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Resumo

As estirpes de Escherichia coli (E. coli) e Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) patogénicas
e resistentes aos antibioticos tém sido isoladas em amostras agua e vegetais incluindo alface e
associadas a infec¢cBes humanas. Estudos de vigilancia de resisténcia antimicrobiana em &gua
e alimentos sdo escassos em Mocambique, dificultando o controlo da emergéncia de estirpes
resistentes e orientacdes de tratamento das infec¢bes. O estudo teve como objectivo avaliar o
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de E. coli e K. pneumoniae isoladas em amostras

de alface (Lactuca sativa) e 4gua do Vale de Infulene, Cidade da Matola.

Foi um estudo descritivo transversal que consistiu na colheita de um total de 153 amostras das
quais, 99 (64,7%) foram de de alface e 54 (35,3%) de a4gua no Vale do Infulene, entre Maio e
Novembro de 2023. A identificacdo dos isolados de E. coli e K. pneumoniae foi feita através
de testes bioquimicos (agar MacConkey e agar Citrato de Simmons), meios cromogénicos
especificos para E. coli e Klebsiella spp. e o kit de indice de Perfil Analitico 20E (API 20E).
O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi feito incluindo 13 antibi6ticos,
nomeadamente: ampicilina, amoxicilina &cido-clavulanico ceftriaxona, ceftazidima, cefepime,
amicacina, gentamicina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprim, aztreonam, ciprofloxacina,
meropenem e imipenem, através do método de disco em difusdo de Kirby-Bauer, seguindo as
directizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

Do total de 153 amostras colhidas, identificamos 33 (22%) isolados de E. coli (13 em alface e
20 em agua) e 30 (20%) isolados de K. pneumoniae (15 em alface e 15 em 4gua). Os isolados
de E. coli e K. pneumoniae obtidos de amostras de agua e alface apresentaram altas frequéncias
de resisténcia para a maior parte dos antibidticos testados, como a ampicilina, amoxicilina-
acido clavulanico, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime, amicacina, gentamicina, tetraciclina,
sulfametoxazol-trimetoprim, aztreonam e ciprofloxacina, variando entre 27% e 79% em
isolados de E. coli e 30% e 100% em isolados de K. pneumoniae. Os antibi6ticos
carbapenémicos, foram os mais eficazes apresentando, tanto o meropenem quanto o imipenem
sensibilidade em 100% de isolados de E. coli e em 90% de isolados de K. pneumoniae, sendo
estes considerados antibidticos de reserva para o tratamento de infeccbes multidroga-

resistentes.

A frequéncia de isolados de E. coli multidroga-resistente em amostras de agua foi de 20/20

(100%) e em amostras de alface foi de 8/13 (62%), enquanto a frequéncia de isolados de K.

Vi



pneumoniae multidroga-resistente em amostras de agua foi de 14/15 (93%) e em amostras de
alface foi de 9/15 (60%).

A presenca de estirpes de E. coli e K. pneumoniae resistentes em amostras de alface e &gua no
Vale de Infulene constitui um risco para a saude publica, tornando-se imprescindivel o controlo
das fontes de contaminacdo, reforco das regras de higiene na preparagéo da alface e vigilancia

continua de resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Alface, agua, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, resisténcia

antimicrobiana, vale de Infulene.

Vil



indice Geral

F o [ (o L= ol T T=] ] (0L USSR I
LT [ 071 (o] 4 - TR PSSRSO TP PRTRPRON v
DeClaragio de HONIA .........ooiiiiiieee bbb \
RESUIMO ...ttt e ss b e e enb e e e nnr e e e nreean VI
INAICE U8 TADRIAS ..........ceveceecteeee ettt XI
INAICE B FIGUIAS ......cvovececice ettt XII
LiSta d& ADIEVIALUIES.......c.eeiiieiicie ettt nns X1
UNidades de MEAITA .........cveiuiiieiieie et e e eenneennees XV
Lo INEFOAUGED. ...ttt bbb 1
1.1, PrODIEMA . 3
1.2 JUSHITICALIVA ..ottt 4
N @ o] =T £ Yo 1TSS 5
A C - - | PSSR USRS 5
2.2, ESPECITICOS ....viivieitice et 5
K o 11 010 (=TSt OSSPSR 5
4. REVISAO A8 HTEIAUIA..... . eeieeeieiierie ettt re et e e nneenee e 6
4.1. Importancia da Agua e Alface para a salide NUMANA...........ccccoevevvevrrreeercenens 6
4.2. Agua e Alface como veiculos de patdgenos resistentes............co.oceveverveevrunenss 7

4.3. Bactérias Gram-negativas associadas a infec¢fes veiculadas pela agua e alface

8
4.3.1. Escherichia Coli ..o 9
4.3.2. Klebsiella pneumoniae ..........ccccooveiieiie i 10
4.3.3. SalmoNella SPP.....eeoeiee 10
4.3.4. SHIGEHA SPP. et 11
4.3.5. VIBrio ChOIErae ... 11
4.4.  Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos ............cccocvereininescienennen, 12

Vi



44.1. Inactivacdo enzimatica do antibiGtiCo ...........cccccevvveieeie e 13

4.4.2. Modificacdo do alvo do antibiotiCo..........coeveiiiiiiiiic 14
4.4.3. Bombas de efluxXo ........c.cooviiiiiii 14
4.4.4. Alteracdo da permeabilidade da membrana...........cccccooveiiiiiinciennnen 14
A8 08 BSIUTO ......ooevecececee ettt 16
/L (oTo (o] (o] | - TP SO RPT TP PT PR URUROPO 18
6.1, TIPO € BSTUUD....c.eiiiiiiiieiieieeee e 18
6.2, AMOSIIAJEIM ...ttt 18
6.3.  Critérios de INCIUSAOD ........ccocoiiiiiiiiiiice s 19
6.4.  Critérios de eXCIUSAO........ccociiiiriiiiiiee s 19
6.5.  VariQveis d0 @STUO.......c.eveiiiiieiicrcee s 19
B.6.  MALEITAIS ..ot 19
6.7.  Procedimentos l1abOoratoriaiS. ........cocurverieiriirieisiiieieesiese s 21
6.8.  Analise [aboratorial...........cccooiiiiiiiiic s 22

6.8.1. Isolamento e Identificagdo bioquimica dos isolados de E. coli e K.

pneumoniae em amostras de agua € alface..........cccooviverririiiieic e 22

6.8.2. Identificacdo de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae em amostras de

AQUA B AITACE ......ee i e 24

6.8.3. Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos de Escherichia coli e

Klebsiella pneumoniae em amostras de dgua e alface ...........cccceeveeviieciccecne, 25
6.9. ANALISE A8 UAUDS ....c.veveieiitieieeiieie et 26
RESUITAAOS ...ttt nte e sreenneenee e 27

7.1. Caracteristicas sociodemogréaficas dos participantes do estudo e condicOes de
cultivo de alface no vale de INFUIENE ..........ccveeiiiiiec e 27

7.2.  Frequéncia de isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae obtidas de

amostras de agua e alface no Vale de Infulene...........cccoeoveeeeie i, 27

7.3.  Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Escherichia coli isolados em

amOoStras de Agua € AlTACE. .......ccoiiii i 28



7.4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella pneumoniae

isolados em amostras de agua € alface...........cccoeieiiiiiniicii e 32
DISCUSSAD. ... .vevtetee it eiee sttt sttt sttt se et et e s b e sbeeseesbe e beeneeebeebeantesneenseenee e 36

8.1. Caracteristicas sociodemograficas dos participantes do estudo e condi¢des de

cultivo de alface No vale de INTUIBNE ........ooovieeeee e 36

8.2.  Frequéncia de isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae obtidas em

amostras de agua e alface do Vale de Infulene............ccccoevveieieicce e, 36

8.3.  Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Escherichia coli isolados de

amostras de AgUA € AlTACE..........coiiiiie e 38

8.4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella pneumoniae,

isolados de amostras de 4gua € alfaCe...........ccevveieiiiie e 41
CONCIUSED ...ttt bbb 45

10, LIMITAGOES ....veveeieeeiesieeite ettt et s ettt te e s ta et e et esbe e be e b e snaesteeneesneeaneeneens 46
11, RECOMENUACHES ... .cuveiveeivrereeeteesteete st esteete et e te e e s e sraesteestesteenbeessesaaesreeneesreesseeneens 47
12. Referéncias bibliografiCas.........ccccviieiieiiiiccecce e 48
13, ANBXOS. ..ttt 61



Indice de tabelas

Tabela 1: Pontos de colheita de amostras de agua e alface. .........ccccocevveveiiececiesinenne, 18
Tabela 2: Materiais utilizados no presente eStudo. ...........cccevvevieieiiiere e 19
Tabela 3: Antibioticos incluidos para a avaliacdo do perfil de susceptibilidade dos
isolados de E. coli e Klebsiella pneumoniae. ..........cccooereiiiiiiiiiiicceec s 25
Tabela 4: Frequéncia de E. coli e K. pneumoniae identificados em alface e 4gua no Vale
A8 INFUIBNE. ..ot sb et 28
Tabela 5: Pontos de colheita das amostras de alface e 4gua e o padrao de resisténcia aos
antimicrobianos de i1solados de E. COlI. ...cooviiiiiiieciec e 31
Tabela 6: Pontos de colheita das amostras de &gua e alface e o padrdo de resisténcia aos

antimicrobianos de isolados de K. pneumoniae. .........cccccveveveeieiieieese e 34

Xl



Indice de figuras

Figura 1: Alface (LACtuCa SALIVA).........ccueruiiirriieieeie sttt sre e 6
Figura 2: Mapa do vale de INFUIENE. ..o 16
Figura 3: Fluxograma dos procedimentos laboratoriais. ............cccccveveiveneicieseeseennn 21

Figura 4: Placa contendo coldnias suspeitas de E. coli (cor purpura) e Klebsiella
pneumoniae (azuis) em meio &gar CrOMOGENICO. . ...cveververierierieseeeeeeie e ereenis 22
Figura 5: Placas contendo crescimento de culturas sugestivas de K. pneumoniae (5A) e
E. coli (5B) em agar MaCCONKEY. .........cccueiieiiiiieieece e 23

Figura 6: Placas contendo culturas de E. coli em meio Agar Brilliance E. coli selective

(A) e Klebsiella spp. em meio Agar Klebsiella selective (B)........c.cccovvereiiiencnnninnne. 24
Figura 7: Galerias de API 20E, com caracteristicas bioquimicas confirmativas da espécie
Klebsiella PNeUMONIGE. ........ccccuiiiiiieiicie et 24
Figura 8: Frequéncia dos participantes do estudo em funcédo da idade. ........................ 27

Figura 9: Perfil de susceptibilidade aos antibidticos de E. coli isolada em amostras de
agua proveniente do Vale de Infulene. ... 29
Figura 10: Perfil de susceptibilidade aos antibioticos de E. coli isoladas em amostras de
alface N0 Vale de INTUIBNE. ..o 30
Figura 11: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de K. pneumoniae isolada em
amostras de agua proveniente do vale de Infulene. ... 32
Figura 12: Perfil de susceptibilidade aos antibidticos de K. pneumoniae isolada em

amostras de alface proveniente do Vale de Infulene. ...........ccccooov i, 33

Xl


file:///C:/Users/come/Downloads/AgarMatsinhe%20TCC_V3_1.07.24_EJ_revisto_JS_8072024_JS_033108.docx%23_Toc173427763
file:///C:/Users/come/Downloads/AgarMatsinhe%20TCC_V3_1.07.24_EJ_revisto_JS_8072024_JS_033108.docx%23_Toc173427763

Lista de Abreviaturas

AK Amicacina

AM Ampicilina

AMC Amoxicilina-4cido clavuléanico

API 20E indice de Perfil Analitico 20E

AZM- Aztreonam

BGN Bactérias Gram-negativas

BGP Bactérias Gram-positivas

CAZ- Ceftazidima

CDM Cervejas de Mocambique

CIP Ciprofloxacina

CLSlI Clinical Laboratory Standards Institute
CRO Ceftriaxona

CS Citrato de Simmons

E. coli Escherichia coli

ESBL Betalactamases de espectro estendido
ETAR Estacdo de tratamento de aguas residuais
FEP Cefepime

GM Gentamicina

HCM Hospital Central de Maputo

IMI Imipenem

K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae

LA-FENG Laboratorio de agua da Faculdade de Engenharia

Xl



LB

LM-FAMED

MAC

MDR

MHA

MEM

OMS

RAM

SXT

TE

TSA

Caldo Luria Bertani

Laboratorio de microbiologia da Faculdade de Medicina
Agar MacConkey

Multidroga-resistente

Agar Miieller-Hinton

Meropenem

Organizagdo Mundial de Saide

Resisténcia antimicrobiana

Sulfametoxazol-trimetoprim

Tetraciclina

Teste de Sussceptibilidade aos Antimicrobianos

XV



Unidades de Medida

%

°C

min

mL

ML

Percentagem

Grau Celsius ou centigrado
Hora

Minuto

Mililitro

Segundo

Microlitro

XV



1. Introdugéo

As bactérias Gram-negativas constituem parte da microbiota intestinal normal de
humanos e animais, entretanto possuem grande diversidade morfoldgica e metabolica
permitindo a sua permanéncia no meio ambiente e desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos (Ribeiro, 2016; Ferreira, 2018).

A resisténcia bacteriana € um problema critico de salde publica global, tendo sido
definida como questdo prioritaria pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Nos
hospitais, espécies bacterianas resistentes surgem como consequéncia do Uuso
inapropriado de antibidticos e considerando que nestes locais, a terapia antimicrobiana é
usada de forma rotineira, a selecdo de cepas resistentes bem como a sua propagacao é
feita com mais facilidade (Vieira & Vieira, 2017), porém espécies bacterianas resistentes
aos antimicrobianos ndo estdo restritas a ambientes hospitalares, encontrando-se também

disseminadas no meio ambiente (WHO, 2017).

Nos paises em vias de desenvolvimento, incluindo os da Africa subsaariana, os sistemas
de esgoto e estacdes de tratamento de &guas residuais na sua maioria ndo sdo operacionais
contribuindo para a contaminacao dos rios. Adicionalmente, a troca horizontal de genes
de resisténcia a antimicrobianos entre bactérias acelera a emergéncia de estirpes

resistentes nas aguas (Amoah et al., 2007).

Em Mocambique, devido a problemas do funcionamento das estacfes de tratamento de
aguas residuais (ETAR), os efluentes sdo despejados directamente nos corpos de agua,
incluindo o rio Infulene causando a sua contaminacdo (Amoah et al., 2007; Gekenidis et
al., 2018; Nhantumbo et al., 2023).

Estudos feitos recentemente na bacia do rio Infulene, identificaram 5 focos de poluicdo
desta, que incluem duas estacdes de tratamento de &guas residuais, um hospital, uma
empresa de fabricacdo de papel e uma fabrica de cerveja (Nhantumbo et al., 2023).
Verificou-se ainda que 67% e 27% das amostras de agua do rio Infulene foram positivas
para coliformes totais e E. coli, respectivamente, apresentando maus resultados em termos

de qualidade da 4gua (Nhantumbo et al., 2023).

Os produtores de vegetais na baixa do rio Infulene utilizam principalmente a agua deste

rio para a irrigacdo de vegetais incluindo alfaces, facto que contribui para a sua



contaminacéo (Salvador et al., 2016). A agua de irrigacdo é uma das principais fontes de
contaminag&o de produtos vegetais por bactérias, tornando-os veiculos de infeccéo do ser
humano principalmente quando consumidos frescos, como é o caso da alface (Lactuca
sativa) (Gekenidis et al., 2018). A contaminacdo de vegetais tem sido associada a

infeccdes diarreicas nos agricultores e consumidores (Callejon et al., 2015).

Os estudos sobre bactérias Gram-negativas resistentes incluindo enterobactérias sé@o
escassos no continente africano (Banu et al., 2021). Os poucos estudos existentes
demonstraram a presenca de enterobactérias produtoras de P-lactamase de espectro
estendido (ESBL) como a E. coli em agua potavel e aguas residuais na Republica
Democratica do Congo e em aguas residuais, e ambientes avicolas na Nigéria (Banu et
al., 2021). As enterobacteriaceae produtoras ESBL em vegetais, solo e &gua do ambiente
agricola ja foram também reportadas na Tunisia (Said et al., 2015).

Estudos realizados em Gana para avaliar os padrdes de resisténcia a antibioticos de E.
coli e os respectivos genes de resisténcia em alface, mostraram prevaléncia de resisténcia
bacteriana entre 49 e 70%, das quais 82% foram multidroga-resistentes (MDR) (Quarcoo
etal., 2022).

Em Mocambique, as bactérias Gram-negativas, nomeadamente: E. coli, Salmonella spp.,
Shigella spp. e Vibrio cholerae sdo os principais motivos de preocupagdo em surtos de
infeccOes causadas por agua e alimentos (GARP, 2015). Recentemente foram registados
surtos de cdlera nas regides Centro e Norte de Mocambique (INS, 2023). Um estudo
realizado para determinar o risco de disseminacdo de Enterobacteriaceae resistentes a
antibidticos através de L. sativa e Allium fistulosum L. do vale do Infulene, revelou alta
frequéncia de Klebsiella oxytoca (21,1%), Proteus vulgaris (19,3%) e Enterobacter
cloacae (12,3%), com altas taxas de resisténcia a amoxicilina-clavulanato (98,2%) e com
perfil de multirresisténcia em 35,1%, evidenciando a necessidade de continua vigilancia
(Salvador et al., 2016).

O uso de dejectos de aves e bovinos como fertilizantes do solo no cultivo da alface é uma
pratica comum em Africa e estudos indicam a presenca de E. coli em ambientes avicolas
e de criacdo de gado (Aworh et al., 2020). O desenvolvimento da alface proxima ao solo
contribui para o contacto da folha comestivel com os dejectos, aumentando o risco de
contaminag&o por bactérias resistentes, tornando esta cultura importante para a vigilancia

de estirpes bacterianas resistentes (Amoah et al., 2007).



Os antimicrobianos sdo também frequentemente usados para prevencdo ou tratamento de
infecgBes bacterianas na medicina veterinaria, e sdo ainda adicionados as ragdes animais
como promotores de crescimento, aumentando a eficacia alimentar (Normanno et al.,
2007). O uso de antimicrobianos em animais tem contribuido para o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana em humanos, visto que muitos antibidticos usados em animais
também sdo empregados em seres humanos para o tratamento de infecgdes, propiciando
falhas terapéuticas, devido a transferéncia de bactérias resistentes ao longo da cadeia

alimentar (Souza et al., 2022).

No presente estudo pretendeu-se avaliar o perfil de susceptibilidade aos antibioticos de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isolada em amostras de alface (Lactuca sativa)

e 4gua do vale de Infulene.

1.1. Problema

O uso de esterco animal, 4gua de irrigacdo contaminada e salde e higiene dos
trabalhadores na producdo de vegetais como alface sdo reconhecidas como fontes de
contaminacdo dos produtos vegetais por patdgenos potencialmente resistentes (EFSA,
2014; Antwi-agyei & Ensink, 2016). O facto destes vegetais ndo serem submetidos a
nenhuma inativacdo microbiana, como pasteurizacao da superficie ou cozimento, torna-
0s uma importante rota de transmissao para patégenos transmitidos por alimentos (EFSA,
2014).

A resisténcia aos antimicrobianos vem se tornando de forma crescente uma preocupacgéo
global de saude publica, ocasionando milhdes de mortes devido a infeccBes resistentes a
medicamentos todos os anos (WHO, 2017; ONU, 2022). Cerca de 700.000 mortes
associadas a resisténcia antimicrobiana sdo registadas anualmente, com possibilidade de
que até 2050, esse numero se acresca a dez milhdes ao ano, pela resisténcia
antimicrobiana (ONU, 2022).

A emergéncia de bactérias Gram-negativas resistentes como E. coli e K. pneumoniae em
vegetais é associada ao uso de descargas poluidas para a irrigacdo e estrume de animais

como fertilizantes (Mesbah et al., 2017).

Os estudos anteriores realizados no vale de Infulene incluindo amostras de alfaces

reportaram a presenca de E. coli e Klebsiella oxytoca multirresistentes em alface, (Jodo
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et al., 2021, Salvador et al., 2016) e elevada quantidade de E. coli em aguas utilizadas
para varios fins no vale de Infulene (Nhantumbo et al.,2023), mostrando na necessidade

de estudos continuos.

Contudo, estudos de vigilancia de resisténcia bacteriana em alimentos e 4gua s&o escassos
no pais, dificultando o controlo de infeccdes resistentes, pelo que surge a seguinte
questdo: Qual é o perfil de susceptibilidade de Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae isoladas de amostras de alface e 4gua no vale do Infulene?

1.2.  Justificativa

O conhecimento sobre o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de E. coli e K.
pneumoniae em amostras de alface (Lactuca sativa) e dgua provenientes do vale do
Infulene, cidade da Matola, contribui para o controlo efectivo de infecgdes. A exposicao
e 0 consumo de vegetais frescos como alface, cebolinha e tomate, bem como agua
contaminados por bactérias patogénicas pode colocar o produtor e 0 consumidor em risco
de doencas (Callejon et al., 2015; Salvador et al., 2016).

Adicionalmente, os surtos que possam advir de patégenos como E. coli e K. pneumoniae
resistentes, associados a falta de medicamentos eficazes podem causar crises sérias a
salde nacional, prejudicando principalmente os seres humanos (Salvador et al., 2016).
Estas bactérias patogénicas podem ser dificeis de tratar, 0 que mostra a necessidade de
vigilancia para melhor orientacdo do tratamento e controlo (Callejon et al., 2015;
Gekenidis et al., 2018).

Este estudo € importante, porque fornecera dados actualizados sobre o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana de estirpes E. coli e K. pneumoniae circulantes no vale

do Infulene contribuindo para o controlo das fontes de contaminacao e das resisténcias.



2. Objectivos

2.1. Geral
Avaliar o perfil de susceptibilidade aos antibi6ticos de E. coli e K. pneumoniae isoladas
em amostras de alface (Lactuca sativa) e agua no vale do Infulene, cidade da Matola.

2.2.  Especificos

+¢+ ldentificar os dados sociodemograficos dos camponeses e 0 tipo de estrume usado
para fertilizacdo das machambas na baixa de Infulene;

++ ldentificar os isolados de E. coli e K. pneumoniae em amostras de alface e agua;

+ Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de E. coli e
K. pneumoniae;

¢+ Comparar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de E. coli e K.

pneumoniae.

3. Hipoteses
Predicdo: Estudo realizados incluindo alface (Lactuca sativa) no vale de Infulene
reportaram a presenca de E. coli multirresistentes em alface, (Jodo et al., 2021, Salvador

et al., 2016). Desta forma consideram-se as seguintes hipoteses:
Hipotese Nula

As bactérias E. coli e K. pneumoniae isoladas em amostras de alface e agua néo
apresentam frequéncias elevadas de resisténcia aos antibiéticos comumente usados para

o0 tratamento de infec¢gdes humanas.
Hipotese Alternativa

Os isolados de E. coli e K. pneumoniae isoladas em amostras de alface e agua apresentam
frequéncias elevadas de resisténcia aos antibidticos comumente usados para o tratamento

de infec¢Bes humanas.



4. Revisdo de literatura

4.1. Importancia da Agua e Alface para a satide humana

A &gua é um recurso essencial na natureza, e o seu acesso como fonte de vida para os
seres humanos e sobrevivéncia do planeta tem sido reconhecido como direito humano
universal (UN, 2010), devendo ser garantida de forma segura e sustentavel a todos
(WHO, 2018).

Do total da agua existente, somente 0,8% corresponde a agua doce disponivel para ser
utilizada pelo homem. Destacam-se entre as principais fontes de agua utilizada pela
populacdo, os rios, lagos e lencois subterraneos que sdo fundamentais para o
desenvolvimento de actividades domésticas, industriais, abastecimento de agua potavel,

agricultura e outros fins (Okafor, 2011).

A 4gua é bastante utilizada na agricultura para irrigacdo de vegetais como a alface
(Lactuca sativa), um vegetal herbaceo, folhoso, anual, pertencente a familia Asteraceae
(Compositae) de origem asiatica (Hasan et al., 2017; Célio et al., 2021). Sendo um dos
vegetais mais procurado em todo mundo para o preparo de saladas para o consumo,
principalmente ainda fresco (Islam et al., 2021). A alface apresenta grande valor nutritivo
e propriedades medicinais sendo uma rica fonte de vitamina A e minerais como calcio,
ferro, magnésio, potassio e sodio e apresenta ainda propriedades anti-inflamatérias,
sedativas, diuréticas, expectorantes, antidiabéticas, redutoras do colesterol, reduzindo o
peso corporal e o risco de doencas cardiovasculares, promovendo a saude cerebral
(YYakoot et al. 2011).

Figura 1: Alface (Lactuca sativa).
Fonte: Autora.



4.2.  Agua e Alface como veiculos de patdgenos resistentes

Com aumento da globalizacéo e o crescente aumento da populacdo, a fonte de agua vem
sofrendo com os efeitos da poluicdo causados pela actividade antropica (UNESCO,
2017). Devido a grande quantidade de poluentes introduzida nos corpos de agua, a
capacidade de auto-depuracdo por meio de mecanismos fisico-quimicos e biologicos
mostrou-se ineficiente, tornando este, um grande problema global principalmente pelas
suas consequéncias na salde e sobrevivéncia dos seres vivos, incluindo o homem (Omole
& Longe, 2008).

O habitat aquatico, principalmente da dgua doce, esta entre os habitats que abrigam a
mais rica diversidade de bactérias na terra (Sieber et al., 2020) e um importante meio de
disseminacdo de microorganismos resistentes aos antimicrobianos entre populac6es
humana, animal e vegetal, assim como a via pela qual os genes que conferem resisténcia
sdo introduzidos no ecossistema de bactérias naturais, modificando a microbiota
ambiental e possibilitando desta forma o surgimento de estirpes multirresistentes
(Amarasiri et al., 2019; Resende et al., 2020).

As principais origens da contaminacdo microbiana dos recursos aquaticos naturais séo
descargas de estacdes de tratamento de agua residuais, hospitais e industrias, consideradas
como fontes pontuais resultantes da accéo antrépica (Amoah, et al., 2007; Nhantumbo et
al., 2023). Aguas residuais usualmente contém bactérias entéricas patogénicas (WHO,
2018; Decol, 2018) que abrigam genes de resisténcia a antibioticos, inseridos por
elementos genéticos maveis, que se propagam entre as comunidades bacterianas da agua
e solo (Sultan et al., 2018), favorecendo a ocorréncia de doencas de origem hidrica
(Resende et al., 2020).

Essa agua é utilizada para irrigacdo de vegetais que incluem a alface, um dos vegetais
cultivados em quase todo o mundo (Hasan et al., 2017), que apesar do seu extenso valor
nutricional, pode estar associada a riscos de transmisséo de infecgdes resistentes inerentes

a saude humana (Holvoet et al., 2013).

Em vérias regides de Africa, o estrume de aves é utilizado para promover o crescimento
de vegetais como alface e, estudos demonstram que este pode conter residuos de
antibidticos que podem favorecer algumas bactérias patogénicas presentes (Holvoet et

al., 2013; Martins, 2021). A alface sendo uma cultura que cresce proxima ao solo,



podendo entrar em contacto com bactérias do solo e associado ao uso de &guas de
irrigagéo contaminadas por excrementos humanos ou animais e outros factores da cadeia
de produgdo como a colheita, transporte e venda, pode tornar-se um veiculo importante
na transmissao de patdgenos potencialmente resistentes (Amponsah-Doku et al., 2010;
Appau & Ofori, 2024).

Outro agravante, deve-se ao facto de alface ser um alimento consumido in natura, ndo
passando por nenhum processo de inactivacdo microbiana, 0 que aumenta o risco de
transmissao de potenciais patdgenos resistentes ao longo da cadeia alimentar (Holvoet et
al., 2013).

Globalmente, cerca de 2,720 casos de doengas gastrointestinais sdo registados em cada
100 mil pessoas por ano, com maior énfase nos paises de baixa e média renda incluindo
Mocambique (Lee et al., 2023). A informacéo sobre infec¢des transmitidas por meio da
agua e alimentos ¢é relativamente escassa em Mocambique, contudo, doencas diarreicas
contribuem significativamente para a morbimortalidade, especialmente entre criangas

menores de 5 anos (Chissaque et al., 2018).

4.3. Bactérias Gram-negativas associadas a infeccBes veiculadas pela agua e

alface

As bactérias de Gram-negativas (BGN) estdo relacionadas a um dos maiores problemas
de salde publica, devido a elevada disseminacdo de resisténcia aos antibioticos entre
bactérias da mesma ou diferente espécie. Estas bactérias tém uma parede celular
caracteristica que apresenta uma membrana externa que serve de protecdo, contendo
lipopolissacarideos que se encontram ligados ao lado externo da membrana, fosfolipidos
conferindo a sua integridade, e proteinas da membrana externa. Segue-se uma camada
fina de peptidoglicano que determina o formato celular e por fim, a camada da
membrana interna, constituida por uma bicamada fosfolipidica responsavel por diversos
processos multifuncionais, como estrutura, transporte e biossintese (Oliveira &
Reygaert, 2024).

As bactérias Gram-negativas estdo divididas em sua maioria, entre as
Enterobacteriaceae e bacilos ndo fermentadores. As espécies da familia

Enterobacteriaceae sdao microorganismos ubiquos encontrados no solo, na dgua e na



vegetacdo, ndo formadoras de esporos, anaerobios facultativos, e capazes de fermentar
acucares, para além de serem importantes indicadores de higiene na cadeia alimentar
(Yeetal., 2018).

Geralmente fazem parte da microbiota normal da maioria dos animais incluindo o
homem, porém, sdo também comumente associadas a infeccGes do trato urinario,
gastrointestinal, bacteriemia, pneumonias, entre outras doencas, entre as quais se

destacam a Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Martins, 2021).

Os bacilos ndo fermentadores apresentam também representantes ubiquos, entretanto,
as infec¢Oes causadas por este grupo sdo na sua maioria de caracter oportunista e 0s seus
representantes incluem o género Pseudomonas e Acinetobacter (Oliveira & Reygaert,
2024).

Entre as principais bactérias Gram-negativas que podem estar associadas a doencas de
veiculacdo hidrica e alimentos encontram-se a Escherichia coli, Salmonella spp.,

Shigella spp., Vibrio cholerae e Klebsiella pneumoniae (Pinto, 1996).

4.3.1. Escherichia coli

E. coli € um microorganismo Gram-negativo, em forma de bastonete, com presenca de
flagelos peritriquios, reduze nitrato a nitrito, fermenta glicose e é oxidase-negativa.
Metaboliza uma ampla variedade de substancias como carboidratos, proteinas,
aminoéacidos, lipidos e acidos organicos, produz catalase, utiliza glicose, amonia e
nitrogénio como fontes de carbono, com temperatura dptima de crescimento a 37 °C,
apresenta actividade das enzimas (3-galactosidase e [3-glucoronidase (Croxen et al.,
2013).

E globalmente considerado como principal indicador de contaminagcao fecal por ser um
microorganismo integrante do trato gastrointestinal de homens e animais, sendo
considerado o mais especifico entre os coliformes termotolerantes (Health Canada,
2012; WHO, 2018). A E. coli € a principal causadora de doencas diarreicas ocasionadas
pela ingestdo de agua e alimentos contaminados além de ser também associada
frequentemente a diversas patologias intestinais e extra-intestinais, como infecc¢ées do

trato urinario (ITU), bacteremia, pneumonia e meningite (Hu et al., 2013).



4.3.2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) é uma bactéria Gram-negativa, imovel, aerdbica
facultativa, geralmente encapsulada em forma de bastonete, ndo formadora de esporos,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, catalase e citrato positiva, oxidase e indol
negativa. Apresenta col6nias geralmente mucodides, de cor creme a rosada em Agar
MacConkey, com bordas irregulares e elevadas, com temperatura 6ptima de crescimento
a 37 °C (Aly et al., 2014; Dong et al., 2022). E omnipresente, habitando ecossistemas do
solo, agua e esgoto, ademais é encontrado também como parte da microflora natural em
diversos locais do ser humano, incluindo pele, nariz, garganta e trato intestinal (Gomez-
Simmonds & Uhlemann, 2017).

A K. pneumoniae é parte do complexo de espécies que incluem também a Klebsiella
quasipneumoniae subsp. Quasipneumoniae e similipneumoniae, sendo estas comumente
associadas a infeccdes humanas, como pneumonia, infeccdes do trato urinario, infeccdes
de tecidos moles e feridas, septicemia e abscessos hepaticos piogénicos (Wyres et al.,
2020; Dabrowska et al., 2023).

A K. pneumoniae foi classificada como um dos organismos ESKAPE, que sao patdgenos
clinicos altamente virulentos e resistentes a antimicrobianos sendo responsavel por uma
taxa de isolamento de aproximadamente 85% (Dong et al., 2022). Sdo patdgenos
frequentemente associados a infec¢des oportunistas em individuos imunocomprometidos
e pacientes hospitalizados por periodos prolongados (Massinga et al., 2021) e
habitualmente implicados em infec¢fes nosocomiais do trato urinario e sepse em

lactentes da Africa subsaariana (Lochan et al., 2017; Massinga et al., 2021).

4.3.3. Salmonella spp.

Sdo bactérias gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, comumente
moveis, com flagelos peritriquios, anaerdbias facultativas e ndao esporuladas. Sdo oxidase
negativa, catalase positiva, utilizam citrato como Unica fonte de carbono, fermentam
glicose produzindo &cido e gas, porém sdo incapazes de metabolizar a lactose e sacarose
(Pui et al., 2011). E um género composto por duas espécies, a S. enterica e S. bongori,
sendo que a maioria dos sorovares responsaveis por causar doengas no homem e animais

esta relacionada a espécie S. entérica (Pui et al., 2011).
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Em seres humanos a Salmonella spp. é responsavel por originar a febre tifoide, causada
pela serovar S. typhi, doenga bacteriana aguda de gravidade variavel, transmitida pela
agua e alimentos contaminados com material fecal. O seu quadro clinico é caracterizado
por septicemia, febre alta, vomitos, diarreia, letargia, dores abdominais com uma taxa de
letalidade de 10% (Jay, 2005; Pui et al., 2011). Causa também a febre paratiféide (agente
etioldgico S. paratyphi) semelhante a febre tifdide, porém com sintomas mais brandos e
ainda causa outras salmoneloses que incluem gastroenterites e enterocolites causadas por

outras epecies de Salmonella (Jay, 2005),

4.3.4. Shigella spp.

As bactérias do género Shigella sdo microorganismos Gram-negativos pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, ndo formadores de esporos, imdveis, aerébios facultativos,
fermentam a glicose com producdo de acido, geralmente sem gas, sem cépsula, com
excepc¢do da S. flexneri e S. boydii, ndo hidrolisam ureia, ndo produzem gas sulfidrico,
ndo descarboxilam a lisina e ndo utilizam citrato nem acetato de sodio como Unica fonte
de carbono (Cunha et al., 2017). Inclui quatro espécies, S. dysenteriae, S. flexneri, S.
boydii e S. sonnei, sendo que a S. sonnei e S. boydii estdo mais relacionadas as
enfermidades mais brandas, a S. flexneri mais comum em paises de baixa e média renda

e a S. dysenteriae estdo relacionadas a forma mais grave da doenca (Cunha et al., 2017).

Seu Unico reservatorio é o ser humano, podendo crescer em temperaturas entre 10°C e
48°C e pH ideal de 6 a 8. Nao sdo afectadas pela acidez do estébmago, proliferam-se no
intestino delgado e causam lesdes no intestino grosso, destruindo o tecido da mucosa
intestinal e causando diarreia intensa com sangue e muco. Os principais sintomas incluem
colicas abdominais, febre e diarreia, podendo ter até 20 evacuacgdes por dia (Tortora,
Funke & Case, 2012).

A Shigella é frequentemente disseminada pelo contato directo pessoa-pessoa, por
transmissdo fecal-oral ou indirectamente, pelo consumo de alimentos ou &gua

contaminados (Cunha et al., 2017).

4.3.5. Vibrio cholerae

O Vibrio cholerae (V. cholerae) € um bastonete Gram-negativo recto, curvo ou levemente
curvo pertencente a familia Vibrionaceae, movel por meio de flagelo polar, aerébio ou
anaerdbio facultativo, ndo formador de esporos, oxidase positivo, fermenta glicose,

sacarose e manitol. E autdctone do ambiente aquético habitando em aguas do mar, rios,
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esgotos assim como superficie e intestino de animais, e infecta os seres humanos através

da agua e alimentos contaminados (Das et al., 2020).

E o principal agente causador da célera, doenga endémica em paises africanos e asiaticos,
causando um quadro clinico caracterizado por diarreia aquosa profusa e vomitos, gerando
um quadro de desidratacao, que pode elevar a gravidade da doenca. Até 0 momento, mais
de 200 sorogrupos de V. cholerae foram reconhecidos, no entanto, apenas 0s sorogrupos
01 e 0139 estdo associados a epidemias e a clera pandémica em seres humanos (Bahia,
2011).

Em Mocambique, a colera é sazonal com aumento de casos durante o periodo quente e
chuvoso especialmente nas regides centro e norte. A incidéncia anual varia de 0 a 211 por
100000 habitantes, com taxa de letalidade entre 0.2% e 4.3%, constituindo um problema
de salde publica (INS, 2023).

4.4.  Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é uma questdo de saude publica, complexa, ampla e
multissectorial que requer a colaboracdo e o empenho de todos paises envolvidos nos
diferentes niveis, globais, nacionais e regionais. Mundialmente, estima-se que a RAM
causa 700.000 mortes por ano (WHO, 2017). A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS),
define a RAM como a capacidade que 0s microrganismos possuem de sobreviver ou
alterarem-se quando expostos a ac¢do dos antimicrobianos, tornando-se ineficazes a esses
microorganismos (WHO, 2017; MISAU & MASA, 2019).

A resisténcia aos antimicrobianos, deriva de um processo intrinseco ou extrinseco. A
resisténcia intrinseca ou natural resulta da capacidade inata das bactérias em associacao
as caracteristicas estruturais ou funcionais inerentes ao microrganismo, que se opdem a
accao do antibidtico, resultando assim na sua ineficacia (Blair et al., 2015; Reygaert,
2018).

A resisténcia antimicrobiana, resulta especialmente também da permeabilidade da
membrana externa da bactéria, particularmente nas bactérias gram negativas incluindo E.
coli e K. pneumoniae, da producdo de enzimas que degradam antibioticos e também da

actividade natural das bombas de efluxo e estd presente em todos os elementos de uma
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especie ou genero através transmissdo vertical como heranga cromossémica (Machado et
al., 2019).

A resisténcia adquirida pode ser temporaria ou permanente. Esta presente apenas em
alguns isolados de uma espécie, como resultado de mutagbes no &cido
desoxirribonucleico (ADN) cromossémico da bactéria, ou através da aquisicdo de
material genético exdgeno (como plasmideos e transposdes), pela transferéncia horizontal
de genes (THG) (Pang et al., 2019; Martins, 2021).

Globalmente, s6 no ano de 2019, cerca de 4,95 milhGes de pessoas morreram em
decorréncia de infeccdes resistentes aos medicamentos e RAM causou directamente 1,27
milhOGes dessas mortes das quais uma em cada 5 dessas mortes ocorreu entre criancas
menores de 5 anos (WHO, 2022).

Em Africa, a ocorréncia de RAM esta aumentando com grande impacto, tornando-se mais
evidente com aumento das infec¢cdes associadas aos cuidados de saude (Fraser et al.,
2021; WHO, 2022). Esta preocupa¢do ascendente € agravada por sistemas de salde
publica e animal fracos e fragmentados por toda a regido e uma elevada carga de doengas

infecciosas (Fraser et al., 2021).

Estudos anteriores feitos em Mocgambique demonstraram que s6 no ano de 2019 houve
cerca de 7800 mortes atribuidas a RAM, adicionalmente, mais de 31000 mortes foram
associadas a RAM (WHO, 2022).

As bactérias Gram-negativas, incluindo a E. coli e K. pneumoniae, tém a capacidade de
desenvolver resisténcia aos antimicrobianos através de varios mecanismos, dentre 0s
quais se destacam a inativacdo enzimatica do antimicrobiano, modificacéo do sitio alvo
do antibiodtico, bombas de efluxo e alteracdo da permeabilidade da membrana (Blair et
al., 2015; Costa, 2016).

4.4.1. Inactivacao enzimética do antibidtico

O mecanismo enzimatico de resisténcia ocorre por conta inactivacdo do farmaco a partir
da producdo de enzimas que degradam ou inactivam o antibidtico, pela bactéria,
envolvendo trés tipos de reaccOes enzimaticas, tais como, hidrolise, transferéncia de um

grupo quimico ou processo de oxi-reducdo (Costa, 2016).
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A titulo de exemplo deste mecanismo de resisténcia encontra-se a producdo de pB-
lactamases que hidrolisam o anel B-lactamico das penicilinas (Kumar e Varela, 2013) e
cefalosporinas, inibindo a ac¢do desses antibioticos (Horner, 2008). A produgdo de B-
lactamases constitui o principal mecanismo de resisténcia das BGN aos antimicrobianos
B-lactamicos, causando resisténcia através da clivagem da estrutura do anel B-lactamicos,

desactivando a propriedade antibiotica da molécula (Costa, 2016; Martins, 2021).

4.4.2. Modificacdo do alvo do antibiotico

A maioria dos antibidticos possui alta afinidade e especificidade aos seus sitios alvos na
célula bacteriana, factor crucial para alcancarem o efeito desejado na bactéria. Entretanto
mudancas estruturais do alvo que inibem a ligacdo efectiva entre o alvo e o antibiético,

afectam a eficacia do farmaco, conferindo resisténcia (Wilson, 2014; Blair et al., 2015).

Um exemplo classico, é a resisténcia das BGN a polimixina, que é conferida pela
alteracdo da estrutura dos lipopolissacarideos (LPS) da membrana bacteriana, na qual os
lipidos A apresentam grupos fosfatos modificados, alterando a afinidade da polimixina
aos LPS (Nogueira et al., 2016; Costa, 2019).

4.4.3. Bombas de efluxo

Bombas de efluxo sdo proteinas membranares através das quais a resisténcia é expressa
por meio de um efluxo que consiste no bombeamento activo de antimicrobianos do meio
intracelular para o meio extracelular, mantendo as concentragdes intracelulares em baixos
niveis (Nikaido & Pages, 2012; Costa & Junior, 2017).

Sao consideradas os principais contribuintes para a resisténcia intrinseca das BGN. Sendo
este um mecanismo de resisténcia que afecta todas as classes de antibioticos, atingindo
principalmente os macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas (Dzidic et al., 2008;
Costa, 2019).

4.4.4. Alteracdo da permeabilidade da membrana
Os farmacos podem penetrar a membrana celular por meio de trés formas: por difusdo
simples através da bicamada fosfolipidica, por difusdo facilitada mediada por proteinas

membranares chamadas porinas ou self promoted uptake, onde a penetragdo do farmaco
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nas bactérias depende de caracteristicas fisico-quimicas dos antibioticos como a

polaridade e o tamanho das moléculas (Baptista, 2013).

A permeabilidade do farmaco sobre a membrana da bactéria € fundamental para que o
efeito bacteriostatico ou bactericida seja efectivado. A modificagdo da permeabilidade da
membrana constitui um dos mecanismos de resisténcia a entrada de substancias toxicas

para 0 meio intracelular (Caumo et al., 2010).

As BGN sdo naturalmente menos permeaveis a muitos antibidticos devido a presenca da
proteccao adicional possibilitada pela membrana externa que desempenha a funcéo de
barreira fisica a entrada de moléculas no interior da célula, podendo limitar a entrada do
antibidtico. Enquanto que em BGP, a auséncia da membrana externa contribui para a

sensibilidade a muitos antimicrobianos (Epand, 2016).
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5. Areade estudo

O estudo foi realizado no rio Infulene, que é uma pequena bacia hidrogréafica nacional de
regime de escoamento permanente. O rio Infulene situa-se na provincia de Maputo e faz
fronteira com os municipios de Maputo e Matola (Chibatdo, 2012; Langa, 2022). Corre
na direccdo norte-sul da provincia de Maputo, desagua no estuario Espirito Santo, que é

um brago-de-mar na margem ocidental da baia de Maputo (ARA-SUL, 2008).

O rio Infulene tem uma area total de 180 km2 e abarca o rio Mulalze, que tem
aproximadamente 20 km. Os limites da bacia séo o Distrito de Marracuene a norte, a Baia
de Maputo a sul, a Cidade de Maputo a leste e a Cidade da Matola a oeste situando-se
entre os paralelos de 25° 43'32" S e 25°58'4" S e entre 0s meridianos 32°31'26" E e
32°37'24" E (Langa, 2022).
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Figura 2: Mapa do vale de Infulene.
Fonte: ArcGIS, 2023.

O clima de Infulene apresenta uma estacdo chuvosa (Outubro a Margo) e uma estacdo
seca (Abril a Setembro), onde a precipitacdo anual varia de 400 a 1000 mm. A
temperatura média anual varia de 22 °C a 29 °C e a humidade média relativa do ar varia
entre 67,3% e 80,5% ao ano (Instituto Nacional de Estatistica- INE, 2020).

Na bacia de Infulene existe uma grande influéncia de aguas residuais de industrias e da

ETAR. A principal origem da &gua ¢ a infiltracdo de encostas arenosas, sendo bastante
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explorada pelo sector familiar, privado e cooperativo nas chamadas zonas verdes da
cidade de Maputo, para irrigacdo de hortifruticulturas, principalmente pelo método de
valas de regulacéo do lencol freatico (Chibatdo, 2012).
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6. Metodologia

6.1.  Tipo de estudo

O presente estudo é descritivo transversal de caracter prospectivo, no qual foram colhidas
amostras de alface (Lactuca sativa) e dgua no Vale de Infulene, no periodo de Maio a
Novembro de 2023.

6.2.  Amostragem

A amostragem foi ndo probabilistica por conveniéncia, por meio de seleccdo de
agricultores produtores de alface no vale de Infulene nos pontos selecionados para a
colheita das amostras de alface e agua. Catorze (14) pontos de amostragem foram
selecionados para a colheita de alface e nove (9) pontos colheita de amostras de agua
(tabela 1).

As amostras de alface foram colhidas directamente da machamba, acondicionadas em
sacos de ziplock e transportadas para o laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Medicina (LM-FAMED) para isolamento de bactérias, identificacdo e antibiograma dos

isolados.

Por sua vez, as amostras de agua foram colhidas em duplicado e armazenadas em
recipientes plasticos estéreis de 500 mL, de seguida refrigeradas em caixa isotérmica e
transportadas para o laboratério de dgua da Faculdade de Engenharia (LA-FENG) para
filtracdo e o isolamento inicial. Posteriormente as placas com isolados suspeitos de E. coli
e K. pneumoniae, foram transportadas em caixa isotérmica para o laboratorio de dgua da

faculdade de Medicina para testes de identificacdo e antibiograma dos isolados.

Tabela 1: Pontos de colheita de amostras de agua e alface.

Pontos de colheita | Pontos de colheita de | Descrigdo dos pontos de colheita de dgua e

de agua alface alface

1 1 Depois da ponteca a jusante do rio

2 3 Mistura entre canal da vala da CDM, aguas

residuais e 4gua do rio

3 5 Mistura da agua da CDM e aguas residuais
6

4 I - ou: do canal da CDM

5 8 Canal da vala de drenagem
9 Na vala de drenagem
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6 10 No rio, antes de atravessar a Estrada (Av.
Eduardo Mondlane) vindo da nascente

7 12 Mistura da agua residuais da vala de
drenagem e agua do Rio (Zimpeto)

8 13 Agua residuais da vala de drenagem
(Zimpeto)

9 14 Agua do rio, proximo a nascente (Entrada do
Intaka)

6.3. Critérios de inclusdo

Neste estudo foram incluidas, amostras de alface (frescas, verde-escura, retiradas
directamente da machamba) e amostras de agua colhidas ao longo do vale de Infulene em

pontos previamente identificados.
6.4.  Critérios de excluséo

Ndo foram incluidas amostras de alface com caracteristicas organolépticas nao
satisfatorias como: areas escuras, buracos e queimaduras e amostras de agua de pontos

nao selecionados.

6.5.  Variaveis do estudo
Constituiram variaveis deste estudo duas categorias: sociodemograficas (sexo, idade, tipo
de estrume e tipo de amostra), espécie bacteriana: E. coli ou K. pneumoniae e o perfil de

susceptibilidade aos antimicrobianos (sensivel, intermediario ou resistente).

6.6. Materiais

Os materiais necessarios para o estudo, incluindo instrumentos, equipamentos, reagentes
sdo apresentados na Tabela 3. Os materiais foram fornecidos pelo Departamento de
Microbiologia da Faculdade de Medicina e pela Faculdade de Engenharia da UEM.

Tabela 2: Materiais utilizados no presente estudo.

Materiais Equipamentos Reagentes e meios de cultura
v’ Tubos Falcon de v EPI  (Batas, v' Agua destilada;
15ml e 50ml; Luvas e v Caldo Luria Bertani;
v Tubos eppendorf; mascaras v' Skim milk;
cirurgicas); v' Agar MacConkey:
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<

Ansas
bacterioldgicas;
Placas de Petri;
Zaragatoas
estéreis;

Pipetas de Pasteur;
Marcadores de
tinta permanente;
Pingas;

Tubos de ensaio;
Frasco para
descarte;

Suporte de tubos;
Caderno;

Caneta.

Congelador a -
80 °C;

Geleira entre
2°C- 8°C;
Estufa
bacterioldgica;
Cronémetro;
Densitometro
de McFarland;
Bico de
Bunsen;

Sacos de
Ziplock
estéreis;
Vortex;

Caixa
isotérmica;
Cabine de

biosseguranca.

Agar cromogénico;

Agar cromogeénico
Klebsiella selectivo;
Agar Brilliant E. coli
selective;

Agar Mueller-Hinton;
Discos de antibioticos;
Soro fisiologico (NaCl a
0.9%);

Kit APl 20E (galerias,
caixas de incubacao,
reagentes: TDA, JAMES,
VP 1+ VP 2, oleo de
parafina e ficha de

resultados).
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6.7. Procedimentos laboratoriais

Vale de . . .
Infulene Colheita de amostras de agua e alface (Lactuca sativa)
LM- FAMED Isolamento LA- FENG
Alface Agua
Lavagem com caldo LB [ Filtracdo por membrana
Cultura em 4gar MAC Cultura em(37 ég]gr
o cromogenico .
(37 °C, 24 h) \24 i J
LM-FAMED
Identificacdo presuntiva Confirmacéo da espécie TSA
Subcultura em meios ( Difusio de disco
Subcultura em Agar cromogeénicos em MHA (37°C
MAC (37°C, 24h) especificos e API 20 24h) ’
E (37°C, 24h
1 \ ( l’ ) ) \ 1
4 A . q
Subcultura em Agar Isolados de E. coli e Interpretage}o 0s
CS (37°C, 24h) K. pneumoniae halos e perfil (CLSI,
2020)
\. J

Figura 3: Fluxograma dos procedimentos laboratoriais.
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6.8.  Analise laboratorial

6.8.1. Isolamento e Identificacdo bioquimica dos isolados de E. coli e K. pneumoniae

em amostras de 4gua e alface

6.8.1.1.  Amostras de agua

As amostras de agua foram diluidas em &gua destilada numa proporcéo de 1:100 e de
seguida filtradas pelo método de filtracdo por membrana e posteriormente, as membranas
foram semeadas em meio agar cromogénico suplementado e incubadas a 37 °C por 24
horas. O crescimento de colonias com pigmentacao purpura foi considerado sugestivo de
E. coli e azul metalico, foram sugestivas de Klebsiella spp. (Chromagar, 1940) (Figura
4).

Todas coldnias sugestivas de E. coli e Klebsiella spp. foram posteriormente subcultivadas
em &gar MacConkey e incubadas a 37 °C por 24 horas. O crescimento de coldnias médias,
cor rosa avermelhado (fermentacao da lactose), formato circular e bordas regulares foram
sugestivas de E. coli (figura 5B), enquanto que col6nias grandes, rosadas (fermentacéao
de lactose) com aspecto mucoide, foram sugestivas de K. pneumoniae (figura 5A),
(Murray et al., 2009; Aly et al., 2014; Dong et al., 2022), posteriormente as colonias
foram subcultuvadas em Agar Citrato de Simmons (metabolismo de citrato como fonte

de C0,), tornando 0 meio azul no caso de metabolizar o citrato (Holanda et al., 2017).

Todas as coldnias puras foram guardadas em 1,5ml de skim milk, conservadas na geleira

a -80°C para posterior identificagdo.

Figura 4: Placa contendo coldnias suspeitas de E. coli (cor pdrpura) e K. pneumoniae

(azuis) em meio agar cromogénico.

Fonte: Autora
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6.8.1.2. Amostras de alface

Para o isolamento de E. coli foi usado o protocolo adaptado de Garcia-Villanova et al.,
(1987):

= No laboratorio, as amostras de alface foram pesadas (100g) assepticamente para
posterior diluicdo. Adicionou-se 100ml de caldo Luria Bertani (LB) ao saco Ziplock
contendo o pé de alface, agitou-se manualmente a mistura por um uma hora e deixou-
se em repouso a temperatura ambiente por duas horas;

» Fez-se uma diluicdo de (10~1) das amostras, retirando-se 1mL da solucdo da mistura
e colocou-se em tubos Falcon contendo 9mL do caldo Luria Bertani previamente
identificados;

* Da diluicdo, com auxilio de uma ansa esterilizada, retirou-se 10uL da solucéo e
cultivou-se em adgar MacConkey e incubou-se a 37°C por 24 horas;

= O crescimento de colénias médias, cor rosa avermelhado (fermentacdo da lactose),
formato circular e bordas regulares (figura 5B) foi sugestivo de E. coli, enquanto que
coldnias grandes, rosadas (fermentacédo de lactose) com aspecto mucdide (figura 5A),
foram sugestivas de K. pneumoniae;

= As coldnias sugestivas de E. coli e de K. pneumoniae, foram subcultivadas em agar
Citrato de Simmons, tornando o0 meio azul no caso de metabolizar o citrato.

» Todas as coldnias puras foram guardadas em 1,5mL de skim milk, conservadas na

geleira a -80°C para posterior identificacao.

[

Figura 5: Placas contendo crescimento de culturas sugestivas de K. pneumoniae (5A) e

E. coli (5B) em &gar MacConkey.

Fonte: Autora
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6.8.2. Identificacdo de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae em amostras de

agua e alface

A confirmagcdo dos isolados foi feita maioritariamente através de meios cromogénicos. O
meio Brilliance E. coli selective foi usado para confirmacao de E. coli (coldnias plrpuras)
(Oxoid, 2023) e 0 meio Klebsiella selective agar (colénias purpuras e mucdides) para a
confirmacdo do género Klebsiella (Figura 6) (Himedia, 2023). O método bioquimico
padrdo API 20E foi utilizado para a identificagcdo da K. pneumoniae (Figura 7).

Figura 6: Placas contendo culturas de E. coli em meio Agar Brilliance E. coli selective
(A) e Klebsiella spp. em meio Agar Klebsiella selective (B).

Fonte: Autora

Figura 7: Galerias de API 20E, com caracteristicas bioquimicas confirmativas da espécie

K. pneumoniae.

Fonte: Autora
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6.8.3. Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos de Escherichia coli e

Klebsiella pneumoniae em amostras de 4gua e alface

O Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA), foi realizado pelo método de
disco-difusdo de Kirby-Bauer em agar Mueller-Hinton (Bauer et al., 1996). O teste
incluiu 13 antibidticos, listados com as suas respectivas concentracdes na Tabela 4 e de

acordo com os procedimentos abaixo:

1. Subcultivou-se as coldnias conservadas a -80°C em agar MacConkey, incubadas a
37°C por 24 horas para obtencéo de coldnias frescas;

2. Com auxilio de uma ansa bacterioldgica flambada e arrefecida, transferiu-se uma
colénia para um tubo de ensaio contendo 5mL de soro fisioldgico, fazendo uma
suspensdo com turvagao 0,5 da escala de McFarland;

3. Com uma zaragatoa estéril saturada na suspensédo, o indculo foi espalhado por toda a
superficie do meio agar Muller-Hinton (MHA) em placa de petri;

4. Distribui-se os discos de antibioticos uniformemente sobre 0 meio com o auxilio de
uma pinca esteril;

5. Incubou-se as placas a 37°C durante 18 a 24 horas.

Os diametros das zonas de cada um dos discos de antibiéticos foram medidos utlizando
um paquimetro e os resultados interpretados com os pontos de coorte do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

Tabela 3: Antibidticos incluidos para a avaliagdo do perfil de susceptibilidade dos
isolados de E. coli e K. pneumoniae.

Antibidticos Concentragdo do Classe do Subclasse do
antibiotico antibidtico antibiotico
Ampicilina 10 pg
Amoxicilina-acido 30 ng Penicilinas
clavulanico
Ceftriaxona 30 pug Cefalosporina da 32
geracao
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Ceftazidima

Cefepime

Meropenem

Imipenem

Amicacina

Gentamicina

Sulfametoxazol-

trimetoprim

Tetraciclina

Aztreonam

Ciprofloxacina

Fonte: CLSI (2020).

30 pg

30 pg

10 pg

10 pg

30 pug

10 pg

25 pg

30 pg

30 pg

5ug

Cefens

Carbapenémicos

Aminoglicosideos

Sulfonamidas

Tetraciclinas
Monobactamicos

Quinolonas

Cefalosporina da 32
geracéo

Cefalosporina da 42
geracéo

Fluoroquinolonas

Para o perfil de multirresisténcia, todos isolados com perfil intermediario foram

considerados resistentes. As espécies bactérianas resistentes a trés ou mais antibidticos

foram considerados como multirresistentes (Magiorakos et al., 2012).

6.9. Andlise de dados

Os resultados laboratoriais foram introduzidos no Microsoft Office Excel 2019 e

analisados posteriormente no pacote estatistico SPSS versdo 20. As distribuices de

frequéncia foram apresentadas em forma de tabelas e graficos para melhor compreensao.
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7. Resultados

7.1.  Caracteristicas sociodemogréficas dos participantes do estudo e condicGes de

cultivo de alface no vale de Infulene

No decurso do presente estudo realizado entre Maio e Novembro de 2023, foram
entrevistados cerca de 7 agricultores sendo 3 (43%) do sexo feminino e 4 (57%) do sexo
masculino, com idades compreendidas entre 21 e 54 anos sendo a maioria na faixa etaria
de 36 a 60 anos (Figura 6). Do total dos entrevistados, 100% (7/7) usavam serragem de

madeira misturada com fezes de galinhas como estrume para a producéo de alface.

Idade dos participantes

Frequéncia

o
>
N—r
8
e

0,
b 57%
>
o
D 29%
S
LL 14%

0-14 15-21 22-35 36-60 MAIS DE 60

Idade em anos

Figura 8: Frequéncia dos participantes do estudo em funcéo da idade.

7.2.  Frequéncia de isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae obtidas

de amostras de agua e alface no Vale de Infulene

Um total de 153 amostras foram colhidas durante o periodo do estudo, das quais 99 (65%)
foram amostras de alface e 54 (35%) amostras de agua. Do total de 153 amostras,
identificamos 33 (22%) isolados de E. coli (13 em alface e 20 em &gua) e 30 (20%)
isolados de K. pneumoniae (15 em alface e 15 em &gua), através de testes bioguimicos,
meios cromogeénicos e kit de indice de Perfil Analitico 20E (API 20E).
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Tabela 4: Frequéncia de E. coli e K. pneumoniae identificados em alface e 4gua no Vale

de Infulene.

Amostras Frequéncia de E. coli e K. pneumoniae

N (%) de amostras colhidas n(%) de E. coli  n(%) de K. pneumoniae

Alface 99 (64) 13 (13) 15 (15)
Agua 54 (35) 20 (37) 15 (28)
Total 153 (100) 33 (22) 30 (20)

7.3.  Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Escherichia coli isolados em

amostras de agua e alface

Os 20 isolados de E. coli obtidos em amostras de dgua apresentaram frequéncias elevadas
de resisténcia aos antibidticos testados, sendo ciprofloxacina, aztreonam e
sulfametoxazol-trimetoprim em 19 (95%), ampicilina 17 (85%), amoxicilina-acido
clavulanico, ceftriaxona, ceftazidima, amicacina e tetraciclina 16 (80%) e cefepime 15
(75%). As altas frequéncias de sensibilidade de isolados de E. coli foram observadas para

meropenem e imipenem em 20 (100%) e gentamicina 11 (55%) (Figura 9).
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Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de E. coli isolada em
amostras de dgua
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Figura 9: Perfil de susceptibilidade aos antibidticos de E. coli isolada em amostras de

agua proveniente do Vale de Infulene.

Os 13 isolados de E. coli obtidos em amostras de alface, apresentaram altas frequéncias
de resisténcia para ampicilina e amicacina 9 (69%) (Figura 10). As altas frequéncias de
sensibilidade de isolados de E. coli foram observadas para a maior parte dos antibi6ticos
testados, nomeadamente: gentamicina, meropenem e imipenem em 13 (100%),
ceftriaxona, cefepima, tetraciclina e aztreonam 10 (77%), ceftazidima 9 (69%),
Sulfametoxazol-trimetoprim e ciprofloxacina 8 (62%) e amoxicilina-acido clavulanico 5
(38%).
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Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de E. coli isoladas
em amostras de alface
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Figura 10: Perfil de susceptibilidade aos antibidticos de E. coli isoladas em amostras de

alface no Vale de Infulene.

A frequéncia de isolados de E. coli multidroga-resistente em amostras de agua foi de
20/20 (100%) enquanto em amostras de alface foi de 8/13 (62%).

Todos os isolados de E. coli provenientes dos pontos (P1, P2, P3, P4 e P8) apresentaram
um perfil de susceptibilidade aos antibidticos heterogéneo comparativamente aos isolados
obtidos nos pontos P8 e P10, onde alguns apresentam um perfil homogéneo, (W8- 1_
W17-1 W44-1 e W35-1_W36-1) e (IL15-1 IL52-1), respectivamente, apesar de terem

sido colhidos em periodos diferentes (Tabela 5).

Do total de 13 antibidticos testados para E. coli, os isolados obtidos em amostras de agua
(P1, P2 e P3) apresentaram resisténcia a um namero maior de antibiéticos (pelo menos 5)
comparativamente a isolados de E. coli obtidos em amostras de alface nos mesmos
pontos, que apresentaram resisténcia a pelo menos 3 antibidticos. Ademais, o padréo de
resisténcia de E. coli isolada em amostras de agua e alface de diferentes pontos sugere a
existéncia de uma relagdo genética entre os isolados e que a 4gua seja uma possivel rota

de transmissao da E. coli resistente aos antibioticos.
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Tabela 5: Pontos de colheita das amostras de alface e 4gua e o padrdo de resisténcia aos

antimicrobianos de isolados de E. coli.

Cédigo | Data de | Fonte do | Ponto de | Espécie Padréo resistentes

do colheita de | isolado colheita identificada

Isolado | amostra

W10 26/07/2023 Agua P1* E. coli AM-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-CIP

W19 09/08/2023 Agua P1 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-TE-SXT-AZM-CIP

W28 05/09/2023 Agua P1 E.coli AK-TE-SXT-AZM-CIP

W37 18/10/2023 Agua P1 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-
CIP

IL11-1 14/06/2023 Alface P1 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK

1L59-1 19/10/2023 Alface P1 E.coli AM-AMC-AK

1L66-1 15/11/2023 Alface P1 E.coli AM-AK-TE-SXT-CIP

W11 27/07/2023 Agua P2 E.coli CRO-CAZ-FEP-AK-TE-SXT-AZM-CIP

1L47-1 15/08/2023 Alface P3 E.coli AK-TE-SXT

W12 26/07/2023 Agua P3 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-TE-SXT-AZM-CIP

w21 09/08/2023 Agua P3 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-TE-SXT-AZM-CIP

W30 05/09/2023 Agua P3 E.coli AM-AMC-AK-SXT-AZM-CIP

W39 18/10/2023 Agua P3 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-
CIP

W48 13/11/2023 Agua P3 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-SXT-AZM-CIP

1L13-1 14/06/2023 Alface P5 E.coli AM-CAZ-AK

1L14-1 14/06/2023 Alface P6 E.coli AM-CRO-CAZ-FEP-AK-AZM

1L33-1 17/07/2023 Alface P6 E.coli AK-CIP

1L62-1 19/10/2023 Alface P6 E.coli AM-AMC

W31 05/09/2023 Agua P4 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-
CIP

W49 13/11/2023 Agua P4 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-SXT-AZM-CIP

w23 09/08/2023 Agua P5 E.coli AM-AMC-CRO-FEP-SXT-CIP

IL20-1 26/06/2023 | Alface P8 E.coli AK

1L27-1 03/07/2023 Alface P8 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-SXT-AZM-CIP

1L63-1 19/10/2023 Alface P8 E.coli AM-AMC-AK-TE-SXT-AZM-CIP

W24 09/08/2023 Agua P6 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-
CIP

1L15-1 14/06/2023 Alface P10 E.coli AM

IL52-1 15/08/2023 | Alface P10 E.coli AM

W43-1 18/10/2023 | Agua P7 E.coli AM-CRO-CAZ-FEP-TE-SXT-AZM

WS- 1 24/05/2023 Agua P8 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-
CIP

W17-1 26/07/2023 | Agua P8 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-
CIP

W35-1 05/09/2023 Agua P8 E.coli AM-AMC-AK-TE-SXT-AZM-CIP
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W44-1 18/10/2023 | Agua P8 E.coli AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-AZM-

CIP

7.4.  Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella pneumoniae
isolados em amostras de agua e alface

Os 15 isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de agua, apresentaram altas
frequéncias de resisténcia para a maior parte dos antibidticos testados: ampicilina 15
(100%), sulfametoxazol-trimetoprim e ciprofloxacina 14 (93%), amoxicilina-acido
clavulanico 13 (87%), ceftriaxona, ceftazidima, amicacina e aztreonam 12 (80%),
cefepime 11 (73%), gentamicina 10 (67%) e tetraciclina 9 (60%) (Figura 11).

As altas frequéncias de sensibilidade de isolados de K. pneumoniae foram observadas

para meropenem e imipenem 11 (73%).
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Figura 11: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de K. pneumoniae isolada em

amostras de agua proveniente do vale de Infulene.

Os 15 isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de alface apresentaram altas

frequéncias de resisténcia/ndo sensivel apenas para trés antibioticos quando comparados
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aos isolados obtidos em amostras de agua, nomeadamente: ampicilina 15 (100%),

ciprofloxacina 5 (33%) e amicacina 3 (20%) (Figura 12).
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Figura 12: Perfil de susceptibilidade aos antibidticos de K. pneumoniae isolada em
amostras de alface proveniente do Vale de Infulene.

As altas frequéncias de sensibilidade de 15 isolados de K. pneumoniae obtidos de
amostras de alface foram observadas para gentamicina, tetraciclina, sulfametoxazol-
trimetoprim e aztreonam em 15 (100%), ceftriaxona, ceftazidima, cefepime, meropenem

e imipenem 14 (93%) e amoxicilina-acido clavulanico 11 (73%).

A frequéncia de isolados de K. pneumoniae multidroga-resistente em amostras de agua
foi de 14/15 (93%) enquanto em amostras de alface foi de 9/15 (60%).

Os isolados de K. pneumoniae obtidos de amostras dgua e alface em varios pontos tende

a apresentar o mesmo perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos (Tabela 6).

Do total de 13 antibioticos testados para K. pneumoniae, os isolados obtidos de amostras
de alface, principalmente dos pontos P5 e P10 foram resistentes a um numero reduzido

de antibidticos, enquanto os isolados obtidos de amostras de agua apresentaram
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resisténcia a um numero elevado de antibidticos principalmente nos pontos P1, P3, P4,

P5 e P8, que apresentaram resisténcia a pelo menos 9 antibioticos.

Tabela 6: Pontos de colheita das amostras de agua e alface e o padréo de resisténcia aos
antimicrobianos de isolados de K. pneumoniae.

Cadigo Data de | Fonte do | Ponto Espécie Padrao resistentes

do colheita  de | isolado de identificada

Isolado amostra colheita

W1-2 24/05/2023 Agua P1 K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-SXT-AZM-
CIP

W10-2 26/07/2023 Agua P1 K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-AK-GM-SXT-AZM-
CIP

W19-2 09/08/2023 Agua P1 K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-
AZM-CIP

1L23-2 03/07/2023 Alface P1 K. pneumoniae | AM-AK

W2-2 24/05/2023 Agua P2 K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-
AZM-CIP

W11-2 26/07/2023 Agua P2 K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-TE-SXT-
AZM-CIP

W20-2 09/08/2023 Agua P2 K. pneumoniae | AM-CRO-CAZ-FEP-AK-TE-SXT-AZM-CIP

W29-2 05/09/2023 Agua P2 K. pneumoniae | AM-CIP

1L1-2 24/05/2023 Alface P3 K. pneumoniae | AM-AK-CIP

1L12-2 14/06/2023 Alface P3 K. pneumoniae | AM-AK

26/07/2023 Agua K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-GM-SXT-
AZM-CIP
W23-2 09/08/2023 Agua P5 K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-AK-TE-SXT-
AZM-CIP
1L.21-2 26/06/2023 Alface P9 K. pneumoniae | AM
W33-2 05/09/2023 Agua P6 K. pneumoniae | AM-TE-SXT-CIP
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1L15-2 14/06/2023 Alface P10 K. pneumoniae | AM-CIP

1122-2 26/06/2023 Alface P10 K. pneumoniae | AM

1L29-2 03/07/2023 Alface P10 K. pneumoniae | AM-CIP

1L34-2 17/07/2023 Alface P10 K. pneumoniae | AM

I1L45-2 08/08/2023 Alface P10 K. pneumoniae | AM-AMC

W34-2 05/09/2023 Agua P7 K. pneumoniae | AM-AMC-SXT-CIP

W8-2 24/05/2023 Agua P8 K. pneumoniae | AM-AMC-CRO-CAZ-FEP-IMI-AK-GM-SXT-

AZM-CIP-MEM-IPM

Legenda dos pontos de colheita &gua/Alface: P1/1- Depois da ponteca, P2/3- Mistura
entre agua da CDM e guas residuais com agua do rio, P3/5 — 6- Mistura da &gua da CDM
e aguas residuais, P4- Agua do canal da CDM, P5/8- Agua residual ( vala de drenagem),
P6/10- Agua do rio, antes da Estrada (Av. Eduardo Mondlane), P7-Mistura da 4gua da
vala (Zimpeto) e 4gua do Rio, P8- Agua da vala de drenagem (Zimpeto), P9- Agua do
rio (Entrada do Intaka).
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8. Discussao

8.1.  Caracteristicas sociodemogréficas dos participantes do estudo e condicGes de

cultivo de alface no vale de Infulene

Neste estudo, observou-se uma alta frequéncia de participantes do sexo masculino (57%)
com idades compreendidas entre os 21 e 54 anos. Um estudo similar realizado no Vale
de Infulene envolvendo agricultores reportou uma frequéncia de 82% de participantes do
sexo masculino com idades compreendidas entre 22 e 46 anos (Jose, 2019).
Adicionalmente, resultados similares também foram reportados na Africa do Sul (Khoza
et al., 2019) e na Colémbia (Diaz et al., 2022), onde a frequéncia de participantes em

actividades na agricultura foi maior em individuos do sexo masculino.

A agricultura no Vale de Infulene é maioritariamente para fins de comercializacao,
tornando-se uma fonte de renda familiar (Tejada, 2018). Em Mocgambique, apesar do
aumento de individuos do sexo feminino em actividades rentaveis, estes ainda sao mais
associados a agricultura de subsisténcia ou a actividades domeésticas e individuos do sexo
masculino continuam com o papel de provedores, participando em maior parte das
actividades geradoras de renda, o que explica a elevada frequéncia de participantes do

sexo masculino neste estudo (Tejada, 2018).

O uso de fezes de galinha como fertilizante foi mais frequente neste estudo, tendo sido
apontado por todos entrevistados (100%). Estes resultados corroboram com os resultados
obtidos em Gana (Appau & Ofori, 2024), Nigéria (Enukeje, 2013) e na Zambia (Biratu et
al., 2018). A preferéncia pelo uso de fezes de galinha neste estudo pode estar relacionado
a maior disponibilidade deste estrume nas zonas peri-urbanas e aos elevados niveis de
nitrogénio e outros oligoelementos na sua composi¢do, que permitem o bom crescimento

e desenvolvimento da cultura de alface (Appau & Ofori, 2024).

8.2.  Frequéncia de isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae obtidas

em amostras de agua e alface do Vale de Infulene

Neste estudo, do total de 153 amostras, identificamos 33 (22%) E. coli (20 em agua e 13
em alface) e 30 (20%) K. pneumoniae (15 em agua e 15 em alface) provenientes do Vale

de Infulene, através de testes bioguimicos, meios cromogénicos e APl 20E.
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Estudos anteriores feitos no Vale de Infulene, igualmente reportaram uma frequéncia de
22% de E. coli isolada em amostras de alface através da PCR (Jodo et al., 2021).
Adicionalmente, um outro estudo mais recente, realizado no Vale de Infulene, registou

uma frequéncia de 27% de E. coli isolada em amostras do rio (Nhantumbo et al., 2023).

A nivel do continente Africano, foi reportada uma frequéncia de 15% de E. coli isoladas
de vegetais na Nigeria (Okojokwu et al., 2015) e uma frequéncia de 18% de E. coli
isoladas em amostras de vegetais frescos que incluiam alface na Africa do Sul (Richter et
al., 2019). Ainda na Africa do Sul, reportou-se uma frequéncia de 14% de E. coli isoladas
em amostras de alface (Richter et al., 2021) e uma frequéncia de 41,2% de E. coli isolada

em amostras de agua de um canal (Ebomah et al., 2018).

Na Tailandia, obteve-se uma frequéncia de 36,7% de E. coli isolada de amostras de
vegetais e ervas (Datta et al., 2024), no Cambodja notificou-se uma frequéncia de 39,2%
de E. coli isolada em alface (Chhay et al., 2018) e 29,4% de E. coli isolada em alface foi

reportada na Califérnia (Pires et al., 2020).

Adicionalmente, uma frequéncia de 21% de K. pneumoniae foi reportada em Singapura
em amostras de alimentos crus incluindo alface (Hartantyo et al., 2020) e 19,5% no

Paquistdo, em isolados de K. pneumoniae obtidos de alimentos crus (Junaid et al., 2022).

Na Tanzéania, uma frequéncia de 44,3% de K. pneumoniae foi notificada em isolados
obtidos de amostras ambientais ao longo do da Bacia do Rio Msimbazi (Kimera et al.,
2021) e uma frequéncia relativamente baixa de K. pneumoniae (2,18%) foi registada na

Servia em amostras de &gua do rio (Dobrijevic et al., 2017).

A presenga de E. coli e K. pneumoniae na agua e alface do Vale de Infulene pode estar
associada a presenca de fontes difusas de poluicdo que incluem estacdes de tratamento de
aguas residuais, um hospital, uma empresa de fabricacdo de papel e uma fabrica de
cerveja, bem como queda de chuva na época chuvosa causando inundagdes que espalham
contaminantes por toda a area (Nhantumbo et al., 2023). Estas &guas contendo
contaminantes, por sua vez, sdo utilizadas para irrigacdo de vegetais como alface que
associado ao uso de fezes de galinhas como fertilizante, contribuem para a existéncia

desses microorganismos na alface (Appau & Ofori, 2024).

As fezes de galinha sdo utilizadas com outros componentes como fertilizante organico

para incrementar a qualidade e produtividade dos vegetais. Entretanto, estas fezes podem
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estar contaminadas por varios microorganismos patogénicos, incluindo E. coli e K.
pneumoniae, os quais j& foram relatados em anteriormente em isolados de estrume de

fezes de galinhas (Aworh et al., 2020; Ngogang et al., 2021).

A presenca destas bactérias nas fezes de galinhas, representa um risco de contaminacgao
para 0s animais, seres humanos e o ambiente, considerando também a sua capacidade de
sobreviver no ambiente por um longo periodo (Oliveira et al., 2012). Ademais, existe um
risco adicional, devido ao uso elevado de antibioticos na producdo de galinhas como
promotores de crescimento ou para fins profilaticos, propiciando a selec¢éo e transmissdo
de bactérias multirresistentes para a agua e vegetais incluindo alface, o que demonstra a

necessidade de vigilancia continua no Vale de Infulene (Roth et al., 2018).

8.3.  Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Escherichia coli isolados de

amostras de agua e alface

No presente estudo, os isolados de E. coli obtidos de amostras de &gua e alface
apresentaram altas frequéncias de resisténcia para a maioria dos antibioticos testados. Os
isolados de E. coli obtidos em amostras de agua apresentaram frequéncias elevadas de
resisténcia aos antibioticos ciprofloxacina, aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim
(95%), ampicilina (85%), amoxicilina-acido clavulanico, ceftriaxona, ceftazidima,
amicacina e tetraciclina (80%), cefepime (75%) e gentamicina (45%). Os isolados de E.
coli obtidos em amostras de alface, também apresentaram frequéncias altas de resisténcia
sobretudo para ampicilina e amicacina em (69%), amoxicilina-acido clavulanico,
ceftazidima, sulfametoxazol-trimetoprim e ciprofloxacina (31%), ceftriaxona, cefepime,

tetraciclina e aztreonam (23%).

Um estudo anterior feito no Vale de Infulene, notificou altas frequéncias de E. coli
resistente a amoxicilina-acido clavulanico (100%) e ampicilina (67%) em amostras de
alface (Salvador et al., 2016). Adicionalmente, um estudo feito recentemente no Vale de
Infulene utilizando amostras de alface, reportou altas taxas de E. coli resistente a
ampicilina e amoxicilina-acido clavulanico (100%), ceftazidima (50%) e sulfametoxazol-
trimetoprim (45%) (Jodo et al., 2021).

A nivel do continente africano, em Gana, foram reportadas altas frequéncias de E. coli

resistente a todos antibidticos testados, que incluiam ampicilina, tetraciclina,
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cotrimoxazol, ceftriaxona, cefotaxima, ciprofloxacina e meropenem, variando entre 87%
e 98% de resisténcia em isolados obtidos de amostras de alface e 4gua de irrigacdo (Appau
& Ofori, 2024).

Ainda em Gana, foram reportadas altas frequéncias de resisténcia a amoxicilina-acido
clavulanico (77%), ciprofloxacina (49%), ceftriaxona (69%), sulfametoxazol-
trimetoprim (76%) e aztreonam (59%) em amostras de alface irrigada com diferentes
fontes de agua (Quarcoo et al., 2022) e na Nigéria, também notificou-se E. coli resistente
a amoxicilina-acido clavulanico e ceftazidima em amostras de agua de rio (Olawale et al.,
2023).

Na India, foi relatada a E. coli resistente a cefepima (uma cefalosporina da quarta geragéo)
em estudos que envolviam a analise de ambientes aquaticos de utilizacdo mista (Diwan
et al., 2018).

Na Bélgica, um estudo feito incluindo isolados de amostras de alface e agua, mostrou
baixas frequéncias de resisténcia aos antibidticos testados, sendo a maior resisténcia
observada para ampicilina com 15%, muito abaixo dos resultados obtidos neste estudo
(Holvoet et al., 2013). Estes resultados mostram a diferenca do perfil de susceptibilidade
aos antimicrobianos dos isolados de E. coli sugerindo uma baixa contaminacdo por

bactérias de origem antrépica potencialmente patogénicas e resistentes.

Os isolados de E. coli obtidos em amostras de adgua e alface neste estudo, apresentaram
altas frequéncias de sensibilidade a classe dos carbapenémicos, com uma média de 100%
para o imipenem e meropenem respectivamente. Adicionalmente, em isolados obtidos em
amostras de alface, foi observada uma alta frequéncia de sensibilidade para a gentamicina
(100%) e ceftriaxona (77%), divergindo dos resultados reportados em estudos anteriores
no Gana onde observou-se uma frequéncia elevada de resisténcia a ceftriaxona (95%) e
ao meropenem (92%), mostrando a variagao geografica de resisténcia e a necessidade de
continua vigilancia (Appau & Ofori, 2024).

No Vale de Infulene, estudos anteriores feitos incluindo amostras de alface, reportaram
altas frequéncias de susceptibilidade de E. coli para imipenem, ertapenem e meropenem
(67%), considerados antibioticos de reserva para tratamento de infec¢cbes multidroga-
resistente (Salvador et al., 2016; WHO, 2018).
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Ainda no Vale de Infulene, um estudo realizado incluindo amostras de alface também
reportou baixas taxas de E. coli resistente a amicanina, imepenem, cefotaxima e
piperacilina-tazobactam, variando de 9% a 18%, e com susceptibilidade total a

gentamicina e ciprofloxacina (Jodo et al., 2021).

Em outros paises como Africa do Sul, E. coli isolada de amostras de vegetais incluindo
alface e aguas de irrigacdo apresentou maior susceptibilidade ao imipenem (100%) e
gentamicina (93%) (Ratshilingano et al., 2021). Na Nigéria, isolados de E. coli obtidos
de amostras vegetais e seu ambiente de cultivo (incluindo agua de irrigagdo) foram 100%
susceptiveis ao imipenem, meropenem e ertapenem (Igbinosa et al., 2023). Na Tailandia,
foram relatados isolados de E. coli obtidos de vegetais crus altamente susceptiveis ao

imipenem (Romyasamit et al., 2021).

Todavia, a presenca de estirpes resistentes aos antibioticos da primeira linha para o
tratamento de infecgBes em &gua e alimentos constitui um risco para a satde publica,
devido a possibilidade de contaminacdo humana no contexto de satde Unica. Estudos
anteriormente feitos incluindo isolados de E. coli obtidos de infecces humanas tém
demonstrado elevadas frequéncias de resisténcia aos antibiéticos. No HCM, um estudo
envolvendo pacientes internados e no ambulatério mostrou altas frequéncias de E. coli
resistente a cefalosporinas da 32 geracdo (ceftazidima 49%, ceftriaxona 50,3% e
cefotaxima 43,4%) (Langa et al., 2018). Adicionalmente, E. coli resistente a ampicilina
(97,8%), tetraciclina (68,3%), cloranfenicol (28,4%), acido nalidixico (19,5%) e
gentamicina (14,4%) foi reportada em amostras de criangas dos 0 aos 14 anos de idade
num programa de vigilancia de diarreia nas provincias de Maputo, Sofala, Zambézia e
Nampula (Manhique-Coutinho et al., 2020).

Outrossim, isolados de E. coli obtidos de hemoculturas de pacientes com infeccdes
extraintestinais no HCM, demonstraram elevadas frequéncias de resisténcia a
Sulfametoxazol-trimetoprim e amoxicilina-a4cido clavulanico (83%), cefotaxima e
ceftazidima (67%), gentamicina (58%), ciprofloxacina (50%) e piperacilina-tazobactam
(33%) (Santona et al., 2022), o que mostra que ha circulagdo dessas estirpes de E. coli
resistentes, podendo contaminar a agua incluindo dos rios e posteriormente a alface

irrigada com esta agua, havendo necessidade de continua vigilancia no Vale do infulene.

Estes resultados sugerem a gestdo adequada e uso racional de antibidticos de reserva,

meropenem, imipenem e ertapenem na producéo animal, considerando que o estrume de
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animais, incluindo galinhas ¢é usado para adubar os campos no Vale de Infulene. Todavia,
os isolados de E. coli obtidos de amostras de agua apresentaram frequéncias altas de
resisténcia aos antibidticos quando comparados com os isolados E. coli obtidos de
amostras de alface. Estes resultados evidenciam uma contaminacdo da agua do Vale do
Infulene por varias fontes, incluindo humanas, o que constitui um risco para a saude
publica porque esta agua é posteriormente usada para irrigacdo de alface e outras
horticolas (Salvador et al., 2016; Nhantumbo et al., 2023).

8.4.  Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella pneumoniae,
isolados de amostras de agua e alface

No presente estudo, os isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de agua,
apresentaram altas frequéncias de resisténcia para a maior parte dos antibioticos testados,
tendo sido ampicilina (100%), sulfametoxazol-trimetoprim e ciprofloxacina (93%),
amoxicilina-acido clavulanico (87%), ceftriaxona, ceftazidima, amicacina e aztreonam
(80%), cefepime (73%), gentamicina (67%) e tetraciclina (60%) enquanto, em amostras
de alface, altas frequéncias de resisténcia foram observadas apenas para trés antibidticos:
ampicilina (100%), ciprofloxacina (33%) e amicacina (20%). Estes antibi6ticos
constituem a primeira linha para o tratamento de varias infec¢des humanas e animais,

representando preocupacao para a saude publica (WHO, 2018).

A ocorréncia de K. pneumoniae resistente a antibiéticos da primeira linha para o
tratamento em isolados obtidos de amostras de agua e vegetais incluindo alface vem sendo
relatada em Africa. Em Gana, K. pneumoniae isolada em vegetais comumente
consumidos frescos que incluem alface, foi altamente resistente a ampicilina e cefuroxima
(87,5%), tetraciclina (62,5%), cotrimoxazol e gentamicina (37,5%), cloranfenicol e

cefotaxima (62,5%) e ceftriaxona (50%) na metrépole de Kumasi (Kwaku et al., 2016).

Na Nigéria, foram reportados isolados de K. pneumoniae obtidos de amostras de
diferentes rios com altas frequéncias de resisténcia a polimixina B (100%), colistina
(100%), cefotaxima (98,67%), ceftazidima (98,67%), ciprofloxacina (86,67%),
tetraciclina (84%), meropenem (78,67%), imipenem (64%) e gentamicina (41,33%) em

isolados obtidos (Onu et al., 2023). Ademais, em Africa, na Argélia, foi reportada a
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ocorréncia de K. pneumoniae resistente a cefalosporinas da 32 geragéo isolada em frutas

e vegetais frescos (Zekar et al., 2020).

Similarmente a este estudo, na Sérvia, foi reportada uma frequéncia de 100% de
resisténcia a ampicilina em isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de agua e
susceptibilidade para os antibidticos que incluem o grupo das penicilinas, cefalosporinas
da 3 e 4» geracdo, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e sulfonamidas (Dobrijevic et al.,
2017).

Na Tailandia, foi notificada K. pneumoniae resistente a ampicilina (86%), meropenem
(21%), aztreonam (29%), cefotaxima (64%), ceftriaxona (36%), ceftazidima (64%),
amicacina (43%) e tetraciclina (21%) em isolados de vegetais frescos (Romyasamit et al.,
2021), mostrando uma semelhanca do perfil de susceptiblidade aos antibmicrobianos de

K. pneumoniae de varios paises.

Os isolados de K. pneumoniae neste estudo, foram mais sensiveis ao imipenem e
meropenem com uma frequéncia de 73%. Resultados similares foram reportados na
Tailandia, onde todos isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de vegetais foram

sensiveis aos carbapenémicos (imipenem e meropenem) (Romyasamit et al., 2021).

Na Sérvia e Paquistdo isolados de K. pneumoniae obtidos de amostras de agua de
superficie e fontes alimentares também mostraram altas frequéncias de sensibilidade para

imipenem e meropenem (100%) (Dobrijevic et al., 2017; Junaid et al., 2021).

Entretanto, na Gltima década a resisténcia aos carbapenémicos, considerados antibioticos
de reserva vém aumentando, especialmente em estirpes de Enterobacteriaceae, tornando-
se um problema de saude global. Registos de isolados de K. pneumoniae com frequéncias
elevadas de resisténcia ao imipenem (64%) e meropenem (67%) obtidos de amostras do
rio foram confirmados na Nigéria (Onu et al., 2023). Ademais, na Etiopia isolados de K.
pneumoniae obtidos de vegetais mostraram altas frequéncias de resisténcia aos
antibioticos imipenem e meropenem (89%) (Yigrem et al., 2021). Na Africa do Sul
também ja foram reportadas altas frequéncias de resisténcia para imipenem (51%) e
meropenem (34%) em isolados de K. pneumoniae obtidos de amostras de nichos

ambientais, mostrando a necessidade de continua vigilancia (Ebomah & Okoh, 2020).

O imipenem e meropenem pertencentes a classe dos carbapenémicos, sdo considerados

antibioticos de reserva no tratamento de infec¢cbes multidroga-resistentes, o que pode
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explicar a elevada frequéncia de sensibilidade de E. coli e K. pneumoniae a estes
antibiodticos (WHO, 2018).

Entretanto, as diferengas observadas em relagéo aos outros estudos, podem ser explicadas
pelos métodos utilizados, o tamanho amostral, localizagdo geogréafica e outros factores
relacionados com a actividades antrépicas nos locais de estudo (Holvoet et al., 2013; Onu
et al., 2023; Apau & Ofori, 2024).

A contaminacdo de agua e alimentos por estirpes bacterianas resistentes pode ocorrer
através de diversas fontes, incluindo dejectos humanos, mostrando a necessidade de

abordagem de salde Unica (Quarcoo et al., 2022).

Em Mogambique, estirpes de K. pneumoniae resistentes aos antibidticos da primeira
linha, a semelhanca do perfil observado no presente estudo tém sido reportados em
infeccdes humanas e producdo animal (Montso et al., 2019; Sumbana et al., 2023), o que
pode sugerir uma pressdo selectiva em diversas fontes. Por exemplo, um estudo anterior
feito no HCM incluindo pacientes internados e no ambulatério, mostrou altas frequéncias
de K. pneumoniae resistente a cefalosporinas da 3 geracdo (ceftazidima 59,5%,
ceftriaxona 59,2% e cefotaxima 65,6%) (Langa et al., 2018). Ainda no HCM, isolados de
K. pneumoniae obtidos de hemoculturas apresentaram 100% de resisténcia a cefotaxima,

ceftazidima, cefepime e 69,2% a meropenem (Sufiana et al., 2021).

Adicionalmente, um estudo feito recentemente no HCM em isolados de K. pneumoniae
obtidos de amostras de sangue, pus e liquido cefalorraquidiano reportou altas frequéncias
de resisténcia & amoxicilina-acido clavulanico (82,8%), cefotaxima, ceftazidima e
sulfametoxazol-trimetoprim (77%), gentamicina (74,3%), piperaciclina-tazobactam e
ciprofloxacina (71,4%) (Sumbana et al., 2023). Essas estirpes de K. pneumoniae
resistentes devido a pressao selectiva, podem contaminar a agua e alface evidenciando a

necessidade de vigilancia continua da resisténcia antimicrobiana no Vale de Infulene.

O padréo de resisténcia a antibidticos observado neste estudo principalmente em isolados
de E. coli e K. pneumoniae sugere a existéncia de uma relacdo genética entre os isolados
obtidos de amostras de agua e alface devido a similaridades no perfil de susceptibilidade
aos antimicrobianos observado nos mesmos pontos de colheita de amostras. Resultados

similares foram também relatados na Africa do Sul, em estudos incluindo aguas de
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irrigacao e alface, que também sugeriram uma similaridade genética entre isolados de E.
coli de agua de irrigacdo e isolados de vegetais (Njage & Buys, 2015; Jongman &
Korsten, 2016; Ratshilingano et al., 2021). Nossos resultados corroboram com outros
estudos que indicam que a dgua e a alface podem ser vias para a difusdo rapida de genes
de resisténcia a antibidticos na comunidade (Njage & Buys, 2015; Romyasamit et al.,
2021; Igbinosa et al., 2023).

Os resultados deste estudo revelam a presenca de E. coli e K. pneumoniae multidroga-
resistentes em agua e alface cultivada nas machambas do Vale do Infulene. A presenca
dessas bactérias multidroga-resistentes coloca o produtor e o consumidor em risco de
contrair infecgdes resistentes, sugerindo o uso adequado dos medicamentos, incluindo os
de reserva, controlo das fontes de contaminagdo, e reforco das regras de higienizacdo da
alface, bem como das méos dos manipuladores, durante a preparagdo para 0 consumo,
como formas de impedir a emergéncia de altas frequéncias de estirpes resistentes de E.
coli e K. pneumoniae (Jodo et al., 2021; Onu et al., 2023; Apau & Ofori, 2024).
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9. Conclusdo

Com o presente estudo conclui-se que:

Os produtores de alface no Vale de Infulene usam o estrume de galinha para a
fertilizacdo.

As amostras de dgua e alface do Vale de Infulene estdo contaminadas por E. coli e K.
pneumoniae resistentes aos antimicrobianos.

Os isolados de E. coli e K. pneumoniae apresentam altas frequéncias de resisténcia
para a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime,
amicacina, gentamicina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprim, aztreonam e
ciprofloxacina e uma alta sensibilidade para o imipenem e meropenem.

Os isolados de E. coli e K. pneumoniae obtidos em amostras de agua mostram altas
frequéncias de resisténcia aos antibioticos testados comparativamente aos isolados de

E. coli e K. pneumoniae obtidos em amostras de alface.
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10. Limitacdes

Relutancia de alguns produtores em fornecer os dados sdciodemograficos bem como
amostras de alface, temendo perder os seus campos de producdo apos analise da alface.
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11. Recomendagdes
Aos produtores e consumidores

» Adopcdo de boas praticas durante a producdo colheita e comercializagdo da alface.
= Adopcdo e refor¢o dos métodos de higienizacdo durante a preparacdo da alface para

a reducdo da carga microbiana.
Aos investigadores

= Vigilancia continua de resisténcia em isolados de E. coli e K. pneumoniae obtidos em
amostras de alface e agua;

= Estudos adicionais sobre a ocorréncia e perfil de resisténcia de E. coli e K.
pneumoniae no estrume utilizado para a fertilizacdo para comparacéo de resultados;

= Caracterizacdo molecular de isolados de E. coli e K. pneumoniae em amostras de agua
e alface de forma a identificar a ocorréncia de genes de resisténcia e viruléncia, para
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia e na sua

disseminacéo.
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13. Anexos

A A Faculdade de Ciéncias

Departamento de Ciéncias Biologicas
UNIVERSIDADE

EDUARDO
MONDILANE

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Bactérias Gram-
Negativas isoladas em Amostras de Alfaces (Lactuca sativa) e Agua do

Vale de Infulene, cidade da Matola

Questionario Sobre os Dados Demograficos dos produtores participantes e condigdes de

cultivo na producéo de alface

Caro produtor, o presente questionario serve de instrumento para desenvolver a pesquisa
supracitada, cujo o objectivo é avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isoladas em amostras de alfaces (Lactuca
sativa) e dgua do Vale de Infulene, cidade da Matola. Para o alcance dos objectivos,
solicitamos a sua pronta colaboracao para o preenchimento do questionario, fornecendo

respostas, para as questdes apresentadas. Desde ja, agradecemos pela colaboracao.

Nome do produtor:

Cadigo do produtor:

I. Identificacdo do participante
1. Sexo:

A. Masculino ( ) B. Feminino ( )
2. ldade? | [ |

3. Residéncia:

Provincia: Distrito:

Bairro:
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Il.  Condicdes de cultivo

Utiliza algum tipo de estrume?
Sim( ) B.Néo ( )

Que tipo de estrume utiliza?

Fezes bovinas ( )

Fezes de aves (galinha) ( )

Serradura de madeira ()

Serradura de madeira com fezes bovinas ( )
Serradura de madeira com fezes de galinha ( )
Outro ()

Fonte primaria do estrume (vendedores do estrume)
Capoeiras ( )

Currais ( )

Carpintarias ()

Outra ( )
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