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Apresentacao

Algumas espécies do género Acinetobacter sdo, notoriamente,
importantes patégenos associados a hospitais e outras unidades prestadoras de
assisténcia a satide. No entanto, ao contrdrio dos patégenos alimentares classicos
comumente implicados em doengas transmitidas por alimentos, membros do
género Acinetobacter raramente sdo descritos sendo associados a doengas
diarreicas, provavelmente devido a dificuldade de isolamento e identificacao

dessas bactérias.

Nos tltimos anos, contudo, alguns estudos tém apontado o isolamento em
alimentos de estirpes de Acinetobacter spp. resistentes a antibidticos. Estas
evidéncias levantam a hipétese de que alimentos tanto de origem animal quanto
vegetal possam ser vetores de infecgdes causadas por esses micro-organismos, o
que caracteriza grande preocupacgdo com a satde publica ja que a transmissao,

neste caso, pode acontecer fora dos hospitais.

Considerando que Acinetobacter spp. pode representar um sério problema
de satde publica, devido a resisténcia a antibiéticos e a possibilidade de
transferéncia dos genes de resisténcia a outras bactérias, estudos sdo necessarios
para avaliar a patogenicidade de isolados provenientes de alimentos e buscar

estratégias de controle.

Este livro digital tem, por objetivo, reunir informacgdes sobre a importancia
da presenga dessas bactérias em alimentos como possiveis patégenos alimentares

e sobre estratégias que podem ser usadas para seu controle.

Os autores.
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Capitulo 1

O GENERO
ACINETOBACTER




1.1. Caracteristicas Gerais

A descoberta do género Acinetobacter consta do inicio do século

sua nomenclatura passou por algumas alteragdes ao longo do tempv

Anteriormente, esse género bacteriano era motivo de confusdo na comunidade

cientifica, sendo frequentemente classificado incorretamente com outros géneros
tais como Mima ou Herellea (PELEG et al., 2008). Com o avango das técnicas de
biologia molecular, andlises realizadas por Bouvet e Grimond (1986), envolvendo
hibridizacdo de DNA-DNA, permitiram que algumas espécies recebessem

nomenclaturas especificas.

O género Acinetobacter pertence a familia Moraxellaceae (Figura 1.1) e,
atualmente, possui mais de sessenta espécies descritas que, em sua maior parte,
nao estdo associadas a doencgas humanas (LSPN, 2021). A etimologia do nome do
género vem do grego “acinetus” que significa “que ndo se move” e do latim
“bacter”, que significa bacilo. E um género diversificado e compreende bacilos
Gram-negativos, nao fermentadores, aerébicos estritos, ndao moéveis e oxidase-
negativos. Geralmente se apresentam sob forma cocéide ou cocobacilar, com
aproximadamente 1,5 pm de comprimento (PELEG et al., 2008; VISCA et al., 2011;
WONG et al., 2017).

Figura 1.1. Categorias taxonomicas que englobam o género Acinetobacter.




Dentre as diversas espécies do género Acinetoba

considerada um dos mais importantes patégenos envolvidos

infeccdes hospitalares, especialmente em unidades de terapia intensiv
bactéria tornou-se um alvo de grande interesse, e ocupa o primeiro lugar de
assuntos criticos para a Organizacio Mundial da Satude (SHLAES &
BRADFORD, 2018), pois é evidente a sua capacidade de adquirir resisténcia a

maior parte dos agentes antimicrobianos (RAFEI et al., 2015).

Estes micro-organismos se comportam, ainda, como patdgenos
oportunistas, podendo estar associados a diversas infeccdes na corrente
sanguinea, no trato intestinal e na pele (PELEG et al.,, 2008; GORDON &
WAREHAM, 2010). Além de Acinetobacter baumannii, outras espécies de
relevancia clinica sao A. calcoaceticus, A. lwoffii, A. pittii, A. nosocomialis e A. seifertii

(DJKSHOORN et. al., 2007; RAFEI et al., 2015).

Bactérias pertencentes ao género Acinetobacter podem ser encontradas em
diversos ambientes naturais, como no solo e agua (PELEG et al., 2008;
ADEWOYIN et al., 2018), em ambientes hospitalares, (ZILBERBERG et al., 2016;
SHAMSIZADEH et al., 2017) e em alimentos (AMORIM & NASCIMENTO, 2016;
MARI-ALMIRALL et al., 2019; MALTA et al., 2020) (Figura 1.2).

ambientes
hospitalares

Acinetobacter

spp.

animais alimentos

Figura 1.2. Diversidade de ambientes onde j4 foi descrita a presenca
de Acinetobacter spp.




Isolados patogénicos de Acinetobacter spp.
ambientes hospitalares (SHAMSIZADEH et al., 2017), po
vem demonstrando que a presenca do género esté se tornando r
producao de caracteristicas sensoriais de interesse na indastria de alime

como em seu papel como patégeno alimentar.

1.2. Dificuldade de isolamento e identificacao

Nao ha nenhum meio de cultura oficial recomendado para rastreamento de
vigilancia e culturas clinicas para Acinetobacter spp., tampouco para culturas
provenientes de alimentos. Em geral, o 4gar sangue e o 4gar MacConkey eram (e
ainda sdo) comumente utilizados para a deteccao dessas espécies, em geral de A.
baumannii em culturas clinicas, porém, nenhum destes dois meios de cultura é
seletivo para estas bactérias (AJAO et al., 2011). No agar MacConkey,
Acinetobacter spp. se apresenta com coloracdo levemente rosada, enquanto que
no agar sangue, essas bactérias geralmente tendem a formar colénias pequenas e
translacidas (Figura 1.3), porém, quando se refere as espécies de origem humana,
pode ocorrer o crescimento de colonias com a coloracdo branco-acinzentada. Vale

ressaltar que neste meio, algumas espécies podem apresentar atividade

hemolitica (JAWARD et al., 1994; PELEG et al., 2008).

Figura 1.3. Cultura de Acinetobacter baumannii em agar sangue de carneiro. (Fonte:
CDC. Disponivel em: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=17067).




Outros meios também sado utilizados para
spp., como &gar Herellea, agar de Holton e agar Lee
colonias se apresentam lilds-claras em um fundo amarelado. Ja
meios, as colonias sdo cor-de-rosa em um fundo malva. No entanto, es
ou ndo sao suficientemente seletivos ou sdo muito inibitérios, devido a presew
de alta concentracao de antibidticos (JAWAD et al., 1994).

No entanto, em estudos comparativos, o meio de cultura que apresentou
melhores resultados para o isolamento de Acinetobacter spp. ¢ o CHROMagar®
Acinetobacter, que é um meio de cultura cromogénico destinado a deteccdo e ao
isolamento de espécies de Acinetobacter. Este meio tem um carater seletivo e
diferencial, pois inibe o crescimento da maior parte dos cocos Gram-positivos e
de leveduras e também permite uma melhor identificacdo dessas bactérias, ja que
estas crescem no meio de cultura como coldnias de coloracdo vermelha, como

apresentado na Figura 1.4 (JAWAD et al.,, 1994, CHROMAGAR®), 2019).

Figura 0.4. Aspecto das colonias de Acinetobacter sp. em dgar CHROMagar®.
Fonte: CHROMagar® (Disponivel em: http://www.chromagar.com/ clinical-
microbiology-chromagar-acinetobacter-focus-on-acinetobacter-50.html#)

Devido a semelhancas fenotipicas e genéticas entre os membros do género

Acinetobacter, existem dificuldades relacionadas a identificacdo correta de

algumas espécies, principalmente por meio de testes bioquimicos convencionais,




tornando necessaria a utilizagcdo de técnicas mais

como as que envolvem métodos moleculares. —

Em contrapartida, a identificacdo assertiva é um processo
as tomadas de agdo em surtos causados por estes micro-organismos ja que,
das semelhancas relatadas, existem diferencas expressivas entre essas espéciesv
com relacdo a resisténcia a antibiéticos e a patogenicidade (FERNANDEZ-

CUENCA et al., 2018).

1.3. MALDI-TOE/MS: Avanco tecnolégico na identificacao de
Acinetobacter spp.

Nos altimos anos, a técnica de ionizacao por dessorcdo a laser assistida
por matriz com analisador por tempo de voo (MALDI-TOF/MS) tem sido
utilizada para a identificagdo de patégenos em alimentos, sendo considerada
uma importante ferramenta em laboratérios para que este processo seja feito de

forma assertiva (ELBEHIRY et al., 2017).

Na anélise de identificacdo de micro-organismos por MALDI-TOF/MS
(Figura 1.5), uma cultura microbiana, ou outro material biolégico, é colocada
sobre uma placa que possui matriz polimérica. Neste processo, a placa é irradiada
por um laser que promove a vaporizacdo do material e ionizagdo diferentes
moléculas presentes na amostra. Um tubo a vacuo faz a succao dessas moléculas
conduzindo-as a um detector. O tempo de chegada ao detector, conhecido como
tempo de voo, estd diretamente ligado a natureza da molécula. Desta forma, a
estes tempos sdo observados a partir de picos em andlise gréfica e, para cada
micro-organismo, um modelo diferente é obtido. Estas informacdes sao
comparadas a uma base de dados pré-existente e, com muita rapidez, é possivel
determinar de forma assertiva o micro-organismo presente na amostra

(PASTERNAK, 2012).




Colonias T
Laser e ionizagdo

cultivadas em de proteinas

agar

Insercdo em
orificios de placa
metalica

Obtencdo do
espectro

Espectrometro de
massas

Cobertura por Comparacao com
matriz organica

Identificacdo da
espécie

Cristalizagao

Figura 0.5. Método de identificagdo de micro-organismos por MALDI-TOF/MS.

No estudo realizado por Elbahiry e colaboradores (2017), a técnica de
MALDI-TOF/MS foi testada com relacdo a sua eficiéncia e assertividade na
identificacdo de micro-organismos patogénicos, entre eles A. baumannii, isolados
em diferentes amostras de alimentos coletadas de varios restaurantes na regido
de Alcacim (Arédbia Saudita) durante o verdo de 2015. No estudo, a técnica de
MALDI-TOF/MS apresentou 100% de eficiéncia na identificacdo correta dos
patégenos presentes nas 69 amostras analisadas. Desta forma, os autores
destacam esta metodologia como sendo poderosa e altamente confidvel nessas

determinacoes.

Outros autores tém utilizado espectrometria de massa (MALDI-TOF/MS)
na identificacdo de Acinetobacter spp. em amostras de alimentos. No estudo
realizado por Ramos & Nascimento (2019) nove estirpes diferentes deste género

foram identificadas pela técnica supracitada em amostras de leite de cabra cru. Ja




no estudo realizado por Beltrao e colaboradore
para a identificacdo de dez estirpes diferentes de Acineto
de saladas prontas para consumo. Silva (2020) identificou du
género em queijos artesanais. A partir desses exemplos, pode-se no

técnica de MALDI-TOF/MS tem sido amplamente utilizada pela Conﬁabilidw

dos resultados, rapidez e assertividade nas identificagdes.
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2.1. Aplicacoes tecnoldgicas de Acinetobacte

Em processos produtivos de alimentos, em especial, de queijos, algumas .
estirpes de bactérias do género Acinetobacter tém sido empregadas por conferirem
alteracOes desejaveis relacionadas ao sabor e a textura devido a producdo de

enzimas e outros metabdlitos (Figura 2.1).

Validaze e colaboradores (2014) isolaram e identificaram espécies de
Acinetobacter responsaveis por conferir caracteristicas tinicas de sabor, aroma e
textura, em um tipo de queijo (Koohze) caracteristico do Oeste do Azerbaijao, que

passa por um processo de maturagao no subsolo por um periodo de 3 a 6 meses.

Atividade
Atividade | DPpolitica
i protec.itica

Contribuicoes para o aroma
e a textura de gqueijos

Figura 2.1. Atuacao de Acinetobacter spp. no processo produtivo de queijos.
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Estas estirpes foram utilizadas como cultlE

diferentes de queijos. Foi observado que estas bactérias tém
utilizacdo no processo industrial de fabricacdo de queijos fermentados a p
sua capacidade proteolitica e lipolitica. Os produtos obtidos a partir da utilizagéo-

dessas bactérias tiveram caracteristicas semelhantes aos tradicionais.

De forma similar, no estudo de Pangallo e colaboradores (2013), foi
observada a diversidade e dinamica de culturas microbianas presentes em um
queijo eslovaco (May Bryndza) produzido a partir de leite de ovelha nao
pasteurizado. Entre as estirpes, trés espécies do género Acinetobacter (A.
calcoaceticus, A. guillouiae e A. johnsonii) foram identificadas. Segundo os autores,
esta diversidade microbiana atuaria de forma a contribuir na producédo de acido
latico e na construgdo de caracteristicas sensoriais Gnicas no processo de

maturacao deste queijo.

Outros estudos relatam que a presenca de isolados de Acinetobacter spp. em
alimentos pode ser ttil na produgado de bioemulsificantes e biossurfactantes para
diversas areas da industria (ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018; MUJUMDAR et
al., 2019; KARLAPUDI et al., 2020). Algumas dessas aplicacdes estdo descritas na
Tabela 2.1.

O uso de substancias com origem bacteriana na producdo de alimentos nao
é algo incomum. Substdncias produzidos por leveduras e bactérias, ou até
mesmo, os proprios organismos produtores, tém sido utilizados na producao

direta de alimentos.

No entanto, a utilizacdo de Acinetobacter spp. em alimentos é bastante
controversa e nao necessariamente leva em consideragdo os riscos para a satde,

como discutidos no capitulo 3.




Tabela 2.1. Utilizagdo e possibilidades de
Acinetobacter spp. em diferentes dreas da industria.

Aplicacoes

e Remocao de fosfato v

e Degradacio do  petréleo  bruto

Biorremediacao de efluentes e de

poluentes industriais
Biorremediacao de efluentes contaminados

com metais pesados

e Para uso na fabricacdo de papel,
Estabilizacdo de emulsoes oleosas,
incorporacdo em xampus e detergentes,
biossorcao e produgao
emulsificacdo de residuos de 6leo poluentes

emulsificantes
e em produtos da industria alimenticia
e Producdo de carnitina, adjuvantes
imunoldgicos e glutaminase-asparaginase
(para uso clinico no tratamento do cancer)
Outras aplicagdes e Promotores de crescimento de plantas

e agentes de controle biolégico contra
titopatégenos
e Producdo de enzimas celuloliticas e

lipase alcalina

Tabela adaptada de Conceigdo e colaboradores (2018).
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3.1. Presenca de Acinetobacter spp. em alimentos—

Inameras doencas causadas por patégenos tém os alimentos como principw

veiculos de transmissdo para os seres humanos. Embora o sistema
gastrointestinal possua barreiras para conter estas infecgdes, alguns micro-
organismos sdo capazes de ultrapassa-las e, assim, ter sucesso no processo de

colonizagao (SALVO-ROMERO et al., 2015).

Nos altimos 20 anos, isolados de Acinetobacter tém sido obtidos a partir de
alimentos de diferentes origens (Figura 3.1), muitas vezes ao acaso, pois acabam
crescendo em meios seletivos e diferenciais para outros micro-organismos alvos

dos estudos e, assim, a relevancia da sua presenca ndo é debatida.

Acinetobacter em
alimentos

Produtos de Produtos de

origem vegetal origem animal

Leitee

Frutas Verduras Carnes 2
derivados

Figura 3.1. Tipos de alimentos onde isolados de Acinetobacter spp. ja foram detectados.
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3.2. Acinetobacter spp. em produtos de or

A presenga de espécies de Acinetobacter em produtos de orig
geralmente é um representativo de deficiéncia nas boas préticas de fabricaca
de exposicdo dos produtos ao patégeno. Um estudo realizado na cidade de Kano,
na Nigéria, por Dahiru e Enabulele (2015a), por exemplo, buscou avaliar a
presenga de A. baumannii em fezes de passaros em canais de irrigacao de fazendas
que utilizam agua residual. Foram identificados 15 isolados de A. baumannii,
todos resistentes a pelo menos dois antibitticos, indicando que a presenca de
fezes desses passaros nesses sitios de plantio pode ser um potencial vetor de

transmissao de Acinetobacter spp., apresentando um risco para a satide publica.

Estudos recentes realizados por Farouk e colaboradores (2020) avaliaram a
presenga de Acinetobacter spp. em morangos, alimento in natura popularmente
comercializado ao redor do mundo, e relataram que um ntimero considerdvel de
isolados de A. baumannii apresentavam fendtipo de multirresisténcia a
antibioticos (MDR - “multidrug resistant”). Os autores citam, ainda, que a
contaminagao dos morangos com isolados do género Acinetobacter poderia levar

a infec¢des humanas.

Outros trabalhos também apresentaram indicios consistentes de que
alimentos de origem vegetal, como alface e diferentes frutas, possam ser uma
porta de entrada de Acinetobacter spp. para o ser humano (DAHIRU &
ENABULELE, 2015 a e 2015b; CARVALHEIRA et al., 2017a e 2017b). Esta
transmissibilidade ja foi identificada em outras espécies bacterianas, como
Escherichia coli, como comprovado nos trabalhos de Dahiru e colaboradores
(2015) e de Saksena e colaboradores (2019). Pesquisas com frutas e vegetais e sua
relacdo e influéncia na dispersao de bactérias do género Acinetobacter também ja
foram apresentadas em trabalhos realizados no Norte da Africa (ZEKAR et al.,
2017) e no Libano (AL ATROUNI et al., 2016) sendo, neste dltimo, detectados
isolados MDR.
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3.3. Acinetobacter spp. em produtos dE

E possivel encontrar espécies de Acinetobacter presentes na
normal de animais como cavalos (LUPO et al., 2018), no entanto, hd po
estudos que relatam a presenca do género na microbiota de animais de corte. Em
estudo realizado por Wilharm e colaboradores (2017), os pesquisadores foram
capazes de isolar cepas de A. baumannii provenientes de amostras retais e
traqueais de galinhas, gansos e cegonhas-brancas. Juntamente a isso, foram
descobertas relacdes entre os isolados do estudo e outras estirpes
multirresistentes de diversas fontes ao redor do mundo, sugerindo que a espécie

pode ser disseminada para animais de produgao.

Uma via de contaminagao estudada por alguns autores se d4 por meio da
venda de carnes contendo Acinetobacter spp. (ASKARI et al., 2019; HAN et al.,
2020), o que pode indicar ma preparacao, problemas de manejo ou mesmo a
contaminagdo prévia do alimento. Em um estudo realizado no Peru, foram
obtidos isolados de trés espécies de Acinetobacter spp. em amostras de carnes
bovinas cruas, com predominancia de A. pitti (MARI-ALMIRALL et al., 2019). Em
outro estudo, realizado no Libano (RAFEI et al., 2015), os autores também

detectaram A. baumannii e A. pitti em amostras de carne.

Além da presenca de Acinetobacter spp. em carnes, os produtos lacteos
constituem outra fonte de relevancia para o cendrio internacional. Em uma
pesquisa realizada com amostras de leite de cabra cru coletados na cidade do Rio
de Janeiro, foi possivel evidenciar a presenca de Acinetobacter spp. (RAMOS &
NASCIMENTO, 2019). Além disso, 80% dos isolados apresentou resisténcia a
antibioticos carbapenémicos e 100% se mostraram produtores de beta-lactamases
de espectro estendido. Em pesquisa realizada no Egito por Saad e colaboradores
(2017), foi possivel encontrar estirpes de A. baumannii, A. haemolyticus, A.
calcoaceticus e A. junii em amostras de leite cru, de nata e de queijos tipo Domiati

e Kareish.




capazes de se manter viaveis por dois anos em férmulas infantis desidra
se recuperaram eficientemente apds a reconstituicdo, apesar do longo periodov
armazenamento. A resisténcia ao dessecamento apresentada por essas estirpes
pode representar um risco a satde de recém-nascidos. O mesmo fato ja foi
observado em leite em p6, como relatado por Cho e colaboradores (2018) em um
artigo que evidenciou a presenca de A. baumannii neste alimento, com o

agravante de que alguns dos isolados detectados eram MDR.

Em 2015, um estudo realizado por Aratjo e colaboradores apontou que
estirpes de Acinetobacter spp. resistentes a antibidticos foram identificadas
amostras de férmulas lacteas infantis em um lactario no estado do Rio de Janeiro.
Os autores também detectaram a contaminagao dos utensilios utilizados para a

reconstituicdo das férmulas lacteas.

3.4. O papel de Acinetobacter spp. como possiveis patdogenos

associados a alimentos

Alguns artigos publicados por grupos no Brasil, na China, no Ira, no Peru,
em Portugal, na Republica Tcheca e no Egito, discutem o papel de Acinetobacter

como possiveis patdgenos associados a alimentos (Figura 3.2).

Poucos trabalhos, entretanto, destacam essa evidéncia (Tabela 3.1),
relacionando os isolados de Acinetobacter com a colonizacdo do sistema
gastrointestinal e, consequentemente, com uma possivel doenca de origem
alimentar. Isto se deve, provavelmente, porque, até o momento, estas bactérias
nao sao consideradas patogenos alimentares cldssicos e acabam sendo
subestimadas. Outro motivo é o fato de que a infeccdo pode se iniciar no trato

gastrintestinal e evoluir, posteriormente, para bacteremia ou sepse, quando
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somente entdo é detectada, como ja relatado'
2010; YE et al., 2019).

Amorim & Nascimento, 2017

Malta et al., 2020

Ramos & Nascimento, 2019

Berlau et al., 1999

Gholam-Mostafaeiet al., 2017
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Figura 3.2. Estudos realizados em diversos paises sobre o possivel papel de
Acinetobacter spp. como possiveis patégenos alimentares.
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Tabela 3.1. Artigos destacando evidéncias de coloniza
isolados de Acinetobacter spp.

Espécie

] Relato Referéncias
envolvida

Relacionada a inducédo de Estados Rathinavelu et al75
A. lwoffii
gastrite. Unidos 2003
Responsavel por causar diarreia
‘ Grotiuz et al.,
A. haemolyticus sanguinolenta em bebés Uruguai
2006
menores de um ano de idade.
Isolados de fezes de criancas
. menores de cinco anos com
A. baumannii Polanco & Manzi,
diarreia aguda. Apresentaram  Venezuela
A. calcoaceticus . . 2008
atividade toxica em culturas de
células
Responsével por causar
oo Estados Regalado et al.,
A. lwoffii tr terite adquirid
gastroenterite adquirida na Unidos 2009
comunidade
. Colonizacéao do trato
A. baumannii Estados
gastrintestinal de pacientes e Thom et al., 2010
Unidos
posterior quadro de bacteremia
Associada a diarreia
Silva & Lipinski,
A. haemolyticus sanguinolenta e sindrome Brasil
2014
hemolitico-urémica
A baimannii Associada a gastrineteirte aguda
em paciente e posterior caso de China Ye et al., 2019

sepse

A escassez de relatos sobre infeccdo de origem alimentar causada por
Acinetobacter spp. e a consequente falta de dados epidemioldgicos, deve-se,

provavelmente, a dificuldade de isolamento e identificacdo correta desse
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patégeno em razdo da falta de métodos padro=
por Amorim & Nascimento (2017).
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4.1. Aspectos Gerais

A. baumannii, a espécie mais estudada do género Acinetobacter,
um importante grupo denominado ESKAPE, que é um acrénimo utilizado
representar o grupo de patégenos reconhecidos como os principais causadores
de infeccbes relacionadas a assisténcia a satude: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacter (Figura 4.1). A maioria desses patégenos sao

multirresistentes, tornando seu controle e erradicacdo um grande desafio (WHO,

2014; SANTAJIT & INDRAWATTANA, 2016; BATHIA et al., 2021).

nterococcus faecium
taphylococcus aureus
lebsiella pneumoniae
cinetobacter baumannii

seudomonas aeruginosa

nterobacter spp.

Figura 4.1 Acronimo que compreende os nomes cientificos de seis patogenos bacterianos
altamente virulentos e resistentes a antibioticos.

Como pode ser observado, a espécie A. baumannii faz parte desse grupo e
inimeros trabalhos descrevem a presenca de isolados de Acinetobacter spp.
resistentes a  antibiéticos em  ambientes hospitalares, podendo,
consequentemente, levar pacientes internados a desenvolver intimeras
complicagdes, tais como problemas respiratdrios, infeccdes no trato urindrio e
meningite (MOUBARECK & HALAT, 2020). Recentemente, a deteccdo de
estirpes resistentes em alimentos tem ganhado destaque na literatura, como sera

apresentado a seguir, envolvendo, na maioria das vezes, a espécie A. baumannii.
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4.2. Acinetobacter spp. resistentes a antibi

Os mecanismos de resisténcia antimicrobiana em Acinetobacter
ser divididos em trés grupos principais: regulacdo do transporte do antibi
através das membranas bacterianas, alteracdo do sitio-alvo do antibidtico e

modificagdes enzimaticas do antibiético (Figura 4.2).

Antibiético
& e
i a @
@

N\ .Bomba de efluxo Alteracdo no sitio-alvo dos
»
-y

\ antibioticos

. ) Sitio- .Antibiﬁtim
ﬁ'-
'\':_ ol
Enzi N
F 4 h .
_a,-'f h V |

r
/
f Degradacido ou modificacido

. dos antibioticos

Antibidtico

Figura 0.2. Representacdo dos principais mecanismos de resisténcia a antibiéticos em
Acinetobacter spp.

No primeiro caso, a resisténcia pode ser alcancada através da reducdo da
permeabilidade da membrana plasmética ou do aumento do efluxo do
antibidtico evitando, assim, o acesso ao alvo. Geralmente, ha a participacdo de
uma bomba de efluxo. No segundo mecanismo de resisténcia, as bactérias podem

proteger o sitio-alvo do antibiético por meio de mutagdo genética ou por meio de
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alguma modificagdo pds-tradugdo, impedindo o
Por dltimo, o terceiro mecanismo é constituido da inativa

meio de hidrélise ou de modifica¢des (KYRIAKIDIS et al., 2021).

Segundo alguns autores, uma das armas mais importantes no ars
Acinetobacter é sua grande plasticidade genética, o que facilita as mutagdes ev
rearranjos genéticos rapidos, além de permitir a integracdo de genes carreados
por elementos genéticos moveis, tais como palsmideos e transposons
(MOUBARECK & HALAT, 2020; VRANCIANU et al., 2020; KYRIAKIDIS et al.,

2021).

Em um estudo realizado no Brasil com amostras de férmulas lacteas infantis
(ARAUJO et al., 2015), foram caracterizadas 17 estirpes do complexo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus (complexo ABC) sendo 14 destas resistentes a multiplas
classes de antibiéticos (MDR). J& outro estudo realizado na regidao do Porto, em
Portugal, foi capaz de identificar, por sequenciamento genético em produtos
carneos, 166 isolados de Acinetobacter spp., onde 51,2% se mostraram
multirresistentes a antibidticos e 9,6% extensivamente resistentes a antibiéticos

(CARVALHEIRA et al., 2021).

Algumas estirpes de Acinetobacter spp. multirresistentes vém se tornando
motivo de atencdo por apresentarem producao de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL - “extended-spectrum beta-lactamase”), enzimas estas que
promovem a resisténcia aos antibidticos beta-lactdmicos e monobactidmicos,
usados geralmente para tratar infeccdes causadas por outros grupos bacterianos,

como por exemplo, Pseudomonas (KAUR & SINGH, 2018).

Assim como com estirpes de Acinetobacter spp. carreando genes
relacionados a producao de ESBL, também existe uma extrema preocupacao a
respeito de estirpes resistentes aos carbapenémicos (CRA - “carbapenem-
resistant Acinetobacter”). A presenca de CRA ja foi relatada na América do Norte,
por Cai e colaboradores (2017), onde 22% dos pacientes que possuiam alguma
bactéria resistente a carbapenem estavam contaminados com A. baumannii, e a

presenca de CRA, bem como os outros isolados encontrados, resultou em maior
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tem sido comumente relatada em diferentes regides do mundo, cG
diferentes paises da América Latina (LABARCA et al., 2016) e das regides sﬂv
sudeste da Asia (HSU et al., 2017), indicando que a problematica dos CRA nao é
um problema localizado, mas disperso por paises em praticamente todos os

continentes.

Embora mais raro, CRA podem ser encontrados em animais utilizados para
fins alimenticios. Em 2016, Brahmi e colaboradores fizeram o primeiro relato da
presenca de CRA em peixes selvagens pescados no Mar Mediterraneo, na costa
da Argélia. Os autores sugerem que a contaminacdo dos peixes deva ter sido

causada por esgoto humano.

Isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos também ja foram
isolados de fezes de vacas leiteiras (HRENOVIC et al., 2019) e de suinos de corte
(WEBB et al., 2016), sugerindo que estdo bactérias possam colonizar o trato
gastrointestinal desses animais e, possivelmente, contaminar os alimentos

derivados desses animais.

Em ambiente hospitalar, outro caso relevante de resisténcia foi evidenciado
por Qureshi e colaboradores (2015), que descreveram isolados de A. baumannii
com resisténcia a colistina, antibiético potente utilizado para tratar bactérias
resistentes. Na pesquisa, foi relatado que vinte pacientes eram portadores de
isolados de A. baumannii resistentes a colistina, e que, em todos esses casos, 0s
pacientes haviam sido anteriormente tratados com esse medicamento para
combater infecgdes por A. baumannii. Estudos clinicos relatam que a taxa de
mortalidade é maior em pacientes portadores dessas estirpes resistentes a

colistina (BALKHAIR et al., 2019).

N

Surpreendentemente, Acinefobacter spp. resistentes a colistina ja foram
identificados em produtos de origem animal (peru congelado) importados do

Brasil (BITAR et al., 2019), gerando um alerta acerca desse assunto. De acordo
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com os autores, o consumo desses alimentos pode
A. baumannii resistentes a colistina, carreando o gene mcr

e no restante da Europa.

O uso crescente e indiscriminado de antibi6ticos na criacao de ani

corte, primariamente para reducdo do impacto de doencas, mas também para-

aumento do peso das carcagas, pode ser um fator que influencia
significativamente a multirresisténcia a antibiéticos em bactérias comensais
desses animais (HOSAIN et al., 2021). Uma anélise de dados realizada por Tang
e colaboradores (2017) indicou que existe, de fato, uma correlacao entre o
consumo de antibioticos por animais de produgdo e a presenca de bactérias MDR
em sua microbiota. Da mesma forma, Economou e Gousia (2015) sugerem que
deva haver um uso mais cauteloso de antibiéticos na alimentacdo do gado, pois
apesar da magnitude da importancia ser motivo de debate, existem indicios que
apontam uma conexao entre a presenca de bactérias MDR e o uso indiscriminado

de antibidticos.

Vale ressaltar que a ameacga de bactérias MDR ndo consiste apenas na
dificuldade de tratamento de pacientes, mas também no risco de transferéncia
génica da resisténcia a outras bactérias, como observado no estudo de Maeusli e
colaboradores (2020). Nesta pesquisa, foi verificado que o co-cultivo de estirpes
de Acinetobacter baylyi e Escherichia coli em alface possibilitou a transferéncia de
genes de resisténcia de A. baylyi para E. coli que, por sua vez, foi capaz de
colonizar o intestino de um rato, além de promover a transferéncia in vivo de

genes de resisténcia para Klebsiella pneumoniae.

Mais recentemente, um estudo realizado por Cha e colaboradores (2021),
identificou estirpes de Acinetobacter resistentes a antibidticos em amostras de
carne bovina, suina, frango, pato e frutos do mar. O estudo aponta para a
importancia do controle de estirpes de Acinetobacter sp MDR em alimentos para
que a transmissao horizontal de genes de resisténcia entre bactérias seja evitada

e, alerta que a incidéncia de micro-organismos resistentes a antibiéticos em
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alimentos pode dificultar o tratamento c‘
terapéuticas para o tratamento de infecgdes.
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5.1. Tolerdncia a sanitizantes e producao deibiofilme

Um dos meios de disseminacao de isolados de Acinetobac
alimentos prontos para consumo pode estar associado ao manuseio incorreto
mercadorias no processo de transporte ou de comercializagdo. No entanto, outra
forma de disseminacdo pode ocorrer pelo contato direto no interior das plantas
de processamento de alimentos. Moretrg e Langsrud (2017) ja descreveram a
presenca de isolados de Acinetobacter spp. em plantas de processamento de
alimentos, ambientes estes onde hd a presenca de matéria organica, que
notadamente desfavorece a eficdcia de diversos sanitizantes amplamente

utilizados na indtstria de alimentos (KAWAMURA-SATO et al., 2008).

Nesses ambientes, estirpes de Acinetobacter spp. podem contaminar os
alimentos que entram em contato com as superficies dos equipamentos da planta
de processamento, além de poder contribuir para a sobrevivéncia de outras
espécies bacterianas, seja formando co-agregacao com estas (MORETR@ et al.,
2015), ou mesmo colaborando com a colonizacdo dos ambientes de
processamento por outros géneros de similar ou maior potencial patogénico ou

deteriorante em alimentos (HABIMANA et al., 2010).

A producao de biofilme por essas estirpes de Acinetobacter spp. € um fator
essencial para essa colonizacdo. Vale ressaltar, ainda, que alguns trabalhos
relatam a tolerdncia de isolados de Acinetobacter spp. a altas concentragdes de
quaternarios de amonia (BABAEI et al., 2015) e de hipoclorito de sédio (LIU et al.,
2014; KAMPF, 2018; KOHLER et al., 2018), muito superiores aquelas
recomendadas pelo FDA para a sanitizacdo de equipamentos e de utensilios
usados no processamento de alimentos e em outras superficies de contato com

alimentos de consumo humano (FDA, 2019).

No estudo realizado por Campos e colaboradores (2021), os autores
expuseram culturas de Acinetobacter spp. isolados de matrizes alimentares (carne
de pato, alface, pera e maca) a diferentes condicdes de estresse quimico,

utilizando vinagre e hipoclorito de s6dio para isto. No que se refere aos
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tratamentos quimicos, os autores evidenciaram
as cepas isoladas no estudo, em contraste com os resulta
trabalhos citados anteriormente. Estes resultados denotam que
tratamentos quimicos contra estirpes de Acinetobacter spp. ndo esta dir
relacionada a espécie ou origem da estirpe, pois cada micro-organismo pw
reagir de forma diferente ao estresse imputado (LIU et al., 2014; KAMPF, 2018;

KOHLER et al., 2018).

Biofilmes bacterianos, por definicdo, sdo comunidades bacterianas
envolvidas por uma matriz de substancias poliméricas, autoproduzida, que pode
ser formada espontaneamente em qualquer superficie bidtica ou abiética (EZE et
al., 2018). Esses biofilmes podem gerar um impacto negativo em diversos
aspectos, representando um prejuizo significativo de nivel mundial para as
indastrias, evidenciado pela contaminagdo de produtos, danos a estrutura de
equipamentos através de biocorrosao, perdas de pressao em decorréncia de
atritos e por diversos outros problemas (WALKER et al., 2000). A producao de
biofilme por Acinetobacter spp. isolados de alimentos e de dgua potével ja foi
descrita em alguns trabalhos na literatura (AMORIM & NASCIMENTO, 2017;
RAMOS & NASCIMENTO, 2019; OLEIWI et al., 2020).

Faz-se necessario, portanto, um maior controle dos ambientes produtores
ou que manipulam alimentos para certificar se os métodos utilizados para
higienizacdo de ambientes, equipamentos e utensilios utilizados no
processamento de alimentos sdo suficientes para garantir a eliminagdo desses

micro-organismos.
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6.1. Aspectos gerais

Bactérias que, além da patogenicidade caracteristica de su
possuem genes de resisténcia a antibiéticos, demandam grande preocupaca
relacdo a sadde de publica. Diversas rotas podem ser apontadas como
mecanismo para a aquisicdo desses genes, que pode acontecer de forma

horizontal ou vertical.

No primeiro caso, acontece a transferéncia de genes de resisténcia entre
espécies através de seus elementos genéticos moéveis como plasmideos,
transpésons, sequéncias de insercdo, etc. Desta forma, a transferéncia de genes
acontece de forma rapida. Ja na transferéncia vertical, a resisténcia a antibi6ticos
é gerada na fase evolutiva a partir de mutacdes genéticas em plasmideos ou no

cromossomo da célula bacteriana (HASHEMPOUR-BALTORK et al., 2019).

A cadeia de produgdo e distribuigdo de alimentos pode servir como
potencial forma de propagacdo global de genes de resisténcia a antibiéticos entre
bactérias. As fazendas produtoras de alimentos de origem animal, por exemplo,
sdo ambientes em que, assim como nos hospitais, permitem a coexisténcia de
uma infinidade de micro-organismos e diferentes antibiéticos sao utilizados para
controle dos mesmos. Sdo, portanto, locais propicios para a propagacao
horizontal de genes de resisténcia em bactérias e o surgimento de estirpes com
novas caracteristicas. Seguindo o mesmo fluxo, fatores como o aumento
populacional, as viagens internacionais e o comércio, entre outros, sao
importantes para potencializar ainda mais este fato (ACAR & MOULIN, 2006;
HOLMES et al., 2016).

Como pode ser observado no Capitulo 3, inimeros estudos ao longo dos
altimos anos tém apontado a incidéncia de estirpes de Acinetobacter spp.
resistentes a multiplos antibi6ticos em alimentos. Diversas estratégias podem ser
utilizadas para minimizar ou evitar a disseminagdo dessas bactérias através dos

alimentos e algumas delas estao apresentadas a seguir (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Estratégias que podem ser utilizadas para o controle de Acinetobacter spp.
em alimentos.

6.2. Boas praticas de fabricacao e boas praticas agricolas

De acordo com a FAO (2007), os principios de biosseguranca visam
constituir ferramentas para garantir a vida e a seguranca de pessoas, animais,
plantas e a protecdo do ambiente. Desta forma, atuar diretamente na cadeia
produtiva de alimentos é uma das maneiras buscadas para diminuir ou controlar

a incidéncia de Acinetobacter spp. (MALTA et al., 2020).

A produgao de alimentos seguindo as normas de boas préticas agricolas e
de fabricagdo, tais como as ferramentas envolvidas nesses processos (como por
exemplo, a analise de perigos e pontos criticos de controle), tem impactos
significativos na reducdo de bactérias resistentes a antibidticos, bem como sua

transmissao para o consumidor final (HASHEMPOUR-BALTORK et al., 2019).

No estudo realizado por Aratjo e colaboradores (2015) ficou evidenciado
que acoes de higienizacdo correta de utensilios utilizados nas preparacdes das

férmulas lacteas infantis analisadas, poderiam ter evitado a contaminagdo do
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produto por estirpes de Acinetobacter spp. re

antibioéticos. =

Osterberg e colaboradores (2016) avaliaram a incidéncia de
coli resistentes a antibidticos em plantas de producdo suina convenc
organica em quatro diferentes paises europeus. Os autores constataram que N
todos os paises observados, a resisténcia a antibiéticos das bactérias isoladas em
plantas de produgdo organica era significativamente menor que as isoladas em
plantas convencionais. Os resultados sugerem que estudos relacionados a
reducdo da necessidade de uso de antibiéticos, compreendendo também a satde
e bem-estar animal, sdo ferramentas importantes para que se mitigue

efetivamente a resisténcia de micro-organismos a antibiéticos.
6.3. Bacteriocinas

Peptideos produzidos por algumas bactérias tém capacidade de inibir ou
inativar estirpes de outras bactérias patogénicas e ndo patogénicas. As chamadas

bacteriocinas tém uso promissor em aplicagdes a nivel industrial.

Bacteriocinas sao proteinas ou pequenos peptideos, sintetizados via
ribossomos, produzidos por bactérias e que possuem acdo inibitéria contra
outras bactérias. Essas substancias apresentam diferentes potenciais de aplicagao,
seja para a industria de alimentos ou para o tratamento de infec¢des bacterianas
em humanos, animais e plantas (CHIKINDAS et al., 2018; NEGASHI & TSEHAI,
2020; O° CONNOR et al., 2020).

Um exemplo para a aplicacdo dessas substdncias em alimentos estd
relacionado a tendéncia crescente nos ultimos anos de consumo de alimentos
com substancias antimicrobianas naturais em substituicdo aos antibidticos e
agentes quimicos comumente usados. Para isto, filmes e embalagens

antimicrobianas produzidos com bacteriocinas tém sido desenvolvidos (DABA

& ELKHATEEB, 2020).
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Além do uso de bacteriocinas em embal3
outras aplicagdes podem ser encontradas. No estidgde=NMbandiwsa
colaboradores (2020), os autores descrevem a aplicacdo de bactes

producdes citando o uso da nisina como forma de controlar o cresci

bactérias Gram-positivas. Além disso, os autores destacam a produgéov

bacteriocinas por culturas iniciadoras (starter) promovendo o desenvolvimento
seletivo de bactérias em produtos fermentados (fato que contribui diretamente

com a qualidade desses produtos), e como aditivos em alimentos.

No estudo realizado por Conceicdo e colaboradores (2018), uma
substancia antimicrobiana (SAM) do tipo bacteriocina produzida por uma estirpe
do complexo A. baumannii/ calcoaceticus teve sua atividade testada contra estirpes
de Acinetobacter spp. e outros micro-organismos patogénicos associados a
alimentos. Os resultados apontaram que a SAM produzida pelo isolado JE6 foi
eficiente contra diversas estirpes de Acinetobacter spp. resistentes a multiplos
antibioticos, oriundas de férmulas lacteas infantis e de utensilios utilizados
nessas preparagdes provenientes de um lactario no Rio de Janeiro. Patégenos
alimentares de outros géneros, como Salmonella enterica sorotipo Typhi, Shigella
dysenteriae e Bacillus cereus, também foram inibidos pela SAM produzida pela
estirpe JE6, sugerindo que estas substancias podem ter potencial de aplicacdo em
alimentos de forma a inativar ou inibir o crescimento de Acinetobacter spp. e

outros micro-organismos indesejaveis.

6.4. Oleos Essenciais

Extraidos de partes vegetais como folhas, flores, caules, sementes, frutas,
raizes e outros, os 6leos essenciais sdo liquidos oleosos aromaticos amplamente
utilizados no mercado de aromas e fragrancias. Por conta da capacidade de
inibicao e inativacao de micro-organismos, o uso desses produtos na conservagao
de alimentos tem sido estudado como potencial substituto a agentes quimicos

aplicados durante o processamento de alimentos. Estudos apontam para a
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eficiéncia dos Oleos essenciais na inativaciao de
como Escherichia coli e Listeria monocytogenes (BURT, 20043

MOGHIMI et al., 2016).

Em um estudo realizado por Knezevic e colaboradores (2

efetividade do uso do 6leo essencial de Eucalyptus camaldulensis em conjunto CN

antibidticos convencionais contra cepas de A. baumannii resistentes a antibiéticos
foi verificada. O trabalho, voltado para a area médica, elucidou a atividade
antimicrobiana, pelo menos de forma parcial, do 6leo essencial de E. camaldulensis
contra as cepas de A. baumannii MDR isolados de feridas. Os resultados sugerem
que o uso desse 6leo essencial combinado com outros agentes antimicrobianos
poderia levar ao desenvolvimento de uma nova forma de tratamento deste tipo

de infeccdo como alternativa as formas convencionais.

Alves e colaboradores (2016) descrevem o uso de linalool, composto
majoritario no 6leo essencial de Coriandrum sativum, contra A.baumannii. No
estudo, ficou evidenciada a rapida atividade antimicrobiana do linalool, bem
como seus efeitos, mesmo em pequenas concentragdes, no controle da formacao
de biofilmes superficies abidticas. O estudo mostra que o linalool é um composto
promissor para o desenvolvimento de novos sanitizantes, evidenciando que

compostos naturais podem ser uma boa fonte de agentes antimicrobianos.

De forma similar, no estudo realizado por Kaskatepe e colaboradores
(2016), foi verificada a atividade antimicrobiana do 6leo de canela contra estirpes
de A. baumannii e Pseudomonas aeruginosa resistentes a antibidticos
carbapenémicos. Os experimentos evidenciaram que o O6leo em questao
apresentou atividade antimicrobiana satisfatéria contra esses micro-organismos.
Os autores apontam a utilizacdo do 6leo de canela como promissora na
potencializacdo do espectro de atuacdo dos sanitizantes ja conhecidos e/ou no

desenvolvimento de novos produtos.
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6.5. Bacteriéfagos

Bacteri6fagos, também chamados de fagos, sdo virus, classi
FDA como “geralmente reconhecidos como seguros” (GRAS - generally recog
as safe), inofensivos aos animais e seres humanos, e que possuem especificidade
na acdo contra determinadas bactérias. Por conta de suas caracteristicas, os
bacteriéfagos sao considerados ferramentas valiosas no controle e deteccao de
patégenos em diversas etapas do processo produtivo de alimentos. As aplicagdes
dos bacteriéfagos na producdo de alimentos sdo apresentadas de forma
ilustrativa na Figura 6.2, e vao desde a pré-colheita até a biopreservagdo de

alimentos nos pontos de venda (ENDERSEN et al., 2020).

CAMPO #MESA

Terapia com fagos Bio controle Bio sanitizagio Bio conservagao
4 Ere w 5
LO | R @
,..-’ SRy
Controle de Controle de
patégenos patogenos Indistria Consumidores
pre-colheita pos-colheita

Figura 6.2. Aplicacao de bacteriéfagos na cadeia de producao de alimentos (Fonte:
Adaptado de ENDERSEN et al., 2020).

Parasion e colaboradores (2014), apontam em seu estudo que
bacteriéfagos podem ser eficazes no controle de crescimento e desenvolvimento

de micro-organismos mesmo na parte interna biofilmes devido sua capacidade
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de despolimerizacao dessas estruturas poliméric

os fagos tém potencial utilizacdo em tecnologias para a e

Como exemplo de aplicagdo de bacteriéfagos no controle
Acinetobacter spp., Ran e colaboradores (2021) validaram em seu estudo os
provocados pela utilizacdo de fotossensibilizadores em conjunto CN
bacteriofagos em estirpes de A. baumannii MDR e seus biofilmes. Os autores
verificaram que o tempo de tratamento de infecgdes com a aplicacdo da técnica
utilizando bacteriéfagos ¢ menor em comparacdo ao uso de antibiéticos como
ampicilina e polimixina B e relatam que houve atuacado inclusive nos biofilmes

formados pelo micro-organismo em questao.
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e
Conclusoes@

O género Acinetobacter possui numerosas espécies, sendo muita

patogeénicas, que podem gerar complicagdes sérias a satude do individuo, se-

tornando objeto de grande preocupacdo ndo somente as entidades médicas
independentes, mas também aos 6rgdos de satde dos paises, principalmente
devido a sua capacidade de adquirir resisténcia a antibiéticos, que vem crescendo

nos ultimos anos.

Outro aspecto que merece destaque e tem sido objeto de estudo
recentemente por parte da comunidade cientifica é o fato de que estas espécies
ndo estdo presentes exclusivamente em hospitais, podendo também ser
encontradas em alimentos, sejam eles in natura ou até mesmo alimentos que ja
tenham passado por algum grau de processamento. Vale ressaltar que além da
presenca de Acinetobacter spp. em alimentos, muitas dessas bactérias sao
resistentes a antibiéticos e pesquisas apontam que pode haver disseminagao
dessa resisténcia entre outras bactérias. Apesar de potenciais beneficios que
algumas espécies podem gerar, é evidente que as pesquisas se voltam para o

aspecto patogénico, de maior urgéncia.

2

E necessario, entdo, que haja continuidade nos estudos relacionados a
Acinetobacter spp., a fim de que possa ser notificada, com maior eficicia, a
presenca de estirpes resistentes e MDR em alimentos, localizando os desvios no
processo produtivo que levaram a essa contaminacdo e, consequentemente,
encontrando uma alternativa vidvel para reduzir ao maximo a sua presenca em

alimentos.
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