O ambiente de producéo animal é assim considerado um

reservatdrio importante destes microrganismos que podem ser transmitidos ao Homem
27



pelo contato direto com animais, ambiente e/ou cadeia alimentar. Também a contaminacao
ambiental (solos, 4guas) com bactérias provenientes das aguas residuais de esgotos
hospitalares e municipais e dos sistemas de producdo animal contribuem para a
disseminacédo de bactérias resistentes a antibioticos. Assim, a promocéo da Saude Publica
no que diz respeito ao flagelo da resisténcia aos antibi6ticos esta intimamente ligada ao
sucesso de politicas de “Uma sé saude” que promovem de uma forma indissociavel a

saude humana, ambiental e animal (48-50).

7.
liﬁm

Figura 5. Vias de transmissdo ao homem e animais de bactérias resistentes a
antibiéticos (Retirado de: https://amr.biomerieux.com/en/challenges/from-farm-to-food-
to-people-one-health/).

O papel dos animais de estimacao na propagacao de resisténcia aos antibidticos tem
vindo a assumir maior destaque em anos recentes. Os animais de estimagcdo s&o
considerados um reservatorio de bactérias que por vezes ndo desencadeiam doenca neles
proprios, mas que podem ser transferidos para os seus donos através do contacto proximo
entre animais e humanos, principalmente entre os animais e as criangas, ou pela partilha
do ambiente doméstico. Além disso, os animais de estimacao, especialmente cdes e gatos,
também tomam antibidticos com alguma frequéncia para tratamento de infecbes
bacterianas e em intervencgdes cirargicas. A nivel Europeu, as familias de antibiéticos mais

utilizadas nos animais de estimac&o incluem por ordem decrescente as penicilinas, as
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cefalosporinas de 12 e 22 geracdo, os macrolidos, as sulfonamidas e outras que variam de
pais para pais (aminoglicosideos, polimixinas, etc.), as tetraciclinas e as fluoroquinolonas
(51,52). Grande parte destes antibidticos € comum aos usados na medicina humana (53),
podendo assim a selecdo de bactérias resistentes a antibiéticos ser favorecida
oportunamente tanto nos animais de estimacdo como no Homem.

A semelhanca do que acontece com as bactérias patogénicas ou qualquer outro
contaminante, também as bactérias resistentes aos antibidticos podem ter origem na
producdo primaria e vao resistindo aos diferentes tratamentos durante o fabrico dos
alimentos. Embora existam muito poucos estudos que incluam a caraterizacéo bacteriana
no que toca a suscetibilidade a antibiéticos, os poucos estudos disponiveis mostram a
presenca de bactérias (fundamentalmente Salmonella e Enterobacteriaceae) com perfil de
resisténcia a antibitticos, incluindo de multirresisténcia.

Um estudo realizado na Holanda, em 2017, que utilizou vérios tipos alimentares (crus,
secos e humidos) para gatos reportou a presenca de Enterobacteriaceae produtoras de
beta-lactamases de espetro alargado (ESBL) em isolados de E. coli apenas nos alimentos
crus (54). Em 2018, diferentes espécies produtoras de ESBL da ordem Enterobacteriaceae
(E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter cloacae, Citrobacter braakii e Raoultella planticola)
foram detetadas em 60.8% das amostras de alimentos crus em que a fonte proteica era
proveniente de diferentes paises (55). Neste mesmo estudo os investigadores também
analisaram a suscetibilidade dos isolados obtidos a outros antibiéticos para além de beta-
lactamicos, tendo verificado que 62.7 % das amostras possuiam isolados multirresistentes;
também detetaram que dois isolados E. coli eram portadores do gene mcr-1 que codifica
para resisténcia a colistina, um antibiético de alta prioridade para a medicina humana
segundo a OMS (55).

No ano de 2003, no Canada, Pitout JDD et al. estudaram a possibilidade de
transmissdo de isolados de S. Newport multirresistentes através do manuseio de
guloseimas ou shacks para animais de estimacéo, visto que guloseimas como orelhas de
porco para caes tém sido sugeridas como uma fonte de transmiss@o de Salmonella para
humanos. Foi entdo analisada uma amostra de guloseima (hamburguer de carne de vaca
seca) na qual foi detetada a presenca de S. Newport PT 14 resistente a mudltiplos
antibiéticos  (cloranfenicol, ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefoxitina, cefepima
ceftazidima). Paralelamente, analisaram uma amostra das fezes do paciente em que 0s
resultados obtidos foram positivos para a presenca de S. Newport 14 com um perfil de
suscetibilidade a antibidticos igual ao do isolado proveniente da guloseima para caes.
Desta forma a possibilidade de transmissao deste tipo de bactérias através de guloseimas

para animais ndo deve ser descartada (56). Entre 2005 e 2006, Wong Tl et al. analisaram
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um conjunto de isolados de Salmonella obtidos a partir de 300 amostras de snacks ou
guloseimas para animais de estimacéao importadas de diferentes paises (Australia, China,
india e Tailandia) e de producdo nacional da Nova Zelandia. As amostras importadas
analisadas eram essencialmente cruas (couro de porco, vaca e de origem animal ndo
especificada) e a presenca de Salmonella de diferentes ser6tipos (S. London, S. Kentucky,
S. Borreze, S. Aberdeen, S. Infantis, S. Havana, S. Montevideo, S. Orion e S. Senftenberg)
foi verificada em 5,3% das amostras analisadas. Neste estudo a presenca de isolados
resistentes a antibidticos so6 foi estudada nas amostras importadas: 18.8% apresentaram
resisténcia a ampicilina e gentamicina, 12,5% ao &cido nalidixico e 6,3% a estreptomicina
(30). Finley R et al. analisaram em 2008 um conjunto de isolados de Salmonella (ser6tipos
S. Hadar, S. Heidelberg e S. Infantis) obtidos a partir de amostras cruas (especialmente a
base de galinha) para animais de estimacdo de trés regides do Canadéa e verificaram a
presenca de isolados resistentes a diferentes antibidticos, tais como, ampicilina,
canamicina, cefalorina, cefoxitina, ceftiofur, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina,
sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprim-sulfametoxazol. As resisténcias mais comuns
foram a ampicilina na regido de Mississauga (94% dos isolados) e Calagary (100% dos
isolados), e a tetraciclina na regidao de Guelph (76% dos isolados) (57). Os mesmos autores
analisaram noutro estudo um conjunto de isolados provenientes de amostras de snacks ou
guloseimas de orelha de porco adquiridas em duas regides do Canada onde foram
identificados diferentes ser6tipos de Salmonella (S. Bovismorbificans, S. Give, S. Derby, S.
Manhattan, S. Worthington, S. Agona, S. London e Il:ROUGH-O) resistentes a diferentes
antibidticos destacando-se a resisténcia a tetraciclina e sulfametoxazol (58).

O Unico estudo que também caraterizou Enterococcus, uma bactéria de Gram-positivo
patogénica oportunista, analisou 420 amostras comerciais de alimentos ndo enlatados e
guloseimas nos E.U.A., tendo reportado 3% de multirresisténcia e os maiores niveis de
resisténcia registados (>10%) foram para a ciprofloxacina e tetraciclina (59). Neste estudo
também foram detetados isolados multirresistentes de E. coli, com maior incidéncia para a
tetraciclina, antibiético frequentemente usado na producao animal. Apesar do numero
limitado de estudos, as evidéncias sugerem que 0s alimentos para animais de estimacao
podem ser veiculos de bactérias com perfis de multirresisténcia a antibioticos. O facto de
em poucos estudos ja terem sido identificados genes de resisténcia ou bactérias que
expressam niveis de resisténcia clinica a antibidticos considerados como criticos (ex.:
gentamicina, cefalosporinas de 32 geracao, ampicilina, colistina) (60) na medicina humana
€ particularmente preocupante e alerta para a necessidade de mais estudos de vigilancia
que incluam este tipo de amostras. Curiosamente, ha ja varios anos se sabe que os cées

podem ser um reservatério de Enterococcus multirresistentes, e com uma resisténcia de
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alto nivel & ampicilina em particular, incluindo estirpes simultaneamente encontradas em
cdes e pacientes hospitalizados (61). Mais recentemente, a toma de antibiéticos e o
consumo de carne crua pelos caes foram reconhecidos como fatores de risco para a
ocorréncia de Enterococcus resistentes a ampicilina em cées (62). No entanto, ainda nao
foram realizados estudos que analisem Enterococcus em amostras de racdes
comercializadas cruas de forma a perceber a extensao desta questdo. No entanto, tendo
em consideracdo as matérias-primas usadas na producéo de alimentos para animais de
estimacdo, é de realcar que inumeros estudos de diferentes paises ja reportaram a
presenca de Enterococcus resistentes a ampicilina e a outros antibiéticos clinicamente
relevantes (ex., vancomicina ou linezolida) em amostras de carne crua de matadouro ou
supermercado (63—66).

As bactérias podem apresentar resisténcias naturais ou intrinsecas a um ou mais
antibiéticos, ou adquirir mutacbes genéticas, elementos genéticos moéveis de outras
bactérias que lhes conferem novos fenétipos a determinados antibiéticos quando
comparadas a outras estirpes da mesma espécie (resisténcias adquiridas) (67). A
disseminacao de genes de resisténcia a antibiéticos entre bactérias pode ser facilitada por
mecanismos de transferéncia genética horizontal que envolvem elementos genéticos
moveis (ex.: plasmideos, transposdes). Neste sentido, o mais provavel é que os genes de
resisténcia ja identificados em bactérias obtidas de alimentos para animais de estimacgéo
estejam incorporados em elementos genéticos moveis que frequentemente contém mais
genes que conferem resisténcia a diversas classes de antibiéticos clinicamente relevantes,
favorecendo eventos de co-sele¢do. Desta forma, o uso de um anico antibiotico pode
selecionar ndo so6 isolados resistentes a esse antibidtico, como também isolados
resistentes a outros antibiéticos, aumentando assim a oportunidade de transmissao de
bactérias multirresistentes.

Um dos géneros bacterianos que apresenta resisténcia intrinseca a varios antibiéticos
assim como uma propensdo especial em adquirir e acumular genes de resisténcia a
antibiéticos através do intercambio de elementos genéticos com outras bactérias do
mesmo ou de diferentes géneros, é Enterococcus. Esta carateristica, aliada a sua
distribuicao ubiqua na natureza (incluindo na cadeia alimentar) e a sua importancia atual
como agente de infeces humanas muitas vezes dificeis de tratar, justificam o seu estudo

particular nesta tese.
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1.4. Enterococcus spp.

Enterococcus sao bactérias Gram-positivas que pertencem a familia Enterococcaceae
e ao filo Firmicutes, fazendo parte de um grande grupo de bactérias 4cido-lacticas usadas
na industria alimentar (68). S&o conhecidas atualmente mais de 50 espécies pertencentes
ao género Enterococcus que se caraterizam por serem bactérias anaerébias facultativas e
fermentadoras da glucose através da formacdo de &cido latico, catalase negativo, ndo
formadoras de esporos, oxidase negativa e capazes de hidrolisar a esculina na presenca
de sais biliares a 40% (69,70). Sao classificadas como bactérias meséfilas, em que a sua
temperatura de crescimento pode variar entre os 10°C a 45°C, com temperatura étima de
crescimento estabelecida nos 35°C, no entanto algumas estirpes conseguem sobreviver a
temperaturas de 60°C durante um intervalo de tempo de 30 minutos. Podem crescer em
ambientes com intervalos de pH grandes (4.4-9.6) e crescem em meios que contém 6,5%
NaCl (69-72). Assim, Enterococcus tém uma grande capacidade de adaptacdo a
ambientes adversos e as condicfes extremas a que podem sobreviver, possibilitam a sua
distribuicdo ubiqua na natureza e consequente coloniza¢ao de diversos nichos ecoldgicos
e hospedeiros. O seu principal reservatorio é o trato gastrointestinal de humanos e animais
(73), mas podem ser entdo detetados nos solos, aguas, esgotos, plantas, produtos

alimentares, mamiferos, passaros e insetos (74).

1.4.1.Importéncia clinica e resisténcia a antibioticos

Até aos anos 80, Enterococcus eram considerados microrganismos com baixo impacto
clinico e pouco patogénicos. No entanto, este paradigma foi alterado nas ultimas décadas,
sendo atualmente considerados patogénicos oportunistas importantes e uma causa
proeminente de uma variedade de infe¢Bes hospitalares, tais como infe¢cbes do trato
urinario, dos tecidos moles, bacteriemias, endocardites, infe¢cdes cirlrgicas, entre outras
(75). Estas infecGes hospitalares ocorrem fundamentalmente em condicbes em que o
hospedeiro se encontra fragil ou perturbado, bem como determinadas condi¢cbes
contribuem para o aumento do risco de desenvolvimento de infec6es enterocoOccicas
invasivas, como por exemplo as hospitaliza¢ces prolongadas, pacientes imunodeprimidos,
idosos, tratamentos com dispositivos médicos invasivos, ou terapias antimicrobianas de
largo espetro e por longos periodos (69). Devido as suas carateristicas intrinsecas,
Enterococcus tém a capacidade de sobreviver por longos periodos em equipamentos
médicos, nas superficies das camas, portas, etc., 0 que explica a sua persisténcia no
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ambiente hospitalar. Infecdes por Enterococcus (ex.: infecdes urinarias) na comunidade
também sdo comuns, mas geralmente de facil tratamento e resolucdo, ao contrario das
infecBes hospitalares, frequentemente severas e de dificil tratamento.

As espécies bacterianas com maior impacto na saude humana e de relevancia clinica
sdo Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, atualmente considerados agentes lider
hospitalares (76). Outras espécies tais como Enterococcus casseliflavus, Enterococcus
gallinarum, Enterococcus avium, Enterococcus durans, Enterococcus hirae, Enterococcus
mundtii e Enterococcus raffinosus ja foram associadas ao desenvolvimento de infe¢cdes em
humanos, mas em muito menor numero (69). E. faecalis sempre foi a espécie de
Enterococcus predominantemente associada a infegdes humanas, mas com o virar do
século E. faecium foi ganhando um papel de destaque fazendo atualmente parte da lista
de espécies bacterianas mais problematicas e dificeis de tratar (77). Enterococcus séao
atualmente resistentes a inUmeras familias de antibiéticos, quer por mecanismos de
resisténcia intrinseca ou natural (ex., cefalosporinas, aminoglicosideos), quer por
resisténcia adquirida (B-lactamicos, aminoglicosideos, glicopéptidos, quinolonas,
macraolidos, tetraciclinas, oxazolidinonas, glicilciclinas, lipopéptidos). A disseminacado e o
uso global e massivo de antibidticos em diferentes nichos ecol6gicos tém conduzido ao
aumento alarmante e diversificagdo de mecanismos de resisténcia adquirida nas Gltimas
décadas (78). A Tabela 1 inclui as familias de antibiéticos importantes no tratamento de
infecdes causadas por Enterococcus e/ou que séo relevantes no estudo da epidemiologia
deste género por serem muito usados nos animais e haver a possibilidade de transferéncia
de resisténcia a partir de fontes ndo humanas (60).

O termo resisténcia intrinseca refere-se a capacidade conferida por genes geralmente
presentes no cromossoma, o que significa que é comum entre estirpes da mesma espécie.
S&do exemplos as espécies E. gallinarum e E. casseliflavus que contém sempre 0s genes
vanC; e vanC,, respetivamente, que codificam para resisténcia a vancomicina. Também E.
faecium apresenta uma suscetibilidade diminuida aos B-lactamicos uma vez que expressa
uma PBP com uma baixa afinidade intrinseca para esta classe de antibiéticos, a PBP5
(Penicillin Binding Protein 5), as quais os B-lactamicos se ligariam para inibir a sintese do
peptidoglicano da parede celular (78). Os aminoglicosideos isoladamente ndo séo eficazes
contra Enterococcus, uma vez que ndo séo capazes de atingir os ribossomas bacterianos
devido a incapacidade de Enterococcus gerar energia suficiente associada a cadeia
transportadora de eletrGes para os bombear para o citoplasma. Apesar da resisténcia
natural a aminoglicosideos, a associagdo de um aminoglicosideo (ex. gentamicina) e um
inibidor da sintese da parede celular (ex. B-lactamico como a ampicilina, ou um glicopéptido

como a vancomicina) é sinérgica e frequentemente usada no tratamento de infecbes
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invasivas quando ndo ha resisténcia adquirida a nenhuma destas classes de antibibticos
(79).

Por outro lado, a resisténcia adquirida pode resultar de muta¢des no cromossoma ou
da aquisicdo de novos genes de resisténcia a partir de DNA exdgeno (de plasmideos por
exemplo) de estirpes da mesma espécie, ou de espécies de géneros diferentes. Tal é
particularmente critico em Enterococcus devido a facilidade em adquirir mdultiplas
resisténcias, acumulando novos genes e elementos genéticos com genes de resisténcia
ou genes que codificam para viruléncia, etc. (78). Enterococcus, e principalmente E.
faecium, sdo frequentemente resistentes a antibidticos clinicamente relevantes (ex.:
ampicilina e vancomicina) através de mecanismos de resisténcia adquirida, sendo
necessario o uso de antibidticos de ultima linha como a linezolida ou daptomicina. Nos
seguintes paragrafos descrevem-se alguns dos mecanismos de resisténcia a antibioticos
criticos no tratamento de infe¢des enterocdcicas e que se conseguem identificar na cadeia
alimentar.

A resisténcia de alto nivel as aminopenicilinas (ex. ampicilina, amoxicilina) deve-se
a aquisicdo de mutacbes especificas que conduzem a uma menor afinidade entre o
antibidtico e a PBP5 ou a sobreexpressao de pbp5, gene que codifica para a PBP5 (78),
estando a sua transferéncia ja reportada (80). A resisténcia de alto nivel a ampicilina é
atualmente muito frequente em E. faecium hospitalares a nivel global, incluindo a Europa
(>75%) e Portugal (85%)
(https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx?Instance=GeneralAtlas). Esta resisténcia é
menos prevalente em isolados provenientes da comunidade, nomeadamente em
ambientes de producdo animal, alimentos e humanos saudaveis (geralmente <30%)
(63,81,82). Recentemente, a resisténcia a ampicilina (AmpR) em E. faecium foi fortemente
associada a presenga do gene ptsD que parece ser um bom marcador de isolados AmpR
obtidos do meio hospitalar ou de diferentes fontes na comunidade (83). Além disso, este
gene esté envolvido numa melhor colonizagéo intestinal principalmente quando E. faecium
€ sujeito a tratamento com antibiotico (84).

E. faecium resistentes a vancomicina sdo atualmente microrganismaos prioritarios para
a OMS pela sua frequente associacdo a infecBes multirresistentes com opc¢des limitadas
de tratamento (85,86). Até a data, foram descritos 8 genétipos (vanA, vanB, vanD, vanE,
vanG, vanL, vanM, vanN) de resisténcia adquirida aos glicopéptidos (vancomicina e
teicoplanina), em que vanA e vanB sdo 0os mais prevalentes globalmente, tanto a nivel
hospitalar como na comunidade, nomeadamente na produgdo animal. Embora a

avoparcina, glicopéptido usado como promotor de crescimento na Europa tenha sido
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Tabela 1. Principais antibidticos usados no tratamento de infecées por Enterococcus ou importantes na sua epidemiologia.

Classe de antibiético

(exemplos)

Importancia na medicina
humana
(OMS)®

Uso na medicina

veterinaria®

Mecanismo de acéo

Mecanismos de resisténcia
adquirida principais /

co-selecdo com outras classes

Glicopéptidos

1.Maior prioridade, criticamente

Inibicdo da formacgéo
do peptidoglicano e

-Producéo de novos precursores de
peptidoglicano com reduzida
afinidade para os glicopéptidos;

— Ha oito operfes de genes

(vancomicina, ; Nao . conhecidos mas os mais
. X importantes sintese da parece . : ~
teicoplanina) celular disseminados sdo vanA e vanB (em
animais em particular predomina
vanA)
-Mutacdes ribossomais (23S rRNA);
-Genes transferiveis cfr, optrA,
Oxazolidinonas 2.Alta prioridade, criticamente . Inibicdo da sintese POXIA; oA
; . . N&o . -cfr/optrA/poxtA conferem resisténcia
(linezolida) importantes proteica L
cruzada aos fenicois e poxtA
também a tetraciclina
Lipopétidos 2.Alta prioridade, criticamente ) Acéo complexa na -Mecamsmo_ (_je re~3|stenC|a complexo
L : N&o membrana com modificagdo da membrana
(daptomicina) importantes . ”
citoplasmatica celular
Glicilciclinas 2.Alta prioridade, criticamente = Inibicdo da sintese -Mutagoes r|bo§soma|s (rpsJ), sobre-
N : N&ao . regulacéo tet(M), tet(L)
(tigeciclina) importantes proteica
Estreptograminas Inibicio da sintese -Modificagdo enzimética [vat(D),
(quinupristina- 3.Muito importantes Nao & vat(E)], bombas de efluxo, alteracdo

dalfopristina)

proteica

do local alvo [erm(B)]

Fluoroquinolonas
(ciprofloxacina)

1.Maior prioridade, criticamente
importantes

Em animais de
producéo e
estimacao

Inibicdo da replicagcéo

do ADN pela interacdo

com topoisomerases e
girase

-Mutacg@es nos genes parC/gyrA
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Macrélidos? (eritromicina)

1.Maior prioridade, criticamente
importantes

Em animais de
producéo e
estimacéo

Inibigdo da sintese
proteica

-Genes erm [erm(B) é o0 mais
comum] que codifica para enzima
gue altera o local alvo RNA 23S

Aminoglicosideos
(gentamicina,
estreptomicina)

2.Alta prioridade, criticamente
importantes

Em animais de
producéo e
estimacao

Inibigdo da sintese
proteica

-Aquisicdo de genes que codificam
enzimas inativadoras das varias
moléculas desta classe, envolvendo
acetilacdo, adenilacdo ou
fosforilacdo, e impedindo ligacdo aos
alvos ribossomais

Aminopenicilinas
(ampicilina)

2.Alta prioridade, criticamente
importantes

Em animais de
producéo e
estimagaod

-Mutagbes ou sobreexpresséo da
PBP (proteina de ligacédo a
penicilina) 5

Tetraciclinas
(tetraciclina)

3.Muito importantes

Em animais de
producéo e
estimacao

Inibicdo da sintese
proteica

-Bombas de efluxo ou protecéo
ribossomal (genes tet);
-Selecionam resisténcia cruzada as
oxazolidinonas através do gene
POXtA

Anfenicois
(cloramfenicol)

3.Muito importantes

Em animais de
producéo e
estimacao

Inibicdo da sintese
proteica

-Acetiltransferase codificada pelo
gene cat que modifica o antibiético
-Selecionam resisténcia cruzada as
oxazolidinonas através de cfr, optrA

e poxtA

aN&o se incluem os ketdlidos como a telitromicina pois estes ndo sao aprovados para uso veterinario.

bA importancia e prioridade das diferentes classes de antibidticos na medicina humana devido ao uso ndo humano é categorizada segundo a OMS (Organizagdo Mundial de
Salde), e tendo em conta os diferentes géneros bacterianos mais importantes para o Homem, da seguinte forma: Maior prioridade, criticamente importantes > Alta prioridade,
criticamente importantes > Muito importantes > Importantes (60).

€O uso na medicina veterinaria foi consultado no relatério da Agéncia Europeia de medicamentos sobre a categorizagdo de antibidticos na Europa (87).

dPrimeira linha de tratamento nas infe¢@es urinarias de animais de estimac&o.
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banido em 1997, ainda continua a haver descricbes de Enterococcus resistentes a
vancomicina na cadeia alimentar, embora com taxas reduzidas e decrescentes (88). Em
Portugal, E. faecium e E. faecalis resistentes a vancomicina tém sido unicamente
associados a vanA, quer provenientes de humanos quer de animais (81,89,90). Nos
isolados resistentes a vancomicina, 0s compostos precursores do peptidoglicano da parede
celular, que séo os alvos da acéo dos glicopéptidos, sdo modificados reduzindo a afinidade
da vancomicina (78).

As oxazolidinonas (linezolida e tedizolida) séo a classe mais recente de antibiéticos
desenvolvida para o tratamento de bactérias Gram-positivas multirresistentes,
nomeadamente Enterococcus resistentes a vancomicina ou Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, sendo, portanto, um antibiotico de reserva ou de ultima linha (78).
Sao inibidores da sintese proteica através da ligagdo a subunidade 50S ribossomal e desde
a sua introducdo no mercado em 2000 que diferentes mecanismos de resisténcia ja foram
descritos tanto em Enterococcus de origem hospitalar como em animais de producéo,
alimentos e ambiente. A nivel hospitalar, a resisténcia tem sido atribuida principalmente a
mutac¢des no alvo das oxazolidinonas, o dominio V do gene rRNA 23S, mas a aquisicao de
diferentes genes de resisténcia tem sido crescentemente documentada, principalmente em
ambiente de producdo animal. Até a data sdo conhecidos os seguintes genes de
resisténcia adquirida: cfr (com variantes de A-E) que confere resisténcia cruzada a
diferentes antibidticos anti-ribossomais inibidores da sintese proteica (fenicadis,
lincosamidas, oxazolidinonas, pleuromutilinas e estreptograminas) por metilagdo do rRNA
23S; optrA que confere resisténcia aos fenicOis e oxazolidinonas através de protegéo
ribossomal; e poxtA que confere resisténcia aos fenicois, oxazolidinonas e tetraciclinas
também através de protecdo ribossomal (91). De forma geral, as taxas atuais de resisténcia
a linezolida sao baixas (<1%), talvez porque a resisténcia a nivel hospitalar ocorre muitas
vezes ap0s exposicdo da bactéria a agdo da linezolida originando as mutacdes ribossomais
gue sao reversiveis (91). No entanto, ha cada vez mais registos da presenca de genes
adquiridos em Enterococcus, principalmente optrA, de diferentes origens mas
grandemente em ambientes de producéo animal (63,91,92).

Dada a relevancia clinica destes microrganismos, os dados de resisténcia
antimicrobiana de isolados invasivos de E. faecalis e E. faecium séo reportados pelo Centro
Europeu de Prevencéo e Controlo das doencas (ECDC) pela rede de vigilancia Europeia
(EARS-Net) (93). Este relatério anual reporta as taxas de resisténcia de E. faecium
resistentes a vancomicina e gentamicina (high-level resistance), e de E. faecalis resistentes

a gentamicina, todas elas também descritas na cadeia alimentar.
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1.4.2. Presenca de Enterococcus na cadeia alimentar

Devido ao seu habitat natural no trato gastrointestinal dos animais e a sua distribui¢éo
ubiqua no ambiente, Enterococcus podem estar presentes em alimentos crus variados,
principalmente de origem animal, como por exemplo produtos lacteos (leite cru, queijos),
carnes, peixes (essencialmente nas suas visceras e pele) e frutos do mar (94). Também
podem estar presentes em produtos prontos a comer, principalmente alimentos
fermentados a base de carne e leite (ex., queijos). S&o muitas vezes implicados em
processos de deterioragdo de carnes fermentadas (apenas salgadas, curadas ou até
cruas), pois sdo muito resistentes ao pH e salinidade, podendo multiplicar-se em nimeros
elevados (95). Também podem ser um problema em carnes cozidas e processadas pois
podem ser capazes de resistir ao processamento térmico (ndo ultrapassa geralmente os
60-70°C), especialmente se estiverem presentes em grande nimero (96). No entanto, e
uma vez que pertencem ao grupo das bactérias acido-lacticas, desempenham por outro
lado um papel importante devido a sua atividade como fermentadores conferindo
carateristicas organoléticas benéficas em muitos alimentos fermentados como 0s queijos
ou derivados de lacticinios, ou por inibirem os efeitos deterioradores de outros patogénicos
através da producéao de bacteriocinas (95).

Assim, a alianca da resisténcia a mudltiplos antibiéticos e a condi¢cdes adversas
(temperatura, pH, salinidade) com a sua distribuicdo natural contribui para que
Enterococcus resistentes a antibioticos sejam frequentemente encontrados em diferentes
tipos de alimentos. Durante o processo de evisceragdo em matadouros, Enterococcus
fecais podem contaminar produtos alimentares de origem animal, havendo estudos que
mostram que mais de 90% dos alimentos de origem animal contaminados com
Enterococcus no matadouro (97), nomeadamente daqueles com resisténcia a antibiéticos.
Desta forma, a contaminacdo de matérias-primas e de alimentos ndo processados €
frequente, mas as superficies de contato e equipamentos da fabrica ndo sdo sempre
consideradas como uma fonte potencial de disseminacdo de bactérias resistentes a
antibidticos. De facto, Enterococcus sao também extremamente resistentes nas superficies
de contato com alimentos tais como bandejas de transporte, maquinas de fatiar, etc., e a
presenca frequente de fatores de viruléncia especificos (ex., adesinas) parece contribuir
para esta habilidade (98). E assim de notar a capacidade de resisténcia e ades&o
por Enterococcus nos ambientes de processamento, quer em superficies quer nos
equipamentos, dificultando a sua eliminacdo durante os processos de limpeza e de

desinfecdo. O cumprimento das boas préticas de higiene e fabrico assume-se assim muito
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importante no controlo da contaminacdo no ambiente de processamento, em particular da
contaminacdo cruzada entre matérias-primas, superficies, equipamentos, o proprio
manuseador e alimentos prontos a consumir.

A resisténcia aos antibiéticos pode ser transmitida aos humanos através da cadeia
alimentar de duas formas: a) através do consumo de bactérias (patogénicas ou nao)
resistentes presentes nos alimentos que posteriormente colonizam animais e humanos; b)
ou pela transferéncia de elementos genéticos moveis (ex., plasmideos) contendo genes de
resisténcia entre bactérias provenientes dos alimentos e das presentes na microbiota do
trato gastrintestinal humano. A transferéncia de plasmideos por conjugacdo ja foi
demonstrada em matrizes de alimentos entre diversas espécies bacterianas incluindo
Enterococcus. Por exemplo a transferéncia de genes de resisténcia a vancomicina entre
estirpes de E. faecalis durante a fermentacdo de queijos e salsichas, ou a transferéncia de
resisténcia a antibiticos de E. faecalis para bactérias mais patogénicas (ex.,
Staphylococcus aureus) em leite fermentado (99). H4 uma grande variabilidade nos perfis
de resisténcia e de patogenicidade entre as espécies e estirpes de Enterococcus
identificadas nos alimentos de origem animal, mas pela sua natureza podem facilmente
atuar como dadores de genes de resisténcia a antibidticos a outros Enterococcus com
maior potencial de patogenicidade ou a outros géneros bacterianos mais patogénicos.

Resumindo, como as matérias-primas utilizadas na produgcdo de alimentos para
animais de estimagdo tém a mesma origem (mesmos animais) que as destinadas a
producdo de géneros alimenticios humanos, infere-se facilmente que os alimentos para
animais de estimag&o podem constituir veiculos de transmisséo de bactérias resistentes a
antibidticos para o os animais de estimacao e para o ser humano. No entanto, e tal como
referido anteriormente (secc¢éo 1.3.2), séo ainda reduzidos os estudos que analisaram a
suscetibilidade a antibiéticos em bactérias presentes em alimentos para animais de
estimacdo, nomeadamente em Enterococcus spp, uma bactéria com impacto relevante na

salide humana.
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2. Objetivos

O aumento global do nimero de animais de estimacdo nos ultimos anos tem-se
traduzido no crescimento exponencial do setor industrial alimentar animal devido a grande
demanda por alimentos de qualidade e de diversos tipos. A cadeia alimentar tem-se
revelado uma via importante na transmisséo de bactérias patogénicas e os alimentos para
animais de estimacdo ja foram associado a varios surtos e recolhas de lotes devido a
presenca de bactérias patogénicas. Assim, estes alimentos comecam a despertar o
interesse das autoridades pelo seu papel como potenciais veiculos de doencas de origem
alimentar devido a transmissdo de bactérias patogénicas. Em anos recentes, alguns
estudos demonstram que estes alimentos também podem ser veiculos de bactérias
resistentes a antibiéticos com potenciais implicacées para saude humana e animal. No
entanto, os estudos realizados s&o ainda escassos e fundamentalmente associados a
bactérias de Gram-negativo. Tendo em conta a falta de informacédo acerca da ocorréncia
de bactérias de Gram-positivo resistentes aos antibiéticos com relevancia para a Saude
Publica em alimentos para animais de estimag¢&do, um maior nimero de caes do que gatos
em Portugal como animais de estimacdo e uma maior variedade de alimentos para cées

no mercado nacional, os objetivos deste trabalho foram:

v Investigar a diversidade de tipos alimentares e as marcas mais representadas nos

alimentos para cées comercializados em Portugal;

v Averiguar se os alimentos para caes adquiridos sao reservatoérios de Enterococcus

spp. e a incidéncia de amostras com Enterococcus spp. resistentes a antibioticos;
v' Caraterizar os isolados de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium

resistentes aos antibiéticos considerados criticos para o tratamento de infe¢cdes

enterococcicas.
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3. Materiais e métodos

3.1. Selec¢éo e processamento das amostras

A selecdo das amostras foi feita através de um levantamento das principais marcas e
variedades comerciais dos tipos alimentares para cdes disponiveis no mercado. Esta
pesquisa foi feita nas principais superficies comerciais (supermercados e hipermercados),
clinicas veterinarias e lojas especializadas de produtos para animais de estimacao da area
metropolitana do Porto. Entre setembro de 2019 e janeiro de 2020 foram adquiridas 55
amostras de diferentes tipos alimentares para caes disponiveis em lojas de animais (n=2),
supermercados e hipermercados (n=6) e clinicas veterinarias (n=1) localizadas em 4
cidades da regido Norte [Matosinhos (n=23), Maia (n=22), Porto (n=7) e Povoa de Varzim
(n=3)]. As 55 amostras de 23 marcas (19 internacionais e 4 nacionais) correspondiam a 5
tipos de produtos alimentares disponiveis para cées: ragcédo seca (n=8), humida (n= 22),
semi-humida (n=4), crua (n=14) e snacks ou guloseimas (n=7) (Tabela 3). Todas as
amostras foram adquiridas dentro do prazo de validade, transportadas para o laboratério
na embalagem original e nas mesmas condigdes de armazenamento que as do local de
compra (no caso das racdes congeladas cruas foram transportadas para o laboratério sob
condi¢bes de refrigeracdo por um curto periodo de tempo) e analisadas no mesmo dia de
chegada ao laboratorio. Para cada amostra foi registada a designacao, o tipo alimentar, a
marca, o local onde foi adquirida, data da compra, composicdo, prazo de validade e lote.
A preparacao e etapa de pré-enriquecimento das amostras foi realizada seguindo a
metodologia descrita na Norma ISO 6887-4:2017 (100) em condi¢fes asséticas (Figura 6)
da seguinte forma: foram pesadas 25 g numa balanga digital com utensilios estéreis e,
guando necessario (amostras secas mais duras, como por exemplo biscoitos), as amostras
foram cortadas em pequenos pedacos para facilitar o processo de homogeneizagéo.
Posteriormente foram adicionados 225 mL (proporcdo de 1:10) de um meio de pré-
enriguecimento, a Buffer Peptone Water (Liofilchem) (a composi¢&o e funcdo dos meios de
cultura usados neste trabalho estéo incluidos no Anexo 7.1). As amostras foram deixadas
a macerar entre 30 minutos a 1 hora (maior tempo para amostras secas/duras) a
temperatura ambiente para recuperagdo de bactérias mais stressadas. Findo o tempo de
maceracdo, as amostras foram homogeneizadas no aparelho de Stomacher (Lab-Blender
400) durante 2 a 3 minutos, procedeu-se a incubacdo das amostras com a Buffer Peptone
Water homogeneizadas (passo denominado de pré-enriquecimento) durante 18h a 37°C.

Finalizado o pré-enriquecimento, foi adicionado 1 mL de cada amostra a 9 mL de um caldo
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de Brain Heart Infusion (BHI) (Liofilchem; Anexo 7.1) (passo denominado de
enriguecimento) sem antibiético, e com trés antibioticos diferentes [ampicilina (16 pg/mL),
vancomicina (6 pug/mL), e cloranfenicol (16 pg/mL; agente de selecdo para bactérias
resistentes ao cloranfenicol e a linezolida)] colocados a incubar num banho durante 18h, a
uma temperatura (37°C) e rotacao constantes.

O processamento de amostras teve como Unico objetivo a pesquisa de Enterococcus
que sao frequentemente usados como bioindicadores de resisténcia em programas de
vigilancia e epidemiologia (101), e de acordo com protocolos ja inseridos no grupo de
investigacdo responsavel pela coordenacdo deste trabalho (89,102). No final do
enriquecimento anterior, foram semeados 0,1 mL de cada amostra em placas de meio
Slanetz & Bartley Agar com as concentracdes dos mesmos antibioticos utilizados
anteriormente e sem antibiético. Apés sementeira, as placas foram incubadas a 37°C
durante 48h.

Para a pesquisa de Enterococcus nos meios de cultura foram usadas as seguintes
estratégias: i) das placas de Slanetz & Bartley Agar sem antibiético repicaram-se 2 col6nias
com morfologia tipicas de Enterococcus spp. por cada amostra; ii) das placas com
antibidtico repicaram-se um maior nimero coldnias tipicas (cerca de 6 a 20 coldnias por
cada placa dos diferentes antibi6ticos para cada amostra) com o intuito de aumentar a
possibilidade de detecdo da resisténcia bacteriana aos diferentes antibidticos testados e
de ser possivel selecionar diferentes fenétipos de resisténcia na mesma amostra. Apés
selecdo das colonias representativas procedeu-se ao seu isolamento em placas com meio
BHI Agar (Liofilchem; Anexo 7.1) que foram incubadas durante 24h, a 37°C. Apés verificar
que cada colonia estava pura, os isolados foram identificados com a designagdo “PFx”
(PF= pet food) e armazenados em meio de Tryptone Soya Broth (Oxoid; Anexo 7.1) com
15% de glicerol, a -80°C.

3.2. Confirmacgéo do género Enterococcus e identificacdo ao nivel

da espécie

A confirmacao presuntiva do género Enterococcus foi realizada através de provas
classicas de identificacdo que incluiram a prova da catalase (catalase negativo) e o
crescimento e hidrélise no meio bilis-esculina (teste positivo com aparecimento de cor

negra) (103). Todas as colonias presuntivamente identificadas como Enterococcus foram

42



Secas

Amostras
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Figura 6. Representagdo esquematica do processamento das amostras de alimentos para cées.
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selecionadas para subsequente identificacdo da espécie, caso contrario foram eliminadas.
A identificacdo das espécies E. faecium e E. faecalis foi efetuada recorrendo a técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction) através da amplificacdo dos genes especificos
ddLe faecium (104) e sodA no caso de E. faecalis (105) (Tabela 2). Todos os isolados néo E.
faecium e ndo E. faecalis foram identificados por espectrometria de massa através da
utilizacdo da técnica Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) (106).

3.3. Estudo da suscetibilidade a antibidticos

BN

Os isolados obtidos foram testados quanto a suscetibilidade a antibiéticos pelos
seguintes métodos estandardizados segundo as nhormas do EUCAST (European Committe

on Antimicrobial Susceptibility Testing) (https://www.eucast.org/ast of bacteria/): i)

método de difusdo em agar com discos; ii) tiras de E-test; e iii) microdiluicdo (107). O
método de difusdo em disco foi efetuado em todos os isolados obtidos para todos os
antibidticos, enquanto o E-test e a microdiluicdo foram realizados aquando da observagéo
ou suspeita de resisténcias a ampicilina e linezolida, respetivamente. Antes da realizagédo
destes testes de suscetibilidade, os isolados de Enterococcus foram semeados em BHI
Agar e incubados a 37°C durante 18-24h de forma a garantir o seu isolamento em cultura
pura. A estirpe de E. faecalis ATCC 29212 foi sempre usada como controlo do método
(108).

3.3.1.Método de difusdo em agar com discos

O método de difusédo em agar com discos é um método qualitativo que permite avaliar
a suscetibilidade das bactérias a um conjunto de antibiéticos impregnados em discos com
diferentes cargas preconizadas pelas normas Europeias (EUCAST) (108) ou Americanas
(CLSI, Clinical Laboratory Standards Institute) (109). Ap6s isolamento no meio BHI Agar,
foram efetuadas suspensdes das bactérias em 2 mL de soro fisiolégico com uma densidade
de 0.5 na escala de McFarland. Esta suspenséo foi inoculada em tapete em placas de meio
Mueller Hinton Il agar (BioMérieux; Anexo 7.1) com exatamente 4 mm de altura onde se
colocaram depois os discos de antibidticos de forma equidistante nas seguintes

concentracdes: ampicilina (2g); ciprofloxacina (5 pg); cloranfenicol (30 pg); eritromicina
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(15 pg); estreptomicina (300 pg); gentamicina (30 pg); linezolida (10 pg); nitrofurantoina
(100 ug); quinupristina-dalfopristina (15 pg); teicoplanina (30 ug); tetraciclina (30 pg);
tigeciclina (15 pg) e vancomicina (5 pg). A incubacao das placas foi feita a 37°C durante
24h. A suscetibilidade aos antibidticos foi determinada a partir da leitura do didmetro (em
mm) da zona de inibicdo formada em torno do disco devido a difusdo do antibi6tico no agar.
Os resultados obtidos foram comparados com aqueles definidos pelas normas EUCAST

(https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Breakpoint tables/v 10.

0 Breakpoint Tables.pdf) permitindo classificar os isolados quanto & suscetibilidade em

trés categorias: i) suscetivel (S) quando h4d uma alta probabilidade de sucesso terapéutico
através da utilizacdo de uma dosagem padréo do antibiotico em questéo; ii) suscetivel de
exposicdo aumentada (I da antiga classificacao de intermédio) quando ha uma grande
probabilidade de sucesso terapéutico porque had uma maior exposicdo ao antibiotico
ajustando o regime de dosagem ou a sua concentracao no local de infecéo; e iii) resistente
(R) quando existe uma elevada probabilidade de falha terapéutica mesmo quando é
utilizada uma dosagem muito maior que as estabelecidas de acordo com as normas do
EUCAST. No caso dos antibiéticos para os quais ndo existem pontos de corte para
Enterococcus spp. definidos pelo EUCAST, (cloranfenicol, eritromicina e tetraciclina) os
isolados foram classificados segundo os critérios do CSLI em: suscetivel (S) quando h&a
uma grande probablidade de eficacia clinica usando a dose habitualmente recomendada
para tratar o local da infe¢do; Intermédio () quando a resposta pode ser menor para
isolados suscetiveis implicando que pode haver eficacia terapéutica em érgdos em que 0
antibidtico atinge concentragfes mais elevadas; esta categoria também inclui uma zona
tampao inerente a variabilidade entre métodos diferentes de forma a prevenir que fatores
técnicos dificeis de controlar causam discrepancias significativas na interpretacéo;
resistente (R) quando h& um crescimento bacteriano notério na presenca de
concentracdes de antibidtico usalmente indicadas ou quando os valores de CMI ou
didmetros caem em intervalos em que mecanismos de resisténcia especificos sdo muito
provaveis (110).

Todos os resultados obtidos como susceptiveis com exposicdo aumentada (EUCAST)
ou intermédios (CLSI) foram considerados como suscetiveis e ndo incluidos nas contagens
das taxas de resisténcia. Os isolados que apresentaram um fenoétipo de resisténcia a 3 ou

mais antibiéticos de familias diferentes foram considerados multirresistentes (111).
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3.3.2.Método de difusdo em agar com tiras (E-test)

O E-test, Epsilometer teste ou método de difusdo em agar com tiras, € um método
gquantitativo em que é determinada a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de um
antibidtico através da difusdo em agar de uma tira de gradiente de concentracdes desse
mesmo antibiotico. Este método foi realizado da mesma forma que o anterior, usando o
meio de Mueller-Hinton Il agar, suspensdo bacteriana acertada a 0.5 McFarland e
incubacdo a 37°C durante 18h. Ap6s o periodo de incubacdo a placa é analisada
esperando-se um halo de inibicdo na forma de elipse. O valor de CMI € lido na interse¢éo
da elipse com a tira de antibiético. Os isolados foram classificados na categoria suscetivel,
regime de dosagem padréo (S); suscetivel de exposicao aumentada (I) ou resistente
(R), de acordo com o] proposto pelo EUCAST (2020)
(http://www.eucast.org/clinical _breakpoints/). Este método foi efetuado para determinagéo

da CMI em isolados E. faecium resistentes ou perto do borderline da resisténcia a

ampicilina pelo método de difusdo em disco e representativos das diferentes amostras.

3.3.3.Microdiluicao

A microdiluicdo € um método quantitativo que permite determinar o valor da CMI
através da inoculacao da bactéria num meio liquido que contém antibiético em diferentes
concentracdes (107). Este método é efetuado em microplacas de 96 pocos em que sao
distribuidas quantidades padronizadas de caldo de Mueller Hinton Il (BioMérieux), de
solucdo de antibidtico e das diferentes suspensdes bacterianas (ajustadas a 0.5
McFarland) a serem testadas. As placas foram incubadas a 37°C durante 18h. Apés a
incubacao, foi efetuado o registo dos resultados e 0 po¢o que apresentava auséncia de
crescimento correspondia & menor concentragdo de antibiotico capaz de inibir o
crescimento bacteriano, ou seja, correspondia ao valor de CMI. Os isolados foram
classificados na categoria suscetivel, regime de dosagem padréo (S) quando MIC
(s4mg/L) ou resistente (R) quando MIC (>4mg/L), de acordo com o proposto pelo

EUCAST (2020) (http://www.eucast.org/clinical breakpoints/). Este método foi efetuado

para confirmacao de casos de suspeita de resisténcia a linezolida pelo método de difuséo

em disco em isolados de E. faecium e E. faecalis.
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3.4. Detecédo de genes de resisténcia e viruléncia

Todos os isolados resistentes ao cloranfenicol pelo método de difusdo em disco foram
testados, através da técnica de PCR, para a presenca dos genes mais comuns que
conferem resisténcia adquirida ao grupo das oxazolidinonas (optrA e poxtA), bem como
todos os isolados resistentes a vancomicina ou provenientes das placas com vancomicina
foram testados, através da técnica de PCR, para a presenca do gene vanA. Por outro lado,
todos os isolados de E. faecium foram testados relativamente a presenca de um gene
(ptsD) que parece funcionar como um marcador presuntivo de E. faecium resistentes a
altos niveis de ampicilina e com carateristicas de viruléncia importantes nomeadamente
com uma maior colonizacao e patogenicidade (11). A reacdes de PCR foram realizadas no
termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, EUA) sempre com a inclusdo
dos respetivos controlos positivos e um branco (tubos sem DNA). A constituicdo da mix
que foi utilizada para as reacdes de PCR foi a seguinte: 12,5 uL de NZYTaq Il 2x Green
Master Mix (Nzytech, Portugal), 10 uL de agua ultrapura e 0,25 uL (a 100 uM) de cada
primer, a qual se adicionaram 2 pL da suspensao bacteriana pré-preparada em 50 uL de
agua ultrapura, perfazendo um total de 25 yL. As condi¢des de amplificacéo utilizadas para
a identificacao das espécies, genes de resisténcia e marcador de viruléncia encontram-se
descritos na Tabela 2.

Finalizado os PCRs, as leituras dos seus produtos foram realizadas através do método
de separacdo em gel de agarose a 2% contendo SYBR Safe (Nzytech, Portugal) como
intercalante de DNA. O gel e a eletroforese foram efetuados em tampéo TAE 1x (Tris-base
40 mM, EDTA 1mM, &cido acético glacial, pH 8.0) e a corrida durante 30 minutos a 100 V.
Foi utilizado um marcador de peso molecular (DNA NZYDNA Ladder, Nzytech, Portugal)
para a determinac&o do tamanho das bandas e a aquisicdo de imagem do gel foi feita no
equipamento ChemiDoc XRS+ system (Bio-Rad).

3.5. Estudo daclonalidade por MLST

Com o intuito de relacionar filogeneticamente as estirpes pertencentes a mesma
espécie obtidas de amostras diferentes e/ou de comparar as estirpes deste trabalho com
outras identificadas em estudos prévios, foi utilizado o Multilocus Sequence Typing (MLST)
como método de tipagem de E. faecium e E. faecalis selecionados (112,113). Este método

consiste na amplificacéo de 7 genes conservados (housekeeping) ao nivel da espécie em
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que as sequéncias destes alelos traduzem a evolucdo genética temporal de diferentes
estirpes. A estas sequéncias sao atribuidos diferentes nimeros e o conjunto dos 7 nUmeros
€ traduzido num cédigo final que corresponde ao chamado ST (sequence type), permitindo
assim comparar facilmente isolados incluidos em estudos de diferentes laboratérios.

A base de dados de MLST para E. faecium e E. faecalis (https://pubmist.org/) propde a
analise de fragmentos de 7 genes housekeeping. No caso de E. faecium o0s genes a
amplificar sdo: adk (adenosina cinase), atpA (subunidade a da ATP sintetase), ddl (D-
alanina-D-alanina ligase), gyd (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), gdh (glucose-6-
fostato desidrogenase), pstS (transportador do fosfato) e purK (subunidade de
fosforibosilaminoimidazol carboxilase ATPase); e no caso de E. faecalis sdo: gdh (glucose-
6-fostato desidrogenase), gyd (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), pstS (transportador
do fosfato), gki (glicoquinase putativa), aroE (chiquimato 5-desidrogenase), xpt (xantina
fosforibosiltransferase) e yigL (acetilcoenzima A acetiltransferase). Os fragmentos dos
genes housekeeping foram amplificados por PCR, usando os primers e as condicbes
previamente descritas para E. faecium (112) e E. faecalis (113) (Tabela 2). Seguidamente
foi feita uma eletroforese como descrita nas seccdes anteriores e os produtos foram
purificados pelo kit de purificagcdo de DNA NZYGelpure kit (NZYTech, Portugal) e enviados
para sequenciagdo na empresa GATC (https://www.eurofinsgenomics.eu). Foi feita a
analise dos cromatogramas com a ajuda do software Chromas. De modo a determinar o
namero de alteragdes nucleotidicas de cada alelo e a sequéncia tipo (pela combinacéo das
variantes dos alelos) as sequéncias foram analisadas na base de dados de MLST obtendo-

se 0 ST de cada estirpe.
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Tabela 2. Condi¢des de amplificacdo para as diferentes reacdes de PCR.

Objetivo

Espécie/ gene

Primers Sequéncia (5"- 3")

Condi¢cdes de amplificacéo

Referéncias

pesquisado
1 ciclo por 15min a 95°C; seguido de 30 ciclos
. por 30s a 94°C,
sodA Fw: ATCAAGTACAGTTAGTCT o o, - .
(E. faecalis) Rv: ACGATTCAAAGCTAACTG 30s a 52°C, 30s a 72_ C; pog ultimo 1 ciclo por (114)
10min a 72°C
Identificacdo da
espécie 1 ciclo por 15min a 95°C; seguido de 30 ciclos
. por 30s a 94°C,
ddL (E. faecium) F"FV{'V_T’?SQ%%I&%&ESC 30s a 50°C, 30s a 72°C; por dltimo 1 ciclo por (104)
' 10min a 72°C
1 ciclo por 15min a 95°C; seguido de 34 ciclos
. por 30s a 94°C,
Fw: AGGTGGTCAGCGAACTAA : . -
optrA ) 1 min a 47°C, 1 min e 30s a 72°C; por ultimo 1 (115)
Rv: ATCA ACTGTTCCCATTCA ciclo por 10min a 72°C
1 ciclo por 15min a 95°C; seguido de 34 ciclos
A : 30s a 94°C
Genes de resisténcia Fw: TCCACAAAGGATGGGTTATG por i .
a2 antibioticos POXtA Rv: ATGCCCGTATTGGTTATCTC 30s a 54°C, 30s a 72°C; por ultimo 1 ciclo por (116)
' 10min a 72°C
1 ciclo por 10min a 95°C; seguido de 35 ciclos
. por:30s a 94°C,
vanA E"\Z; g?f@ﬁﬁfggggéég?g 30s a 52°C, 30s a 72°C; por dltimo 1 ciclo por (104)
' 10min a 72°C
1 ciclo por 15min a 95°C; seguido de 25 ciclos
. por 30s a 94°C,
Genes de viruléncia ptsD FRv\v/ E’gﬂ.ﬁé’éccigié;g@?ﬁggﬁ 30s a 56°C, 30s a 72°C; por ultimo 1 ciclo por (83)
: 10min a 72°C
MLST adk Fw.TATGAACCTCATTTTAATGG (112)
(E. faecium) Rv: GTTGACTGCCAAACGATTTT
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atpA Fw: CGGTTCATACGGAATGGCACA
(E. faecium) Rv: AAGTTCACGATAAGCCACGG
E fsg(!,ium) Fw: GAGACATTGAATATGCCTTATG
' Rv: AAAAAGAAATCGCACCG
gyd Fw: CAAACTGCTTAGCTCCAAGGC . . . . :
(E. faecium) Rv: CATTTCGTTGTCATACCAAGC 1 ciclo por 3 min 94°C; seguido de 35 ciclos por:
30s a 94°C, 30s a 50°C, 30s a 72°C; por ultimo
gdh Fw: GGCGCACTAAAAGATATGGT 1 ciclo por 5 min a 72°C
(E. faecium) Rv:CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
pstS Fw: TTGAGCCAAGTCGAAGCTGGAG
(E. faecium) Rv: CGTGATCACGTTCTACTTCC
purkK Fw: GCAGATTGGCACATTGAAAGT
(E. faecium) Rv: TACATAAATCCCCCTGTTTY
gdh Fw: GGCGCACTAAAAGATATGGT
(E. faecalis) Rv:CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
gyd Fw: CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC
(E. faecalis) Rv: CATTTCGTTGTCATACCAAGC
ptsS Fw: CGGAACAGGACTTTCGC
(E. faecalis) Rv: ATTTACATCACGTTCTACTTGC ) ) i i
1 ciclo por 5 min 94°C; seguido de 30 ciclos por:
gki Fw: GATTTTGTGGGAATTGGTATGG 30s a 94°C, 30s a 52°C, 1 min a 72°C; por (113)
(E. faecalis) Rv: ACCATTAAAGCAAAATG ATCGC ultimo 1 ciclo por 7 min a 72°C
arokE Fw: TGGAAAACTTTACGGAGACAGC
(E. faecalis) Rv: GTCCTG TCCATTGTTCAAAAGC
xpt Fw: AAAATGATGGCCGTGTATTAGG
(E. faecalis) Rv: AACGTCACCGTTCCTTCACTTA
yqiL Fw:CAGCTTAAGTCAAGTAAGTGCCG
(E. faecalis) Rv: GAATATCCCTTCTGCTTGTGCT
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4. Resultados e Discussao

4.1. Diversidade Bacteriana por tipo de amostra

As amostras de alimentos para cées analisadas (n=55) foram classificadas em
alimentos secos, humidos, semi-humidos, crus e guloseimas ou snacks (Tabela 3). Apesar
de grande parte dos alimentos designados por guloseimas ou shacks serem considerados
um alimento seco, devido ao seu aspeto e teor de humidade, foram categorizados
separadamente tal como comumente observado noutros estudos que incluem este tipo de
amostras.

Detetaram-se Enterococcus em 54% das amostras (30/55) que incluiram 27% das
amostras humidas (6/22); 88% das amostras secas (7/8); 43% das amostras de guloseimas
ou snacks (3/7) e 100% das amostras cruas congeladas analisadas (14/14). Nao foi
detetada a presenca de nenhuma espécie de Enterococcus nas amostras semi-humidas,
mas este tipo de amostras foi também a menos representada (4/55). Dentro dos isolados
de Enterococcus obtidos (n=184), 44% eram E. faecalis (n=82), 43% E. faecium, 5% E.
gallinarum e E. hirae (n=9 cada), 1% E. casseliflavus (n=2), e 1% E. avium e E. durans
(n=1 cada). Tal como frequentemente descrito em diversos tipos alimentares (117), E.
faecium e E. faecalis foram as espécies mais comuns nas ra¢des analisadas. Segundo a
andlise da distribuicdo das espécies pelos diferentes tipos de alimentos analisados
verificou-se que E. faecalis (60%) foi a espécie mais encontrada nas amostras humidas,
enquanto E. faecium foi a mais comum no caso das amaostras secas e guloseimas (91%
dos isolados nas amostras secas; 60% nas amostras de guloseimas) (Figura 7). E. faecium
foi a Unica espécie identificada em todo o tipo de amostras. As amostras cruas foram
aquelas em que mais espécies de Enterococcus foram isoladas (7 espécies), sendo a
espécie mais prevalente E. faecalis (53%) (Figura 7).

De acordo com a literatura atual, apenas um estudo anteriormente referido analisou a
presenca de Enterococcus em ragbes comercializadas (ndo enlatadas e guloseimas)
obtidas nos E.U.A. (2006-2010) ainda que n&o tenham sido fornecidos detalhes sobre as
mesmas (59). Ge et al. detetaram Enterococcus em 32% das amostras (supostamente
todas secas) e, de forma semelhante ao nosso estudo, a maioria dos isolados correspondia
a E. faecium (95%). As restantes espécies foram identificadas como E. gallinarum, E. hirae,
E. faecalis, E. durans e E. mundtii (1% cada).

Enterococcus spp. foram assim obtidos dos diferentes tipos de amostras analisadas

incluindo amostras sujeitas a temperaturas elevadas. Enterococcus sdo consideradas das
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Tabela 3. Constituicdo e distribuicdo das amostras analisadas consoante o tipo de alimento (himida, seca, semi-humida, guloseima e crua).

A:I;Iiﬁ:)egfo Amostra  Marca? Composicéo Cidade (loja) Data de aquisigao Enterococcus
. . Matosinhos (loja de
04)" -
1 C Codorniz (>90%); ervilha animais 1) Setembro 2019
— Y 3 -
2 D Carne e subprodutos an[mals/ vegetais (4% vitela, 4% _Matosmhos Setembro 2019 i
figado) (hipermercado 1)
3 E Carne e subprodutos animais (4% coelho); cereais _Matosmhos Setembro 2019 -
(hipermercado 2)
Carne e subprodutos animais (4% frango); cereais; peixe; Matosinhos i
4 F cenoura (hipermercado 3) Setembro 2019
F Carne e subprodutos animais (4% frango); peixe; vegetais Poyoa de Varzim Outubro 2019 -
(hipermercado)
G Frango (60%); plasma; arroz; vegetais Maia (hipermercado 1) Setembro 2019 -
Himida H Carne e derivados (4% bovino); cereais; vegetais; fruta Poyoa de Varzim Outubro 2019 -
(n=22) (hipermercado)
- 8 | Carne e subprodutos animais (4% frango, 4% peru, 4% Pévoa de Varzim Outubro 2019 i
cordeiro) (hipermercado)
A i i 0, 0,
9 3 Paté com carne e subp;?gd;(:g)s animais (4% aves, 4% Maia (hipermercado 1) Outubro 2019 +
10 J Carne e subprodutos animais (4% frango); cereais; vegetais  Maia (hipermercado 1) Outubro 2019 -
11 K Estufado com frango (8%) e vegetais (2%) Maia (C“nlcf) veterinaria Outubro 2019 +
12 B Bovino (>40%); caldo de carne; tripas; vegetais; arroz Maia (loja de animais 1) Outubro 2019 +
13 B Frango (>60%); caldo de carne; tripas; vegetais; arroz Maia (loja de animais 1) Outubro 2019 -
14 | Carne e subprodutos animais (4% frango); cereais; vegetais  Maia (hipermercado 2) Novembro 2019 +
H 0 0 1 . e
15 M Carne e derivados (4 Avggaggi)sAA) cordeiro); cereais; Maia (hipermercado 2) Novembro 2019 )
16 N Carne e derivados (4% frango); cereais; vegetais Maia (hipermercado 2) Novembro 2019 -
17 N Carne e derivados (4% vaca); cereais; vegetais Maia (hipermercado 2) Novembro 2019 +
18 (0] Carne e derivados (4% vaca); peixe; subprodutos vegetais Porto (hipermercado 1) Novembro 2019 -
19 P Frango (60%); vegetais Maia (hipermercado 3) Novembro 2019 -
20 P Carne e derivados (55%); peixe e derivados (5% salm&o) Maia (hipermercado 3) Novembro 2019 -
21 Q Carne e subprodutos animais (4% peru); cereais Mato:rl]ri]g(;?s(llo;a de Novembro 2019 -
22 Q Peixe (truta 20%, salméo 14%, sardinha 10%); vegetais Mato:rl]rilr?qc;?s(llc?a de Janeiro 2020 +
Seca (n=8) 23 R Proteinas desidratadas de aves/porco; carne e gordura de Matosinhos Outubro 2019 +

frango

(hipermercado 3)
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Arroz e proteina de arroz; 6leo de peixe; proteina de

Maia (clinica veterinaria

24 salmao hidrolisada; vitaminas 1) Outubro 2019
o5 Frango desidratado (27 A),;:eecrsgls, Oleos; ervas aromaticas  Maia (cllnch veterinaria Outubro 2019
26 Frango (20%); proteinas .des!dratadas Qe aves; arroz; 6leo Maia (clinica veterinaria Outubro 2019
de peixe; farinha de milho 1)
27 Salméo (21%); farinha de peixe; batatas; 6leos Maia (chmcS veterinania Outubro 2019
o8 Proteina desidratada (_j_g pprcq e aves; arroz; casca de Maia (clinica veterinaria Outubro 2019
feijéo; ervilhas 1)
29 Proteina desidratada de avgg; milho; fa_nnha de milho; Maia (clinica veterinaria Outubro 2019
gordura animal; 6leo de peixe 1)
Carne e subprodutos animais; cereais; 6leos/gorduras; .
30 Peixe e subprodutos Porto (hipermercado 1) Novembro 2019
31 Carne de porco/bovino; coragdo de porco; cereais _Matosmhos Novembro 2019
(hipermercado 3)
Carne e subprodutos animais (60% frango); cereais; Matosinhos
Semi-himida 32 vegetais (hipermercado 1) Dezembro 2019
(n=4) 33 Carne e subprodutos animais (85% frango); vegetais _Matosmhos Dezembro 2019
(hipermercado 1)
34 Carne e subprodutos animais (85% frango); vegetais _Matosmhos Dezembro 2019
(hipermercado 1)
35 Cereais; 6leos/gorduras; carne e subprodutos animais _Matosmhos Outubro 2019
(hipermercado 3)
36 Cereais; 6leos/gorduras; carne e subprodutos animais _Matosmhos Outubro 2019
(hipermercado 3)
i i 0, 0, .
37 Carne e subprodutos anlmfaus (4AJ frango, 4% vaca); Maia (hipermercado 2) Novembro 2019
cereais; peixe
I I i 0, 0, 0,
Guloielma 38 Carne e subprodutos animais (4% frango, 4% vaca, 4% Porto (hipermercado 1) Novembro 2019
(n=7) cordeiro)
39 carne e subprodutos ar;;rglt?é?r;“gereals; Oleos/gorduras; Porto (hipermercado 1) Novembro 2019
40 Cerealis; S“bprOd““?s V‘?Qeta'?? carne e subprodutos Maia (hipermercado 3) Novembro 2019
animais; lacticinio
a1 Cereais; carne e subprodutos animais; farinha de carne; Maia (hipermercado 3) Novembro 2019
Oleos/gorduras
42-44 Salmao (20%); novilho (59%); vegetais; 6leo de salmao Mat05|r_1h0§ (loja de Setem_bro 2019-
Crua (n=14) animais 1) Janeiro 2020
45 Frango (60%); cordeiro (19%); vegetais Matosw_]ho; (loja de Outubro 2019
animais 1)
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Matosinhos (loja de

Outubro. 2019 —

94)" Vi 045)" i
46, 47 A Frango (60%); vitela (19%); vegetais animais 1) Janeiro 2020
. . ) . Matosinhos (loja de Outubro. 2019 -
48, 49 A Peru (60%); cordeiro (20%); vegetais animais 1) Janeiro2020
. . s . Matosinhos (loja de Outubro 2019 -
50, 51 A Novilho (79%); vegetais; 6leo de salmao animais 1) Novembro 2019
. Matosinhos (loja de
0 . .
52 B Pato (80%); vegetais; fruta animais 2) Novembro 2019
53 B Veado (80%); vegetais; fruta Matosw_lhos (loja de Novembro 2019
animais 2)
54 B Peru (50%); ganso (30%); vegetais; fruta Matosw_nhos (loja de Janeiro 2020
animais 2)
55 B Peru (40%); salmé&o (20%); peixe branco (20%); vegetais Mato;rl]?:q(;?s(lzo;a de Janeiro 2020

a8As marcas indicadas a negrito aparecem nos diferentes tipos de alimentos para cdes analisados.
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Figura 7. Distribuicdo das diferentes espécies de Enterococcus (n=184 isolados) pelos
diferentes tipos de alimentos para caes (em %).

bactérias mais termotolerantes dentro das bactérias mesdéfilas ndo esporuladas devido a
sua capacidade de sobreviver a temperatura elevadas (117). A sua capacidade de resistir
a processos de pasteurizacdo e a elevada capacidade de adaptagdo de crescimento em
diferentes condigbes, incluindo o baixo teor de humidade ou atividade em agua,
adaptabilidade em diferentes substratos e intervalos de pH variaveis, e a capacidade de
sobreviver a niveis elevados de salinidade, explica a presenga de Enterococcus spp. nos
produtos alimentares para animais de estimacgdo produzidos a partir de matérias-primas
contaminadas, mesmo naqueles que sao tratados caso as temperaturas utilizadas néo
forem muito elevadas (117). Genes especificos sdo fortemente induzidos por altas
temperaturas nas espécies de E. faecium e E. faecalis (118), contudo E. faecium parece
ser a espécie mais resistente ao calor ao contrario do que acontece com E. faecalis de
acordo com os estudos disponiveis (119,120). Embora a termotolerancia possa variar entre
estirpes, os dados destes estudos podem ajudar a compreender a maior predominancia de
E. faecium em amostras secas e guloseimas, visto que este tipo alimentar é fabricado
através do método de extrusao, em que os ingredientes utilizados sdo aquecidos a altas
temperaturas (80-200°C; normalmente 110-150°C) por curtos intervalos de tempo (10-270
segundos) de maneira a obter o alimento na sua forma final (121). Para além disto, também
existe a possibilidade da temperatura de extrusdo nao terem sido atingidas, logo nédo
ocorreu eliminacgédo total dos Enterococcus, como também a constituicao dos alimentos ser
contribuir para o favorecimento da termotoleréncia, além destes fatores ndo se deve

descartar a eventual ocorréncia de contaminacdes pos-fabrico através da contaminacao
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cruzada com operadores e/ou equipamentos e superficies de contato dos alimentos. A
contaminacédo dos alimentos secos, por exemplo, pode também ocorrer apds o tratamento
térmico durante a cadeia de producédo, visto que sdo adicionadas sustancias apds a
extrusdo (por exemplo intensificadores de sabor e gordura resultante da hidrélise de tecido
animal), sem que haja uma etapa que garanta a eliminacdo de eventuais patogénicos (e
portanto outras bactérias) que possam estar presentes (122,123). De forma contraria, como
os alimentos humidos sdo hermeticamente selados em latas ou bolsas e sujeitos a um
processamento térmico que permite a esterilizacdo comercial a altas temperaturas, neste
tipo de alimentos néo é tdo expectavel a presenca de bactérias. Até a data ndo ha nenhum
estudo que associe os alimentos humidos a surtos ou a presenca de bactérias patogénicas.
De acordo com o melhor conhecimento da literatura atual, este trabalho corresponde ao
primeiro estudo em que foi possivel o isolamento de Enterococcus em amostras humidas
para cd@es. A detecdo de Enterococcus foi verificada em 27% dos alimentos hamidos
analisados, adquiridos em diferentes locais comerciais (supermercados, lojas de animais
e clinicas veterinarias). A sua presenca neste tipo de alimentos ou nos restantes pode
indicar a falta de condicdes de higiene e a possibilidade das temperaturas elevadas que
normalmente sao utilizadas nos alimentos sujeitos a tratamento térmico ndo estarem a ser
atingidas durante a confecdo dos alimentos para cées. De salientar que a pesquisa de
Salmonella e contagem de Enterobacteriaceae ndo é necessaria no caso dos alimentos
hamidos, ao contrario do que acontece com os restantes tipos alimentares (124).

Desta forma, apesar de no caso dos alimentos para animais de estimagéo, por norma,
serem sujeitos a processamentos envolvendo altas temperaturas e outras condigbes
especificas para a inibicdo do crescimento microbiano, no caso dos Enterococcus spp. este
parametro no ciclo de fabrico pode nao ser o suficiente (73). A diversidade de Enterococcus
nos alimentos pode ter origem nos varios tipos de matérias-primas normalmente utilizadas,
pois nas matérias-primas de origem animal, essencialmente nos alimentos crus, € comum
a presencga de uma elevada diversidade bacteriana. No caso de alimentos constituidos por
produtos derivados de peixes e aves, estudos demonstram que é expectavel uma maior
probabilidade de serem detetados E. faecium (68). Tendo em conta as amostras analisadas
e a sua constituicdo, nao foi possivel averiguar este tipo de diferencas, até porque muitas

amostras eram constituidas por uma mistura de ingredientes de diferentes fontes.
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4.2. Estudo da suscetibilidade a antibiéticos

Das 30 amostras positivas para a presenca de Enterococcus, verificou-se que 47%
das amostras (26/55-47%; 14 cruas, 6 secas, 3 humidas, 3 guloseimas) continham isolados
resistentes a pelo menos um antibiético e 31% (17/55-31%; 14 cruas, 2 hdmidas, 1
guloseima) continham isolados multirresistentes (resistentes a 3 ou mais antibiéticos de
diferentes familias). As 30 amostras continham ent&o Enterococcus resistentes a diferentes
antibiéticos incluindo: eritromicina (73%), tetraciclina (63%), quinupristina-dalfopristina
(60%, testado unicamente para E. faecium), estreptomicina (53%), cloranfenicol (50%),
ampicilina e ciprofloxacina (47% cada), gentamicina (40%), linezolida (23%), vancomicina
e teicoplanina (2% para cada). Dentro das resisténcias, destacam-se a gentamicina,
ampicilina, vancomicina, ciprofloxacina e linezolida devido a sua relevancia clinica no
tratamento de infegBes enterococicas. Por outro lado, verificou-se que apenas 7% das 30
amostras testadas foram portadores de isolados suscetiveis a todas as classes de
antibidticos. Estes incluiram isolados de diferentes espécies e de amostras humidas [E.
faecalis (n=2) e E. casseliflavus (n=1)] e secas [E. faecalis (n=1)]. Dos resultados obtidos
também se verificou a auséncia de isolados resistentes a tigeciclina e nitrofurantoina
(apenas testado em isolados E. faecalis).

Dos 184 Enterococcus obtidos das amostras estudadas, foram selecionados e
estudados quanto a suscetibilidade a antibiéticos 138 isolados representativos das
diferentes espécies [E. faecium (n=62); E. faecalis (n=57); E. gallinarum (n=8); E. hirae
(n=7); E. casseliflavus (n=2); E. avium (n=1); E. durans (n=1)] e dos diversos tipos de
alimentos para cées. A Tabela 4 mostra os perfis de resisténcia dos 138 isolados de acordo
com o meio em que foram obtidos (com ou sem antibiético). Tendo em conta o meio de
origem dos isolados, verificou-se que os isolados resistentes a ampicilina, ciprofloxacina
ou quinupristina-dalfopristina foram maioritariamente (88%/ 67%/ 69%) recuperados de
meio suplementado com ampicilina. Ja os isolados resistentes a linezolida e/ou ao
cloranfenicol foram maioritariamente recuperados de meios suplementados com
cloranfenicol (80% cada) e em alguns casos também com ampicilina (20%/ 16%). Destaca-
se, em patrticular, isolados resistentes ou portadores de genes de resisténcia a linezolida
(mesmo sensiveis ao antibidtico) detetados essencialmente em placas de Slanetz-Bartley
suplementadas com cloranfenicol, pois este Ultimo antibiético tem capacidade em co-
selecionar isolados com resisténcia adquirida a linezolida codificada, como por exemplo,
pelo gene optrA (63). Também a maioria dos isolados multirresistentes foram recuperados
de Slanetz-Bartley suplementado com antibiéticos (85% vs 15%) em Slanetz-Bartley sem
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suplemento). Desta forma, os dados apresentados suportam a necessidade do uso de
antibiéticos como agente de selecdo nos meios de cultura (pré-enriguecimento e placas de
selecdo) para recuperar mais facilmente bactérias multirresistentes ou com resisténcias de
interesse clinico.

Os isolados multirresistentes obtidos (70% de E. faecalis, 48% de E. faecium, 25% de
E. gallinarum e 100% de E. durans) provém de amostras humidas, cruas e de guloseimas.
O fendtipo de multirresisténcia mais comum em isolados de E. faecalis foi eritromicina,
tetraciclina, estreptomicina e cloranfenicol (53%) em amostras cruas e humidas. No caso
de E. faecium, observou-se uma maior variedade de fendtipos de multirresisténcia,
destacando-se principalmente 19% dos isolados com resisténcia a eritromicina, ampicilina,
ciprofloxacina, tetraciclina, aminoglicosideos (gentamicina ou estreptomicina) e
quinupristina- dalfopristina, apenas em amostras cruas. Apesar do numero de isolados
resistentes provenientes de amostras humidas ser baixo, apenas neste tipo de amostras
se verificou a presenca de isolados resistentes a vancomicina (n=3). Estes 3 isolados de
E. faecium partilhavam um perfil de resisténcia a antibidticos semelhante que incluiu a
vancomicina, teicoplanina, ampicilina, ciprofloxacina e eritromicina, sendo apenas a
resisténcia a gentamicina variavel. Os restantes isolados obtidos de amostras humidas
foram identificados como E. faecalis e também eram multirresistentes (eritromicina,
cloranfenicol e/ou tetraciclina; Figura 8). Nas amostras secas foram detetados isolados de
E. faecium e E. gallinarum que apresentaram resisténcia a eritromicina, tetraciclina,
estreptomicina e quinupristina-dalfopristina. Desta forma foi possivel comprovar que as
amostras cruas foram o tipo alimentar com maior diversidade quanto a espécie e também
quanto aos perfis de resisténcia aos antibi6ticos. Ja os isolados resistentes a linezolida
foram obtidos unicamente de amostras cruas. Os isolados resistentes a eritromicina e/ou
a tetraciclina foram detetados em todos os tipos de amostras analisadas.

Os estudos realizados e publicados até a data que incluam a andlise da suscetibilidade
a antibiéticos em isolados bacterianos obtidos de alimentos para animais de estimacao sao
ainda muito escassos e focados essencialmente em Salmonella e Enterobacteriaceae. A
presenca em alimentos para animais de estimacdo de Salmonella multirresistentes ja foi
reportada em diversos estudos, essencialmente em alimentos crus e guloseimas, e é ainda
de salientar que alimentos do tipo guloseimas ja foram associados ao desenvolvimento de
infecbes em humanos causadas por estirpes de Salmonella resistentes a antibiéticos
clinicamente importantes (56,57). Elevadas taxas de contaminacéo por Enterobacteriaceae
multirresistentes (74%), particularmente de E. coli, ja foram reportadas em alimentos crus
para animais de estimagédo sendo a maioria dos isolados resistentes a cefalosporinas de

terceira geracdo devido a producéo de beta lactamases de espetro alargado (ESBLS) e

58



alguns resistentes a colistina, um antibiético de ultima linha no tratamento de infe¢cdes em
humanos causadas por Enterobacteriaceae (55). Desta forma é possivel fazer um
paralelismo com o0 nosso trabalho, visto que foi possivel detetar a presenca de
Enterococcus resistentes a linezolida apenas nas amostras de alimentos crus, um
antibiotico de Ultima linha no tratamento de infe¢cdes causadas por bactérias gram-
positivas.

100% -

E. faecium E. faecalis E.faecum E.gallinarum E.faecum E.gallinarum  E. faecium E.faecalis E. gallinarum E. hirae E. durans
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Figura 8. Distribui¢céo das resisténcias a antibioticos pelas diferentes espécies de Enterococcus e
pelo tipo de alimento analisados. A distribuicdo das resisténcias pela espécie é dada em

Este é o primeiro estudo em que se descrevem Enterococcus resistentes a antibiéticos
clinicamente relevantes tais como ampicilina, gentamicina, vancomicina e linezolida em
alimentos comercializados para caes. Apesar de até a data existir um Unico estudo
conhecido nesta temética que faca a pesquisa de Enterococcus resistentes, Ge et al.
reportaram uma incidéncia de isolados multirresistentes mais baixa (2%) e todos os
isolados multirresistentes foram identificados como E. faecium (59). Ainda que o
processamento das amostras nesse estudo ndo tenha incluido um passo de
enriquecimento com antibiéticos como no nosso trabalho, e o0s resultados serem
dificilmente comparaveis, foram mesmo assim detetados isolados de Enterococcus
resistentes a ciprofloxacina, eritromicina, canamicina e tetraciclina (59). Em contraste com

a escassez de estudos sobre a resisténcia a antibiéticos em alimentos para animais de
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Tabela 4. Perfis de resisténcia de Enterococcus aos diferentes antibiéticos testados de acordo com o meio de origem.

Placa de Isolados obtidos nos M Nimero de isolados que expressam resisténcia a antibiéticos?
origem diferentes tipos de meio (n) Amostras (n) arta8S AN TEC AMP CIP ERI TET GEN ESTR LIN CHL QD
Sem antibiético E. faecium (22) hamida (4), seca (3), A, B, J, 3 3 3 5 15 9 3 4 0 0 10
E. faecalis (16) guloseima (1), I, N, Q, 0 0 0 0 3 5 1 3 0 1 RN

E. hirae (7) crua (14) S, U,V 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 RN

E. casseliflavus (1) RN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 RN

E. durans (1) 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 RN

E. avium (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 RN

Ampicilina E. faecium (39) seca (6), I, R, K, 0 0 24 21 26 23 8 18 3 7 25
(16 mg/L) E. faecalis (2) guloseima (2), , UV, 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 RN
E. gallinarum (2) crua (12) w RN 0 0 0 0 2 0 1 0 0 RN

Vancomicina E. faecalis (1) guloseima (2), A, B, 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 RN
(6 mg/L) E. gallinarum (6) crua (3) F,R RN 0 0 1 0 5 0 0 0 0 RN
E. casseliflavus (1) RN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 RN

CloranfenicoL  E. faecium (1) hamida (1), A, B, 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1
(16 mg/L) E. faecalis (38) crua (14) K 0 0 0 4 35 36 13 28 11 38 RN

ag. casseliflavus e E. gallinarum s&o naturalmente resistentes a vancomicina (ambos possuem o gene vanC no cromossoma), desta forma néo foram considerados para o
célculo das resisténcias. E. faecalis é naturalmente resistente a Q/D e desta forma nédo foi incluido no calculo de resisténcias. n, nimero de isolados; RN- resisténcia natural;
VAN-vancomicina; TEC- teicoplanina; AMP- ampicilina; CIP- ciprofloxacina; ERI- eritromicina; GEN- gentamicina; ESTR- estreptomicina; LIN- linezolida; CHL- cloranfenicol;

Q/D- quinupristina-dalfopristina
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estimacéo, ha varios trabalhos que abordam a detecéo de bactérias resistentes em animais
de estimacao, nomeadamente caes. Em alguns deles, ja foi reportada a elevada ocorréncia
de Enterococcus multirresistentes incluindo resistentes a antibidticos clinicamente
importantes, tais como ampicilina (20%-60%) (48,125), vancomicina (<24%) e mais
raramente linezolida (<2%) (126,127).

4.2.1.Resisténcia a vancomicina

Apesar da sua detecdo numa minoria de isolados, a identificacdo de isolados
resistentes a vancomicina neste trabalho foi notéria. A vancomicina é considerada pela
OMS um antibiético no nivel mais prioritario de todos devido: a) ao grande namero de
infecdes (ndo sé causadas por Enterococcus) em que este antibidtico € das poucas
alternativas terapéuticas disponiveis; b) por ser usada com elevada frequéncia em
medicina humana; e c¢) porque a transmissao de Enterococcus resistentes a vancomicina
ja foi anteriormente descrita em animais de produgéo (60).

Até a data ndo existem na literatura estudos que demonstrem a presenca de
Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) em alimentos para animais de estimacao.
Foram identificados trés isolados de E. faecium que expressaram resisténcia aos
glicopéptidos, vancomicina e teicoplanina, obtidos de uma amostra humida (paté) feito a
base de carne e subprodutos animais de aves e figado. Os trés isolados albergavam o
gene vanA gue é o mais frequentemente descrito e disseminado em alimentos e animais
(89-91). Para além da resisténcia aos glicopéptidos estes isolados mostraram ser
multirresistentes com co-resisténcia a ampicilina, ciprofloxacina e eritromicina, em que dois
dos trés apresentaram adicionalmente resisténcia a gentamicina. Um dos trés isolados foi
caraterizado por MLST e identificado como ST17 (Tabela 5) que corresponde a um clone
mundialmente disseminado em pacientes hospitalizados (90) e muito raramente
encontrado em ambientes ndo hospitalares. Tanto quanto sabemos, esta parece ser a
primeira descricdo de um clone tipicamente hospitalar associado a um padrdo de
multirresisténcia incluindo a antibiéticos clinicamente relevantes num alimento comercial
para cdes. De salientar ainda que este clone ST17 também ja foi identificado em isolados
obtidos de cées tratados com ampicilina e internados em unidades de cuidados intensivos
de um hospital veterinario americano (128). Ndo podemos descartar a possibilidade destes
clones colonizarem o intestino animal e os alimentos para cdes poderem ser uma fonte dos
mesmos, ainda que em quantidade reduzida, podendo ser selecionados pela toma de

antibidticos como a ampicilina.
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E. faecium tem sido a espécie mais frequentemente associada a animais de producao
e a alimentos quando sdo detetados Enterococcus resistentes a vancomicina, e na grande
maioria também associados ao gendtipo vanA (97). Com a abolicdo da avoparcina
(andlogo da vancomicina) no ambiente de producdo animal na Europa, a presenca de ERV
na cadeia alimentar tem vindo a diminuir, porém a sua presenca é ainda comum em animais
de producdo dependendo da origem, tipo de processamento de amostras e dos animais
(88,97). Enterococcus resistentes a vancomicina com o gene vanA ja foram descritos em
animais de estimacdo de diferentes paises, tanto cdes como gatos, sendo as taxas de
resisténcia variaveis de estudo para estudo (<23%) (48,97). Alguns dos animais de
estimacdo incluidos nesses estudos ndo tiveram contacto proximo com animais de
producdo nem foram sujeitos a tratamento prévio com vancomicina (129), o que em
conjunto com 0 nosso estudo demonstra que os alimentos para animais de estimacao

podem ser um reservatério adicional de estirpes ERV ou de genes van.

4.2.2.Resisténcia a ampicilina

Apesar das taxas de resisténcia a ampicilina serem elevadas em Enterococcus, tanto
nos hospitais como na comunidade, este € um antibiético de primeira linha utilizado no
tratamento de infecBes causadas por Enterococcus, quando usado em sinergia com a
vancomicina ou a gentamicina. As aminopenicilinas sdo consideradas de alta prioridade
para a OMS. Este antibiético € uma das poucas alternativas terapéuticas para o tratamento
de infe¢cbes enterocdécicas, e quando ha resisténcia ndo pode ser usado em sinergismo
com vancomicina ou gentamicina para o tratamento de infe¢des. A resisténcia a ampicilina
ja foi demonstrada em animais, sendo preocupante pelo exposto a sua transmisséo para o
ser humano (60).

O presente estudo permitiu identificar isolados E. faecium AmpR em grande parte das
amostras cruas analisadas (93%; 43% de resisténcia de alto nivel) constituidas por
produtos de animais variados (bovinos, suinos, aves de capoeira, pato, novilho ou peixe,
como por exemplo salméo), e também numa amostra humida (correspondente ao isolado
ERV). A resisténcia a ampicilina (valores de CMI entre 16 e 256 mg/L) foi detetada em 25
isolados de E. faecium, os quais também expressavam resisténcia a ciprofloxacina e a
tetraciclina (88% para cada antibiético), eritromicina (80%), estreptomicina (64%),
quinupristina-dalfopristina (60%), gentamicina (40%), cloranfenicol (28%), linezolida,
vancomicina e teicoplanina (12% cada antibiético). A incidéncia geral de resisténcia a

ampicilina observada neste estudo (47% no total das amostras) é geralmente mais alta que
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aguela observada em estudos de vigilancia anteriores que incluiram isolados provenientes
de fontes nao hospitalares em Portugal (81,83).

Onze isolados E. faecium resistentes a ampicilina, representativos das diferentes
amostras cruas de onde foram isolados, foram tipados por MLST. Estes isolados foram
identificados como dez clones diferentes (Tabela 5): ST25 (novilho; marca A), ST80
(amostra de salmao; marca A), ST148 (pato; marca B), ST168 (veado; marca B), ST264
(novilho; marca A), ST451 (cabrito; marca A), ST970 (perd+ganso; marca B), ST1254
(frango+vitela; marca A), ST1263 (veado; marca B) e dois ST1611 (perd da marca A e
pera+salmdo da marca B). O clone ST1611 foi identificado em amostras (pera e
pera+salméao) de duas marcas diferentes, indicando que pode haver uma fonte comum de
contaminacao, eventualmente na origem das matérias-primas animais. De acordo com 0s
dados disponiveis na base de dados de MLST para E. faecium e com a literatura atual,
pode-se constatar que: o ST80 tem sido frequentemente associado a isolados de infecbes
hospitalares; ST25 esta disperso pela comunidade mas ocasionalmente foi associado a
isolados clinicos; os clones ST148, ST168 e ST264 foram previamente identificados em
animais de estimacéo em diferentes paises; os clones ST451, ST970, ST1254 e ST1611
foram previamente identificados em animais de produgdo, nomeadamente aves; e o
ST1263, que difere em apenas um alelo de um clone altamente disseminado a nivel
hospitalar (ST18), foi antes descrito no ambiente (90)

(https://pubmlist.org/bigsdb?db=pubmist efaecium isolates).

Assim, os resultados deste estudo indicam o papel relevante dos alimentos para
animais de estimagcdo como veiculos de Enterococcus resistentes a ampicilina e
pertencentes a linhagens clonais ndo s6 as habitualmente identificadas em animais de
producdo como seria expetavel, mas também de isolados clinicos de pacientes
hospitalizados. Apesar de alguns trabalhos serem sugestivos que 0s cdes sao um
reservatorio de Enterococcus AmpR, a origem destes isolados néo foi ainda elucidada (se
humano-animal, animal-homem ou ambos) e apenas os alimentos crus foram reconhecidos
como um fator de risco (62). Desta forma, este trabalho ndo so6 reforca os alimentos crus
como um reservatorio de isolados AmpR, como adiciona a possibilidade de outro tipo de
racOes (neste caso, humidas) poderem ser importantes, reforcando a necessidade de mais
estudos deste tipo.

O gene ptsD foi testado em todos os E. faecium deste estudo (n=80), tendo sido
identificado em 16% dos isolados e em quase metade de E. faecium AmpR (48%) obtidos
essencialmente a partir de alimentos crus (salméo, galinha, cabrito, novilho, veado), mas
também de uma amostra humida de galinha. O gene ptsD é responsavel por codificar uma

subunidade associada & membrana celular responsavel pelo transporte de hidratos de
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carbono sendo o primeiro gene conhecido por contribuir para a colonizacdo intestinal
durante o tratamento com -lactamicos (84). Este gene também foi reconhecido por ser um
bom marcador para E. faecium AmpR provenientes de amostras clinicas e néo clinicas
(83). A detecdo deste gene nos alimentos para animais de estimacdo alerta para o
potencial patogénico destas estirpes que podem possuir 0s mesmos genes de viruléncia

normalmente encontrados em E. faecium provenientes de pacientes hospitalizados.

4.2.3.Resisténcia a linezolida

A linezolida (oxazolidinona) € um antibidtico de dltima linha ou de reserva no
tratamento de infegBes multirresistentes causadas por diferentes espécies bacterianas de
Gram-positivo, incluindo Enterococcus. As oxazolidinonas sdo consideradas de alta
prioridade para a OMS. Sendo consideradas uma das poucas alternativas terapéuticas
para o tratamento de infe¢des por bactérias de Gram-positivo multirresistentes, tendo sido
ja descritas resisténcias em isolados clinicos e isolados da comunidade, incluindo da
cadeia alimentar. Neste Ultimo nicho, os isolados resistentes a linezolida parecem ser co-
selecionados pelo uso de fenicdis ou tetraciclinas na producdo animal (60). O elevado
numero de amostras com isolados de Enterococcus resistentes a linezolida (23% no total)
foi surpreendente ainda que limitados as amostras cruas (50%). A resisténcia a linezolida
(MIC=8 mg/L) foi detetada em 11 isolados E. faecalis e 4 isolados E. faecium que
expressaram, respetivamente, co-resisténcia ao cloranfenicol (100% cada), tetraciclina
(92%/100%), eritromicina (100%/75%), estreptomicina (64%/100%), gentamicina
(73%/0%), ciprofloxacina (18%/50%) e/ou ampicilina (0%/75%). Estes 15 isolados em
conjunto com outros 5 isolados suscetiveis a linezolida (MIC=4 mg/L), continham diferentes
genes de resisténcia adquirida a linezolida: optrA (6 E. faecalis e 1 E. faecium), poxtA (2 E.
faecium) ou optrA+poxtA (8 E.faecalis, 3 E. faecium) (Figura 9). Apesar destas amostras
serem importadas de outros paises europeus, este trabalho constitui o primeiro estudo em
que é descrita a presenca de genes optrA em Enterococcus obtidos em Portugal.

Assim, foram caraterizados por MLST cinco E. faecalis (ST40, ST674, 2 ST1008 e
ST1009) e um E. faecium (ST1833) resistentes a linezolida e/ou portadores dos genes
optrA/poxtA. Outros trés E. faecium portadores de optrA ou poxtA e também resistentes a

ampicilina foram descritos na secéo anterior (ST25, ST148 e ST1263) (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracterizagéo de isolados representativos de Enterococcus recuperados de amostras provenientes de racdes para cdes comercializadas

em Portugal.
Alimento (marca)? Amostra Espécie MLST® Perfil de suscetibilidade a antibiéticos MIC Amp MICLin GenesR
(mg/L) (mg/L)® adquiridos
Salméo (A) 42 E. faecium ST80 AMP, CIP, ERI, TET, GEN, ESTR, QD >256 - -
Salméo (A) 43 E. faecalis ST674 CIP, ERI, TET, ESTR, CHL, LIN - 8 optrA
Frango+ Cordeiro (A) 45 E. faecium ST451 AMP, CIP, ERI, TET, GEN, ESTR, QD >256 - -
Frango+ Cordeiro (A) 45 E. faecalis ST1008 ERI, TET, ESTR, CHL, LIN - 8 optrA, poxtA
Aves+ Figado (J) 9 E. faecium  ST17 VAN, AMP, TEC, CIP, ERI, TET, GEN - - vanA
Frango+ Vitela (A) 46 E. faecium ST1254 AMP, TET 12 - -
Peru+ Cordeiro (A) 48 E. faecalis ST1008 ERI, TET, GEN, ESTR, LIN, NIT, CHL - 8 optrA, poxtA
Peru+ Cordeiro A) 49 E. faecium ST1611 AMP, CIP, ERI, TET, GEN, ESTR, QD >256 - -
Novilho (A) 50 E. faecium ST25 AMP, CIP, ERI, TET, GEN, ESTR, QD, CHL, LIN 32 4 pOXtA
Novilho (A) 50 E. faecium ST264 AMP, CIP, TET, ESTR, QD 32 - -
Novilho (A) 51 E. faecium ST1833 ERI, TET, ESTR, QD, CHL, LIN - 8 OptrA, poxtA
Pato (B) 52 E. faecium ST148 AMP, TET, ESTR, CHL, LIN >256 8 optrA
Pato (B) 52 E. faecalis ST40 ERI, TET, CHL, LIN - 8 optrA
Veado (B) 53 E. faecium ST168 AMP, CIP, ERI, TET, QD 32 - -
Veado (B) 53 E. faecium ST1263 AMP, ERI, TET, ESTR, QD, CHL 24 4 POXtA
Peru+Ganso (B) 54 E. faecium ST970 AMP, CIP, ERI, TET, QD, CHL >256 - -
Peru+Ganso (B) 54 E. faecalis ST1009 ERI, CHL, LIN - 8 optrA
Peru+Salméo (B) 55 E. faecium ST1611 AMP, CIP, ERI, TET, GEN, ESTR, QD >256 - -

AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina; CHL: cloranfenicol; ERI: eritromicina; ESTR: estreptomicina; GEN: gentamicina; LIN: linezolida; NIT- nitrofurantoina; QD: quinupristina-
dalfopristina; TEC- teicoplanina; TET- tetraciclina; VAN- vancomicina; CMI: concentracdo minima inibitéria; MLST: multilocus sequence typing; R: resisténcia; ST: sequence
type. @Treze amostras de dez tipos de alimentos diferentes foram analisadas: Salméo (2 amostras), Frango+ Cordeiro (2 amostras), Aves+ Figado (1 amostra), Frango+
Vitela (1 amostras), Peru+ Cordeiro (2 amostras), Novilho (3 amostras), Pato (2 amostras), Veado (2 amostras), Peru+ Ganso (2 amostras), Peru+ Salméo (1 amostra).
bST1008, ST1009 e ST1833 foram identificados como novos STs atribuidos neste estudo através das bases de dados PubMLST.

¢Os valores de CMI considerados resistentes a linezolida foram atribuidos de acordo com os pontos de corte atribuidos pelo EUCAST estando representados a negrito.
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O clone ST1008 foi identificado em amostras diferentes (peru e cabrito) da mesma marca.
E de realcar que o clone ST40 tem sido frequentemente associado a E. faecalis obtidos de
isolados clinicos em diferentes paises e principalmente na Europa (130) e o clone ST674
também foi previamente descrito em pacientes hospitalizados na Asia

(https://pubmlist.org/bigsdb?db=pubmist efaecalis isolates&page=profiles). Nao foi

possivel comparar a dispersdo dos restantes clones noutros nichos pois os ST1008 e
ST1009 de E. faecalis e 0 ST1833 de E. faecium foram neste estudo identificados pela

primeira vez, denotando a diversidade destas amostras.

optrA POXtA optrA+poxtA

E. faecalis E. faecium

Figura 9. Distribuicao dos genes de resisténcia a linezolida (optrA e poxtA) pelas diferentes
espécies obtidas (em nimero de isolados).

Tendo em conta que a linezolida constitui uma alternativa terapéutica de ultima linha
para o tratamento de infe¢cdes causadas por bactérias Gram-positivas, como por exemplo
ERV que continuam a aumentar em muitos paises, ou Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina, os resultados deste trabalho revelam uma fonte de bactérias resistentes a
antibiéticos de ultimo recurso que tem sido de certa forma negligenciada no contexto de
uma so6 saude (One Health). Tendo em conta os dados disponiveis verifica-se que as taxas
de resisténcia a linezolida sdo baixas em Portugal e globalmente, mas é de referir que

Enterococcus resistentes a linezolida tém emergido em anos recentes de forma alarmante
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tanto nos hospitais como na comunidade (91,97). Até a data, os genes optrA e poxtA
constituem o0s genes adquiridos conhecidos mais frequentemente responsaveis pela
expressao de resisténcia a linezolida transferivel entre os Enterococcus, essencialmente
nos isolados obtidos a partir de animais de producdo. Este crescimento exponencial
verificado nos dltimos anos tem sido particularmente associado a detecdo de optrA em
Enterococcus obtidos de diferentes animais produtores de alimentos (como aves, suinos,
bovino e patos) e de carne crua, com origem em diferentes paises e continentes
(115,131,132). Tal pode ser explicado pela utiliza¢é@o frequente de fenicdis e tetraciclinas
na produgdo animal, que favorecem eventos de co-sele¢do de resisténcia a ambas as
classes de antibidticos, oxazolidinonas e fenicois (optrA e poxtA) ou tetraciclina (apenas
poxtA) (133), que desta forma contribuem para a disseminagéo de estirpes resistentes a
linezolida na cadeia alimentar. Embora estudos recentes tenham descrito Enterococcus
resistentes a linezolida em animais de estimacéo (134), tanto quanto sabemos este estudo
corresponde a primeira descri¢cdo de resisténcia a linezolida em alimentos para cées. Na
China, a presenca de E. faecalis resistente a linezolida com o gene optrA (8%) foi detetada
em alimentos crus de supermercado (carne/vegetais) assim como nos cées a quem este
tipo de alimentos foi fornecido (134). Em outro estudo, desta vez realizado no Reino Unido,
foi descrita a presenca de E. faecalis (n=4) resistentes a linezolida com o gene optrA,
provenientes de caes e gatos de um pequeno hospital de animais (127). Apesar do uso da
linezolida ndo estar autorizado em animais de companhia, verifica-se que sua utilizagéo
fora das indicacOes previstas (off-label) em animais de estimagéo ja foi documentada

(https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-quideline/reflection-paper-label-use-

antimicrobials-veterinary-medicine-european-union-first-version _en.pdf), contribuindo para

a selecdo de bactérias resistentes a este antibiotico em animais de estimag¢do. Assim, 0s
resultados obtidos alertam para uma eventual disseminacéo local de genes de resisténcia
a linezolida, raramente descritos no nosso pais (135), e para a ligacao estreita entre os
diferentes nichos que as bactérias podem partilhar (animais-Homem-ambiente). Os dados
reforcam ainda a necessidade de mais estudos de vigilancia que incluam uma maior
diversidade de amostras, nomeadamente alimentos para animais de estimacédo, dentro da

politica de uma s6 saude.
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5. Conclusodes

1. A elevada incidéncia de alimentos para animais de estimacdo (>50%) contaminados
com Enterococcus spp. indica a necessidade de melhoria de boas praticas de higiene
e de fabrico destes alimentos. Os dados obtidos chamam a atencdo para a possivel
necessidade de melhoria das praticas de producéao e da selecdo das matérias-primas
usadas na producéo de alimentos para caes, assim como de estudos de vigilancia e

de risco que avaliem a dimensao deste problema para a saude publica.

2. A detecéo de isolados de E. faecium e E. faecalis multirresistentes, nomeadamente a
antibiéticos de ultima linha para o tratamento de infe¢cdes por bactérias de Gram-
positivo multirresistentes, assim como de linhagens clonais previamente associadas a
infecdbes humanas, é particularmente preocupante. A expansdo de reservatorios e
veiculos (ex. animais domésticos e seus alimentos) transmissores de tais bactérias ao
homem e ambiente pode constituir um futuro problema de saude publica na area da
resisténcia aos antibiéticos. Esta preocupacao é reforcada pelo facto dos gendétipos
encontrados estarem descritos na literatura como sendo transferiveis entre estirpes
bacterianas e, por isso, em condi¢cdes de presséo seletiva poderem expandirem para

novos reservatorios e hospedeiros (136).

3. Este estudo mostra de forma clara que os alimentos para cdes podem ser
reservatdrios/veiculos de bactérias/genes de resisténcia aos antibiéticos com impacto
clinico, reforcando a necessidade de informagdo ao consumidor acerca de boas
praticas de higiene na manipulacdo destes alimentos e também da importancia deste
nicho no contexto de Uma S6 Saude. O contato proximo de humanos com racgdes,
cdes ou suas fezes (diretamente ou através do ambiente), e a comercializacdo das
marcas estudadas em diferentes paises, podem representar um risco para a Saude

Publica.
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7. Anexos

7.1. Carateristicas dos meios de cultura usados neste trabalho.

Buffered Peptone
Water

*Meio nao seletivo;

*Elevada fonte de
nitrogénio, vitaminas,
minerais e
aminoacidos;

+Altos niveis de pH.

«Utilizado como pré-
enriquecimento com o
intuito de ajudar na
recuperacao de
bactérias que possam
estar em stress devido
as condicdes adversas
a que os alimentos
foram sujeitos.

Brain Heart
Infusion

*Meio nutritivo e ndo
seletivo;

«Utilizado como
enriguecimento com o
intuito de fornecer os
nutrientes adequados
ao cescimento de
bactérias que possam

estar em baixo nimero.

Slanetz & Bartley
agar

*Meio seletivo;

*Possui azida de sédio
gue é um agente
seletivo responsavel
pela inibi¢cdo do
crescimento de
bactérias de Gram-
negativo;

*TTC (triphenyl
tetrazolium chloride),
um suplemento
indicador do
crescimento
bacteriano, permitindo
isolar e quantificar
Enterococcus,em que
as suas colonias tipicas
apresentam uma
tonalidade rosa claro a
rosa vinoso.
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Mueller Hinton Il

*Meio néo seletivo e
nao diferencial;

*Elevada fonte de
nitrogénio, vitaminas,
carbono, aminoacidos,
enxofre e outros
nutrientes essenciais;

*Possui amido que
funciona como auxiliar
no crescimento
bacteriano e neutraliza
0s produtos toxicos
que se formam
durante o crescimento
bacteriano.

Tryptone Soya
Broth

*Meio ndo seletivo e
nutritivo;

*Elevada fonte de
vitaminas, minerais e
nitrogénio;

+Utilizado para o cultivo
de uma variedade de
microrganismos .



7.2. Comunicacdo em forma de resumo submetida ao European Congress
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID 2020).
Apesar do congresso ter sido cancelado devido a pandemia Covid-19, todos os
trabalhos submetidos foram sujeitos a revisao internacional por pares e publicados
num livro de resumos acessivel a partir da pagina da Sociedade Europeia de
Microbiologia Clinica e Doencgas Infeciosas (ESCMID;

https://www.escmid.org/escmid publications/eccmid abstract book/).

Abstracts 2020

Abstract 9246

Detection of linezolid-resistant enterococci carrying optrA and/or poxtA in raw-frozen dog foods commerc
the EU: wrend or threat?

Liliana Finisterra®, Carla Novais®, Barbars Duarte?, Luisa Maria Vieira Peixe', Ana Raquel Freitas™

! Foculdode de Farmdcia do Porte, UCIBIO-Requimte, Porto, Portugal

Abstract third-party references: The work was supported by UID/MULTL/04378/2019 with funding from FCT/MCTES through
national funds.

Background: Raw-food-based diets have grown popularity recently as a healthier choice. Increasing controversy regarding
their safety is installed, with limited scientific evidences showing their role as vehicles for transmission of antibiotic-resis-
tant bacteria. Dogs have been described as reservoirs of clinically-relevant ampicillin-resistant [AmpR] Enterococcus foecium
[Efm), but strains origin remains unknown. We aimed to characterize enterococci obtained from processed [dry/wet] and
non-processed [raw-frozen) foods of main brands commercialized in Portugal.

Materials/methods: Forty-six samples [wet-n=22/dry-n=15/raw-frozen-n=9 foods; 24-international brands ] from supermar-
kets/stores-n=8 and veterinary clinics-n=1 were included [SeptemberMovember 2019]. Raw-frozen samples were mainly
constituted of salmon, chicken, turkey, calf, deer or duck, being a mixture of different meat types [musclefviscera], fruits
and vegetables. Samples [25g) were pre-enriched (37°C/16-18h) in Buffered-Petpone-Water [IS06887-2), enriched without/
with different antibiotics [BHI-broth+Amp-16pg/mL or vancomycin-Gpg/mL or chloremphenicol-16pg/mL] and plated in Slan-
etz-Bartley-agar without/with the same antibiotics. Different morphotypes/plate were saved and antibiotic susceptibility stud-
ied [ 13 antibiotics-disk-diffusion; linezelid-microdilution; Amp-Etest; EUCAST/CLSI). Identification of species [sodA], search of
optrA/poxtA [linezolid-resistance ) and ptsD [clinically-relevant Efr marker] penes was done by PCR. MLST [pubmist.org ) was
done in representatives and WGS is ongoing.

Results: Enterococcus [n=163) were identified in 19/46 (41%) [8/15-dry, 2/22-wet, 9/9-raw) of samples and identified as
Efm [n=91), E. faecalis [Efs, n=59) or other species [n=13). Eighty-four were deeply studied. All O raw-frozen meat samples
|Efm+Efs; n=30 each) carried Multi-Drug-Resistant [MDR) enterococci [n=20-Efm+22-Efs] including to ampicillin/ciproflox-
acin/erythromycin/tetracycline/streptomycin/chloramphenicol-100% each, linezolid-78%, and gentamicin/guinupristin-dalfo-
pristin-67% each. Linezolid-resistance [MIC=8-16mg/L) wes detected in MDR enterococci carrying optrd +poxtd 5-Efs+3-Efm),
only optrd [ 3-Efs, one 5T40; 1-Efm) or only poxtA (2-Efm), coresponding to 78% of raw-frozen and 15% of all samples. MOR-Am-
pR-Efm [MIC=8->256 mg/L; n=18, one ST80) were identified in all raw-frozen samples and some carried optrA-n=1, poxt4-n=2
and/or ptsD-n=9. AmpR-linezolid-resistant-Efm were limited to one raw-frozen brand. In contrast, only one MOR-Efm [erythro-
miycin/tetracycline/gentamicin) was detected in a wet sample.

Conclusions: Our study demonstrates that raw-frozen-foods for dogs carry MDR enterococci including to last-resource mole-
cliles for the treatment of human infections [linezolid ). The close contact of pets with humans and the commercializetion of the
studied brands in different EU countries pose an international Public Health risk if transmission of such strains oceurs between
dogs and humans.
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7.3. Comunicacao em forma de “press release” internacional

O resumo incluido no anexo 7.2. foi escolhido pelo comité do ECCMID 2020 para ser
publicado na prensa internacional dando origem a varios artigos de newsletters e
publicacbes por parte de magazines internacionais incluindo a prestigiada magazine
americana, The Scientist. Seguem-se alguns exemplos:

- "Study reveals raw-type dog foods as a major source of multidrug-resistant bacteria that
could potentially colonize humans", EurekAlert, 2020,
https://www.eurekalert.org/pub_releases/2020-04/esoc-srr041720.php.

- "Study finds raw-type dog foods as a major source of multidrug-resistant bacteria that
could potentially colonize humans", Center for Infectious Disease Research and Policy
(CIDRAP), 2020, https://www.cidrap.umn.edu/news-perspective/2020/04/eccmid-studies-
probe-resistant-pathogens-pets-pet-food-and-people.

- Finisterra, L.; Novais, C.; Duarte, B.; Peixe, L.; Freitas, A.R.. "Study finds raw-type dog
foods as a major source of multidrug-resistant bacteria that could potentially colonize
humans", PHYS.ORG, 2020, https://phys.org/news/2020-04-raw-type-dog-foods-major-

source.html.

- Finisterra, L.; Novais, C.; Duarte, B.; Peixe, L.; Freitas, A.R.. "Raw dog food contains drug
resistant bacteria, study finds", MedicalNewsToday, 2020,
https://www.medicalnewstoday.com/articles/raw-dog-food-contains-drug-resistant-

bacteria-study-finds#Bacteria-resistance-to-key-antibiotics.

- Finisterra, L.; Novais, C.; Duarte, B.; Peixe, L.; Freitas, A.R.. "Pet food can contain drug-
resistant bacteria that may pass to humans", NewScientist, 2020,
https://www.newscientist.com/article/2241580-pet-food-can-contain-drug-resistant-

bacteria-that-may-pass-to-humans/.

"Our Pets May Harbor Much More Than Coronavirus”, The Scientist, 2020,
https://www.the-scientist.com/notebook/our-pets-may-harbor-much-more-than-

coronavirus-67714.
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