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RESUMO

Nos ultimos anos, isolados do género Acinetobacter tém sido registrados em
diferentes tipos de habitats, em alimentos, agua, solo e ambientes hospitalares ao
redor do mundo. Este género abrange cerca de 76 espécies registradas e o mesmo
tornou-se um alerta vermelho para os pesquisadores, devido a sua multirresisténcia a
antibidticos e mecanismos de sobrevivéncia, tornando-o assim um problema de saude
publica. Estudos mostram que mecanismos de sobrevivéncia de Acinetobacter como
a produgao de enzimas lipoliticas, biofiime e fendtipo MDR, sdo responsaveis pela
modificagdo sensorial de alimentos e veiculagdo de novas cepas resistentes a
sanitizantes, desinfetantes e antibidticos. Contudo, ndo ha estudos que avaliam a
tolerancia de Acinetobacter ao sistema gastrointestinal (SGI). Neste trabalho, 16
isolados de Acinetobacter spp. foram caracterizados quanto a produg¢do de enzima
lipoliticas, biofilme e expressao do fenétipo MDR. Todos os isolados foram produtores
de enzimas lipoliticas, dois (12,5%) foram produtores de biofiime e todos
apresentaram fendétipo MDR. Para a avaliacdo da tolerancia ao SGI, foi realizada a
avaliacdo do comportamento dos isolados de Acinetobacter spp. a partir da exposicao
ao suco gastrico e fluido intestinal simulados, simulando o processo de digestdo. Apos
essa exposicao, os isolados de Acinetobacter spp. foram capazes de permanecer
viaveis, apresentando uma taxa de sobrevivéncia variando de 51,9 a 95,6% em
relagédo ao indculo inicial. Este € o primeiro trabalho a avaliar a tolerancia desse género
ao SGI, onde conclui-se que os mesmos apresentam comportamento semelhante a
outros patdgenos alimentares tradicionais, mesmo sob exposi¢céo ao pH 2,0, a a¢des
enzimaticas e a sais biliares. Em resumo, Acinetobacter spp. isolados de alimentos
apresentam alta tolerancia as condi¢des gastrointestinais simuladas e a capacidade
de sobrevivéncia ao sistema gastrointestinal € de suma importadncia para a
colonizagdo intestinal e desencadear outras patologias intestinais. Novos
experimentos sdo necessarios para investigar a interacdo desses e de outros isolados
com diferentes tipos de alimentos e sua capacidade de competir com a microbiota

intestinal podem corroborar com os resultados obtidos neste estudo.



ABSTRACT

In recent years, isolates of the Acinetobacter genus have been recorded in
different types of habitats, such as food, water, soil, and hospital environments around
the world. This genus encompasses around 76 registered species and has become a
red alert for researchers due to its multi-resistance to antibiotics and survival
mechanisms, thus making it a public health problem. Studies show that Acinetobacter
survival mechanisms, such as the production of lipolytic enzymes, biofilm, and MDR
phenotype, are responsible for the sensorial alteration of foods and the dissemination
of new strains resistant to sanitizers, disinfectants, and antibiotics. However, no studies
evaluate the tolerance of Acinetobacter to the gastrointestinal system (GIS). In this
work, 16 isolates of Acinetobacter spp. were characterized by the production of lipolytic
enzymes, biofilm, and expression of the MDR phenotype. All isolates were lipolytic
enzyme producers, two (12.5%) were biofilm producers, and all had an MDR
phenotype. To assess tolerance to SGI, the behavior of Acinetobacter
spp. isolates was evaluated by exposure to simulated gastric juice and intestinal fluid,
simulating the digestion process. After this exposure, isolates of Acinetobacter
spp. were able to remain viable, presenting a survival rate ranging from 51.9 to 95.6%
about the initial inoculum. This is the first work to evaluate the tolerance of this genus
to GIS, which concludes that they present similar behavior to other traditional food
pathogens, even under exposure to pH 2.0, enzymatic actions, and bile salts. In
summary, Acinetobacter spp. Food isolates show high tolerance to simulated
gastrointestinal conditions, and the survivability of the gastrointestinal system is of
paramount importance for intestinal colonization and triggering other intestinal
pathologies. New experiments are needed to investigate the interaction of these and
other isolates with different types of food, and their ability to compete with the intestinal

microbiota can corroborate the results obtained in this study.
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1. INTRODUGCAO

Acinetobacter € um patégeno que estda comumente associado a infecgdes
hospitalares. Sua patogenicidade e resisténcia a antibiéticos foi observada pela comunidade
cientifica, o que o levou a ser inserido no Relatério de Ameacas de Resisténcia a Antibidticos
de 2019, do Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC - Center for Disease Control
and Prevention) (CDC, 2019).

Alguns estudos tém descrito que muitos patdégenos oportunistas tém sido associados
a alimentos de origem animal e vegetal, incluindo o género Acinetobacter (CARVALHEIRA,
SILVA & TEIXEIRA, 2021; MALTA, RAMOS & NASCIMENTO, 2020). O consumo de
alimentos crus, como frutas e legumes, contendo isolados desses patdgenos, aumenta os
riscos de veiculagdo para outros ambientes, promovendo resisténcia a antibidticos, sepses
em unidades hospitalares e aumento na taxa de mortalidade (DAHIRU & ENABULELE, 2015;
AL-ATROUNI et al., 2016; CARVALHEIRA et al., 2017; FAROUK et al., 2020; ABABNEH et
al., 2022).

Sabe-se que muitos patdégenos chegam ao corpo humano por vias alimentares, em
busca de estabelecer uma relagdo ecoldgica negativa (parasitismo). O sistema
gastrointestinal é o local com maior probabilidade de contaminagao por patégenos alimentares
e, por isso, possui uma gama de estratégias a fim de eliminar essas ameacgas ou diminuir sua
viruléncia (SALVO ROMERO et al., 2015).

A alteragdo de pH em todo o sistema gastrointestinal, a presenca de enzimas e
secrecdes biliares, gastricas, pancreaticas e entéricas, agem degradando de forma
inespecifica a parede celular do antigeno invasor, além da presenca de bactérias que
compdéem a microbiota intestinal, que estabelecem uma relacdo ecoldgica negativa por
competicao, interferindo no tamanho da populagdo invasora. Essas e outras estratégias
podem servir como componente protetivo contra patégenos alimentares, incluindo
Acinetobacter spp. (BERTHOULD-PLUTA et al., 2015; SALVO ROMERO et al., 2015).

Diante do exposto, ha a necessidade da investigacao da possibilidade de que os
alimentos sejam, portanto, reais vetores de transmissao de Acinetobacter spp. para o sistema
gastrointestinal humano (CARVALHEIRA et al., 2017; AMORIM & NASCIMENTO, 2017;
MALTA et al., 2020). Torna-se, portanto, de suma importancia o entendimento sobre como
estes micro-organismos se comportam quando sdo ingeridos a partir de um alimento
contaminado e se podem ser caracterizados como potenciais causadores de doencgas de

transmissao hidrica e alimentar (DTHA).



2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1. Acinetobacter

O género Acinetobacter é caracterizado por bactérias Gram-negativas, com formato
de cocobacilos (Figura 1), ndo fermentadores, oxidase-negativas, nao formadoras de esporos
e, geralmente, produtoras de biofilmes. Sao classificados como patégenos oportunistas,
porém, em alguns casos, apresentam alta patogenicidade. Apresentam resisténcia a
estresses ambientais, como alteragdes de temperaturas e exposigao por longos periodos a
superficies secas (MALTA et al., 2020).

~
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Figura 1: Microscopia eletrénica de varredura (A) e microscopia 6ptica (B) de

Acinetobacter spp. Fonte: PHIL (Public Health Images Library, CDC).

Este género apresenta 76 espécies identificadas até o momento, sendo as mais
comuns: Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter Iwoffii,
Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter junii, Acinetobacter
nosocomialis, Acinetobacter pittii, Acinetobacter schindleri e Acinetobacter ursingii (MALTA et
al., 2020; LPSN, 2023). Muitos relatos de infecgbes hospitalares sao oriundos da
contaminagado por este género. Um dos principais fatores que torna Acinetobacter um

patdgeno de extrema relevancia é sua capacidade de tornar-se multirresistente a antibiéticos.



A espécie A. baumannii foi, inclusive, inserida no Relatério de Ameacas de Resisténcia a
Antibidticos de 2019, do Centro para Controle e Prevengao de Doengas (CDC, 2019), devido
as suas estratégias para desvencilhar-se das barreiras e defesas imunolégicas do organismo
humano e pelo aumento na taxa de infec¢ao hospitalar e de mortalidade.

Acinetobacter pode ser encontrado no meio ambiente (solo, agua, vegetais,
alimentos e etc.) e em espagos hospitalares (VANEGA et al., 2014). No ambito hospitalar, é
responsavel por infecgdes nosocomiais (infecgdes adquiridas em unidades hospitalares),
como meningite, sepse (infeccao generalizada dos érgaos pelo patégeno), infecgbes de
feridas cirurgicas, infeccbes respiratérias como pneumonia e bronquite, originarias de
contaminagao por ventilagdo mecanica, e infecgado do trato urinario, por cateteres, sondas ou
pela equipe de saude (CATAO, et al., 2017). A infeccéo intestinal por Acinetobacter é menos
comum quando comparada as infecgdes nosocomiais, mas pode ocorrer concomitantemente,
apresentando sintomas como dores abdominais, nauseas, vémitos, diarreia aquosa ou
sanguinolenta. (GROTIUZ, et al., 2006; POLANCO & MANZI et al., 2008)

A atencdo voltada para género Acinetobacter deve-se, principalmente, aos seus
mecanismos de resisténcia a antibioticos, que sdo considerados multifacetados, e incluem: a
producao de B-lactamases, a aquisicdo de plasmideos, modificagdes de alvos celulares dos
antibioticos, perda de porinas e presenga ou superexpressdao de bombas de efluxo
(VANEGAS et al., 2014; SALGADO-CAMARGO et al., 2020). Tudo isso pode ser, ainda,
agravado pela producgéao de biofilme.

Biofilmes sdo comunidades bacterianas que se aderem a superficies bidticas e
abidticas, proporcionando maior resisténcia a estresses ambientais. As células sdo envoltas
por uma matriz extracelular composta por polissacarideos, proteinas, lipidios e acidos
nucleicos. Os biofiimes podem liberar pequenas colbnias, que sao responsaveis por
disseminar ainda mais as bactérias. As etapas de desenvolvimento do biofilme s&o: formagao
de microcoldnias, maturagdo, formacdo da arquitetura do biofilme e desprendimento do
biofilme, como observado na Figura 2 (EZE et al., 2018, COLQUHOUN & RATHER, 2020;
SHRESTHA et al., 2022).
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Figura 2. Etapas da formacéao e desenvolvimento do biofilme bacteriano (Adaptada
de Shrestha et al., 2021).

Sabe-se, entretanto, que Acinetobacter é um patégeno muito versatil e sua
importancia n&o esta restrita apenas ao ambiente hospitalar. Atualmente, sua presencga tem

sido associada a diversos alimentos, como descrito a seguir.
2.2 Acinetobacter spp. associados a alimentos
Os alimentos apresentam grande potencial como veiculos de circulagdo de

patdgenos. Na atualidade, diversos estudos apontam a presencga do Acinetobacter spp. tanto

em alimentos de origem vegetal quanto de origem animal.



Um deles, baseado na epidemiologia de Acinetobacter baumannii de origem nao-
humana, realizado no Libano por Rafei e colaboradores (2015), identificou isolados de A.
baumannii em vetores de fontes alternativas, tais como agua, leite de vaca cru, queijo feito
com leite cru, carne de vaca e animais. Os resultados do estudo revelam que A. baumannii foi
identificado em 6,9% das amostras de agua, 2,7% das amostras de leite cru, 8,0% das
amostras de carne de vaca, 14,3% das amostras de queijo e 7,7% das amostras de animais
coletadas entre fevereiro de 2012 e outubro de 2013 (RAFEI, et al.,2015).

Na identificacdo de Acinetobacter em carnes, o estudo realizado por Lupo e
colaboradores (2014), relata a presenca de A. baumannii em carnes cruas comercializadas
na Suiga. Cerca de 62 isolados foram encontrados em um total de 248 amostras coletadas
entre novembro de 2012 e maio de 2013. Os dados do estudo também apontam que as carnes
de aves foram as mais contaminadas por A. baumannii, totalizando 48% da contaminacéao das
amostras coletadas ho mesmo periodo.

Bitar e colaboradores (2019) identificaram isolados de Acinetobacter spp. em figado
de peru, que apresentaram genes mcr, que conferem resisténcia a colistina. No mesmo ano,
Mari-Almirall e seus colaboradores (2019) realizaram um estudo visando identificar
Acinetobacter em carne de mercado em Lima, Peru. As amostras de carne foram coletadas
em seis mercados tradicionais de Lima entre os meses de julho e agosto de 2018, totalizando
138 amostras. Ao realizar as analises, foram identificadas 9 cepas de A. pittii, 1 cepa de A.
baumannii e 1 cepa de A. dijkshoorniae nas amostras de carne coletadas. Outros autores,
como Elbehiry e colaboradores (2021) e Askari e colaboradores (2019), também citam a
presenca de A. baumannii em amostras de carnes cruas de ovelhas, vacas, frangos, camelos
e cabras.

Em um estudo direcionado a ocorréncia de A. baumannii em peixes, coletados no
Mar Mediterraneo proximo a Costa da cidade de Bejaia (Argélia), verificou pela primeira vez,
duas cepas de A.baumannii produtoras de OXI-23, gene associado a resisténcia a antibidticos
carbapenémicos (BRAHMI et al., 2016).

Ramos & Nascimento (2019) identificaram a presenca de Acinetobacter spp. em leite
cru de cabra, considerado uma fonte alternativa para a substituicdo do leite de vaca, devido a
maior digestibilidade e hipoalergenicidade. As amostras foram adquiridas no estado do Rio de
Janeiro e, dentre as cepas isoladas, foram identificadas as espécies A. guillouiae, A. ursingii
e A. bereziniae.

Recentemente, em um estudo com 100 amostras de leite cru coletadas na cidade de
Qena, Egito, foram isoladas 13 cepas de Acinetobacter, sendo 4 delas da espécie de A.
baumannii (MOHAMED et al., 2022; GUNERI, 2023).

Quanto a identificacéo de Acinetobacter em alimentos de origem vegetal, Karumathil
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e colaboradores (2016) detectaram a presencga de A. baumannii em alimentos frescos, como
batatas e alface coletados em feiras livres de Connecticut (KARUMATHILI et al., 2016;
COSTA- RIBEIRO et al., 2024).

Por sua vez, Carvalheira e colaboradores (2017) avaliaram a presenga de cepas de
Acinetobacter em alface e frutas (magas, peras, bananas e morangos) comercializadas em
Portugal. O resultado das analises apontou que de 45 amostras de alface analisadas, 39
apresentaram isolados de Acinetobacter. Quanto as frutas, 15% das macas, 12,3% das péras
e bananas, 6,8% dos morangos apresentaram contaminagao por Acinetobacter.

Mais um estudo que associa a presenga de Acinetobacter em vegetais foi
desenvolvido em solo brasileiro, na cidade de Mineiros (Goias), na qual foi avaliada a
qualidade microbiolégica de alface. Foi detectada a presenga de isolados do complexo A.
baumannii, entre outros patégenos, como Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
(CHO et al., 2024; SANTOS ROCHA et al., 2021).

No recente trabalho de Ababneh e colaboradores (2022), foi verificado que produtos
frescos podem ser um veiculo potencial para a transmissédo de A. baumannii. Dentre as 234
amostras coletadas, foram identificados 10 isolados de A. baumannii em hortalicas e 7 em
frutas.

Em estudos direcionados a identificagdo de Acinetobacter em agua, Rocha (2013)
analisou a presenca de membros desse género em estacdo de tratamento de agua e em
torneiras, onde foi verificada a presenca de cepas de A. johnsonii, A. Iwoffii , A. parvus e A.
tjernbergiae nas duas fontes e cepas A. pittii € A. beijerinckii encontrado somente nas
torneiras. Vaz Moreira (2017) em seu estudo analitico de Proteobacterias e bactérias Gram-
negativas em agua potavel, identificou DNA pertencente a Acinetobacter na agua oriunda de
torneiras (ROCHA et al., 2013 & VAZ- MOREIRA et al., 2017).

Malta e colaboradores (2020) sugerem que a contaminagdao de alimentos por
Acinetobacter ocorra a partir da negligéncia na higiene e no processamento ou
armazenamento dos alimentos, levando essas bactérias aos pacientes hospitalizados ou ao
cidadao da comunidade. Essa afirmacéo é corroborada por Mohamed e seus colaboradores
(2022), quando mencionam que a contaminagao também pode ser derivada de agua residual
de maquinas de ordenha, dutos coletores, limpeza inadequada, refrigeradores e outros fatores

que corroboram para a proliferacao do patégeno.

2.3. Doencas intestinais causadas por Acinetobacter

As doencgas intestinais se caracterizam pela presenca de enteropatdégenos ou pela
presenga de toxinas, causando sintomas como diarréia aguda e/ou sanguinolenta, nauseas,

vémitos e quadros de gastroenterite aguda e gastrite. Essas doengas sdo geralmente oriundas
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da ingestado de agua ou alimentos contaminados e sdo conhecidas como DTHA (doencas de
transmissao hidrica e alimentar). Alguns relatos da literatura abaixo descritos clinica sugerem,
mas nao confirmam, que estirpes de Acinetobacter poderiam estar associadas a DTHA e a
outras doencgas gastrointestinais mais graves.

Grotiuz e colaboradores, em 2006, identificaram pela primeira vez, a presenga de A.
haemolyticus produtora de toxina Shiga 2, em fezes de criangas de trés meses de idade. A
toxina Shiga 2 é responsavel pelo quadro clinico de diarreia sanguinolenta, mas nao é comum
ser produzida por cepas de Acinetobacter. Grotius sugere que, neste caso, a producao da
toxina é devida a aquisigcao do gene stx2 (GROTIUZ et al., 2006). Entretanto, Silva & Lipinski
(2014) ja relacionaram uma estirpe de A. haemolyticus produtora de toxina Shiga 2 com
quadro clinico de sindrome hemolitica urémica (SHU) em uma crianga de nove meses.

Polanco e Manzi citam a incidéncia de diarreia aguda em criangas na faixa etaria de
0 a 5 anos de idade, no Hospital Maternidade Del Este, na Venezuela, onde de 150 criangas

com quadro clinico caracteristico, 4 estavam colonizadas com A. baumannii e A.
calcoaceticus.(POLANCO & MANZI, 2008).

Regalado e colaboradores (2009) analisaram um caso clinico nos Estados Unidos,
de um homem de 64 anos hospitalizado, que apresentava sintomas de nauseas, vomitos,
diarréia aquosa e febre. O diagndstico médico sugeriu gastroenterite oriunda de bacteremia
por A.lwoffii. Em 2019 na China, Ye e colaboradores também relataram algo semelhante, onde
associaram A. baumannii aos sintomas caracteristicos de gastroenterite com posterior
inducdo para um quadro de choque séptico.

Acinetobacter também pode estar associado a outros tipos de doencgas originadas no
intestino. A disfuncado da barreira Intestinal (Bl), pode ocorrer ao contato com xenobiéticos,
agentes infecciosos ou radiacido ionizantes, que promovem desordem de forma direta a
barreira intestinal, facilitando assim, a enterotoxicidade. Esse carater enterotdxico também
pode ser proporcionado por agdes sistémicas e ndao somente por substancias quimicas de
origem externa, como por exemplo, substancias absorvidas por via oral (SCHAFER et al.,
2022).

Para Schafer e colaboradores (2022), o intestino delgado apresenta uma grande
atividade de proliferagdo celular, o que o torna sensivel, uma vez em contato com drogas
citostaticas promovendo o desnudamento do epitélio, facilitando assim, a absorcao sistémica
de substancias téxicas ou entrada de patdgenos. Outras causas que promovem maior
permeabilidade intestinal sdo: estase gastrointestinal, espasmo da musculatura lisa dos
orgaos do SGI e hipoxia aguda.

A disbiose intestinal é caracterizada pela redugao ou alteragcado da microbiota, que é

multifatorial, pois pode ter origem pelo aumento da idade, pela alteragéo na dieta, que inclui
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uma maior ingestéo de alimenet alto industrializados, de medicamento antibacteriano e outras
condigdes adversas (NEUHANNIG et al., 2019 & CHOI et al., 2020). O quadro de disbiose
intestinal pode desencadear outras alteragdes comprometendo a homeostasia do organismo.
Dessas alteragbes podemos elencar: disturbios metabdlicos, autoimunes, neurolégicos e
inflamatérios (WEISS & HENNET, 2017).

A microbiota intestinal € de suma importancia na interferéncia e sobrevivéncia de
patdgenos externo no intestino, uma vez alterada, pode desencadear processos imunolégicos
e liberagao fatores celulares, como CD25+ e FOXP3. Recentemente, algumas pesquisas tém
se dedicado ao estudo da esclerose multipla (EM), uma doenga neuroldgica crbnica, cuja
natureza autoimune é sugerida por pesquisas atuais. Fatores genéticos e ambientais podem
contribuir para o desenvolvimento dos sintomas caracteristicos e evolugado da doencga. Entre
os diversos fatores ambientais relacionados a EM, destaca-se a disbiose intestinal, que
também pode ser promovida pelo género Acinetobacter. O microbioma intestinal de individuos
com EM néo difere significativamente do de individuos saudaveis. No entanto, observa-se
alteragbes em grupos taxonédmicos, com uma maior presenca de grupos taxonémicos proé-
inflamatarios, incluindo o género Acinetobacter, em individuos com EM, quando comparados
a individuos saudaveis, que apresentam maior concentracdo de grupos taxondémicos anti-
inflamatorios (CASTRO et al., 2020).

Para Cekanaviciute e colaboradores (2017), Acinetobacter calcoaceticus foi capaz
de reduzir células T regulatérias que expressam CD25+ e FoxP3 (fator de transcri¢gao, com a
fungéo de suprimir genes relacionados a processos inflamatoérios), sugerindo o aumento da

sintomatologia do esclerose multipla.

2.4 Barreiras do corpo contra patégenos alimentares

O corpo humano apresenta varias barreiras como tentativa de impedir a chegada e
a instalacao de patégenos no organismo. Podemos citar, como exemplos, a alteragédo de pH
no percurso que o alimento faz no sistema digestorio, a acdo enzimatica da saliva, da bile e
dos sucos gastricos, pancreaticos e entéricos do sistema gastrointestinal (SGI). A
compreensdo da anatomia desse sistema se faz necessaria, para avaliar o comportamento
bacteriano no SGI.

A saliva é um fluido composto por varias enzimas, produzida nas glandulas salivares
e apresenta importantes fung¢des para o corpo humano, na qual podemos destacar: auxiliar
na digestao e acao bactericida. A acéo bactericida é proveniente da enzima lisozima, capaz
de degradar a parede celular do patdgeno gram- positivos e do acido latico que inibe o

crescimento de algumas bactérias (PEREIRA et al., 2019). No entanto, a agédo da saliva sobre
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Acinetobacter nao é eficaz, como ja observado com muitas bactérias Gram-negativas (JESUS
et al., 2014).

O estbmago, além de sua fungdo digestiva (digestdo de amido e proteinas,
emulsificagdo de enzimas), também desempenha um papel importante na defesa contra
patégenos. A gastrina € um hormdnio produzido e secretado pelas células G, localizadas na
porgéo inferior do estbmago, do jejuno-duodeno e pela glandula pituitaria, entre outras, e tem
como principal fungao regularizar o pH do estdbmago, estimulando assim a produgao de acido
cloridrico. Esta acidificacdo do estdbmago nao s6 ajuda a neutralizar patdégenos oriundos de
alimentos e agua, mas também ativa a enzima pepsina, que é responsavel pela digestdo de
proteinas. A pepsina € liberada na forma de zimogénio ou pepsinogénio, na forma inativa, e é
ativada pela mudanga de pH 1,5 a 2,0 estimulado pelo acido cloridrico liberado pelas células
parentais, como esquematizado na Figura 3 (MARAMBIO et al., 2012; SMITH et al., 2003;
HEDA et al., 2019).
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Figura 3. Regulacao e secregcao da zimogénio-pepsina no estbmago.



O processo de digestao de alimentos ocorre de forma mecanica e quimica: grande
parte do processo € quimico com a participacdo de enzimas, como a pepsina e a tripsina e
dentre outras os sais biliares formam os sucos gastrico, pancreatico e entérico, apresentam
como funcéo a transformagdo do macronutriente em micronutrientes para que ao final do
processo da digestdo possam ser absorvidos pelas células intestinais (HEDA et al., 2019 ).

A tripsina € umas das enzimas presente no suco pancreatico, sendo considerada a
principal liberada pelo pancreas, por apresentar uma agao proteolitica e bactericida. Sua agao
eletrostatica, ocasiona a perfuragcdo da membrana plasmatica do patdégeno. Uma redugao ou
hidrolise dessa enzima, citado por Zhang e colaboradores em 2022, pode levar a um processo
inflamatodrio e alteracdo na mucosa intestinal (MUKHERJEE et al., 2009 & ZHANG et al.,
2022).

Ao ser produzida, a tripsina apresenta-se na forma pré-Reg3aly inativa. Ao sofrer
hidrolise e imputada a um ambiente alcalino no duodeno, é convertida em tripsina ativa. Zhang
e colaboradores (2022), sugerem que a colaboragao da a-defensina que é ativada juntamente
com a hidrdlise da tripsina, desempenha um papel bactericida (CHAIRATANA et al., 2016;
ZHANG et al., 2022).

Ao chegar no intestino, a primeira barreira a ser vencida pelos micro- organismos, se
encontra no lumen intestinal, no qual ocorrem alteragdes de pH e presenga de enzimas, que
tém por finalidade degradar antigenos e micro- organismos. Compostos de enzimas, contendo
proteases, lipases, amilases, nucleases, colaboram para a extingdo do invasor, através da
degradacdo da parede celular. A segunda barreira é a produgdo de muco, pelas células
caliciformes, que apresenta peptideos anti-bactericida e imunoglobulina A, que se aderem a
mucosa, impedindo a adesdo do micro-organismo. As células Paneth secretam substancias
contendo: fosfolipidios, peptideos ativos e mucinas com cargas negativas, que estimulam a
lise da membrana plasmatica do patégeno (SALVO ROMERO et al., 2015; ALEMAN et al.,
2023).

Os sais biliares, por sua vez, sdo produzidos pelo figado e armazenados em uma
vesicula denominada vesicula biliar. A bile desempenha o papel de emulsdo de lipidios que
facilitara a digestdo desse produto por outras enzimas lipoliticas presente no suco
pancreatico, e ¢ liberada diretamente no duodeno mediante a um pH alcalino. O estimulo de
producdo da bile, aumento, contracdo e esvaziamento da vesicula biliar no duodeno é
exercido pelas substancias secretina e CCK-PZ (colecistocinina-pancreozimina), como
ilustrado na Figura 4 (MARIEB, WILHELM & MALAT, 2014).
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Figura 4. Mecanismo de liberagéo da bile no duodeno.

Para Salvo Romero e colaboradores, a microbiota intestinal € responsavel pelo
controle microbiano e reparo do tecido epitelial. A microbiota natural do corpo, reage de forma
competitiva, por nutriente e habitat, impedindo a proliferagao do agente invasor, ao liberar
substancias anti-microbiana e substancias capazes de modificar o pH. A regeneracido do
epitélio ocorre, devido a presenga de células- troncos pluripotentes, que se diferenciam em
enterdcitos, regenerando assim o epitélio intestinal (SALVO ROMERO et al., 2015).

A diversidade celular garante a prote¢do do organismo, na qual pode-se citar: as
células caliciformes, por produzir muco; células Paneth, na produgédo de defensina; células
enterocromafins, pela producdo de secrecdo de neuropeptideos e hormoénios; e células
apresentadoras de antigenos. Os enterdcitos, além da fungéo digestiva, metabdlica e plastica,
também apresentam fungdo imune, pois expressam receptores que participam da resposta
imune inata, apresentando antigenos, como os linfécitos e recrutando outros leucdcitos
através da produgao de citocinas e quimiocinas (SALVO ROMERO et. al., 2015; TAKIISHI et
al., 2017).

O sistema nervoso entérico (SNE) é composto por neurdnios, células gliais, nervos
do plexo mioentérico e plexo submucoso, que em contato com células neurormonais, modula
a resposta inflamatéria, colaborando com a resposta do sistema imunolégico ao patégeno. O
SNE colabora tanto para a reagbes imunolégicas, quanto para as fungbes metabdlicas e
digestivas, desta forma garante a homeostase intestinal do homem (SALVO ROMERO et al.,
2015).

As jungdes no epitélio intestinal funcionam como barreira fisica e ativagao do sistema

imunoldgico. Sao descritos trés tipos de jungdes: jungdes apertadas (tight junctions), jungbes
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de ancoragem e jungBes de comunicagcdo. As primeiras, jungdes apertadas, estdo
relacionadas a manutencdo do endotélio e translocagcdo de ions. Geralmente, estdo
associadas a essas jungoes, células especificas como: macréfagos, neurénios, astrocitos,
células dendriticas e leucocitos. As segundas, jungdes de ancoragem, tém por fungéo se
aderir a matriz extracelular (jungdo aderente) ou a células vizinhas (desmossomos),
diminuindo o espaco entre as células ou porta de entrada de patdégenos localizados no lumen
e/ou adjacéncias. As terceiras, jungdes comunicantes, tém por fungdo a comunicagao e troca
de ions, entre células vizinhas, garantindo a manutencao do endotélio, devido a liberagao de
conexina, 0 que proporciona o crescimento e a diferenciacdo celular de células epiteliais
(SALVO ROMERO et. al., 2015; ALEMAN et al., 2023).

Ja o processo de permeabilidade intestinal € uma barreira importante para manter a
homeostasia intestinal. A presenca das jungbes e substancias produzidas por células do
epitélio e células adjacentes, auxiliam no controle no funcionamento dessas jungdes (NESI et
al., 2020; DE JESUS, 2022; ALEMAN et al., 2023).

Para Camilleri e colaboradores, além das proteinas que participam ativamente na
permeabilidade intestinal, o gradiente de concentragao na barreira, o tempo de contato, a area
de superficie do intestino e o potencial de degradacao bacteriana e de moléculas digestivas,
sao fatores que influenciam na capacidade de permeabilidade intestinal (CAMILLERI et.al.,
2012; ALEMAN et al., 2023).

Fatores neuroimunes também sao responsaveis pela alteracdo da permeabilidade
intestinal. A liberacdo de substancias produzidas por mastécitos, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), triptase, intercelucinas e fatores de crescimento nervoso (NGF), alteram
a concentragao de proteinas claudinas, modificando as jungbes apertadas, promovendo assim
uma maior permeabilidade. Essa forma de evento, pode ocorrer a partir do estimulos de
nervos eferentes vagais, que liberam acetilcolina, promovendo uma vasoativagao de células
epiteliais ou pela expressao de proteinas de jung¢des ou por células do sistema imune, como
os mastécitos (CAMIRELLI et. al., 2012).

2.5. Implicagoes da sobrevivéncia de Acinetobacter spp. ao SGI

O naturalista Charles Darwin instituiu a Teoria de Selegcao Natural, onde os
individuos, estimulados pelas condicbes ambientais, podem desenvolver alteragdes
significativas a fim de manter-se vivos (DARWIN, 1859 apud SILVA & SANTOS, 2015). As
bactérias sdao exemplos faceis para observar o processo de selegdo natural, ao serem
imputadas a um ambiente estressante como, por exemplo, alteragdes bruscas de temperatura,

alteracdo de pH, presenca de drogas antimicrobianas e baixa disponibilidade de agua. Ao
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serem expostas a essas condi¢gbes, genes reguladores associados a sobrevivéncia séo
ativados. Essa ativacdo promove diversas estratégias de sobrevivéncia, que podemos listar:
resisténcia ou tolerancia significativa a grandes concentragdes de determinados antibioticos,
laténcia da atividade celular, alteragdo no mecanismo de bombas de efluxo, entre outros
(TRASTOY et al., 2018; OKAIYETO et al.,2024).

Ao analisarmos o envoltorio celular bacteriano, ele apresenta algumas estruturas que
podem tornar o processo de fagocitose mais demorado ou inviavel. Estruturas como as
fimbrias e adesinas, flagelo e muco, dificultam a fagocitose pelo fato de, se conectarem a
receptores de glicoproteinas das células hospedeiras e promovendo uma-maior aderéncia as
superficies e aos organismos De forma similiar, o “curli”, estrutura de carater funcional préximo
as fimbrias, onde se ancoram na matriz extracelular tecidual do hospedeiro, aumentando as
possibilidades de associagao com outras células patogénicas e formagao de biofilme (BHUNIA
et al., 2018).

Ao contrario dos patégenos alimentares classicos, Acinetobacter raramente esta
descrito como associado a doencas diarreicas. No entanto, a principal raz&o para esta
disparidade reside no fato de que essas bactérias geralmente causam infecgbes muito mais
graves e, mesmo quando sdo detectadas no trato gastrointestinal, sua presenca é geralmente
ofuscada pela co-ocorréncia de agentes infecciosos mais comuns, que sdo entédo tratados
coletivamente como patdgenos oportunistas (AMORIM & NASCIMENTO, 2017).

Esse fato constitui um problema ainda mais grave, quando se trata de determinados
grupos de risco. Com o avang¢o da Medicina e pesquisas cientificas, o numero de individuos
imunocomprometidos vém aumentando em todo o mundo. Esse comprometimento do sistema
imunoldgico resulta, principalmente, do virus da imunodeficiéncia humana, de céncer, de
infecgbes recorrentes e predisposicao genética, mas também pode ser causada por
tratamento antibiotico prolongado ou por alguma terapia imunossupressora administrada a
pacientes que receberam, por exemplo, transplantes de 6rgaos (BERG et al., 2014; AMORIM
& NASCIMENTO, 2017). Assim como em idosos e criangas pequenas, cCOmo 0S casos ja
descritos no item 1.3, esses individuos imunocomprometidos poderiam estar mais
susceptiveis a infecgdes gastrointestinais causadas por Acinetobacter.

Da mesma forma que outros patdgenos alimentares, os membros do género
Acinetobacter também apresentam caracteristicas que os tornariam bons competidores na
microbiota de diversos produtos alimenticios, garantindo sua sobrevivéncia nesses alimentos
€ 0 seu sucesso como patdgeno, visto que eles possuem a capacidade de sobreviver a
dessecacgao, formar biofilmes, produzir bacteriocinas, aderir, colonizar e infectar células
epiteliais humanas (CERQUEIRA & PELEG, 2011; AMORIM & NASCIMENTO, 2017;
CONCEICAO et al., 2018; NASSER & ABDULRAZAQ, 2022; SHARMA et al., 2022; SILVA,
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LEAL & XAVIER,

2022). Deve ser ressaltado, ainda, o potencial de resisténcia a diferentes classes de
antibioticos, tornando o tratamento de qualquer infec¢do ainda mais complicado, sem contar
com a capacidade de transferéncia de genes de resisténcia a outras bactérias presentes em
alimentos e na propria microbiota intestinal, podendo, em casos de infecgdes, se disseminar
para outros 6rgaos (PAGANO et al., 2016; TRASTOY et al., 2018; MALTA, RAMOS &
NASCIMENTO, 2020; ABABNEH et al., 2023; JEON et al.,2023; GUNERI, 2023).
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3 JUSTIFICATIVA

O corpo humano apresentam diversas estratégias com funcionalidades a fim de
combater patdégenos alimentares, mantendo assim a homeostase do individuo, como por
exemplo, enzimas degradadoras de amido, gorduras e acidos nucleicos, alteracdo de pH,
fatores imunoldgicos e histo-quimico, controle de permeabilidade celular e intestinal,
competigdo entre a microbiota e o patdgeno. De forma similar, aos patégenos alimentares
apresentam mecanismos de resisténcia para ndo sucubirem ao estresse ambiental.

O género Acinetobacter tem sido isolado em diversos tipos de alimentos, agua de
reservatorios e torneiras, ambientes de assisténcia em saude ao redor do mundo, 0 que o
torna relevante aos assuntos de saude publica. Sua veiculagdo descontrolada aumenta os
riscos de infeccbes nos ambientes de assisténcia a saude, surtos de infecgbes
gastrointestinais, aumentando risco de contaminagdo de idosos, criangas e individuos
imunocomprometidos.

Dessa forma, o atual estudo tem por objetivo caracterizar isolados de Acinetobacter
spp. provenientes de alimentos e avaliar sua tolerancia a condicbes gastrointestinais
simuladas, sendo possivel, entdo, inferir de forma pioneira, a capacidade de colonizagao do
sistema gastrointestinal humano, evidenciando seu potencial papel como patégeno

oportunista associado a alimentos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar fenotipicamente e investigar a tolerancia de isolados de Acinetobacter
spp. provenientes de alimentos tanto de origem animal quanto vegetal a condi¢des
gastrointestinais in vitro, evidenciando, assim, seu potencial de colonizagdo do sistema

gastrointestinal e seu papel como patégeno associado a alimentos.

4.2 Objetivos especificos

0 Caracterizar os isolados de Acinetobacter spp. provenientes de alimentos
utilizados através da:
e Avaliagao da atividade produtora de biofilme;
e Deteccdo da producdo de enzimas lipoliticas;
e Analise do fendtipo de multirresisténcia a antibiéticos (MDR);
0 Analisar a tolerancia dos isolados de Acinetobacter spp. ao suco gastrico simulado

e ao fluido intestinal simulado;
0 Inferir o potencial de colonizagdo do sistema gastrointestinal ao ingerir alimentos

contaminados por Acinetobacter spp.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Isolados de Acinetobacter spp.

Os isolados de Acinetobacter spp. utilizados neste trabalho sido oriundos de leite de
cabra cru, de saladas prontas para consumo e de hortaligas organicas e foram identificados
por espectrometria de massa por por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry - Espectrometria de Massa por
lonizagao e Desorgéo a Laser Assistida por Matriz de Tempo de Voo) em estudos anteriores
realizados no Instituto Federal de Educacéo, Ciéncias e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ)
e na Universidade Federal Fluminense (UFF), como apresentado na Tabela 1. Os isolados
foram ativados a partir de estoques congelados a -20°C por meio de inoculagédo em placas
contendo Tryptic Soy Agar (agar Casoy, Himedia, Sao Paulo, Brasil). As placas foram
incubadas a 37°C por 18 a 24h.

Tabela 1: Isolados de Acinetobacter spp. utilizados neste estudo

Identificagao Isolados Origem

F3R18/7
F3R13/1
Acinetobacter baumannii F1R13/6
F2R21
F2R13/7
Acinetobacter calcoaceticus A31
Acinetobacter gerneri F5R14/3
1708
1715
F4R15/7
F4R15/6
Acinetobacter nosocomialis F3R12/7
F1R13/7
F4R15/3
2008
2017

Acinetobacter guillauiae

rromonomonnrrnIToonomnonom

Acinetobacter ursingii

S, amostras provenientes de saladas prontas para o consumo (Beltrdo, 2019); L, amostras
provenientes de leite de cabra cru (Ramos & Nascimento, 2019); H, hortaligas organicas
(Morgado, 2022).
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5.2 Caracterizagao dos isolados

De modo a caracterizar os isolados obtidos de alimentos utilizados neste estudo, foi
realizada a deteccgao qualitativa da produgao de biofilme, a avaliagado da producao de lipases

e a verificagdo da expressao do fendétipo MDR.

5.2.1 Deteccgao qualitativa da producao de biofilme

Os isolados foram inoculados sobre a superficie de placas contendo agar Vermelho
Congo (agar nutriente acrescido de 0,8 g/l de vermelho congo e 36 g/l de sacarose), de carater
cromogénico, conforme descrito por Freeman e colaboradores (1989). As placas foram
incubadas no periodo de 24 horas sob temperatura de 37°C.

O vermelho congo se liga aos exopolissacarideos, cuja producao é favorecida pela
presenca de sacarose. Assim sendo, os isolados produtores de biofilme apresentam-se como
colbnias de coloracgao preta, enquanto que os nao produtores se apresentam despigmentados
ou avermelhados. Salmonella enterica ATCC14028 foi utilizado como controle positivo da

producao de biofilme.

5.2.2 Deteccao da producao de enzimas lipoliticas

Para a avaliagédo da produgéo de enzimas lipoliticas, os isolados foram crescidos em
agar Spirit Blue (Himedia, Sdo Paulo, Brasil) acrescido de 3% do substrato para lipases
(composto por uma solugao contendo 10 ml de azeite de oliva, 40 ml de agua destilada estéril
e 0,1 ml de Tween 80) e agitado até obtencédo de uma distribuigdo uniforme. As placas foram
incubadas por até 72h a 37°C. A atividade lipolitica foi determinada pela formagao de halo

transparente ao redor do crescimento do isolado.

5.2.3 Verificagao do fenétipo de multirresisténcia a drogas

A caracterizagdo dos isolados quanto a resisténcia a antibidticos, nos estudos
anteriores, foi realizada por meio de antibiograma, que devido a escolha dos antibiéticos a
serem testados, podem nao revelar um fendétipo de multirresisténcia (MDR). A fim de se
determinar se os isolados estudados sao MDR, utilizou-se o meio de cultura CHROMagar
Acinetobacter MDR®, meio cromogénico seletivo e diferencial, destinado para a detecgéo
qualitativa de isolados de Acinetobacter spp. MDR.

Os isolados foram estriados na superficie do meio e as placas incubadas por 18-24h

a 37°C. Colbnias de Acinetobacter spp. MDR apresentam a coloragdo vermelha. As demais
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bactérias (incluindo isolados de Acinetobacter spp. nao-MDR) ou sao inibidas ou quando

crescem, apresentam colbénias azuis-claras.

5.3 Avaliagao do potencial de colonizagao do sistema gastrointestinal

Para a avaliagdo do potencial de colonizagao, foi seguido o delineamento
experimental apresentado na Figura 5.

Crescimento das bactérias em agar
nutriente
por18ha 37°C

Preparo da suspensao bacteriana em solugao
salina
(~1,0 x 10¢ UFC/ml)

1 ml de suspensao bacteriana +
9 ml de SGS

37°C /40 mina 100 rpm

Quantificacao
Tempo 40 min

Adigao dos componentes para o FIS
(tripsina e sais biliares)

Quantificagao el

apos the 2h

Figura 5: Delineamento experimental para avaliacido do potencial de colonizagao

do sistema gastrointestinal. SGS, suco gastrico simulado; FIS, fluido intestinal simulado.

5.3.1 Preparo da solugao estoque de fluido de digestao

Para o preparo das solugdes estoque de suco gastrico simulado (SGS) e de fluido
intestinal simulado (FIS), utilizou-se o método proposto por Minekus e colaboradores (2014)
e Mulet-Cabero e colaboradores (2020). As devidas concentragdes dos reagentes que
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compdem a solugdo estoque estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Preparo da solugao estoque do fluido de digestao

Volume das solu¢des estoques
Concentracao de cada
Componente . a ser utilizado (concentragao
solucao estoque

final no SGS)
KCI 05M 6,9 ml (6,9 mM)
KH2PO4 0,5M 0,9 ml (0,9 mM)
NaHCO3; 1,0 M 12,5 ml (25 mM)
NaCl 20M 11,8 ml (47,2 mM)
MgCl2(H20)s 0,15 M 0,4 ml (0,12 mM)
(NH4)2.COs 0,5M 0,5 ml (0,5 mM)
HCI 6M 1,3 ml (15,6 mM)
CaClz(H20)2 0,3 M 0,005 ml (0,15 mM)
H20 destilada q. s. p. - 400 ml

* Conforme método consenso internacional de digestao in vitro padronizado adequado para
alimentos (Minekus et al., 2014); q.s.p., quantidade suficiente para.

Todos os volumes da Tabela 2 foram calculados para 400 mL de uma solugao estoque
de fluido de digestao concentrada 1,25X. Para o desenvolvimento do experimento, a solugéo
estoque foi diluida até a concentracao final de 1X com a adi¢cdo dos componentes descritos
nos itens 5.4.2 ou 5.4.3, para o SGS e para o FIS, respectivamente).

Todos os componentes da Tabela 2 foram dissolvidos em agua deionizada e
autoclavados. A solugao estoque foi mantida distribuida em tubos falcon e mantida congelada

a — 20°C até o momento do uso.

5.3.2 Avaliagao da tolerancia ao suco gastrico simulado (SGS)

No momento do uso, para compor o SGS, adicionou-se a pepsina (Sigma- Aldrich,
P7012), que foi filtrada em membrana estéril (0,22um) e adicionada até a concentragao final
de 2.000 U/ml.

A tolerancia ao SGS foi avaliada conforme descrito por Pettersen e colaboradores
(2019), expondo-se 1 mL de solugédo salina contendo aproximadamente 108UFC/ml de
Acinetobacter spp. a 9 mL do SGS previamente aquecido a 37°C. A exposic¢ao foi realizada
por 40 minutos, a 37 °C e com agitagdo de 100 rpm para simular o movimento peristaltico.

Aliquotas da suspensao foram coletadas apds os 40 minutos de exposi¢ao para que

a quantificagao fosse feita. Diluigbes seriadas de 10'a 10-® e inoculagdes por semeadura em
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superficie em duplicatas em Agar Casoy foram realizadas e as placas incubadas a 37°C por
24h. Apds o tempo de incubagao, realizou-se a contagem de colbnias para a determinagao

da tolerancia ao suco gastrico (MAO et al., 2006).

5.3.3 Avaliagao da tolerancia ao fluido intestinal simulado (FIS)

Mimetizando o que acontece no organismo humano, os isolados foram submetidos
a agao do FIS, conforme descrito por Pettersen e colaboradores (2019), com pequenas
alteragdes. Apds o tempo de exposicao ao SGS, o pH do meio foi ajustado para 7,0 com a
utilizagdo de NaOH 1,0 M e, subsequentemente, o fluido intestinal foi simulado a partir da
adigao dos componentes descritos na Tabela 3. A suspenséao bacteriana proveniente do SGS

foi mantida no FIS por 120 minutos a 37°C, com agitagao de 100 rpm.

Tabela 3: Componentes que foram adicionados ao SGS para composi¢ao do FIS

Componente Concentracao final no FIS

Tripsina de pancreas suino
(Sigma-Aldrich T4799) 1.000 U/mg 100 U/ml

0.3% (p/v), adaptado por Madureira e

Oxgall (sais biliares, Sigma-Aldrich B8631 colaboradores (2005

Para a quantificagao das células viaveis coletou-se 1 mL da solugao resultante apos
1h de exposicdo das bactérias ao FIS, seguindo a mesma metodologia utilizada para
quantificar as células viaveis apds a exposicdo ao SGS (MAO et al.,, 2006). Cada
experimento foi realizado em triplicata.

A determinagdo do potencial de colonizagao do sistema gastrointestinal foi

relacionado com a sobrevivéncia dos isolados apds os tratamentos com SGS e FIS.

5.4. Analises estatisticas

As diferencgas nos valores de contagem entre os isolados obtidos de saladas e leite
cru foram comparadas por meio de teste t ndo pareado no software GraphPad. Valores de p

< 0,05 foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao dos isolados

6.1.1 Produgao qualitativa de biofilme

A formacgdo do biofilme é um processo complexo e multifatorial que envolve a
interacdo de diversos elementos, como polissacarideos, DNA extracelular, proteinas,
substancia surfactante, flagelos, pili, entre outros (ABRANTES & NOGUEIRA, 2022). Essa
combinacdo de fatores desempenha um papel crucial na capacidade de aderéncia a
diferentes superficies e na resisténcia antimicrobiana, dificultando a erradicacao do biofilme e
favorecendo o crescimento e desenvolvimento da comunidade bacteriana.

Sabe-se que a fixagao do biofilme nas superficies constitui um grande problema tanto
para area clinica quanto para a area de alimentos visto que esta associada a proliferacao de
infeccdes em hospitais e doengas gastrointestinais, assim como a degradagédo do produto
alimentar final (ALVES et al., 2016, DAMACENO & FARIAS, 2016).

Neste estudo, dos 16 isolados analisados (Tabela 4), apenas dois (12,5%), F2R21
(A. baumannii) e F5R14/3 (A. gerneri), ambos oriundos de saladas prontas para consumo,
foram capazes de expressar o fendtipo de producédo de biofilme no agar vermelho congo,
enquanto os demais isolados, oriundos de leite de cabra cru e hortalica organica, foram
considerados nao produtores.

Vale ressaltar que os quatro isolados oriundos de leite de cabra cru foram testados
quanto a produgao de biofiilme em um estudo anterior (Ramos & Nascimento, 2019) e os
resultados foram apenas confirmados neste trabalho. Um isolado produtor e um n&o-produtor
de biofilme estado representados na Figura 6.

Dois estudos recentes também avaliaram a formacgao de biofilme produzido por
Acinetobacter de diferentes amostras de alimentos de origem animal e vegetal, e encontraram

taxas de produgao de biofilme superiores as encontradas em nosso estudo.
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Tabela 4: Analise qualitativa da formagcao de biofilme, atividade lipolitica e expressdo do

fendtipo MDR pelos isolados de Acinetobacter spp..

Producdo de  Atividade Expressao do
Identificagao Isolados
Biofilme Lipolitica fenétipo MDR
Acinetobacter baumannii F1R13/6 - + +
F2R13/7 - + +
F2R21 + + +
F3R13/1 - + +
F3R18/7 - + +
Acinetobacter gerneri F5R14/3 + + +
Acinetobacter nosocomialis F1R13/7 - + +
F3R12/7 - + +
F4AR15/3 - + +
F4R15/6 - + +
F4AR15/7 - + +
Acinetobacter guillauiae 1708 - + +
1715 - + +
Acinetobacter ursingii 2008 - + +
2017 - + +
Acinetobacter calcoaceticus A31 - + +
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Figura 6: Placa de Petri com agar Vermelho Congo ilustrando a produgao de biofilme. A.
Isolado (F5R14/3) com coloragao preta, considerado produtor de biofilme. B. Isolado

(F1R13/6) com coloragéo avermelhada, considerado nao-produtor.

Ababneh e colaboradores (2022) analisaram o total de 234 amostras, que incluiam 154
vegetais e hortalicas (hortela, ricula, rabanete vermelho, pepino) e

80 frutas (macga vermelha, péra, morango, uva verde, goiaba). De dezessete isolados
encontrados nas 234 amostras, 13 (76,5%) foram identificados como A. baumannii e se
mostraram produtores de biofilme. Mohamed e colaboradores (2022), coletaram e analisaram
100 amostras de leite cru, oriundas de mercados nas provincias de Qena, no Egito. Os autores
também utilizaram o método de Freeman e colaboradores, com agar vermelho congo para
testar um total de 9 isolados e detectaram a presenca de 8 (88,8%) isolados produtores de
biofilmes, identificados como A. baumannii.

A producdo de biofilme e Acinetobacter spp. estdo intimamente associados e
correlacionados em diversos estudos, sendo este um fator de extrema importancia para
compreensao da disseminagao patogénica. A dindmica de expressao de fatores de viruléncia
pode ocorrer pelo livre transito de genes, por meio de conjugacédo ou transformagao e o

biofilme é o local bem sucedido para o exercicio desta troca genética, implicando a formagao
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de novas cepas de Acinetobacter com novas estratégias de viruléncia e resisténcia (Roy et
al., 2023). Em alimentos, o biofiime apresenta fator de resisténcia a desinfetantes,
sanitizantes, antibiéticos e locais com estresse ambiental, facilitando a veiculagdo entre
diferentes vias de transmisséo, redes de abastecimento de alimentos, redes de abastecimento
de agua e rede de cuidados médicos. (ABABNEH et al., 2022, FERNANDES et al., 2022,
KOUTSOUMANIS et al., 2021; LUPO et al., 2014).

Em modelo in vivo, o biofiime de A. baumannii foi capaz de reduzir a motilidade a
superficie intestinal, facilitando adesao a superficie, promogédo e progresséo do inicio da
doenca (AHMAD et al., 2023; REGALADO et al., 2009).

6.1.2 Avaliagao da atividade lipolitica

As lipases, em termos conceituais, podem ser caracterizadas como carboxilesterases
que exercem uma fungdo catalitica na hidrélise de acilgliceréis de cadeias longas. Essas
enzimas desempenham uma funcdo de destaque na hidrolise de ésteres lipidicos,
exemplificada pela sua capacidade de romper triglicerideos, resultando na produgéo de acidos
graxos e glicerol. A complexidade dessa substancia é acentuada pelas suas caracteristicas
notaveis, que incluem termoestabilidade, capacidade de resistir a variagdes extremas de pH,
estabilidade em meio a solventes organicos e uma baixa especificidade em relagdo aos
substratos (GURURAJ et al., 2016; SKJOLD-JORGENSEN et al., 2017).

Todos os isolados de Acinetobacter utilizados neste trabalho apresentaram atividade
lipolitica no agar Spirit blue. A formagéao de halo claro, como exemplificada na Figura 7,
demonstra a producao de lipases pelos isolados de Acinetobacter.

E importante salientar que a producéo de lipase por cepas de Acinetobacter pode ser
considerada um possivel indicador de viruléncia bacteriana, uma vez que essa capacidade
proporciona resisténcia a fatores estressores presentes no ambiente do sistema
gastrointestinal. Adicionalmente, quando essas enzimas sdo associadas a alimentos, elas
podem desencadear modificagbes sensoriais nos produtos alimentares, tecnologicos e
consequentemente de ordem financeira, influenciando assim a qualidade e a aceitacéo pelo
consumidor (SNELLMAN et al., 2004, ELHOSSEINY et al., 2016; ENESPA et al., 2023).
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Figura 7: Atividade lipolitica em agar Spirit blue acrescido de substrato para lipases. As
setas apontam para a formagao de halo claro ao redor do crescimento, indicando a
producao de lipases pelos isolados de Acinetobacter. A. Isolado 2008; B. Isolados 1715 e
F1R13/7. O meio de cultura ndo inoculado e o crescimento de um isolado de S. aureus néao

produtor de lipase estao apresentados, respectivamente, em C e D.
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6.1.3 Analise do fenétipo de multirresisténcia a antibioéticos (MDR)

Acinetobacter € um patdgeno que desenvolve diversos mecanismos para superar o
estresse ambiental. Em alguns casos, esses mecanismos envolvem a resisténcia a
antibioticos. Esse patdgeno pode apresentar modificagbes e potencializar a resisténcia
microbiana, tais como deficiéncia na permeabilidade da membrana, modificagdo nas enzimas
isotopomerase e DNA girase, superexpressao da bomba de efluxo, dentre outros mecanismos
de resisténcia (SALEHI et al.,2018).

Os isolados de Acinetobacter spp. utilizados neste trabalho foram submetidos ao
teste qualitativo para avaliar o fenétipo de multirresisténcia a antibiéticos (MDR), usando o
meio de cultura CHROMagar Acinetobacter MDR®. Este meio é um agar seletivo e diferencial
para recuperacao de isolados resistentes a carbapenémicos e produtores de (B-lactamases,
que utiliza substratos para a identificacdo através de cores, onde a coloragdo vermelha é
considerada positiva para o fenétipo MDR, enquanto testes com coloragbes azuis-claro ou a
nao formacao de colbnias, sdo considerados negativos (GORDON & WAREHAM, 2009,
YUSUF & SKIEBE, 2023).

Todos os isolados testados expressam o fenétipo MDR no agar CHROMagar
Acinetobacter MDR®. A Figura 8 representa o aspecto de um desses isolados.

Outros estudos recentes, utilizaram esse método para identificagdo de patdgenos
multirresistentes a antibidticos. Carvalheira e colaboradores, em 2021, também
caracterizaram Acinetobacter spp. oriundos de carne, frutas e vegetais, utilizando o método
CHROMagar®. Em seus resultados, de 181 cepas recuperadas de frutas e vegetais e de 156
cepas recuperadas de carne, 11% e 18,7% respectivamente, eram A. baumannii. Os autores
verificaram que 29,8% dos isolados de frutas e de alfaces e 51,2% dos isolados de carne,
eram multirresistentes a antibidticos. Mais recentemente, Ababneh e colaboradores (2022)
verificaram que, dos dezessete isolados analisados oriundos de frutas e hortaligas, treze
(76,5%) foram considerados positivos utilizando-se o meio CHROMagar®, indicando a

presenca de isolados de A. baumannii multirresistentes.
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Figura 8. Meio CHROMagar Acinetobacter MDR® apresentando um isolado
(F1R13/6) com coloragao vermelha, caracterizando o fendétipo
MDR.

6.2. Avaliagao da tolerancia as condigcdes gastrointestinais simuladas

O resultado do comportamento de Acinetobacter spp. a exposi¢cdo ao SGS e ao FIS
esta expresso graficamente nas Figuras 9 e 10. Para esses experimentos foram testados
apenas onze isolados, sendo os quatro oriundos de leite de cabra cru (A. guillauiae 1708 e
1715; A. ursingii 2008 e 2017) e sete dos isolados provenientes de saladas prontas para
consumo (A. baumannii F3R13/1, F2R13/7, F1R13/6 e F3R18/7; A. gerneri F5R14/3; A.
nosocomialis FAR15/7 e FAR15/6).

Ao iniciar os experimentos in vitro, foram obtidas as contagens iniciais de 8,59, 8,27,
7,12 € 6,92 log UFC.ml" para os isolados provenientes de leite de cabra cru 1708, 1715, 2008
e 2017, respectivamente. Apds 40 minutos em contato com o SGS sob pH 2,0, esses isolados
apresentaram uma leve redugéo de 0,84, 0,57, 0,28 e 0,21 log UFC.ml", respectivamente.

Ao serem submetidos a exposi¢ao ao FIS por 1 e 2 horas, na presenca de sais biliares
e de tripsina, os isolados de leite de cabra cru apresentaram uma redugdo na contagem
inferior a 1 log UFC.ml"" quando comparada aos valores apresentados apds a exposi¢do ao
SGS. Observa-se, na Figura 9, que o isolado 2008 foi o que apresentou maior tolerancia ao
SGS e ao FIS, mantendo contagens muito proximas entre os tempo inicial e o tempo final dos

experimentos.
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Figura 9. Tolerancia dos isolados de Acinetobacter spp. provenientes de leite de

cabra cru as condig¢des gastrointestinais simuladas.

Os sete isolados provenientes de saladas prontas para consumo foram submetidos
aos mesmos procedimentos que os isolados oriundos de leite de cabra cru e os resultados
estao apresentados na Figura 10. No tempo inicial, foram obtidas contagens entre 7,99 e 8,34
log UFC.mlI"". Apos 40 minutos de exposi¢do ao SGS, trés isolados (F3R13/1, F5R14/3 e
F3R18/7) apresentaram redugdes na contagem superiores a 1 log UFC.mlI"". Os demais
isolados, no entanto, apresentaram tolerancia semelhante aos isolados de leite, mantendo
uma reducao na contagem inicial inferior a esse valor, sugerindo uma maior tolerancia ao
SGS. Com a finalidade de mimetizar a passagem pelo intestino, os isolados provenientes de
salada foram expostos ao FIS. Apods as 2 horas de exposicao, seis isolados tiveram reducgao
inferior a 1 log UFC.mI", enquanto apenas o isolado F3R18/7 (A. baumannii), apresentou
redugao superior a 1 log UFC.ml'. O isolados F1R13/7 (A. nosocomialis), foi 0 que se mostrou
mais tolerante as condi¢cbes gastrointestinais testadas, apresentando uma redugéo total de
apenas 0,53 log UFC.mlI", enquanto que o mais sensivel a essas condigdes foi o isolado
F3R18/7 , com uma redug3o total de 4,17 log UFC. ml!, correspondendo a 48% da contagem

inicial.
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Figura 10. Tolerancia dos isolados de Acinetobacter spp. provenientes de saladas prontas

para consumo as condi¢des gastrointestinais simuladas.

Notou-se que os isolados provenientes de leite de cabra cru pareceram mais
tolerantes as condicbes gastrointestinais do que os isolados provenientes de saladas.
Entretanto, a diferenca entre os grupos nao foi estatisticamente significativa (p = 0,1685).

O presente trabalho & pioneiro ao analisar a tolerdncia de Acinetobacter spp.
provenientes de alimentos a fluidos gastrointestinais simulados, nao sendo possivel, dessa
forma, a comparacgao dos resultados obtidos nessa dissertagdo com outros trabalhos com o
mesmo micro-organismo alvo. No entanto, nossos resultados foram similares ao de estudos
realizados com patégenos alimentares classicos.

Piennar e colaboradores analisaram dois grupos de isolados de Escherichia coli
enteropatogénica e Escherichia coli enterotoxigénica, que foram expostas a condigbes
gastricas com variagdes de pH por 180 minutos. Os autores verificaram que os dois grupos
de E. coli séo capazes de sobreviverem mesmo com lesbes na membrana. Verificaram, ainda,
que cepas de E. coli enterotoxigénica sdo capazes de manter-se vivas e cultivaveis em todos
os pHs, enquanto as E.coli enteropatogénicas, ndo se desenvolveram em pH 1,5 e 2,5, mas

mantiveram-se vivas mesmo, com lesdées na membrana plasmatica, porém no estado VBNC
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(viavel mas nao cultivavel, do inglés “viable but non-culturable”) (PIENNAR et al., 2016).
Embora nao tenha sido observado em nossos estudos, o estado VBNC ja foi observado em
estirpes de Acinetobacter de origem clinica (KONIG et al., 2023).

Em nossos estudos, os isolados de Acinefobacter isolados de alimentos
apresentaram uma boa tolerancia ao SGS com pH 2,0, apresentando uma reducéo de no
maximo 19,7 % do inéculo inicial (Tabela 5). O pH baixo parece também nao ser decisivo para
a sobrevivéncia de patégenos alimentares como Shigella flexneri, Shigella dysenteriae,
Salmonella Typhimurium e Vibrio cholerae. Mesmo sofrendo alguns danos em suas células,
esses patdgenos sdo capazes de tolerar a exposi¢cao ao suco gastrico por um tempo variando
entre 30 a 180 minutos (SINGH & BARNARD 2016; SINGH & BARNARD 2017).

Tabela 5. Porcentagem de redugédo da contagem inicial dos isolados de Acinetobacter

spp. isolados de alimentos apds a exposicao as condi¢des gastrointestinais simuladas.

Redugédo (em %) apds exposigao

Origem / Isolados SGS FIS
1708 11,7 28,6
1715 ND 15,1

Leite de cabra cru
2008 3,9 4.4
2017 3,5 18,1
F3R13/1 19,7 36,6
F1R13/6 3,9 19,8
F5R14/3 13,4 33,7

Saladas prontas
FAR15/7 10,1 29,1

para consumo

F2R13/7 6,3 6,27
F4R15/6 9,5 23,6
F3R18/7 16,7 48,1

ND — n3o detectada

No entanto, para que um patégeno alimentar possa estabelecer colonizagao no trato
intestinal humano, é essencial que ele seja capaz de resistir ao estresse local, que inclui: a
alteracdo de pH, concentragéo de sais biliares (os quais desempenham um papel detergente
na emulsificagdo de gorduras, facilitando a degradagao dos lipidios presente na membrana
plasmatica) e a presenga de tripsina no suco pancreatico, sendo crucial nesse processo, uma
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vez que esta enzima proteolitica desempenha o papel de protedlise, promovendo a quebra de
proteinas em aminoéacidos (ZHANG et al., 2016; JOFFRE et al., 2019).

No atual estudo, todos os isolados de leite de cabra cru e seis dos isolados de
saladas, apresentaram redugdo menor do que 1 log UFC.mlI"' ao serem expostos ao FIS,
sugerindo maior tolerancia a essas condigdes. A reducao total da populagcio desses isolados
apos as 2h totais de exposi¢cao ao SGI variou entre 4,4 € 48,1% (Tabela 5), o que corresponde
a uma sobrevivéncia de 51,9 a 95,6% do in6culo inicial. Essa alta tolerancia também foi
observada com outros patdégenos alimentares. Mathipa e colaboradores (2015), descreveram
o comportamento de estirpes de E. coli enterohemorragica em um modelo gastrointestinal
simulado, onde verificou-se a tolerancia dessas bactérias apos 120 minutos de exposi¢ao. A
tolerancia de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes as mesmas condigdes foi averiguada
em outro estudo, em que os autores destacam grande tolerancia desses patégenos aos sais
biliares (MATHIPA et al., 2015; AKIRITIDOU et al., 2022).

6.3 Inferéncia do potencial de colonizagao do sistema gastrointestinal por

ingestao de alimentos contaminados por Acinetobacter spp.

O género Acinetobacter estd comumente associado a infecgées hospitalares e ao
desenvolvimento de sintomas agravantes, mas é pouco associado como causador de quadros
clinicos gastrointestinais, isto porque a investigacao de sintomas diarreicos é mais direcionada
a outros patdgenos alimentares classicos. Entretanto, Acinetobacter € considerado patégeno
oportunista e apresenta potencial para ser um bom competidor na microbiota humana e em
produtos alimenticios (CERQUEIRA et al., 2011, FERNANDES et al., 2022 e GLOVER, et al.,
2022).

A notoriedade atribuida ao género Acinetobacter advém de sua caracteristica
patogénica, expressa através de uma resisténcia a multiplos antibidticos, capacidade de
disseminacao e manifestacdo de patogenicidade. Embora este microrganismo seja
comumente associado a contextos hospitalares, diversas pesquisas tém documentado a
presenca de Acinetobacter spp. em alimentos de origem variada, evidenciando a existéncia
de distintos fatores de viruléncia (ASKARI et al., 2020; RABELO et al., 2021; MALTA et al.,
2021; JIMENEZ- BELENGUER et al., 2023; ABUIN, et al., 2022; COSTA- RIBEIRO et al.,
2024).

Os resultados demonstram que alguns isolados de Acinetobacter spp. estudados
neste trabalho, tanto isolados de leite de cabra cru quanto de saladas prontas, poderiam

chegar ao intestino e permanecer viaveis sob agéo de sais biliares e enzimas proteoliticas em
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concentragdes muito semelhantes ao indculo inicial (por exemplo, isolados F1IR13/ 7 e 2008).

A capacidade de sobrevivéncia dos isolados de Acinetobacter spp. deste trabalho
aos fluidos gastricos e intestinais, com pouca diminuigdo da contagem inicial mesmo sob
essas condigdes de estresse, aumenta ainda mais o possivel risco de infecgdo caso sejam

consumidos em um alimento contaminado.
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7 CONCLUSOES

Isolados de Acinetobacter spp. tém sido comumente obtidos a partir de alimentos de
diferentes origens, embora a relevancia da sua presenca e o seu papel como patégeno
alimentar seja pouco discutido na area de Alimentos. Raros trabalhos na area clinica,
entretanto, tém alertado para a possibilidade de colonizagao do sistema gastrointestinal por
Acinetobacter spp., mas sem comprovagao.

Essa escassez de dados pode ser devida ao fato de que geralmente somente os
patdgenos alimentares classicos sao considerados em casos de infecgdes gastrointestinais e
por isso, os isolados de Acinetobacter spp. acabam sendo subestimados ou pelo fato de que
a infecgao pode se iniciar no trato gastrintestinal e evoluir, posteriormente, para bacteremia
ou sepse, quando somente entio é detectada.

De qualquer forma, é certo que alimentos de diferentes origens podem servir como
porta de entrada desse patdogeno para o organismo humano, porém, é a capacidade de
sobreviver a passagem pelo sistema gastrointestinal que se torna um elemento de suma
importancia para a colonizagdo intestinal e, consequentemente, desencadear doengas
transmitidas por alimentos e outras infecgdes posteriores no consumidor.

Os resultados demostram que os isolados de Acinetobacter spp. submetidos ao
sistema gastrointestinal simulado apresentaram alta tolerancia a essas condi¢cdes, com baixa
reducao da contagem celular entre o inéculo inicial e o final da exposicao, resultando em uma
taxa de sobrevivéncia variando de aproximadamente 52 a 95%.

Este estudo é, portanto, um alerta para a capacidade de Acinetobacter spp. de
contornar as defesas primarias do sistema gastrointestinal humano, o que pode ocorrer
especialmente em idosos, criangas pequenas e individuos imunocomprometidos, que
poderiam ser mais suscetiveis a infecgbes gastrointestinais causadas por esse micro-
organismo. Associado a isso, é importante destacar a alta frequéncia de multirresistencia a
antibioticos apresentada por esses micro-organismos, tornando o tratamento mais dificil.
Experimentos futuros para investigar a interagdo desses e de outros isolados com diferentes
tipos de alimentos e sua capacidade de competir com a microbiota intestinal podem corroborar

com os resultados obtidos neste estudo.
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8 PRODUGAO TECNICA E CIENTIFICA ATE O MOMENTO

Artigo cientifico publicado

° MONTEIRO, R. C., MALTA, R. C. R.; RODRIGUES, G. L., RAMOS, G. L. P. A,
NASCIMENTO, J. S. Acinetobacter baumannii: a known pathogen, a new problem. Germs, v.
13, n. 4, p. 381-384, 2023.

Artigo cientifico submetido

° MONTEIRO, R. C., NASCIMENTO, M. S. G., NASCIMENTO, J. S. Survival of
Acinetobacter spp. food isolates to simulated gastrointestinal conditions: evaluation of the

potential as foodborne pathogens. Submetido para “Current Microbiology”.

Artigo técnico submetido

° MONTEIRO, R. C., RODRIGUES, A. V. C., NASCIMENTO, J. S. Potencial de aplicagcao
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