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RESUMO 

 

CARACTERIZAÇÃO DO RESISTOMA DE BACTÉRIAS GRAM-NEGATIVAS, 
PRINCIPALMENTE DA ORDEM ENTEROBACTERALES, DE AMOSTRAS DE 
QUEIJOS PROVENIENTES DE UM HOSPITAL PÚBLICO DA CIDADE DO RIO DE 
JANEIRO, BRASIL 

 

A resistência antimicrobiana é um problema crítico de saúde pública, particularmente 
as bactérias Gram-negativas resistentes a múltiplas classes de antimicrobianos, 
sobretudo em populações vulneráveis. Os alimentos podem ser potenciais 
reservatórios e veículos de determinantes genéticos de resistência a antimicrobianos 
para os seres humanos, sendo os produtos lácteos um importante veículo de 
transmissão, uma vez que podem ser consumidos sem tratamento térmico adicional. 
Sob este prisma, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de resistência aos 
antimicrobianos em microbiota Gram-negativa cultiváveis de queijos servidos a 
pacientes internados em um hospital público do Rio de Janeiro. Foram coletadas 8 
amostras de diferentes tipos de queijos. Esta pesquisa utilizou metodologia que 
investigou o conjunto de bactérias Gram-negativas viáveis e elementos de resistência 
antimicrobiana presentes nesses queijos. O teste de difusão em disco e a reação em 
cadeia da polimerase (PCR) foram realizados para investigar, respectivamente, a 
resistência fenotípica e genotípica em microbiota Gram-negativas aos antimicrobianos 
testados. Com exceção do antimicrobiano ciprofloxacino, os percentuais de 
resistência das microbiotas apresentaram acima de 63,6%, incluindo cefalosporinas 
de quarta geração (81,8%). Em 87,5% das amostras, a resistência da microbiota 
atingiu mais de sete antimicrobianos testados. Perfil de resistência a ampicilina e 
ampicilina-sulbactam foi observada em 100% das microbiotas analisadas. A categoria 
intermediaria foi mais frequente no comitê americano CLSI (Clinical Laboratory 
Standard Institute) quando comparado com o nacional BrCAST (Brazilian Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing) e valores mais conservadores de ponto de 
corte pelo BrCAST. Todas as amostras de queijo carreavam pelo menos um elemento 
de resistência. Sete diferentes elementos de resistência foram detectados em 34 
microbiotas de bactérias Gram-negativas (ctx, shv, tem, tetA, tetB, int-1 e int-2). Os 
resultados indicam microbiota Gram-negativa com alta taxa de resistência a 
antimicrobianos utilizados na terapêutica de infecções graves; e presença alarmante 
de elementos genéticos codificadores de diferentes mecanismos de resistentes e 
mobilizadores da disseminação desses genes em queijos servidos a pacientes 
hospitalizados, indicando que este alimento pode ser um potencial agravante da 
resistência a antimicrobianos em ambiente hospitalar. 
 
Palavras-chave: Alimento seguro, Infecções bacteriana, Bactérias Gram-negativas, 
Resistência antimicrobiana, genes. 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 

ABSTRACT 

 

BACTERIAL RESISTOME GRAM-NEGATIVES, MAINLY OF THE ORDER 
ENTEROBACTERALES, FROM CHEESE SAMPLES COMING FROM A PUBLIC 
HOSPITAL IN THE CITY FROM RIO DE JANEIRO, BRAZIL 

 

Antimicrobial resistance is a critical public health problem, particularly Gram-negative 
bacteria resistant to multiple classes of antimicrobials, especially in vulnerable 
populations. Food can be potential reservoirs and vehicles of genetic determinants of 
antimicrobial resistance for humans, with dairy products being an important vehicle of 
transmission, as they can be consumed without additional heat treatment. From this 
perspective, this study aimed to evaluate the antimicrobial resistance profile in 
growable Gram-negative microbiota of cheeses served to patients admitted to a public 
hospital in Rio de Janeiro. Eight samples of different types of cheese were collected. 
This research used a methodology that investigated the set of viable Gram-negative 
bacteria and elements of antimicrobial resistance present in these cheeses. The disk 
diffusion test and the polymerase chain reaction (PCR) were performed to investigate, 
respectively, the phenotypic and genotypic resistance in Gram-negative microbiota to 
the tested antimicrobials.  With the exception of the antimicrobial ciprofloxacin, the 
percentages of microbiota resistance were above 63.6%, including fourth generation 
cephalosporins (81.8%). In 87.5% of the samples, microbiota resistance reached more 
than seven antimicrobials tested. Resistance profile to ampicillin and ampicillin-
sulbactam was observed in 100% of the microbiota analyzed. The intermediate 
category was more frequent in the American committee CLSI (Clinical Laboratory 
Standard Institute) when compared to the national BrCAST (Brazilian Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing) and more conservative cut-off values by BrCAST. 
All cheese samples carried at least one resistance element. Seven different resistance 
elements were detected in 34 microbiota of Gram-negative bacteria (ctx, shv, tem, 
tetA, tetB, int-1 and int-2). The results indicate a Gram-negative microbiota with a high 
rate of resistance to antimicrobials used in the treatment of serious infections; and 
alarming presence of genetic elements encoding different resistance mechanisms and 
mobilizing the dissemination of these genes in cheeses served to hospitalized patients, 
indicating that this food may be a potential aggravator of resistance to antimicrobials 
in a hospital environment. 

 
Keywords: Food Safety, Bacteria Infections, Gram-negative Bacteria, Antimicrobial 
Resistance, genes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência antimicrobiana (RA) se configura como uma das dez maiores 

ameaças à saúde global no século XXI (WHO, 2023a). Dada sua rápida disseminação, 

se não houver ações de controle imediatas, as consequências da RA poderão ser 

devastadoras e notadas em diversos contextos. Estima-se que até 2050, a RA poderá 

ser a principal causa de morte no mundo (O’NEILL, 2014; WALSH et al., 2020).  

A evolução da RA é uma consequência inevitável do uso indiscriminado de 

antimicrobianos em humanos e animais, o que contribuiu para a seleção de bactérias 

patogênicas resistentes à antimicrobianos (VARELA et al., 2021). A evolução de 

mecanismos de bactérias resistentes, inclusive à antimicrobianos de gerações e de 

descoberta mais recente, têm avançado numa velocidade superior à capacidade de 

descoberta de novos medicamentos (SALAZAR; DÍAZ; FERRARA, 2024).  

Neste seguimento, as bactérias Gram-negativas (BGNs) tem grande 

notoriedade entre as causas e estudos de RA em comparação a microrganismos 

menos resistentes, e, rotineiramente, são identificadas em amostras clínicas 

envolvidas em infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) (AL DABBAGH et 

al., 2023; FONG, 2023).  

Os ambientes hospitalares continuam sendo os potenciais reservatórios de 

transmissão de patógenos resistentes a antimicrobianos (AFZAL; JUNAID; AZIZ, 

2021). No entanto, as BGNs superaram as barreiras e estão amplamente 

disseminadas e adaptadas a diversos nichos, como o meio ambiente, animais, 

alimentos e até mesmo em pessoas saudáveis (AHMAD; JOJI; SHAHID, 2023; 

TIEDJE et al., 2023).  

Os alimentos, em especial, têm sido comumente negligenciados como 

potenciais reservatórios e vetores de genes de resistência a antimicrobianos (GRAs) 

para os seres humanos. Os resíduos do uso indiscriminado de antimicrobianos na 

pecuária e na agricultura tem contribuído para seleção de bactérias resistentes a 

antimicrobianos e, devido às suas propriedades de mobilidade e adaptação em 

deferentes nichos, a transferência pode ocorrer através da cadeia alimentar, o que 

aumenta os riscos à saúde do animal e do homem (NODARI et al., 2023; BACANLI; 

BAŞARAN, 2019; KOCH; HUNGATE; PRICE, 2017). 

No âmbito hospitalar, o consumo de alimentos contaminados por BGNs que 

abrigam GRAs, pode ser particularmente perigoso em função de fatores de risco 
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encontrados na população hospitalizada como, por exemplo, a fragilidade do sistema 

imunológico e as modificações da constituição microbiana natural do trato 

gastrointestinal (CAMPOS-MADUENO et al., 2023; SAN MILLAN, 2018; LUND; 

O’BRIEN, 2011).  

Produtos lácteos, como os queijos, possuem condições ambientais favoráveis 

para o crescimento microbiano (FUSCO et al., 2020), incluindo os principais 

patógenos alimentares resistentes a antimicrobianos (PARUSSOLO et al., 2019; 

RIPON et al., 2023; SILVA et al., 2020). Fornecer alimentos seguros é parte integrante 

do cuidado centrado no paciente hospitalizado (NELSON; MOORE; RAO, 2019; 

PRIMAVILLA et al., 2019).   

Considerando que a alimentação fornecida aos pacientes pode ser uma 

possível fonte de IRAS (BOORA et al., 2023), a RA apresentada por BGNs em 

alimentos também é uma questão relacionada à segurança dos pacientes, com 

enfoque em infecção e disseminação de RA.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A segurança do alimento oferecido ao paciente hospitalizado levanta especial 

preocupação, uma vez que os alimentos podem ser reservatórios e veiculadores de 

BGN-RA. Pacientes hospitalizados podem ser mais propensos à colonização por 

bactérias oportunistas que, somado ao fenômeno de RA, faz com que as infecções 

adquiridas em ambiente hospitalar estejam frequentemente associadas a um 

desfecho desfavorável, como o aumento dos custos do tratamento e o aumento da 

mortalidade dos pacientes. BGN-RA podem estar em queijos, um alimento 

amplamente consumido no Brasil, que tipicamente compõe o cardápio de pacientes 

hospitalizados.  

Este estudo utiliza metodologia de análise do conjunto de BGNs, com a 

exposição ao antimicrobiano na etapa de pré-seleção, na tentativa de preservar os 

fragmentos de DNA dentro da célula bacteriana durante as análises. As vantagens do 

método podem possibilitar uma compreensão mais profunda da segurança do 

alimento. 

Considerando que são escassos os trabalhos que avaliam a segurança de 

alimentos com foco na prevenção de IRAS e no controle da disseminação de 

elementos genéticos de mobilização, e que existam genes de RA sendo disseminados 

por BGN em queijos industrializados ofertado a pacientes internados, o presente 

trabalho se faz essencial uma vez que visa o controle de infecções durante a 

internação hospitalar mediado por bactérias transmitidas por alimentos, trazendo um 

alerta para a importância dos setores de Alimentação e Nutrição no combate à 

disseminação bacteriana via alimentos. 

A hipótese é que existem genes de RA em queijos industrializados ofertados 

a pacientes internados em um hospital especializado em oncologia localizado na 

cidade do Rio de Janeiro. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Bactérias Gram-negativas 

 

3.1.1 Diferença entre Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas 

 

Em termos morfológicos, embora as bactérias Gram-positivas (BGP) e BGNs 

tenham em comum uma membrana citoplasmática protegida por uma parede celular, 

essas duas grandes classes de bactérias diferem na espessura e composição de suas 

superfícies celulares externas (EPAND et al., 2016; MALANOVIC; LOHNER, 2016). 

A parede celular bacteriana tem como característica definidora o peptidoglicano 

(PGN), uma macromolécula dinâmica que facilita a sobrevivência em flutuações 

osmóticas extremas, o crescimento e a adaptação de bactérias a diversos ambientes. 

Todas essas propriedades tornam os PGNs um dos alvos favoritos dos 

antimicrobianos. Nas BGPs, o PGN é espesso, contém muitas camadas e 

predominam em sua superfície celular (cerca de 90% do peso seco). Enquanto nas 

BGNs, uma fina monocamada de PGN compõe a parede celular (cerca de 10%), 

coberta por uma bicamada lipídica adicional. (GARDE; CHODISETTI; REDDY, 2021). 

Em 1884, Hans Christian Gram desenvolveu o método Coloração de Gram, que 

distingui bactérias Gram-positivas e Gram-negativas usando um complexo cristal 

violeta-iodo e uma contra-coloração de safranina. Este método resulta em coloração 

diferenciada entre os dois grupos de bactérias, as BGPs são coradas de roxo, e BGNs, 

de rosa (Figura 1). A nomenclatura "Gram-negativa" origina-se da incapacidade deste 

tipo de bactéria em reter a coloração primária roxa dentro da célula (reação negativa), 

após o tratamento com o descolorante, por ter parede celular fina, que tem sua cor 

substituída por safranina (COICO, 2006).  

Além da coloração diferenciada, a morfologia e os componentes moleculares 

das membranas das bactérias, resulta em diferenças na capacidade de 

permeabilidade de solutos e agentes químicos, como os antimicrobianos. Por possuir 

uma distinta membrana externa, importante barreira seletiva química ao meio externo, 

e que também fornece suporte mecânico, as BGNs, quando comparadas às BGPs, 

são naturalmente menos permeáveis a muitos antimicrobianos (AL HAMDAN et al., 

2022; EXNER et al., 2017; MATHELIÉ-GUINLET et al., 2020) 
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Outra característica inata à BGNs é decorrente do principal componente de sua 

membrana externa, uma endotoxina conhecida como lipopolissacarídeos (LPS). Em 

resposta a danos causados por estressores ambientais, as BGNs liberam moléculas 

de LPS que estimulam o sistema imunológico do hospedeiro, desencadeando reações 

tóxicas de infecções, podendo causar infecção sistêmica (MITCHELL; SILHAVY, 

2019).  

A dimensão do espaço periplasmático, delimitado pelas membranas externa e 

citoplasmática em BGNs, é muito maior do que o periplasma estreito das BGPs. Este 

espaço, além de conter componentes vitais para inúmeras funções que refletem o 

estado metabólico e ambiental da célula, são compostos por enzimas de degradação 

capazes de inativar antimicrobianos (MILLER; SALAMA, 2018; SILHAVY; KAHNE; 

WALKER, 2010).                     

                                

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
Fonte: Adaptada de PARAY; SINGH; AMIN MIR, 2023 

 

De forma geral, as infecções causadas por BGNs, devido à arquitetura rígida e 

complexa de seu envelope celular são mais difíceis de tratar e, portanto, representam 

uma séria ameaça para a saúde humana quando comparadas as BGPs. Entretanto, 

em nível unicelular, tanto para as BGPs quanto para as BGNs, a heterogeneidade da 

superfície celular pode ter consequências importantes para o comportamento 

bacteriano, tendo impacto na sensibilidade aos antimicrobianos, bem como na 

patogenicidade (LITHGOW; STUBENRAUCH; STUMPF, 2023). Assim, o aumento da 

resistência de BGPs e BGNs a múltiplos antimicrobianos é uma preocupação mundial 

(KAKOULLIS et al., 2021).  

Figura 1 - Resultado de coloração Gram na parede celular bacteriana. 
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3.1.2 O complexo envelope celular Gram-negativo  

 

Começando por fora e prosseguindo para dentro, as BGNs possuem um 

envelope que é formado por três camadas principais (Figura 2) (EPAND et al., 2016): 

- Membrana externa (primeira camada): uma bicamada lipídica, onde a 

membrana tem o folheto interno composto por fosfolipídios e o externo, por LPS. 

Contém proteínas da membrana externa (outer membrane proteins - OMPs), como as 

porinas, que permitem a passagem de pequenas moléculas.  

- Parede celular (segunda camada): formada por PGN que fica imerso no 

espaço periplasmático; o PGN é um exoesqueleto rígido formado por dois açúcares 

aminados, o ácido N-acetil glicosamina e o ácido N-acetil murâmico, e por um 

tetrapeptídio. Possui função determinante na forma da célula e proteção contra 

variações nas pressões osmóticas.  

- Membrana citoplasmática/interna (terceira camada): uma bicamada 

fosfolipídica, que delimita o meio externo do interno, responsável por funções 

essenciais como estrutura, transporte e funções biossintéticas. 

 

Figura 2 - Características das camadas superficiais de bactérias Gram-negativas 

 
Fonte: Adaptado de EPAND et al., 2016. 

 

Definido como “forte, resistente e elástico” o complexo envelope celular das 

BGNs é uma notável estrutura de proteção celular que foi determinante para 

dominância dessas bactérias nos ecossistemas (BEVERIDGE, 1999). 
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A membrana externa é um dos principais fatores que contribuem para a 

resistência intrínseca aos antimicrobianos, que lhes confere resistência a uma ampla 

gama de antimicrobianos. Qualquer perturbação nessa bicamada desencadeia 

mecanismos nas BGNs que podem desenvolver resistência (BREIJYEH; JUBEH; 

KARAMAN, 2020).  

 

3.1.3  Bactéria Gram-negativa e sua gravidade 

 

Em razão da combinação entre a RA e a elevada capacidade patogênica, as 

BGNs vêm ganhando, nos últimos anos, cada vez mais atenção dos pesquisadores 

(CEPAS; SOTO, 2020). As BGNs figuram como a causa mais frequente de infecções 

graves em humanos, especialmente em indivíduos imunocomprometidos. As 

infecções nosocomiais causadas por BGNs tornaram-se grandes desafios para as 

instituições de saúde globais devido às opções limitadas de antimicrobianos e às altas 

taxas de mortalidade (JEAN; HARNOD; HSUEH, 2022). 

 O aumento na frequência e letalidade associado às infecções causadas por 

BGNs tem se tornado mais dramático pela estagnação e escassez de medicamentos 

capazes de combatê-las. A maioria dos novos antimicrobianos desenvolvidos se 

restringem a atividade contra BGPs, forçando os pesquisadores a "redescobrir" 

antimicrobianos antigos, com potencial tóxico, para o combate às BGNs, como por 

exemplo, as colistinas (polimixinas) (KARVOUNIARIS et al, 2023). A principal razão 

para essa falta de atividade do antimicrobiano é a eficácia de sua membrana externa, 

como barreiras seletivas de moléculas (MACNAIR; BROWN, 2020). 

 

3.2 Mecanismos de RA 

 

Algumas bactérias são naturalmente resistentes a antimicrobianos (resistência 

intrínseca), um exemplo conhecido de resistência intrínseca é a deficiência na 

captação de um agente devido às características estruturais ou fisiológicas 

específicas das bactérias, como a resistência das BGN à vancomicina. As bactérias 

intrinsecamente não suscetíveis também podem ser resistentes devido à aquisição de 

mecanismos de resistência (resistência adquirida), por vias de transferência horizontal 

de genes (HGT) ou mutações no cromossomo (YEKANI et al., 2023). 
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 As bactérias podem desenvolver diversos mecanismos de resistência a um ou 

múltiplos antimicrobianos. Esses mecanismos de RA são codificados por genes 

(Tabela 1), com isso, a adaptabilidade bacteriana a diversidade de habitat impõe a 

necessidade de um amplo repertório genético. O conjunto de genes envolvidos em 

mecanismos de RA são denominados “resistoma” (BRAUNER et al., 2016). 

 

Tabela 1- Resumo dos mecanismos de ação de antimicrobianos e genes de resistência mais 
frequentemente encontrados em BGNs 

Classe de Antibiótico 

(exemplos) 

Mecanismo de ação 

do antimicrobiano 

Mecanismo 

de RA 

Genes de 

resistência 

(exemplos) 
Aminoglicosídeos 

(gentamicina e 
estreptomicina) 

Inibição da síntese 
proteica 

Modificação enzimática 
Diminuição da permeabilidade 

Resistência ao alvo (ribossomo) 
Bombas de efluxo 

aac(3), 
stra, 

aph, aada, 
 

beta-lactâmicos 
(penicilinas, 

cefalosporinas, 
carbapenêmicos e 
monobactâmicos) 

Inibição da 
formação da 

parede celular 

Permeabilidade reduzida 
PBPs alteradas 

ESBL 
carbapenemase 

Bombas de efluxo 

tem, shv, 
ctx, kpc, 

oxa, ampc, 
vim, per 

Fenicóis 
(Cloranfenicol) 

Inibição da síntese 
proteica 

Modificação enzimática 
Diminuição da permeabilidade 

Diminuição da ligação ribossômica 
Bombas de efluxo 

cat1, cat2, 
cmla, flor 

Quinolonas e 
fluoroquinolonas 
 (Ciprofloxacina) 

Inibição da 
Topoisomerase 

Resistência ao alvo Bombas de 
efluxo 

Diminuição da permeabilidade 

gyra, gyrb, 
parc 

Tetraciclinas 
(tigeciclina, 
tetraciclina) 

Inibição da síntese 
proteica 

Resistência ao alvo (ribossomo) 
Desintoxicação de drogas 

Bombas de efluxo 

TetA, 
tetB,tetx 

Inibidor do folato 
  (Sulfonamidas) 

Inibição da síntese 
do ácido 

tetrahidrofólico 

Diminuição da permeabilidade 
Produção de enzimas insensíveis a 

medicamentos 

sul1, sul2, 
sul3 

Pirimidinas 
(trimetoprim) 

Inibição da síntese 
do ácido 

tetrahidrofolico 
 

Modificação do 
alvo 

dhfr1, dfra1, 
dhfr12 

Peptídeos catiônicos 
(colistina) 

Ligaçao ao lipídio A no 
lipopolissacarídeo 

 

Modificação ou remoção do lipídeo A mcr-1 

Nota: Os exemplos expostos têm como foco este estudo. ESBL: Beta-lactamase de Espectro Estendido. Fontes: 
(KAKOULLIS et al., 2021; BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020; BLAIR; RICHMOND; PIDDOCK, 2014) 

 

Para além da transferência vertical de genes e mutações, as bactérias de 

diferentes espécies podem realizar troca genética por conjugação/mobilização 

(mediada por plasmídeos e elementos conjugativos integrativos), transdução 

(mediada por bacteriófagos) e transformação (captação de DNA extracelular). Os três 
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mecanismos são denominados transferência horizontal de genes, e os elementos 

genéticos movéis (EGMs) assumem papel importante neste processo (BREIJYEH; 

JUBEH; KARAMAN, 2020). 

A resistência adquirida desperta maior preocupação, pois populações 

bacterianas de diferentes espécies, inicialmente sensíveis, tornam-se cada vez mais 

resistentes e proliferam sob a pressão seletiva antimicrobiana. O uso de 

antimicrobianos, sobretudo de forma excessiva e incorreta, somado a fatores 

ambientais, como poluição e a presença de fontes residuais de antimicrobianos na 

água contribuem para a seleção e proliferação de bactérias resistentes. As BRA 

prosseguem sob pressão seletiva e adquirem mecanismos de resistência que 

parecem ser inexauríveis; e se espalham por todo o mundo com infindáveis 

possibilidades de novas mutações espontâneas ou formas de transferência horizontal 

de GRA (AJAYI, et al., 2024 & AHMED et al., 2023). 

 

3.3 Elementos genéticos móveis (EGMs) 

 

A transferência horizontal de genes é a via mais importante e rápida de troca 

de materiais genéticos na disseminação de RA. Através dos EGMs, como plasmídeos, 

sequencias de inserção, transposons, e integrons, a disseminação de GRAs conferem 

a bactéria capacidade de adquirir diferentes meios de RA de forma simultânea e 

combinada (BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020). O conjunto de genes e EMGs 

envolvidos em mecanismos de RA são denominados resistoma (BRAUNER et al., 

2016).  

Os plasmídeos são estruturas de DNA circular extracromossomial, de 

replicação independentemente, que se transferem verticalmente, via divisão celular, 

para um número cada vez maior de células hospedeiras, que apesar de não codificar 

características essenciais da bactéria, conferem as células bacterianas diversas 

vantagens adaptativas (NEWBURY et al., 2022).  

Por meio de conjugação/mobilização, a propagação dos plasmídeos é 

facilitada por transmissão horizontal para outras células bacterianas. Os plasmídeos 

são veículos importantes para o transporte de outros EMGs e de GRAs adquiridos 

associados a esses elementos. Devido à sua capacidade de carregar múltiplos GRAs 

e de se transferir entre diferentes espécies bacterianas, os plasmídeos são 



25 
 

considerados os principais responsáveis pela disseminação global de ARGs 

(PETERSON; KAUR, 2018). 

Nos plasmídeos existem as regiões acessórias, que são caracteristicamente 

constituídas por um ou mais GRAs e EMGs associados (como sequências de 

inserção, transposons e integrons), podem promover mobilidade intracelular (por 

exemplo, do cromossomo para um plasmídeo ou entre plasmídeos) quanto intercelular 

do DNA. Sequências de inserção e transposons são discretos segmentos de DNA, 

que se movem, frequentemente de forma aleatória, nas mesmas ou em diferentes 

moléculas de DNA dentro de uma única célula. Os integrons utilizam recombinação 

específica para mover GRAs entre sítios definidos (BOBATE et al., 2023).  

Os transposons são elementos genéticos transponíveis, capazes de modificar 

de posição dentro do genoma ou fora dele (transposons conjugativos). Sua estrutura 

contém sequencias de inserção nas extremidades flanqueado a outros genes, como 

os GRAs e podem carregar EMGs. Diferentemente de plasmídeos conjugativos, não 

possuem uma forma extracomossomal replicativa autônoma, e por isso, integram-se 

no cromossomo e quase sempre se replicarem e se movimentarem dentro das células 

de um mesmo hospedeiro (PARTRIDGE et al., 2018; LIEBERT; HALL; SUMMERS, 

1999).  

Transposons da família Tn3 são frequentemente associados aos GRAs. Os 

membros dessa família são plataformas modulares que permitem a montagem, a 

diversificação e a redistribuição de um arsenal cada vez maior de GRAs. Possuem 

uma característica essencial no seu modo de replicação da transposição, usando um 

mecanismo de “copiar” (ou “colar e copiar”) no qual a replicação do transposon ocorre 

durante a integração no alvo (NICOLAS et al., 2015).   

Os integrons são elementos genéticos que permitem a aquisição, expressão 

e disseminação de GRAs. São onipresentes e estão presentes em aproximadamente 

17% dos cromossomos bacterianos. São capazes de se mover entre espécies e 

linhagens bacterianas, atuando como a principal razão para a resistência múltipla em 

bactérias Gram-negativas. A mobilidade dos integrons é considerada uma grande 

preocupação em patógenos clínicos de disseminação de RA, e essa mobilidade está 

relacionada a elementos móveis de DNA (transposon e plasmídeo) (SABBAGH et al., 

2021; KAUSHIK et al., 2018). 

O sistema genético dos integrons é composto por três elementos principais: o 

gene que codifica a integrasse (Intl), uma proteína que catalisa a recombinação entre 



26 
 

os genes adquiridos; o sítio de recombinação (attI), onde ocorre a inserção de novos 

genes; e o promotor (Pc), que permite que os genes incorporados sejam expressos. 

Os integrons capturam e incorporam cassetes gênicos para o alcance de leitura de 

novos genes. Os cassetes gênicos são elementos móveis que codificam múltiplos 

genes, compostos normalmente por um gene com uma fase de leitura aberta (Open 

Reading Frames - ORF), e uma região de recombinação (attC). Os cassetes gênicos 

podem estar livres na forma circular, ou integrados no sítio att do integron (GILLINGS, 

2017) (Figura 3).  

 

Figura 3 - Estrutura do integron e mecanismo de aquisição de cassetes gênicos. 

 
Legenda: IntI - Região codificadora da integrase; attl - sítio de recombinação do integron; attC - área 

de recombinação dos cassetes gênicos. Fonte: Adaptada de GILLINGS, 2017. 

 

Diversos cassetes gênicos podem ser inseridos ou excisados, de forma 

reversível, em um único integron, pela recombinação entre a região attC e attI do 

integron, mediada pela enzima integrase (PARTRIDGE et al., 2018). A capacidade do 

sistema integron de adquirir novos e recombinar fileiras de cassetes sublinha a 

adaptação de sua diversidade em bactérias. Primeiro, a inserção dos genes no 

genoma bacteriano é num local de recombinação específico (attI) e, portanto, não 

altera os genes existentes, e a dinâmica de incorporação e excisão dos genes, 

permitem ainda um rearranjo na estrutura do integron. A inserção adjacente ao attI 

permite a expressão do gene com o auxílio do promotor, possibilitando a seleção de 

bactérias com diferentes GRAs mais próximos ao promotor, e consequentemente, a 

maior chance de expressão destes genes. Este pode ser um mecanismo importante 

para aquisição de genes em plasmídeos e cromossomos (GILLINGS, 2017).  
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Em cromossomos bacterianos, os integrons garantem proliferação dos clones 

resistentes, por meio da transferência vertical, mantendo sua persistência na 

população bacteriana. Combinada à transferência horizontal, facilita a disseminação 

da RA entre diferentes nichos ecológicos, e expandem a diversidade de mecanismos 

de defesa entre principalmente entre espécies BGNs. Baseados no gene intI, os 

integrons podem ser classificados em várias classes, sendo os integrons de classe 1, 

2 e 3 os mais associados aos GRAs. Entre as classes de integron, a classe 1 é a mais 

importante na disseminação de GRAs entre patógenos e comensais (BIAN et al., 

2023; ZHANG et al., 2023). 

Metais pesados e biocidas (por exemplo, compostos de amônio quaternário) 

representam importantes determinantes de RA por co-seleção (CHEN et al., 2023). 

Pelo alimento, esses elementos de RA são capazes de disseminar horizontalmente 

na microbiota humana (FUGA et al., 2022). Os compostos de amônio quaternário são 

biocidas utilizados para controle não específico de microrganismos em diversas 

condições ambientais, desde a produção de alimentos até o saneamento (SABBAGH 

et al., 2021). Os genes de virulência e biofilmes também são fatores agravantes da 

infecção e RA e estão difundidos na cadeia alimentar (FUGA et al., 2022).  

Os mecanismos de virulência e a formação de biofilme são utilizados pelas 

bactérias para causar agravamento de Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs). 

Esses elementos somados aos compostos químicos (como metais e biocidas) são 

frequentemente co-abundantes na cadeia produtiva do alimento e transportados nos 

cassetes genéticos de integrons juntos aos GRAs, que podem tornar-se uma força 

motriz para a abundância, diversidade e potencial de adaptação das BGNs 

patogênicas (CEPAS; SOTO, 2020). 

 

3.4 Infecções hospitalares 

 

Segundo a Portaria n.º 2.616/98, publicada pelo Ministério da Saúde, a 

infecção hospitalar pode ser definida como aquela adquirida após a admissão do 

paciente e que se manifeste durante a internação ou após a alta, quando puder ser 

relacionada com a internação ou procedimentos hospitalares (BRASIL, 2018). 

No entanto, a fim de abranger não só a infecção adquirida no ambiente 

hospitalar, mas também aquela relacionada a procedimentos ambulatoriais, cuidados 

domiciliares e infecção ocupacional adquirida por profissionais de saúde, o termo 
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infecção hospitalar tem sido substituído por IRAS (HORAN; ANDRUS; DUDECK, 

2008). 

Dentro do contexto hospitalar, diversos fatores tornam o paciente mais 

suscetível às infecções, dentre os quais se destacam: o sistema imunológico 

debilitado; uso abusivo de antimicrobianos; procedimentos médicos e cirúrgicos, 

principalmente os invasivos; imunossupressão (em casos de transplante de medula 

óssea); e, falhas nos procedimentos de controle de infecção (JENKINS, 2017). A 

exposição a uma ampla variedade de microrganismos patogênicos presente no 

ambiente hospitalar e a RA também são citados como causas da grande incidência 

de infecções em unidades de saúde (ZHUO et al., 2023). As taxas de colonização e 

incidência de infecções dependem da epidemiologia local, de fatores do hospedeiro e 

da pressão seletiva da exposição a antimicrobianos (TIEDJE et al., 2023). 

De acordo com dados da OMS, aproximadamente 10 milhões de casos de 

IRAS têm sido anualmente notificadas, em consequência do uso indiscriminado e 

inadequado de antimicrobianos de amplo espectro, falta de prevenção da RA e da 

pressão seletiva microbiana, principalmente em países em desenvolvimento e com 

baixa ou média renda (WHO, 2023).  

No Brasil, o Boletim Informativo de Segurança do Paciente e Qualidade em 

Serviços de Saúde da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) divulgou que 

as BGNs, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (resistentes a 

carbapenêmicos), Stenotrophomonas maltophilia (resistente à fluoroquinolona), 

Escherichia coli (resistente a cefalosporinas da terceira geração e aos 

carbapenêmicos) e Klebsiella pneumoniae (resistente às cefalosporinas de terceira 

geração), são os principais microrganismos associados às infecções de corrente 

sanguínea em pacientes hospitalizados (BRASIL, 2020). 

O conceito “resistências de difícil tratamento” foi designado para identificar 

BGNs que apresentam resistência a todas as fluoroquinolonas e a todas as categorias 

de beta-lactâmicos, incluindo os carbapenêmicos. O retrocesso na terapia apropriada 

tem sido associado a piores resultados, como aumento de aproximadamente 20% no 

risco de mortalidade hospitalar (BASSETTI et al., 2022). À medida que as bactérias 

se tornam mais resistentes a um maior número de antimicrobianos, as alternativas 

terapêuticas tornam-se cada vez mais limitadas. Atualmente, já foram identificadas 

bactérias multirresistentes a quaisquer dos antimicrobianos disponíveis para 
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tratamento, levando pacientes hospitalizados rapidamente à morte (CASPAR et al., 

2017). 

As estratégias mais utilizadas para o combate às bactérias multirresistentes 

incluem o controle do uso de antimicrobianos, a fim de evitar seu uso desnecessário, 

e a conscientização e vigilância de condições adequadas para a prevenção e controle 

das IRAS. Diante do cenário atual, a OMS além de reconhecer a infecção hospitalar 

como uma crise de saúde pública global, preconiza que as autoridades no âmbito 

nacional e regional desenvolvam ações com vistas à redução do risco de aquisição 

das infecções, em razão do elevado custo social e econômico que representam 

(WHO, 2023).  

Neste contexto, a Assembleia Mundial de Saúde, realizada em 2015, aprovou 

um Plano de Ação Global em Resistência Microbiana, cujo objetivo geral foi garantir a 

seguridade e eficácia de medicamentos, assim como a acessibilidade a todos que 

deles necessitam. Um marco na política brasileira relacionada a RA, ocorreu em 2018, 

com a criação do Plano de Ação Nacional de Prevenção e Controle da Resistência 

aos Antimicrobianos na perspectiva de Saúde Única. Mais recentemente, em 2019, o 

Grupo da Coordenação Interagências para a Resistência Antimicrobiana, criado pelo 

Secretário Geral das Nações Unidas, divulgou um relatório em que exige ações 

imediatas de diversos setores para impedir uma crise potencialmente catastrófica de 

RA. Neste documento, o grupo reconhece que a saúde humana, animal, ambiental e 

alimentar estão estreitamente interligadas, demandando uma abordagem coordenada 

e multisetorial de Saúde Única. Em razão da multiplicidade de fatores envolvidos, a 

comunidade científica vem buscando tratar o problema da resistência aos 

antimicrobianos pela abordagem da Saúde Única, integrando o homem-animal-

ambiente (AGUIAR et al., 2023). 

O projeto “Fortalecimento do Sistema Brasileiro de Vigilância à Resistência 

Antimicrobiana” foi iniciado em 2021, e após 2 anos já contava com uma rede de 25 

hospitais-sentinelas e 10 Laboratórios Centrais de Saúde Pública (Lacens) 

distribuídos em diferentes regiões pelo país. Treinamentos constantes são feitos para 

aumentar o controle de qualidade e padronizar a operação para, então, seguir ampliar 

a rede. As amostras (bactérias e fungos multirresistentes) de pacientes são escolhidas 

e enviadas para todos os Lacens. Quando os surtos são detectados alertas são feitas 

aos hospitais, todos os dados são lançados no sistema de vigilância brasileiro BR-

GLASS (Global Antimicrobial Resistance Surveillance System - BR-Brasil), integrado 
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à OMS, para que possa ser feito um acompanhamento em tempo real. A iniciativa é 

liderada pela Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), em parceria com outras instituições 

como Ministério da Saúde e Anvisa.  O projeto conta com o financiamento do Centros 

de Prevenção e Controle de Doenças dos Estados Unidos (CDC - Centers for 

Diseases Control and Prevention), e tem como objetivo principal apoiar a estruturação 

da Rede de Monitoramento de Resistência aos Antimicrobianos no Brasil (Fiocruz, 

2023). 

 

3.5 Segurança do alimento na cadeia alimentar 

 

É extensa a produção científica que comprova a importância da demanda de 

medidas urgentes e eficazes na prevenção de RA na cadeia alimentar (WHO, 2021). 

Os alimentos, em especial os consumidos crus ou in natura, são capazes de 

transportar microrganismos prejudiciais à saúde, representando uma causa relevante 

de morbidade e mortalidade humana (CDC, 2023). 

Nas últimas décadas, os sistemas de produção alimentícia mundiais se 

expandiram significativamente em decorrência do aumento populacional global. Neste 

contexto, o crescimento na disponibilidade de alimentos veio acompanhado de um 

emprego massivo de antimicrobianos, utilizados como agentes promotores de 

rendimento e produtividade (DE SOUZA et al., 2023). Em que pesem as restrições 

impostas por governos ao redor do mundo, o consumo mundial de antimicrobianos 

aumentou expressivamente entre os anos 2000 e 2015 e deverá dobrar até 2030 

(KLEIN et al., 2018). 

Já foi confirmada a associação entre o desenvolvimento de RA de agentes 

patogênicos humanos e o emprego de antimicrobianos na produção agropecuária, na 

qual os alimentos derivados de animais e plantas podem funcionar como vetores 

importantes para a migração de RA para microbiota humana (TIEDJE et al., 2023). 

Assim, o uso extensivo de antimicrobianos na agricultura e na produção de animais 

destinados à alimentação humana, ao tornar-se uma prática comum, passou a ter 

grande repercussão na segurança dos alimentos e na saúde humana (AHMAD; JOJI; 

SHAHID, 2023). 

A pecuária é considerada um dos vetores mais relevantes na propagação e 

desenvolvimento de RA. A administração de antimicrobianos como promotores de 

crescimento é particularmente preocupante porque geralmente ocorre em nível 
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subterapêutico, insuficiente para eliminar todas as bactérias, e se estende por longos 

períodos, favorecendo o desenvolvimento de bactérias resistentes. Considerando o 

emprego terapêutico, grande parte dos antimicrobianos comercializados são 

utilizados tanto na medicina humana quanto na medicina veterinária, e o disseminação 

de bactérias entre populações humana e animal já foi comprovado (MA et al., 2016). 

Em alimentos de origem animal, a transmissão de RA geralmente é associada 

ao consumo da carne, leite e derivados; entretanto, resíduos de antimicrobianos 

gerados podem deslocar-se por caminhos intricados, possibilitando que genes 

associados à RA entrar na cadeia alimentar a partir do solo (biofertilizantes), ar 

(bioaerossóis), água (irrigação, efluentes, esgotos e recursos naturais) e/ou 

contaminação fecal direta (BENLABIDI et al., 2023; WU et al., 2023). Além disso, o 

uso de antimicrobianos em produtos de origem animal que também são empregados 

na medicina humana pode levar ao desenvolvimento de resistência cruzada (TIEDJE 

et al., 2023). 

 

3.6 Queijos  

 

O queijo pode ser descrito como um concentrado protéico-gorduroso obtido a 

partir da separação do soro do leite pela coagulação promovida por enzimas 

específicas. Em função de suas características sensoriais e nutritivas, trata-se de um 

derivado lácteo bastante tradicional, mundialmente consumido em diversas 

variedades de tipo, sabor, cor, forma e aroma, obtidas de diferentes tipos de leite e 

processos de produção. A produção de queijos representa uma das atividades mais 

relevantes das indústrias de laticínios no Brasil, sendo o país o quinto maior produtor 

mundial, com uma produção de cerca de 790 mil de toneladas em 2022 (LEITE, 2021).  

Rico em nutrientes como cálcio, fósforo, vitaminas B12 e A, iodo e zinco, o 

queijo também constitui uma importante fonte proteica, sendo bastante consumido 

pela população brasileira (KAMIMURA et al., 2019). O queijo é bastante disseminado 

nos costumes alimentares da população brasileira, compondo parcela relevante dos 

hábitos e da cultura nacional. Dentre os queijos brasileiros mais produzidos, 

destacam-se o muçarela, prato, minas e os queijos artesanais, elaborados a partir de 

diversas variedades regionais. O consumo anual de queijo no Brasil, segundo dados 

da Associação Brasileira das Indústrias de Queijo (ABIQ) totalizou cerca de 5,6 kg per 

capita em 2021, e vem crescendo longo dos anos (ABIQ, 2022). 
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Recomendado nas diretrizes alimentares nacionais para a população 

brasileira, diversos tipos de queijo compõem cardápios hospitalares no país, 

diversificando conforme o estado de saúde, as necessidades nutricionais e 

preferências alimentares dos pacientes internados (BRASIL, 2014). Embora os 

serviços de alimentação de hospitais assegurem a oferta de queijos produzidos com 

leite pasteurizado e com selos de segurança, é importante salientar que o processo 

térmico de pasteurização em leites utilizado para produção de laticínios não garante 

a completa erradicação de toda microbiota de BGNs patogênica (MACHADO et al., 

2023).  

Embora existam regras que preveem que o leite usado na elaboração dos 

queijos industrializados seja pasteurizado, é comum a comercialização de queijos que 

não cumpram estas exigências, ou mesmo o façam de forma incorreta. Fatores como 

condições inadequadas de manufatura e conservação; temperaturas impróprias e 

eventual contaminação ocorrida depois da pasteurização também podem 

comprometer a qualidade dos queijos produzidos (SALOTTI et al., 2022). 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral  

 

Avaliar o perfil de resistência aos antimicrobianos em microbiota Gram-negativa 

cultivável, principalmente Enterobacterales, de queijos servidos a pacientes 

internados em um hospital público do município Rio de Janeiro. 

 

4.2 Objetivos específicos   

 

- Recuperar microbiota Gram-negativa cultivável proveniente das amostras 

coletadas; 

- Determinar as características fenotípicas de resistência antimicrobiana da 

microbiota Gram-negativa;  

- Comparar os resultados da interpretação dos diâmetros do halo de inibição 

conforme os pontos de corte estabelecidos pelo CLSI e BrCAST; 

- Verificar a presença de genes de resistência aos antimicrobianos nas BGNs 

isoladas. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

5.1 Amostra 

 

As amostras de queijo foram fornecidas pelo serviço de nutrição de um hospital 

público especializado em oncologia localizado na cidade do Rio de Janeiro–RJ. Os 

queijos fazem parte do cardápio habitual da Unidade de Alimentação e Nutrição (UAN) 

e seriam fornecidos aos pacientes internados, sem tratamento térmico, antes de ser 

servido. Foram coletados os 4 tipos de queijos, sendo que para cada tipo de queijo 

foram coletadas duas amostras, totalizando oito amostras. As coletas foram feitas em 

períodos diferentes a fim de obter marcas ou, ao menos, lotes diferentes. Os tipos de 

queijo disponíveis para coleta foram: cottage, ricota, minas frescal e minas padrão. As 

amostras obtidas apresentavam as seguintes características, por tipo de queijo: 

mesma marca comercial e lotes distintos; mesma quantidade nas embalagens 

originais (250g e 500g); produzidas a partir de leite pasteurizado por empresas de 

laticínios do estado de Minas Gerais. 

 Todas as amostras estavam em câmaras refrigeradas de armazenamento de 

produtos de pronto uso, as quais possuíam registros de temperatura dentro do 

recomendado; sem alterações visíveis e sinais de deterioração; dentro do prazo da 

validade; em embalagens originais e lacradas. Após coleta, as amostras foram 

acondicionadas e transportadas para o laboratório em recipiente térmico, mantendo 

temperatura de superfície menor ou igual a 8 °C (verificadas no início e final do 

transporte), sendo transportadas em período inferior a 2 horas. As análises foram 

realizadas no Laboratório de Controle Microbiológico de Alimentos da Escola de 

Nutrição (LACOMEN) pertencente e localizado na Escola de Nutrição da Universidade 

Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).  

 

5.2 Preparo das amostras 

 

As embalagens das amostras de queijos foram previamente desinfectadas com 

álcool 70%. As amostras foram homogeneizadas dentro da embalagem original com 

auxílio de espátula estéril. Os queijos mais “duros” foram retirados partes do centro e 

das laterais para homogeneização.   

 



35 
 

5.3 Etapa de cultivo e pré-seleção de MGNs resistentes  

 

As análises foram realizadas conforme a metodologia descrita por Silva et al. 

(2020) que se baseou no método preconizado pelo CDC (2009) (Figura 4). Foram 

colocados 25,0g ± 0,2g de amostra em 225 mL de caldo Gram-negativo, que tem por 

finalidade o enriquecimento seletivo de BGNs (HIMEDIA, 2011). Posteriormente, 

foram incubados à 35 °C ± 2 °C para pré-enriquecimento por 24 horas. Após este 

período, seguiu-se para a etapa de pré-seleção da MGN resistente, na qual o disco 

de antimicrobiano (Oxoid, Reino Unido) foi adicionado em tubos contendo 50 

microlitros do caldo enriquecido com MGN e 5 mL de caldo triptona de soja – TSB. 

Foram definidos onze tipos de antimicrobianos, considerando a alta importância 

clínica e a ampla utilização na medicina veterinária e produção animal (BASSETTI; 

GARAU, 2021). Os antimicrobianos testados foram: ampicilina (10μg), ampicilina-

sulbactam (10/10μg), ceftazidima (30μg), cefepima (30μg), ertapenem (10μg), 

aztreonam (30μg), gentamicina (10μg), cloranfenicol (30μg), tetraciclina (30μg), 

ciprofloxacina (5μg) e sulfametoxazol-trimetoprima (1.25/23.75μg). Toda a etapa de 

pré-seleção foi realizada em triplicata para cada antimicrobiano testado. 

 

5.4 Seleção de MGNs resistentes 

 

Após o intervalo de 24 horas para o esperado crescimento da MGN, os tubos 

que indicaram turbidez (indicando crescimento) foram qualificados para próxima 

avaliação da resistência antimicrobiana. Em placa de ágar MacConkey foi inoculada 

uma alçada (10 microlitros) do inóculo da MGN, de maneira a formar superfície 

homogênea, um meio diferencial e seletivo para microbiota GN fermentadora de 

lactose. O disco de antimicrobiano, respectivos aos utilizados nos tubos na fase de 

pré-seleção, foram novamente aplicados na superfície da placa recém-semeada; em 

seguida, a placa foi levada à estufa a 35 °C ± 2 °C por 16-18 horas (SILVA et al., 2020; 

CDC, 2019; CLSI, 2018). Essa etapa foi realizada para todas as MGNs qualificadas.  
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Figura 4 - Etapas da análise fenotípica 

 
Fonte: Silva et al. (2020)

 

5.5 Caracterização da resistência fenotípica  

 

Após o período de incubação, os diâmetros dos halos de inibição das MGNs 

foram medidos para cada antimicrobiano testado. Apesar da metodologia descrita 

neste estudo não seguir os padrões publicados pelo CLSI, para a categorização de 

sensibilidade das MNGs foram utilizados como referência os pontos de corte do CLSI 

para a ordem Enterobacterales. As MGNs foram categorizadas em: sensível (S), 

intermediária (I) ou resistente (R) ao antimicrobiano (CLSI, 2022). Após etapa de 

medição dos halos, as culturas das MGNs qualificadas foram transferidas para 

microtubos utilizando alça de inoculação, contendo uma mistura de glicerol estéril e 

TSB (cultura estoque). Após devidamente identificadas por tipo de amostra e 

antimicrobiano, foram homogeneizadas em vórtex e mantidas e então congelados. 

 Os resultados das categorizações obtidas pelo CLSI (2022) foram comparados 

com a interpretações dos pontos de corte das categorizações obtidas pelo BrCAST 

(BRCAST, 2022) (Tabela 2). Para esta comparação foram excluídos os 

antimicrobianos que não tinham pontos de corte estabelecidos por ambos os comitês 

(n=1-tetraciclina) e os que foram suscetíveis no pré-teste (n=5).  
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Tabela 2 - Pontos de corte interpretativos da ordem Enterobacterales – CLSI E BRCAST 

Fonte: Dados extraídos de CLSI (2022) e BrCAST (2022). Legenda: (1) cefepima - 30µg – SDD 
(Dose– Dependente - Susceptível); (2) Ceftazidima - conteúdo do disco é 10µg para BrCAST. 

Legendas: (Q1 e Q5) Queijo ricota; (Q2 e Q6) Queijo cottage; (Q3 e Q7); Queijo minas padrão e (Q4 
e Q8) Queijo minas frescal;(R) Resistente; (I) Intermediário, de acordo com CLSI e Sensível, 

aumentando exposição, de acordo com BrCAST; (S) – Sensível, dose padrão; “-” ponto de corte não 
determinado. 

 

5.6 Avaliação da resistência genotípica  

 

Todas as etapas da fase de análise da avaliação da resistência genotípica 

encontram-se descritas na figura 5. 

 

5.6.1 Extração de material genético - DNA  

 

Para esta etapa 100 µL da cultura estoque foram transferidos para um 

microtubo contendo 1 mL de TSB acrescido do disco do antimicrobiano 

correspondente. Os microtubos foram incubados em estufa a 35 °C ± 2 °C por 16-18 

 

Pontos de corte para halo de inibição (mm) 

CLSI BrCAST 

Antimicrobiano 
Conteúdo 
disco (µg) 

R I S R I S 

Ertapenem  10 ≤ 18 19-21 ≥ 22 < 25 - ≥ 25 

Cefepima  30 ≤ 18 19-241 ≥ 25 < 24 24-26 ≥ 27 

Ceftazidima    30 ² ≤ 17 18-20 ≥ 21 < 19 19-21 ≥ 22 

Ampicilina-Sulbactam  10/10 ≤ 11 12-14 ≥ 15 < 14 - ≥ 14 

Ampicilina  10 ≤ 13 14-16 ≥ 17 <14 - ≥ 14 

Aztreonam  30 ≤ 17 18-20 ≥ 21 < 21 21-25 > 26 

Gentamicina  10 ≤ 12 13-14 ≥ 15 < 17 - ≥ 17 

Tetraciclina  30 ≤ 11 12-14 ≥ 15 - - - 

Ciprofloxacina  5 ≤ 20 21-30 ≥ 31 < 22 22-24 ≥ 25 

Sulfametoxazol - 
Trimetoprima 

1,25/ 23,75 ≤ 10 10-15 ≥ 16 < 11 11 ≥ 14 

Cloranfenicol  30 ≤ 12 13-17 ≥ 18 < 17 - ≥ 17 
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horas (SILVA et al., 2020). Após este período foi realizado a extração do DNA 

utilizando 1mL da cultura.  

 

Figura 5 – Análise da avaliação da resistência genotípica 

 
Fonte imagens: site Flaticob (https://www.flaticon.com/br/). 

 

A extração de DNA genômico das MGNs, classificadas como resistentes e/ou 

intermediárias na análise fenotípica, seguindo as instruções do fabricante do kit 

comercial para extração de DNA genômico de bactérias Gram-negativas EasyPure® 

Genomic DNA Kit (TransGEN, Pequim, China). Na tabela 3 estão descritos os 

companetes e conteúdo utilizados em cada etapa da extração.  

 

Tabela 3 - Componentes e conteúdo do kit comercial utilizados em cada extração. 

Componente Conteúdo/extração 

Tampão de Lise (LB2) 100 µL 

Proteinase K 20 µL 

RNase A 20 µL 

Tampão de ligação 2 (BB2) 500 µL 

Limpe o tampão 2 (CB2) 500 µL 

Tampão de Lavagem 2 (WB2) 500 µL 

Tampão de eluição (EB) 200 µL 

Coluna de rotação genômica com tubos de coleta 1 unidade 

Legenda: Após adição de cada componente seguia um processo de centrifugação ou 
inoculação; µL (microlitros). 

 

5.6.2 Identificação de gene por reação em cadeia da polimerase - PCR  

 

Foi realizada a amplificação de fragmentos do DNA por PCR (do inglês: 

Polymerase Chain Reaction), a partir de primers específicos sintetizados pela Eurofins 

Genomics (Ebersberg, Alemanha) e Invitrogen Thermo Fisher Scientific (Califórnia, 
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Estados Unidos), com base nos respectivos protocolos das sequências de 

nucleotídeos publicados previamente (Tabela 4). O volume final estabelecido para 

cada reação foi de 25 µL, contendo tampão de PCR 10× adicionado de MgCl2, Taq 

DNA polimerase recombinante, conjunto de deoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), um 

par de iniciadores (primer), DNA extraído da amostra e água ultra-pura.  

Treze elementos de resistência a antimicrobianos foram selecionados e 

separados em: codificadores de resistência beta-lactâmicos (shv, tem, ctx e oxa), 

tetraciclinas (tetA e tetB), carbapenêmicos (oxa-48 e kpc), resistência plasmidial a 

colistina (mcr-1) e resistência aos quaternários de amônio (qacΔE1)] e integrons (int-

1, int-2 e int-3). O rastreio por PCR foi feito em todas MGNs resistentes e/ou 

intermediárias selecionadas, exceto para os genes tetA e tetB, rastreados somente 

em MGNs categorizadas como resistentes e/ou intermediárias ao antimicrobiano 

tetraciclina. O rastreio dos genes shv, tem e oxa foram feitas por PCR multiplex. 

As MGNs BGNs utilizadas como controles positivos foram obtidas de amostras 

de diferentes tipos de queijo comercializados no Rio de Janeiro (SILVA, 2022; SILVA 

et al, 2020) e de amostras de cepas de BGNs de análises clínicas do Hospital 

Universitário Gaffrée e Guinle (HUGG-Unirio). Para o controle negativo foi utilizado 

água estéril. As amplificações de DNA foram realizadas no termociclador LifeTouch 

Thermal Cycler (BIOER, China). 

 

1.1.1 Visualização dos fragmentos de DNA 

 

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 

1,5%, em tampão Tris-borato EDTA (Promega, EUA), com uso de corante Blue Green 

Loading Dye I (LGC Biotecnologia, Brasil) e marcadores de peso molecular (100 pb 

DNA Ladder – Invitrogen, EUA) a uma voltagem de 90V Gel, por, em média, 1h30min. 

A visualização das bandas no gel foi realizada em transiluminador de ultravioleta 

(Forlab, Brasil). 
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Tabela 4 - Sequência de nucleotídeos, ciclos, tamanho dos genes e referências. 

Primer Sequência dos iniciadores (5’ - 3’) Ciclos Pb1 Referências 

tem -1/tem 

-2 e 

variantes 2 

 

CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC (R) 

10 min a 94ºC; 30 ciclos de 40s a 

94ºC, 40 s a 60ºC,60 s a 72ºC; e 7 

min de 

extensão final a 72ºC 

 

800 

DALLENNE et 

al.    (2010) 

CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC (F) 

Shv-1 e 

variantes 2 

AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC (R) 
713 ATCCCGCAGATAAATCACCA (F) 

oxa1, oxa4 

e oxa30 2 

GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG (R) 
564 

GGCACCAGATTCAACTTTCAAG (F) 

int - 1 
CTGCGTTCGGTCAAGGTTCT (R) 03min a 94ºC; 35 ciclos de 60s a 

94ºC, 60s a 68ºC, 60 s a 72ºC; e 

7min de extensão final a 72ºC. 

882 

LANZ et al.   

(2003) 

GGAATGGCCGAGCAGATCCT(F) 

int - 2 
CACGGATATGCGACAAAAAGG (R) 

03 min a 94ºC; 35 ciclos de 60s a 

94ºC, 60s a 68ºC, 60 s a 72 ºC; e 7 

min de extensão final a 72 C. 

788 

GTAGCAAACGAGTGACGAAATG (F) 

int - 3 
GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG (R) 03 min a 94 ºC; 35 ciclos de 60s a 

94ºC, 60 s a 68 ºC, 60 s a 72ºC; e 7 

min de extensão final a 72ºC. 

979 
ACGGATCTGCCAAACCTGACT (R) 

ctx  
ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC (R) 15 min a 95ºC; 30 ciclos de 30 s a 

94ºC, 30 s a 60ºC, 2 min a 72ºC; e 

10 min de extensão final a 72ºC. 

593 
MONSTEIN et 

al.   (2007)    TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG(F) 

kpc 
GTATCGCCGTCTAGTTCTGC (R) 05 min a 95 ºC; 30 ciclos de 60 s a 

95ºC, 60 s a 56 ºC, 60 s a 72ºC; e 

05 min de extensão final a 72ºC. 

635 
AZIMI et al.      

(2013)   GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC (F) 

oxa-48 

GCGTGGTTAAGGATGAACAC (R) 10 min a 94 ºC; 36 ciclos de 30 s a 

94ºC, 40 s a 54 ºC, 50 s a 72ºC; e 

05 min de extensão final a 72ºC. 

438 
POIREL et al. 

(2011) CATCAAGTTCAACCCAACCG (F) 

tetA 
GGCCTCAATTTCCTGACG (R) 01 min a 94 ºC; 30 ciclos de 60 s a 

94ºC, 60 s a 55ºC, 2 min a 72ºC; e 

10 min de extensão final a 72ºC. 

372 

GUILLAUME et 

al.       (2000)  

AAGCAGGATGTAGCCTGTGC (F) 

tetB 
GAGACGCAATCGAATTCGG (R) 01 min a 94ºC; 30 ciclos de 60 s a 

94ºC, 60 s a 56ºC, 2 min a 72ºC; e 

10 min de extensão final a 72ºC 

228 
TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC (F) 

qacEΔ1 

 

AATCCATCCCTGTCGGTGTT (R) 05 min - 94 ºC; 30 ciclos de 30 s a 

94ºC, 30 s a 56ºC, 30s a 72ºC; e 7 

min de extensão final a 72ºC 

175 
GUO et al. 

(2015)  CGCAGCGACTTCCACGATGGGGAT(F) 

mcr-1 

ATTATCCGACTTGGGGCAAGG (R) 
15 min - 94ºC; 25 ciclos de 30s a 

94ºC, 90s a 58ºC, 60s a 72ºC; e 

10min de extensão final a 72ºC 

309 

CAVACO; 

MORDHORST; 

HENDRIKSEN,  

(2016)  
CGCACGATGTGACATTGCTAA (F) 

Legenda: (1) pb: pares de base; (2) tem, shv e oxa (PCR multiplex); C. S = g ou c; Y = c ou t; M = a 
ou c. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 Resistência Fenotípica 

 

6.1.1 Avaliação da etapa pré-seleção 

 

A partir da coleta de oito amostras de queijo e onze antimicrobianos testados, 

inicialmente 88 (8×11) combinações foram testadas. A figura 4 ilustra a detecção de 

turbidez na etapa de pré-seleção. 

 

Figura 6 - Registro fotográfico da etapa de pré-seleção. 

 
Legenda: Tubos da etapa de pré-seleção, exibindo crescimento microbiano (turbidez) após a 

incubação na presença de tetraciclina. O último tubo (à direita) é um tubo não inoculado, para 
comparação. 

 
Na etapa de pré-seleção, 83 amostras (94,3%) apresentaram turbidez, 

indicando o crescimento e a sobrevivência de MGNs mesmo sob influência do 

antimicrobiano(Figura 6). As cinco microbiotas que não conseguiram se desenvolver 

mostraram sensíveis à apenas dois tipos de antimicrobiano: cloranfenicol (20%) e 

ciprofloxacina (80%) (Figura 7). 

 

6.1.2 Avaliação do teste disco-difusão  

 

As MGNs das amostras de queijo mantiveram perfil de resistência elevado 

quando avaliado por disco-difusão (82,9%) (Figura 8). Somente quinze MGNs foram 
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categorizadas como sensíveis, sendo dez, na interpretação dos pontos de corte do 

CLSI, e as outras cinco, na pré-seleção (Figura 7).  

 

Figura 7 - Perfis de resistência fenotípica antimicrobiana de MGN de amostras de queijo. 

 
Fonte: Este estudo. 

 

Oito (9,1%) das MGNs analisadas foram categorizadas como intermediária. O 

antimicrobiano cloranfenicol apresentou percentual de categorização intermediário em 

maior frequência (37,5%) (Tabela 5). A distribuição das categorias fenotípica (88 

MGNs) por amostras de queijo e antimicrobiano testado está exposta na tabela 6. 

 

Figura 8 - Figura 8 - Registro fotográfico da etapa de disco difusão 

 
Legenda: Amostra Q8 – Gentamicina. 

 

Todas as MGNs testadas foram completamente resistentes (100%) a três 

antimicrobianos (ampicilina, ampicilina-sulbactam e gentamicina). Ainda foi observada 

alta frequência de resistência das MGNs aos antimicrobianos ceftazidima e tetraciclina 

(87,5%), seguidos pelo ertapenem e trimetoprima-sulfametoxazol, com 75%. 
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Tabela 5 - Perfis de resistência antimicrobiana de MGN de amostras de queijo 

Antimicrobiano Resistente Intermediário Sensível 

Ertapenem 75,0% 0,0% 25,0% 

Cefepima 50,0% 12,5% 37,5% 

Ceftazidima 87,5% 12,5% 0,0% 

Ampicilina-Sulbactam 100,0% 0,0% 0,0% 

Ampicilina 100,0% 0,0% 0,0% 

Aztreonam 62,5% 0,0% 37,5% 

Gentamicina 100,0% 0,0% 0,0% 

Tetraciclina 87,5% 0,0% 12,5% 

Ciprofloxacina 25,0% 12,5% 62,5% 

Trimetoprima-Sulfametoxazol 75,0% 12,5% 12,5% 

Cloranfenicol 50,0% 12,5% 37,5% 

 
Mais da metade das MGNs (62,5%) apresentaram resistência ao 

antimicrobiano aztreonam. O antimicrobiano mais eficaz foi a ciprofloxacina, para o 

qual as MGNs apresentaram 62,5% de sensibilidade. 

 
Tabela 6 - Distribuição das categorias fenotípica por amostras de queijo e antimicrobiano  

 Amostras 

Antimicrobianos Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 

Ertapenem         

Cefepima         

Ceftazidima         

Ampicilina-Sulbactam         

Ampicilina         

Aztreonam         

Gentamicina         

Tetraciclina         

Ciprofloxacina         

Trimetoprima-
Sulfametoxazol 

        

Cloranfenicol         

             Legenda :     Resistente           Intermediário           Sensível           ;                                                    
(Q1 e Q5) Queijo ricota; (Q2 e Q6) Queijo cottage; (Q3 e Q7); Queijo minas padrão e (Q4 e Q8) 

Queijo minas frescal. 
 

O percentual de resistência aos antimicrobianos testados por amostra de queijo 

variou de 36,4% a 100%. Cada amostra de queijo foi resistente a pelo menos 4 dos 
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11 antimicrobianos testados. A microbiotas de uma amostra de queijo mostrou 

resistência a todos os antimicrobianos testados (FIGURA 6). 

 

Figura 9 - Percentuais da interpretação do teste fenotípico por amostra de queijo. 

 
Legenda: (Q1 e Q5) Queijo ricota; (Q2 e Q6) Queijo cottage; (Q3 e Q7); Queijo minas padrão e (Q4 e 

Q8) Queijo minas frescal. 

 
6.2 Comparação CLSI e BrCAST 

 
O resultado da interpretação dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos 

obtidas neste estudo por CLSI, foi comparado com resultado dos parâmetros do 

padrão nacional BrCAST.  As variações de categorização clínica decorrentes das 

diferenças entre os critérios dos comitês estão expostas na tabela 7.  

Os percentuais de resistência foram altos para ambos os critérios, mas seriam 

ainda maiores se fossem adotados os pontos de corte do BrCAST, que categorizou 

como resistente 84% das MGNs, enquanto o CLSI, 77,3%. As maiores concordâncias 

foram nas categorias S e R. Todas as discrepâncias entre as interpretações BrCAST 

e CLSI foram observadas na categoria intermediária. 

 

Tabela 7 - Categorias discrepantes de acordo com a interpretação CLSI e BrCAST. 

Amostras 

Antimicrobianos 

Cefepima Ceftazidima Ciproflaxacina Cloranfenicol 
Trimetoprima-
sulfametoxazol 

Q2 - I / R - - - 

Q3 I / R - - I / R - 

Q5 - - - - I / S 

Q6 - - - I / R I / R 

Q7 - - - I / R - 

Q8 - - I / R - - 

Legenda: Ordem apresentação CLSI/BRCAST. (R) Resistente; (I) Intermediário; (S) Sensível, dose 
padrão. (-) não houve discrepância.  
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Segundo os parâmetros do BrCAST, apenas 1,3% das MGNs seriam 

classificadas como intermediária, enquanto o CLSI classificou 10,7% das MGNs nesse 

grupo. Essa discrepância ocorreu em oito MGNs, sendo sete na categoria 

intermediaria no CLSI e resistente no BrCAST. Somente um MGN categorizada como 

intermediaria no CLSI foi considerada sensível pelo BrCAST (em destaque na Tabela 

7).  

As interpretações baseadas nos valores de pontos de corte foram discrepantes 

para cinco antimicrobianos, sendo estes ceftazidima, cefepima, cloranfenicol, 

ciprofloxacina, sulfametoxazol-trimetoprima. A ceftazidima (12,5%), cefepima 

(12,5%), cloranfenicol (42,9%) e ciprofloxacina (25%) apresentaram modificações da 

categoria intermediária para categoria resistente no BrCast, enquanto a 

sulfametoxazol-trimetoprima (12,5%) foi o único antimicrobiano que apresentou 

modificação de intermediário para sensível (Figura 10). 

 

Figura 10 - Distribuição de categorias discrepantes interpretadas por CLSI e BrCAST.

Fonte: Este estudo. 

 

6.3 Resistência Genotípica  

 

A partir das eliminações das etapas anteriores, foram submetidas a extração 

de DNA as 73 MGNs que indicaram algum mecanismo de resistência aos 

antimicrobianos selecionados. Na subsequente etapa de PCR, ocorreu a amplificação 

de elementos genéticos selecionados em 23 MGNs (31,5%), num total de 44 
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amplicons. Foram encontrados sete elementos de resistência diferentes, sendo eles: 

codificadores de resistência (ctx, shv, tem, tetA e tetB) e integrons (int-1, int-2) (Tabela 

8).   

Tabela 8 - Percentual e valores absolutos de GRA por amostras de queijo e MGNs. 

Genes Amostras MGNs1 

int-1 50,0% (4/8) 11% (8/73) 

int-2 50,0% (4/8) 8,2% (6/73) 

ctx 37,5% (3/8) 5,5% (6/73) 

shv 37,5% (3/8) 6,8% (6/73) 

tem 62,5% (5/8) 9,6% (6/73) 

tetA² 12,5% (1/8) - 

tetB² 37,5% (3/8) - 

Legenda: 1microbiota Gram-negativa; ² somente foi testado para tetraciclina. 

 

Os codificadores de resistência genotípicos relacionados aos antimicrobianos 

beta-lactâmicos (ctx, shv, tem) e à tetraciclina (tetA e tetB) estavam distribuídos entre 

20 microbiotas que conferiam resistência a diferentes classes de antimicrobianos. Em 

contrapartida, codificadores de: beta-lactamase (oxa), carbapenemases (kpce e oxa-

48), resistência a sais de amônio quaternário (qacE∆1) e resistência plasmidial à 

colistina (mcr-1) não foram amplificados em nenhum genoma das MGNs. 

Todas as amostras apresentaram pelo menos um elemento genético de 

resistência, podendo ser gene codificador de resistência ou integron.  A maioria das 

amostras (75%) alojava de dois a quatro elementos genéticos. Uma amostra de queijo 

se destacou por abrigar cinco elementos genéticos distintos, sendo dois deles 

integrons. Essa amostra também apresentou a maior diversidade de resistência, se 

mostrando resistente a seis dos 11 antimicrobianos estudados; e a maior quantidade 

de integrons classe 1(Tabela 9). 

A presença do integron, um sistema genético crítico, foi avaliada em todos os 

genomas para as três classes de integron documentadas. O total de 14 MGNs 

continham integrons das classes 1 e 2, sendo os mais prevalentes entre os elementos 

de resistência detectado (41,2%). Somente duas amostras não apresentaram 

integrons e a presença do integron de classe 3 não foi detectada.   
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Os integrons não estavam compondo somente o perfil genético de resistência 

das MGNs com caracterização genética resistentes à tetraciclina. Entre seis 

antimicrobianos foi observada MGNs com perfil genético de somente integrons, com  

predominância do integron de classe 1 em quatro deles (75%), enquanto duas classes 

de integrons (classe 1 e 2) foram detectadas na caracterização do perfil genético de 

MGNs relacionadas a dois antimicrobianos, ampicilina e sulfametoxazol-trimetoprima. 

Entre as MGNs resistentes analisadas por PCR, 21,9% (16/73) apresentaram 

a presença de ao menos um gene codificador de beta-lactamase. Ocorreu a 

predominância do gene tem (63%), seguido por ctx e shv, que apresentaram o mesmo 

percentual (38%).  

 

 
 

Fonte: Este estudo. 
 

Importante ressaltar que uma das MGNs que carreava o gene tem apresentou 

resistência intermediária ao antimicrobiano sulfametoxazol-trimetoprima pelo CLSI. 

No entanto, na interpretação do ponto de corte do BrCAST, foi classificada como 

sensível, indicando o uso do antimicrobiano em questão, em dose padrão.   

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Perfil genético das MGNs por amostra de queijo. 
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Tabela 9- Perfil genotípico das MGNs de amostras de queijo por antimicrobiano. 
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- - tetB - 
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- tem shv shv 

 tem tem 

            

Q2 - int-2 - - - * - 
ctx 

* - * 
tetB 

            

Q3 - - - - 
shv 

- - tetB - - - 
tem 

Q4 int-1 - - -  - - - * int-1 - 

            

Q5 - - - - int-2 * - - * tem int-1 

            

Q6 * * - 
shv 

- * - * * - - 
tem 

            

Q7 * * int-1 int-2 
int-1 

- int-1 
ctx 

* 
int-1 

- 
int-2 tetA tem 

            

Q8 int-1 * - ctx ctx - - - - - - 

Legenda: (Q) queijo; (*) MGNs classificadas como sensíveis na etapa de caracterização fenotípica; (-) Ausência 
dos genes investigados. 

 

 Das sete diferentes MGNs em que o gene tem foi detectado, cinco 

apresentavam coexistência com o gene shv, sendo três de uma única amostra de 

queijo. Outro ponto de destaque, foi a detecção do gene em MGN resistente ao 

antimicrobiano não beta-lactâmico sulfametoxazol-trimetoprima, assim como o gene 

ctx foi principalmente detectado em MGNs resistentes à tetraciclina. Do total de 

amostras analisadas, 13% e 38%, abrigavam os genes tetA e tetB, respectivamente. 
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7 DISCUSSÃO 

 

7.1  Caracterização fenotípica 

 

Para além dos problemas relacionados aos perigos microbianos, como a 

deterioração dos alimentos e doença infecciosa primária, a presença de 

microrganismos com características de RA em alimentos está fortemente associada à 

segurança dos alimentos. O consumo de alimentos contaminados por BGNs 

resistentes a antimicrobianos pode representar riscos adverso à saúde, como a 

disseminação de determinantes de resistência a antimicrobianos em comensais, 

sobretudo entre população vulnerável (NELSON; MOORE; RAO, 2019). 

A disseminação de bactérias resistentes a antimicrobianos tem levado a uma 

diminuição na eficácia terapêutica antimicrobiana e a uma maior incidência de 

infecções bacterianas de “resistências de difícil tratamento”. Apesar de não ser 

limitada ao ambiente hospitalar, a chance de exposição a heterogeneidade de 

elementos de resistência a antimicrobianos ainda é maior neste ambiente (LIU, JIA-

YIA; DICKTER, 2020). 

A baixa resposta do sistema imunológico do paciente hospitalizado é uma 

preocupação clínica e um fator de risco para infecções causadas por bactérias 

patogênicas resistentes a antimicrobianos, com consequências adversas, incluindo 

aumento de taxa de morbidade e mortalidade (CIAPPONI et al., 2023; RAJ et al., 

2023). Diante deste contexto, diversas práticas de prevenção e controle de infecções 

vem sendo empregadas nos cuidados ao paciente (HUERTA-GUTIÉRREZ et al., 

2019).  

Neste estudo, as análises foram realizadas conforme a metodologia descrita 

por Silva et al. (2020). A metodologia utilizada inclui a etapa de enriquecimento em 

caldo seletivo de BGNs, que permite avaliar o conjunto de BGNs (microbiota). A 

escolha por não isolar espécies de BGNs foi baseado principalmente na seletividade 

dos resultados. Além disso, a análise da diversidade microbiana também permite 

manter as regulações da RA bacteriana que estão diretamente relacionadas ao 

número de microrganismos existente na comunidade. Essas regulações podem 

ocorrer por meio de sistemas como o quorum sensing (sistema de comunicação célula 

a célula). A partir da síntese e secreção de moléculas sinalizadoras (também 

conhecidas como moléculas autoindutoras), as bactérias podem controlar o 
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comportamento de toda a população bacteriana, e ao atingir um certo limite de 

concentração dessas moléculas sinalizadoras dependendo da densidade 

populacional bacteriana, a expressão de certos genes específicos pode ser iniciada 

para regular a adaptação da população bacteriana, incluindo a RA (ZHAO; YU; DING, 

2020).  

A etapa de pré-seleção e uso do ágar MacConkey utilizada na metodologia 

de Silva et al. (2020) foi baseada no método preconizado pelo CDC (2009). No 

documento o CDC sugere a metodologia para agilizar a triagem de pacientes 

colonizados por Enterobacteriaceae resistentes a carbapenêmicos, a fim de prevenir 

a transmissão de bactérias resistentes (CDC, 2009).  

Apesar deste estudo não seguir o método padronizado nas diretrizes do CLSI 

(2022) na análise fenotípica, os pontos de corte dos halos de inibição foram utilizados 

como instrumento de categorização dos resultados obtidos. 

A RA detectada nas MGNs das amostras de queijo consumidas por pacientes 

internados em uma unidade hospitalar foi preocupantemente elevada, demonstrada 

já na etapa de pré-seleção, com percentual de 94% de crescimento microbiano nas 

amostras analisadas. Estas descobertas são consistentes com estudos publicados 

anteriormente, que mostram BGNs provenientes de queijos comercializados 

resistentes a diferentes classes de antimicrobianos (SILVA et al., 2020; PIRES et al., 

2019; DE CAMPOS et al., 2018; DE PAULA et al., 2018). 

Os antimicrobianos testados são de amplo espectro e apresentam diferentes 

tipos de mecanismos de ação, sendo a maioria comumente utilizada no tratamento 

empírico das infecções hospitalares. O uso excessivo e indevido de antimicrobianos, 

vistos como escolhas confiáveis de primeira linha, como ampicilina, cloranfenicol e 

tetraciclina, tem sido um problema persistente ao longo dos anos (VARELA et al, 

2021). Essa prática, tanto na medicina, quanto na agropecuária, impulsionada pela 

facilidade de acesso aos antimicrobianos e interesses econômicos na produção, 

resultou na diminuição da efetividade dessas drogas no combate às infecções 

(ASGHAR et al., 2024; FERRINHO; VIVEIROS; FRONTEIRA, 2023; WHO, 2023a). 

No tocante aos antimicrobianos de primeira linha, os resultados desta 

pesquisa apontaram que 100% das amostras apresentaram resistência à ampicilina, 

87,5% à tetraciclina e 50% à cloranfenicol. Pesquisa realizada na Eslováquia detectou 

59% de resistência antimicrobiana de bactérias isoladas de leite e produtos lácteos, 

sendo a ampicilina o antimicrobiano mais comum ao qual as bactérias expressaram 
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resistência. A resistência detectada pelo estudo eslovaco a outros antimicrobianos de 

primeira linha, quando comparada aos achados desta pesquisa, também foi menor: 

17,3% das amostras foram resistentes à tetraciclina e 3,1% eram resistentes ao 

cloranfenicol (HLEBA et al., 2015). 

Assim como nesta pesquisa, Nilsson (2021) observou que isolados de cepas 

bacterianas de queijos suecos apresentaram resistência à ampicilina e ao 

cloranfenicol. Graus elevados de resistência a ampicilina também foram identificados 

nas pesquisas de Loeza-Lara et al. (2023), Menezes et al. (2023), González et al.  

(2023) e De Souza et al. (2023), que avaliaram queijos do México, Espírito Santo, 

Uruguai e Triângulo Mineiro, respectivamente; enquanto Silva et al. (2020) 

encontraram, em amostras de queijo minas, níveis de resistência fenotípica ao 

cloranfenicol e a tetraciclina similares aos obtidos nesta pesquisa.  

Os beta-lactâmicos constituem o maior grupo de antimicrobianos utilizados 

clinicamente, que inclui as penicilinas, as cefalosporinas, os monobactâmicos e os 

carbapenêmicos. Ainda que tenha sua eficácia reduzida, como consequência das 

mutações e da expansão da gama de substratos, trata-se de uma classe 

antimicrobiana muito importante, devido à sua baixa toxicidade, facilidade de absorção 

e alta eficácia terapêutica, sendo os mais utilizados no mundo atualmente (BONOMO, 

2017; PAYNE; DU; BATESON, 2000).Tal relevância fez com que os beta-lactâmicos 

fossem incluídos na relação de antimicrobianos criticamente importantes para 

medicina humana, organizada pela OMS (WHO, 2023). 

 Uma pesquisa que avaliou, durante o ano de 2021, o consumo total de 

antimicrobianos em unidades de terapia intensiva de um hospital brasileiro, mostrou 

maior consumo de beta-lactâmicos (49,15%), no topo do ranking um carbapenêmico; 

em contrapartida, a família de tetraciclina ficou em último lugar (0,82%) (DE CASTRO 

et al., 2023). Esse perfil de consumo é semelhante ao observado em outros países da 

América Latina, provavelmente devido à alta prevalência de infecções por bactérias 

com beta-lactamase de espectro estendido (ESBL - do inglês, Extended spectrum 

beta-lactamase) (VERSPORTEN et al., 2018). 

 Diante da grande importância que os antimicrobianos beta-lactâmicos 

representam para a saúde humana, os altos níveis de resistência observados para 

esta classe de medicamentos podem ser considerados preocupantes: apenas três das 

amostras avaliadas apresentaram resistência em percentuais inferiores à 80% dos 

antimicrobianos beta-lactâmicos testados; e outras duas amostras resistiram a todos 
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os compostos beta-lactâmicos a que foram expostas. Todas as MGNs apresentaram 

resistência à ampicilina e ampicilina-sulbactam. Os achados referentes à resistência 

dos beta-lactâmicos avaliados nesta pesquisa são consistentes com vários estudos 

similares, que encontraram em queijos altos níveis de resistência a uma diversidade 

de compostos beta-lactâmicos, como os de Loeza-Lara et al. (2023), Pires et al. 

(2023a), Silva et al. (2020) e de Campos et al. (2018). 

Os antimicrobianos de última geração representam uma linha de defesa vital 

contra as infecções por patógenos multirresistentes. Seu uso criterioso e racional é 

fundamental para preservar a efetividade do tratamento das doenças infecciosas. 

Devido à sua ampla gama de atividade e estabilidade, cefalosporinas de terceira 

geração e os carbapenêmicos (restrito a uso hospitalar) têm sido a base de tratamento 

de infecções graves causadas por Enterobacteriaceae resistentes beta-lactâmicos 

(ABOU-ASSY et al., 2023).  

Os resultados obtidos apontaram que apenas duas amostras não 

apresentaram resistência ao carbapenêmico ertapenem, representando um 

percentual de resistência de 75%. Este percentual, embora seja inferior ao registrado 

no estudo de Silva et al. (2020) que observou resistência ao ertapenem em 86,7% das 

amostras avaliadas, é bem maior que o observado nas pesquisas de Tochetto et al. 

(2023), onde todas MGNs das amostras de queijo avaliadas foram suscetíveis à ação 

do ertapenem. Já Cirino (2017) encontrou resistência em apenas uma dentre 20 cepas 

de E. coli extraídas de leite pasteurizado. Importante ressaltar que a resistência ao 

ertapenem é uma das prioridades para o desenvolvimento de pesquisas da OMS 

(WHO, 2023). Assim, são priorizadas estratégias de tratamento poupadoras dessa 

classe, quando existem agentes alternativos com evidências que apoiem a sua 

segurança e eficácia (HERRMANN et al., 2024). 

A cefepima é um antimicrobiano beta-lactâmico de quarta geração 

pertencente à classe das cefalosporinas, frequentemente utilizado no tratamento de  

IRAS. Junto aos carbapenêmicos, incluem os agentes antimicrobianos ativos contra 

BGNs multirresistentes, com novos inibidores de beta-lactamase atualmente em 

ensaios clínicos (KARVOUNIARIS et al., 2023). 

A avaliação das amostras expostas à ação da cefepima aponta que quatro 

das oito amostras apresentaram resistência a este antimicrobiano (50%), eficácia 

ligeiramente superior à observada no ertapenem e nos demais compostos beta-

lactâmicos analisados. 
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Assim como neste estudo, a resistência à cefepima em MGNs obtidas em 

amostras de queijos também foi constatada em queijos produzidos no Brasil, como 

nos estudos de Pires et al. (2017), Silva et al. (2020). No entanto, El Refaey et al. 

(2023) e Takci et al. (2020), que analisaram queijos na Romênia, e Hammad et al. 

(2022) que avaliaram amostras de queijo do Egito, não foi identificada resistência à 

cefepima. Em geral, a análise da literatura indica que a resistência à cefepima em 

queijos, embora seja detectada em alguns estudos, parece ser menos frequente do 

que a observada em relação a outros antimicrobianos. 

Considerando a relevância e criticidade do ertapenem e cefepima, os índices 

de resistência observados a essas drogas podem ser consideradas preocupantes, 

especialmente por serem registrados em MGNs provenientes de alimentos que estão 

entre os servidos a pacientes hospitalizados. Ademais, essas MGNs podem carrear 

elementos genéticos codificadores de mecanismos que inativam múltiplos 

antimicrobianos, e assim podem complicar ainda mais as opções de tratamento, 

particularmente para pacientes hospitalizados imunocomprometidos (HANAFIAH et 

al., 2024; PENA; FREITAS; CASTRO, 2021). 

A ciprofloxacina é um antimicrobiano pertencente à segunda geração das 

fluoroquinolonas, é muito empregado no tratamento de infecções sistêmicas causadas 

por BGNs. Mas também é um antimicrobiano preocupante em relação a sua 

contaminação ambiental (DIAS et al., 2021; MANDUJANO et al., 2023). 

Neste estudo, o percentual de resistência à ciprofloxacina foi um dos mais 

baixos dentre os antimicrobianos avaliados (37,5%), porém ainda elevado na 

comparação com os estudos de Silva et al. (2020) & Okura & Marin (2014) que 

também avaliaram amostras de queijo. No estudo de (EL-HALEM et al., 2021) todas 

as MGNs das amostras forma suscetíveis a ciprofloxaxina.  

A ciprofloxacina trata-se de um antimicrobiano aplicado na medicina humana, 

prescrito em função de seu amplo espectro antimicrobiano, rápida absorção, boa 

penetração nos tecidos e efeitos bactericidas, mesmo em concentrações muito baixas. 

Entretanto, uma década de estudos (2004 a 2014) vinham indicando aumento nas 

taxas de resistência à ciprofloxacina em infecções do trato urinário por E. coli 

adquiridas na comunidade e em hospitais, mais evidente nas infecções urinárias 

hospitalares (FASUGBA et al., 2015). Logo, foram introduzidas fortes recomendações 

para reduzir sua prescrição a partir de 2015 (Tchesnokova et al., 2023). 
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Tchesnokova et al. (2023) avaliaram amostras fecais de pacientes em 

Washington, e detectou redução na incidência de BGNs resistentes a ciprofloxacina. 

Embora os autores reconheçam que os resultados não são conclusivos, é possível 

que a redução nas prescrições tenha afetado a circulação comunitária de patógenos 

resistentes à ciprofloxacina e sua exposição à pressão seletiva, resultando 

percentuais mais baixos da resistência nos estudos avaliados. Tal hipótese se 

coincidem com os percentuais de resistência reduzidos obtidos nesta pesquisa e em 

outras similares, apresentadas anteriormente. 

 

7.2 Caracterização genotípica 

 

A PCR é uma técnica molecular, que se tornou uma ferramenta de diagnóstico 

inestimável em microbiologia clínica, amplamente utilizada na identificação de 

patógenos e genes de origem alimentar (LIU et al., 2002). Desde 1985, a PCR é o 

método mais comumente utilizado para amplificação de ácidos nucleicos e tem se 

mantido como importante ferramenta para vigilância epidemiológica de RA. Os 

métodos tradicionais, baseados apenas em características fenotípicas, podem gerar 

interpretações dúbias, que podem ser evitadas quando se utilizam técnicas 

convencionais de PCR como complemento aos achados obtidos (CARVALHO et al., 

2014). No entanto, as tecnologias de análise molecular estão avançando cada vez 

mais, sendo capazes de analisar o conteúdo genômico bacteriano e, quando estes 

resultados são correlacionados com estudos de metadados e filogenéticos, é possível 

compreender com mais precisão as formas como as BGN-RA se disseminam (WHO, 

2023b; SILVEIRA et al., 2021).  

Neste estudo utilizamos a PCR para traçar o perfil genotípico das amostras 

de queijo. A partir da caracterização genotípica pode-se observar cinco genes 

específicos marcadores de resistência a antimicrobianos identificados nas MGNs de 

queijos analisadas, três codificam resistência a beta-lactâmicos (tem, shv e ctx), e dois 

codificam resistência a tetraciclinas (tetA e tetB). Também foi detectada, em grau 

considerado elevado, a presença dos integrons classe 1 e 2, elementos genéticos 

capazes de integrar e expressar genes de resistência e conferir RA a diversas classes 

de antimicrobianos. Estes resultados são consistentes com investigações similares 

em amostras de queijos, como o de Silva et al. (2020), que também identificou três 

genes associados a beta-lactâmicos, dois às tetraciclinas, além de integrons, num 
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total de oito marcadores genéticos diferentes. Resultados similares também foram 

observados por Loeza-Lara et al. (2023) e De Paula et al. (2018). 

 

7.3 Genes codificadores de Betalactamase 

 

Os beta-lactâmicos são compostos antimicrobianos caracterizados pela 

presença de um anel beta-lactâmico, mecanismo capaz de inibir a parede celular das 

bactérias. Constituem uma classe de medicamentos bastante ampla, que inclui 

penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e monobactâmicos. São frequentemente 

selecionados como a primeira opção no tratamento de grande diversidade de 

infecções, em função de sua baixa toxicidade, elevada eficácia e espectro amplo de 

ação, tornando-os uma classe de antimicrobianos bastante relevante para a saúde 

humana (NORDMANN; POIREL, 2019; KARAISKOS et al., 2019).  

A produção de beta-lactamases é o principal mecanismo relacionado à 

resistência aos antimicrobianos beta-lactâmicos. As ESBLs são capazes de hidrolisar 

todas as penicilinas, as cefalosporinas incluindo as de terceira e quarta geração e 

monobactâmicos, reduzindo a ação antimicrobiana destes medicamentos. A primeira 

beta-lactamase codificada por elemento genético móvel foi identificada na Escherichia 

coli, isolada de um paciente chamado Temoniera, nome que designou a enzima TEM-

1 (SILVA, Da; LINCOPAN, 2012). Atualmente, existem mais de 500 diferentes ESBLs 

descritas, sendo a maioria relacionada aos genes ctx, tem e shv (BUSH, 2018). 

As ESBL se destacam desde o anúncio da "corrida armamentista" de 

antimicrobianos para superar a resistência bacteriana. Atualmente, conforme a 

exposição aos antimicrobianos persiste, a identificação de múltiplas sequências de 

beta-lactamases só aumenta (BUSH; BRADFORD, 2020). Particularmente entre as 

Enterobacteriaceae patogênicas de importância clínica, estão amplamente 

distribuídas entre as microbiotas entéricas, sendo causa comum de infecções 

associada à assistência à saúde (BHANDARI et al., 2024). 

Os patógenos de prioridade crítica da OMS, ultrapassaram os limites dos 

ambientes de saúde e, se destacam entre os registros de causas de IRAS; é crescente 

a detecção de BGN produtoras de ESBL em hospedeiros não humanos, como animais 

produtores de alimentos e alimentos, em diferentes cidades brasileiras (MENEZES et 

al., 2023b; FUGA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2021; PALMEIRA, 2020; PARUSSOLO 

et al., 2019). Patógenos produtores de beta-lactamases também são prevalentes em 
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ambiente hospitalar, como sugere o estudo de Chagas et al. (2011), que analisou o 

esgoto de um hospital do Rio de Janeiro e identificou percentuais de incidência de 

cerca de 40% de BGNs contendo genes associados à resistência a beta-lactâmicos. 

Amostras clínicas de pacientes internados deste mesmo hospital, realizada em 2018, 

apresentaram os mesmos genes do estudo de 2011, sugerindo que a resistência pode 

ter se originado do organismo dos pacientes (ANDRADE et al., 2018). 

Os genes codificadores de betalactamases encontrados neste estudo são 

relatados em leite e outros produtos lácteos (ALKHAFAJE; OLAMA; ALI, 2022). Entre 

as amostras analisadas neste estudo, 87,5% apresentaram pelo menos a presença 

de um gene codificador de betalactamase investigado. Ocorreu a predominância do 

gene tem, observado em cerca de 63% das amostras, seguido por ctx e shv, ambos 

com o mesmo percentual de incidência (38%). Apesar de poder indicar produção de 

ESBL, não é possível confirmar, para isto seria necessário o sequenciamento 

genético. 

Estes resultados são consistentes com o estudo De Paula et al. (2018), no 

qual o gene tem foi o mais comum, observado em 91,4% das amostras de queijo 

avaliadas. Este gene também foi o mais frequentemente observado em diversos 

estudos que avaliaram queijos e produtos lácteos pelo mundo (ALKHAFAJE; OLAMA; 

ALI, 2022; HAMMAD et al., 2022; SAEI et al., 2022; ZAATOUT et al., 2023), 

confirmando este gene como um dos marcadores genéticos de RA mais comumente 

identificado em produtos lácteos. 

Apesar disso, alguns estudos obtiveram resultados diferentes, com a 

prevalência de outros genes produtores de ESBL, como de Silva et al. (2020), que 

observaram o gene shv como o mais frequente, presente em 73,3% das amostras de 

queijo analisadas. Este gene também foi o mais prevalente no estudo de Trocado et 

al. (2021), que analisaram sucos de frutas coletados em ambiente hospitalar; estes 

autores utilizaram a mesma metodologia deste trabalho. 

O tem-1 é a variante do gene tem mais comum em BGNs e atua, via hidrólise, 

inativando penicilina e cefalosporinas de primeira geração (BUSH; BRADFORD, 

2020). A presença deste gene, combinado ao shv e ctx em Enterobacteriaceae teve 

um impacto significativo na RA, incentivando mutações e variantes que aumentaram 

o uso de carbapenêmicos em instituições de saúde e resultaram em aumento da 

resistência a estes medicamentos (BUSH; BRADFORD, 2020). A análise de esgoto 

bruto de hospitais no Brasil mostrou maior frequência dos genes tem e kpc entre 
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codificadores de beta-lactamase, além de vários genes de resistência de tetraciclinas, 

entre eles tetA. Esse achado sublinha a possível propagação desses genes de 

importância clínica entre bactérias do meio ambiente (BATISTA et al., 2023). 

Considerando os ambientes genéticos das MGNs avaliadas, em apenas uma 

MGN o gene tem foi identificado de maneira isolada. Nas demais MGNs em que foi 

observado, apareceu em associação com o shv (cinco microbiotas), int-2 e shv (duas 

microbiotas) e int-1 (uma microbiota).  

Outra constatação relevante foi que o gene tem apresentou a maior frequência 

em MGNs resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprima, antimicrobiano não beta-

lactâmico, seja combinado a outros marcadores de resistência (em duas MGNs) ou 

isoladamente (em uma MGN). Discordâncias entre ensaios fenotípicos e genotípicos 

são relativamente frequentes e indicam a possibilidade de que a resistência fenotípica 

seja causada por outros genes não pesquisados (PARUSSOLO et al., 2019; 

TABARAN et al., 2022). Neste caso em específico, os resultados sugerem que as 

MGNs analisadas possuem elementos genéticos codificadores de resistência à 

sulfametoxazol-trimetoprima, não investigados neste estudo, como o gene sul, 

possivelmente em cassetes gênicos alojado em integrons, demandando uma 

caracterização genética mais exaustiva para comprovação destes dados. 

Assim como o gene tem, o gene shv é um marcador genético codificador de 

ESBL bastante difundido, sendo associado a disseminação de infecções em todo o 

mundo (TSENG; LIU; LIU, 2023). Os genes shv são especialmente importantes na 

propagação de resistência em isolados clínicos na Europa e América, sendo os genes 

shv-5 e shv-12 as mais comuns deste grupo (JACOBY; MUNOZ-PRICE, 2005). 

As beta-lactamases shv tem sua provável origem de penicilases 

cromossômicas de Klebsiella pneumoniae, abrangendo hoje numerosas variantes 

alélicas e compreendendo ESBL e não-ESBL, além de outras não categorizadas. 

Embora não tenham observado uma expansão significativa como a das variantes ctx, 

o shv tem sido relatado em diversas famílias BGN, e em grande variedade de nichos 

ambientais. Cerca de 127 variantes do shv foram identificadas que, em função de 

mutações adquiridas ao longo do tempo, permitiram o desenvolvimento de resistência 

às cefalosporinas de terceira geração e monobactâmicos (BUSH, 2010). 

Neste estudo, o gene shv foi observado em três amostras e cinco MGNs, 

sempre em combinação com o gene tem. A coexistência dos genes tem e shv também 

foi observada em frequência elevada em outros estudos sobre queijos, como os de 
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Silva et al. (2020) e Alemu et al. (2023). Os antimicrobianos beta-lactâmicos onde a 

coexistência foi identificada também foram os que apresentaram maior percentual de 

resistência (ampicilina e ampicilina-sulbactam, com 100% das amostras resistentes 

para ambos), sugerindo que a combinação dos genes possa ter contribuído para 

reforçar o perfil de resistência. Neste contexto, salienta-se que a coexistência de shv 

e ctx não foi observada em nenhuma das MGNs avaliadas neste estudo, 

diferentemente dos achados de Silva et al. (2020) e Ombarak et al. (2018). 

Bello & Dingle (2018) reforçam que, embora inibidores como clavulanato, 

sulbactam e tazobactam sejam capazes de neutralizar beta-lactamases, reforçando a 

capacidade bactericida de alguns compostos antimicrobianos, foram identificadas 

variantes dos genes tem e shv capazes de resistir a estes inibidores. A identificação 

de genes shv em duas MGNs resistentes a ampicilina-sulbactam parece suportar tal 

afirmação, indicando que o shv conseguiu contornar a ação do inibidor sulbactan, 

assim como observado na pesquisa de Silva et al. (2020). Estudo brasileiro que 

investigou isolados de BGNs de corrente sanguínea e da ponta de cateter 

recuperadas de diferentes regiões do país, observou o gene shv como um dos mais 

prevalentes (97,8%), entre os isolados de Klebsiella spp; o gene codificador de 

fluoroquinolonas (oqxAB) também apresentou o mesmo percentual (SILVEIRA et al., 

2021).  

Assim como ocorrido com o gene tem, porém, com incidência inferior, o shv 

foi observado em MGNs que apresentaram resistência ao sulfametoxazol-

trimetoprima, antimicrobiano não beta-lactâmico, sugerindo que a MGNs analisada 

contenha genes de resistência cuja investigação vai além deste estudo. Mesmo sem 

a presença de genes ESBL, isolados de Klebsiella spp. com perfil de resistência à 

penicilina, ceftazidima e aztreonam, além de sulfametoxazol-trimetropim e tetraciclina, 

foram fenotipicamente confirmados como produtores de ESBL, devido à presença do 

gene oxy, codificador de uma enzima capaz de acusar falsos resultados de detecção 

fenotípica (GONZÁLEZ-LÓPEZ et al., 2009). Achados similares constam dos estudos 

de Kürekci et al, (2016), que também identificaram genes codificadores de beta-

lactamases apresentando resistência a compostos não beta-lactâmicos.  

Considerando uma das MGNs resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprima em 

que o shv estava presente possui também marcador genético do int-2, é possível 

sugerir que genes de resistência associados a sulfametoxazol-trimetoprima estejam 

sendo carreados por estes elementos. 
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Em meados da década de 1980, as ESBL emergiram na Europa em 

decorrência de mutações ocorridas em genes tem e shv, concomitantemente à 

introdução das cefalosporinas de terceira geração na rotina clínica (BUSH, 2018). Nos 

anos 1990, quando passaram a ser prevalentes, a maioria dos casos de ESBLs se 

referiam a tem e shv, sendo o genótipo ctx frequente apenas na América do Sul, com 

níveis variáveis de resistência às cefalosporinas de quarta geração (LIVERMORE, D. 

M., 2008). 

Atualmente, os genes ctx são os mais diversificados geneticamente, e vêm se 

tornando o genótipo mais prevalente na maioria dos países, substituindo os genes  

tem e shv (BUSH; BRADFORD, 2020). Embora genes ctx sejam mais frequentemente 

observadas em ambiente hospitalar, são onipresentes no ambiente entre BGNs 

(ALVES DE FRANÇA et al., 2023; CASTANHEIRA; SIMNER; BRADFORD, 2021) 

Atualmente, dentre os genes codificadores de ESBLs, o ctx é um dos mais 

preocupantes para a saúde global, devido à sua ampla expansão e resistência a 

múltiplas classes de antimicrobianos comumente utilizados na prática clínica (IKUTA 

et al., 2022). Genes do tipo ctx estão entre os codificadores de ESBL mais prevalentes 

no Brasil, sendo ctx-m-15 e ctx-m-2 os mais detectados (ROCHA; PINTO; BARBOSA, 

2016).  

Neste estudo, o gene ctx foi identificado em três amostras e quatro microbiotas 

distintas, frequência levemente inferior às dos demais codificadores de ESBL 

investigados, resultado que contrasta com a emergência deste genótipo relatada na 

literatura (AHMED, IHSAN M., 2021; ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016). 

Ao analisar outros estudos sobre RA em queijos, Loeza-Lara et al. (2023) 

afirmam que o perfil de incidência de tem, shv e ctx costuma variar muito. Assim como 

nesta pesquisa, a baixa incidência de ctx, em relação a outros marcadores genéticos, 

também fez parte dos achados de outros estudos que avaliaram resistência em 

queijos, como os de Vrabec et al. (2015), na Eslováquia; e Alemu et al. (2023); 

enquanto Ombrak et al. (2018), Husan, Çadirci (2019)  e Loeza-Lara et al. (2023) 

encontraram maiores incidências de ctx em amostras de queijo do Egito, Turquia e 

México, respectivamente. 

O gene ctx não foi observado nas MGNs que apresentaram resistência à 

ceftazidima e cefepima, embora a detecção destes genes em isolados produtores de 

ESBL seja consistente com o perfil de resistência à cefotaxima e outras cefalosporinas 

de amplo espectro (AHMED., 2021). A não identificação do gene ctx pode estar 
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relacionada à presença de integrons, que foram encontrados em uma MGNs 

resistente a cada um destes antimicrobianos.  

Não foi identificado o gene ctx em combinação com outros genes 

codificadores de ESBL no presente estudo. Loeza-Lara et al. (2023) e Husan & Çadirci  

(2019) identificaram o mesmo percentual (3,3%) de combinação desses três 

marcadores genéticos em isolados de BGN-RA de amostras de queijo. De maneira 

similar, Silva et al.  (2020) encontrou esta combinação em apenas 6,6% das MGNs de 

queijos avaliadas, indicando que a presença destes três marcadores juntos é 

relativamente incomum em queijos. Já a combinação de genes ctx-tem é mais comum, 

e foi detectada em 23,3% por Loeza-Lara et al.  (2023) e em 17,7% por Husan & 

Çadirci (2019). Yu et al. (2020) que analisaram amostras de leite cru, identificaram 

percentuais mais altos para a combinação de ctx e tem, em cerca de 40% dos isolados 

de E. coli avaliados.  

Considerando que duas MGNs que continham o ctx apresentaram resistência 

a ampicilina-sulbactam e a ampicilina, compostos beta-lactâmicos, este resultado 

sugere que o ctx é capaz de resistir, sem a presença de outros codificadores de ESBL, 

à ação do anel beta-lactâmico destes medicamentos, contornando inclusive a ação do 

inibidor sulbactam. 

Destaca-se, também, a ocorrência do ctx em ambientes genéticos de MGN 

resistentes a tetraciclina, em combinação com genes tetA e tetB. BGNs produtoras de 

ESBL muitas vezes apresentam outros mecanismos que conferem resistência a 

variados antimicrobianos, como tetraciclinas e aminoglicosídeos (CANTÓN et al, 

2012). Plasmídeos contendo genes ctx são frequentemente observados carreando 

genes de resistência a diferentes antimicrobianos, como aminoglicosídeos, 

tetraciclina, sulfonamida e quinolona (ROGERS; SIDJABAT; PATERSON, 2011). A 

coexistência de ctx e genes tet também foi relatada no trabalho de Loeza-Lara et al.  

(2023), apresentando níveis elevados de resistência à tetraciclina. Este resultado 

sugere a possibilidade de que as BGNs destas amostras estejam utilizando a 

combinação de diferentes genes, e mecanismos de resistência, como forma de defesa 

contra a ação dos antimicrobianos. 

O gene oxa não foi encontrado nas amostras analisadas neste estudo. Os 

genes oxa estão entre as primeiras beta-lactamases detectadas mediadas por 

plasmídeos. O co-transporte do gene oxa está relacionado com a restrição de opções 

de aminoglicosídeos e redução do efeito de inibidores (LIVERMORE, DAVID M et al., 
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2019). Este grupo é difundido e geralmente confere resistência às penicilinas (BUSH; 

BRADFORD, 2020). Embora tenha sido encontrado por Krahulcová et al. (2022) como 

gene predominante especialmente em E. coli de amostra de leite cru (25%) na 

Eslováquia, a maioria dos estudos com amostras de produtos lácteos não investigam 

esse gene, e quando investigado não foi encontrado (PIRES et al., 2019; 

PARUSSOLO et al., 2019; SAEI et al., 2022; HUANG et al., 2022).  

 

7.4 Genes de resistência à tetraciclina 

 

Dentre os diversos marcadores genéticos associados à resistência à 

tetraciclina, os genes tetA e tetB se destacam o como os mais comumente 

observados. Para estes genes somente foi testado a resistência ao antimicrobiano 

tetraciclina. Um estudo que avaliou a presença genes de resistência em isolados de 

E. coli patogênicas provenientes de bovinos em dois países europeus, identificou os 

genes tetA e tetB como os mais prevalentes, em mais da metade das cepas 

analisadas, destacando potenciais riscos à saúde associados ao consumo de 

alimentos de origem animal (TABARAN et al, 2022). 

A tetraciclina é um fármaco frequentemente utilizado em animais criados para 

produção de alimentos e, no Brasil, a venda desse antimicrobiano para uso animal 

não é controlada (BARROS, 2021). Frequências elevadas de resistência à tetraciclina 

entre enterococos isolados de alimentos de origem animal tem sido imputada ao seu 

uso extensivo na prática veterinária (HAMMAD et al, 2015).  Nos últimos anos, novas 

variantes de genes de resistência à tetraciclina têm sido descobertas em agentes 

patogênicos, e acredita-se que esses genes se originem de bactérias ambientais e 

comensais capazes de se transferir para ambientes clínicos (BERGLUND et al., 2020). 

Os genes tetA e tetB são bem reconhecidos por codificarem proteínas de 

bombas de efluxo e possuir cobertura mais ampla entre as BGNs (ROBERTS; 

SCHWARZ, 2016). Um estudo recente analisou amostras de queijos mais vendidos 

na China e encontrou uma grande diversidade de genes tet em bactérias lácticas; 

detectando 27 genes tet em 45 amostras de queijos (YAO et al., 2022). Em diversas 

partes do mundo, altas prevalências de BGNs resistentes à tetraciclina em alimentos 

fermentados, incluindo produtos lácteos, tem sido relatada (FLÓREZ; VÁZQUEZ; 

MAYO, 2017). 
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Do total de MGNs analisadas, 13% e 38%, abrigavam os genes tetA e tetB, 

respectivamente. Estes marcadores foram detectados em metade das amostras neste 

estudo, com predominância de tetB (37,5%), corroborando a literatura que destaca os 

genes tetB como os de cobertura mais ampla entre as BGNs no meio ambiente e em 

humanos (ROBERTS; SCHWARZ, 2016). 

Os resultados encontrados também são consistentes com os achados de 

outras pesquisas com queijos brasileiros, como o de De Paula et al.  (2018), que 

identificaram os marcadores de resistência à tetraciclina como os mais prevalentes 

em amostras de queijo minas, com predominância do tetB; e os de Pires et al. (2019) 

e Silva et al.  (2022), que também detectaram percentuais maiores tetB. 

Em contrapartida, em estudo realizado no Egito, o tetA foi detectado com 

maior frequência (86,9%) dentre os genes de resistência à tetraciclina em isolados de 

E. coli de leite cru e queijo de leite cru (OMBARAK et al., 2018), resultado similar ao 

obtido na pesquisa de Loeza-Lara et al.  (2023). Outro estudo semelhante, mas 

somente com amostras de queijo produzido com leite cru, também detectou 

predominância do gene tetA comparado a tetB, mas com frequências bem menores: 

2,1% e 0,71%, respectivamente (HAMMAD et al., 2022), enquanto pesquisa 

conduzida com queijos na Espanha não identificou o tetB (FLÓREZ; VÁZQUEZ; 

MAYO, 2017). Embora não tenham aparecido como os mais prevalentes nas amostras 

analisadas, estes genes merecem atenção, principalmente em função da importância 

da tetraciclina que são classificadas como “altamente importantes” e de uso prudente 

pela OMS (BRUNN et al., 2022). 

Os isolados produtores de ESBL comumente exibem co-resistência a 

tetraciclina (KÜREKCI et al., 2016). Em nossas análises, duas amostras apresentaram 

características genotípicas com os genes tetA e tetB em combinação com ctx, 

corroborando a hipótese de ocorrência de sobreposição destes genes como 

mecanismo de defesa. 

Um estudo realizado no Panamá analisou a RA em E. coli de amostras 

ambientais, animais e humanas e verificou que quase 100% dos isolados mostraram 

resistência à tetraciclina, com 42,9% apresentando genes tetA e tetB associados a 

plasmídeos, sugerindo que a resistência à tetraciclina poderia ser um indicador 

conveniente de transferência genética horizontal em uma comunidade (RAMÍREZ-

BAYARD et al., 2023). 
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Trazendo para o foco deste trabalho, uma análise metagenômica da 

prevalência e evolução dos determinantes da resistência à tetraciclina em queijo de 

leite cru detectou evolução de genes de resistência à tetraciclina, que estavam em 

plasmídeos ou elementos associados à mobilização e conjugação, durante a 

maturação do queijo, indicando que queijos de leite cru podem ser considerados 

reservatórios de genes de resistência à tetraciclina, que podem ser transferidos 

horizontalmente (FLÓREZ; VÁZQUEZ; MAYO, 2017). Embora a presença de 

plasmídeos não tenha sido investigada neste estudo, a hipótese de ocorrência de 

transferência horizontal nos queijos analisados, em razão da detecção de resistência 

à tetraciclina em queijos, não pode ser descartada. 

 

7.5 Genes codificadores de Carbapenemases 

 

Os carbapenêmicos são os antimicrobianos beta-lactâmicos de maior 

espectro de ação e resistência a enzimas beta-lactamases, características que os 

tornam fundamentais na clínica hospitalar. Em função de sua grande potência e amplo 

espectro de atividade, são considerados medicamentos de reserva, indicados como 

último recurso para o tratamento de infecções hospitalares graves, principalmente 

provocadas por BGNs multirresistentes (ABOU-ASSY et al., 2023). Nos últimos anos, 

o aumento da resistência às cefalosporinas de terceira e quarta geração tem 

ocasionado elevação no emprego de beta-lactâmicos mais potentes, como os 

carbapenêmicos, o que pode ocasionar, em função da pressão seletiva, o surgimento 

de cepas resistentes à ação destes medicamentos (BORGHI; PEREIRA; SCHUENCK, 

2023). 

O principal mecanismo de resistência aos carbapenêmicos é a produção de 

enzimas carbapenemases. Estas enzimas, antes restritas a isolados de Klebsiella 

pneumoniae e ambientes hospitalares, atualmente são rotineiramente relatadas entre 

outras bactérias da família Enterobacteriaceae em todo o mundo. Esta constatação 

sublinha a importância da aplicação do método deste estudo, que utiliza a avaliação 

das MGNs em detrimento ao isolamento de uma única bactéria (HARDING-CROOKS 

et al., 2023). 

Os genes codificadores carbapenemases investigados neste estudo, de 

Classe A (KPC), e Classe D (oxa-48) não foram detectados nas amostras de queijo 

avaliadas. As infecções causadas por BGNs contendo estes genes de resistência 
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representam uma ameaça crescente à segurança dos pacientes e aos sistemas de 

saúde em todo o mundo (YAO et al., 2022). 

O gene kpc se caracteriza por ser capaz de expressar uma enzima com 

hidrólise de amplo espectro de todos os antimicrobianos beta-lactâmicos e por sua 

fácil propagação (BUSH, 2018). BGNs carreadoras de gene kpc são resistentes a 

todos os beta-lactâmicos e as infecções associadas a estes BGNs normalmente são 

as “resistências de difícil tratamento”, em função das limitadas alternativas 

terapêuticas. Além disso, BGNs carreando genes kpc frequentemente apresentam 

resistência a antimicrobianos não-beta-lactâmicos. Os relatos de infecções causadas 

por bactérias da família K. pneumoniae, contendo genes kpc, vem crescendo no 

Brasil, em especial pela elevada ocorrência em unidades de terapia intensiva 

(GONÇALVES et al., 2017; SILVEIRA et al., 2021). 

Ainda que seja rara a investigação desses genes em produtos lácteos, sua 

identificação já foi registrada em alguns estudos como os de Silva et al. (2020), onde 

foi encontrado o gene oxa-48; Uyanik et al. (2022), onde kpc e oxa-48 foram 

identificados em isolados de amostras de leite cru na Turquia; e Hammad; Ishida e 

Shimamoto (2009), realizado com amostras de queijo no Egito. 

Apesar de não ter apresentado caracterização genética de codificadores de 

carbapênemico, uma amostra de queijo apresentou microbiota com características 

fenotípicas resistentes ao único antimicrobiano testado dessa classe (ertapenem). 

Apesar da não detecção de carbapenemase na MGN em questão, essa carreava um 

int-1. A presença de integron associado à resistência ao ertapenem também foi 

relatada na pesquisa de Silva et al. (2020), porém com a identificação de int-2. 

Os genes kpc e oxa-48 são frequentemente carregados em plasmídeos e 

codificados em um integron, permitindo sua ampla disseminação. Em especial, o gene 

oxa-48 tem sido relatado em plasmídeos isolados de BGNs entéricas (HARDING-

CROOKS et al., 2023). 

Por mais que não tenha sido confirmado o tipo de mecanismo de inativação 

do antimicrobiano, o fato de a microbiota do queijo veicular elemento de resistência a 

medicamentos de última escolha para infecções graves, inca que o consumo deste 

queijo pode ser um risco potencial para a saúde do paciente. 
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7.6 Gene plasmidial resistente à colistina  

Diante da redução das opções terapêuticas e apesar do efeito adverso de 

nefrotoxicidade, o antimicrobiano colistina foi reintroduzido na clínica, e atualmente é 

considerado de alta prioridade no tratamento de infecções por BGNs resistentes a 

carbapenêmicos; porém vem sendo utilizado de forma imprudente em atividades 

pecuárias e avícolas, o que tem levado a relatos de casos de resistência (FURLAN; 

SELLERA; STEHLING, 2023). Desde a primeira identificação do gene mcr (gene 

plasmidial resistente à colistina - mobilized colistin resistance) na China, no final de 

2015, um aumento importante da resistência bacteriana à colistina, mediada por 

plasmídeos e, portanto, transferível, entre cepas de humanos e animais, foi observado 

a nível mundial (FURLAN; SELLERA; STEHLING, 2023; LIU, Yi-Yun et al., 2016).  

No Brasil a identificação foi no ano de 2016, em cepas de E. coli isoladas de 

animais de produção, fato que foi considerado uma urgência epidemiológica e motivo 

de preocupação para o agronegócio (COSTA-JÚNIOR et al., 2023; DALMOLIN et al., 

2018). O surgimento e a rápida propagação do gene mcr-1, principalmente em cepas 

de E. coli, geraram uma necessidade urgente de reforçar a vigilância. No Brasil, 

parece haver uma diminuição dos genes mcr no meio ambiente, que pode estar 

relacionada com a proibição derivados de polimixina para fins veterinários. Com 

exceção da Argentina, outros países da América do Sul mantêm liberado seu uso para 

animais (FURLAN; SELLERA; STEHLING, 2023).  

Neste estudo, o gene mcr-1 não foi detectado, como ocorrido no estudo de 

Silva et al.  (2020). Apesar disso, cepas que carreiam gene mcr-1 estão estabelecidas 

na América do Sul, e a ocorrência desse gene na pecuária brasileira ainda é motivo 

de preocupação e necessita de vigilância constante (FURLAN; SELLERA; STEHLING, 

2023; RAU et al., 2020).  

Por outro lado, no Egito, onde não existem regulamentações de controle do 

uso de antimicrobianos na pecuária, foi encontrado em amostra de queijo um isolado 

de E. coli resistente à colistina, potencialmente virulento, pertencente a uma linhagem 

dominante de infecção do trato urinário. O gene mcr-1 estava em plasmídeos 

flanqueado por int-1 e transposon que mediavam a resistência a ampicilina, 

aminoglicosídeos, sulfonamidas, tetraciclina e compostos de amônio quaternário 

(HAMMAD et al., 2019). Um outro estudo mais recente, também no Egito, com 

amostras de leite de vacas com mastite e do leite cru não pasteurizado encontrou o 
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gene mcr-1 e outras variantes desse gene em outras espécies de BGNs 

multirresistentes (TARTOR et al., 2021). 

 

7.7 Integrons 

 

Diferenciando-se de outros elementos genéticos, os integrons são capazes de 

se adaptar a diferentes “meios de transporte” (transposons, plasmídeos, 

cromossomos). Essa flexibilidade de vetores permite que os integrons se movam com 

facilidade entre espécies bacterianas e, até mesmo, transponham os limites entre 

espécies, expandindo significativamente seu alcance (BHAT et al., 2023). 

As classes de integrons mais prevalentes e estudadas em BGNs foram 

investigadas nesse estudo. Observados nas MGNs de 75% das amostras, os 

integrons de classes 1 e 2 (int-1 e int-2) destacaram-se como os principais elementos 

de resistência investigados, apresentando a maior frequência e distribuição dentre as 

amostras avaliadas. Silva et al. (2020) encontraram resultados ainda maiores em 

análise de amostras de queijo minas frescal, que mostraram a presença do int-1 em 

93,3% das amostras, enquanto o int-2 foi detectado em 73% das amostras. De Paula 

et al. (2018) também observaram valores preocupantes, de int-1 em 77%, e int-2 em 

97% das amostras. 

Assim como neste estudo, o int-3 não foi detectado nos dois trabalhos citados. 

Este resultado parece coerente com a literatura, que menciona que, embora haja 

escassez de trabalhos que analisem a presença do int-3 em alimentos, os resultados 

das análises realizadas geralmente são negativos (SILVA et al., 2020). Ainda assim, 

existem exceções, como o estudo de Pires e et al. (2019), que encontrou int-3 em 

13,33% das amostras de queijo minas frescal analisadas. 

Ao se observar a incidência de integrons por amostra, verificou-se que 50% 

(4/8) das amostras continham, ao menos, uma classe de integron distinta; e 25% 

apontaram a coexistência de int-1 e int-2 (2/8). A igualdade nos percentuais 

observados entre as classes de integrons diverge da literatura, que aponta o int-1 

como o mais prevalente, em especial quando relacionado à BGN (KHOSRAVI; 

MOTAHAR; ABBASI MONTAZERI, 2017). 

Na análise do padrão de distribuição dos elementos genéticos de resistência 

amplificados na PCR frente aos antimicrobianos selecionados, pode-se observar que 

os integrons foram os principais elementos de resistência. Além disso, houve detecção 
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de um único elemento genético, o int-1, na caracterização genética de resistência a 

quatro antimicrobianos (ceftazidima, ertapenem, gentamicina e cloranfenicol). O 

mesmo ocorreu com o int-2 para apenas um antimicrobiano, a cefepima. Estes 

achados podem estar relacionados à eficácia dos antimicrobianos mencionados, 

sendo três deles pertencentes às classes das cefalosporinas e carbapenêmicos, tidas 

com maior capacidade de sensibilizar BGNs resistentes; e à capacidade dos integrons 

de capturar, integrar e codificar genes de resistência em seu genoma, dificultando sua 

detecção (ABATCHA; EFFARIZAH; RUSUL, 2018).  

Diversos estudos, como os de Mohamed, Hassan & Ahmed (2016), Pires et 

al. (2019) e Spindler et al. (2012) identificaram a presença de int-1 em isolados 

bacterianos de amostras ambientais resistentes aos antimicrobianos carbapenêmicos, 

resultados consistentes com o achado deste trabalho, no qual o int-1 foi detectado em 

uma MGN resistente ao ertapenem, como elemento genético único. Esta amostra em 

questão carreava genes codificadores capazes de produzir mecanismos que 

inativassem todos os antimicrobianos testados, sendo a única que a ciplofloxacina não 

foi efetiva. É provável que o int-1 carreado pela MGN dessa amostra possua um amplo 

arsenal genético e/ou capacidade recombinação. Como presumisse que ocorreu 

nestas amostras, integrons têm sido frequentemente relacionados ao cotransporte de 

genes de resistência aos carbapenêmicos e outras classes, como fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos e tetraciclina, o que pode acelerar o desenvolvimento de cepas 

resistentes a múltiplos antimicrobianos (ZHANG et al., 2023). 

A contaminação ambiental com fluoroquinolonas é considerada preocupante, 

em função da capacidade destes compostos permanecerem nos rios e no solo e gerar 

pressão seletiva sobre bactérias portadoras de int-1, em especial os que transportam 

cassetes de resistência contendo genes qnr e ctx (DIAS et al., 2021; MANDUJANO et 

al., 2023). Apesar do percentual de resistência à ciprofloxacina ter sido mais baixos 

dentre os antimicrobianos avaliados, diversos mecanismos favorecem a resistência 

às fluoroquinolonas. Estudos mais recentes têm sugerido uma estreita relação entre 

genes qnr e genes codificadores de ESBL e carbapenemases, que pode gerar as 

chamadas “resistências de difícil tratamento” (TCHESNOKOVA et al., 2023; 

BASSETTI et al., 2022). A ausência de genes de resistência em MGNs resistentes à 

ciprofloxacina também foi observada na pesquisa de Silva et al. (2020), com a 

diferença de que, neste estudo, embora não tenham sido encontrados genes, houve 

a identificação de integrons. 
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Embora relevantes sob a ótica clínica, os int-2 são frequentemente menos 

estudados em pesquisas sobre alimentos, quando comparados aos int-1. Neste 

trabalho, o int-2 destacou-se principalmente na resistência a ampicilina, aparecendo 

em três amostras que apresentaram resistência àquele antimicrobiano. Normalmente, 

a resistência a este tipo de antimicrobiano é associada à presença de beta-

lactamases, frequentemente transportadas por meio de int-1 (PIRES et al., 2019; 

HADIZADEH et al., 2017). Este resultado também contrasta com outros estudos 

envolvendo a identificação desta classe de integron, onde int-2 foi associado à 

resistência à sulfonamidas e tetraciclinas, mas não às ampicilinas (SILVA et al., 2020; 

RIBEIRO, VINICIUS B et al., 2011). Mesmo outros estudos que identificaram int-2 

resistentes à ampicilina encontraram percentuais de incidência mais baixos que o 

deste estudo, como o de Hammad, Ishida & Shimamoto (2009), onde apenas um 

isolado de E. coli, dentre 215 avaliados, apresentou resistência associada à int-2. 

Uma observação interessante é que em amostras que não foi detectado o 

integron, os halos de inibição eram maiores ou, no caso dos antimicrobianos 

ampicilina e ampicilina-sulbactam, os halos foram formados; nas outras amostras não 

houve formação de halos de inibição para estes dois antimicrobianos.   

Neste estudo, os integrons, em especial int-1, parecem ser capazes de 

inativar as classes mais potentes de antimicrobianos beta-lactâmicos, como as 

cefalosporinas de quarta geração (cefepima) e os carbapenêmicos (ertapenem). Este 

resultado também foi evidenciado em outros estudos com amostra de queijo 

(MOHAMED et al., 2023; SILVA et al., 2020; PIRES et al., 2019). O perfil de resistência 

com a caracterização genotípica de integrons nas MGNs pressupõe um potencial do 

mecanismo de disseminação que pode ser veiculado pelos queijos consumidos por 

pacientes hospitalizados. 

Apesar de não conferirem resistência diretamente às bactérias, os integrons 

se tornaram um dos vetores clinicamente mais importantes de RA na medicina 

moderna, por serem capazes de capturar e expressar diversos genes de resistência. 

Dados atuais indicam que o int-1 está espalhado por espécies bacterianas diferentes, 

a maioria das quais de importância médica (SABBAGH et al., 2021). 

Transportado por diversas espécies hospedeiras, o int-1 tornou-se um 

componente quase universal da microbiota intestinal humana. A microbiata dos 

humanos podem ser colonizados com int-1 logo após o nascimento e na fase idosa 

podem adquirir uma taxa mais elevada de integrons devido à pressão seletiva dos 
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antimicrobianos consumidos durante a vida (SEPP et al., 2009). Migração e viagens 

internacionais também impulsionam a disseminação destes integrons entre humanos. 

Outra questão é que a microbiota de humanos e animais agrícolas carregam int-1 em 

alta abundância, o que equivale a enormes quantidades de integrons sendo 

eliminados nas fezes todos os dias (MA et al., 2016). E a partir do entendimento do 

conceito Saude Única os efeitos desses fatores são interligados podem eclodir na 

contaminação do alimento. 

 

7.8 Possível transferência de genes para a microbiota humana a partir dos 

alimentos. 

 

Ainda não é comprovado que os GRAs veiculados por alimentos causam 

diretamente a resistência a antimicrobianos em humanos e animais, mas é cada vez 

maior o número de estudos que confirmam GRAs compartilhados entre bactérias 

ambientais e patógenos humanos (ZHANG et al., 2023; FORSBERG et al., 2012; 

SCHJØRRING; KROGFELT, 2011). O estudo de Zhou et al. (2022) constatou, a partir 

da simulação da digestão humana in vitro, que BGNs, GRAs e int-1 podem atingir com 

sucesso o intestino delgado, apesar do ambiente ácido no trato gastrointestinal (pH 

1,0 - 4,0) e principalmente quando a secreção ácida gástrica era insuficiente, 

embasando a suposição de transferência de GRAs de alimentos para a microbiota 

intestinal humana. 

Neste mesmo sentido, Lopes et al. (2021) constatou tolerância ao pH ácido 

de Enterobacteriaceae endofíticas produtoras de CTX-M-15 em vegetais de origem 

nacional, que conjeturando que essas BGNs poderiam colonizar hospedeiros que 

utilizam vegetais na dieta. Estes alimentos, que normalmente são consumidos crus, 

são capazes de resistir aos tratamentos convencionais utilizados para a desinfecção. 

No contexto deste estudo, a população em que o alimento analisado é oferecido, a 

maioria dos indivíduos apresentam sistema imunológico debilitado ou a 

imunossupressão. Este estado, pode levar a redução da homeostase intestinal da 

microbiota simbiótica e, em seguida, aumentar a capacidade de colonização e invasão 

de bactérias patogênicas intestinais (doadoras), sobretudo as exógenas (CAMPOS-

MADUENO et al., 2023; WANG et al., 2017; ZINNO; PEROZZI; DEVIRGILIIS, 2023). 

No contexto hospitalar, a evidência de mais de 80% de bactérias de origem 

alimentar resistentes a antimicrobianos pode atingir com sucesso (intactas) o intestino 
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delgado sob condições de acidez gástrica inferior a 3,0, é alarmante (LOPES et al., 

2021). O pH é firmemente mantido nos níveis celular, tecidual e sistêmico. A condição 

de pH aumentado, particularmente no estômago, está associada a infecções e uso de 

medicamentos, os quais são fatores comuns na população hospitalizada. No entanto, 

como o pH é detectado, regulado e como ele influencia as respostas imunológicas 

permanecem pouco compreendidos no nível do tecido (ZHOU et al., 2022). 

Estudos recentes reforçam a necessidade de atenção especial a pacientes 

imunocomprometidos em ambiente hospitalar, uma vez que o consumo de alimentos 

contaminados por BGNs pode causar infecções graves e disseminar RA (QUINTIERI; 

FANELLI; CAPUTO, 2019; WHEATLEY; VALLE; MCNAMARA, 2022). 

A correlação entre hábitos alimentares (onívoros, ovolactovegetarianos e 

vegetarianos estritos) e a ocorrência de GRAs na microbiota intestinal de indivíduos 

saudáveis foi avaliada por Da Silva et al. (2021) e não foi elucidada relação clara entre 

dietas e ocorrência de GRAs. Mas, os autores observaram que os vegetais e os 

alimentos minimamente processados parecem ser a principal fonte de GRAs para a 

microbiota intestinal humana. 

Diante destas evidências, fica cada vez claro que BGN-RA de origem 

alimentar podem representar um grande risco de transferência horizontal de GRAs 

para microbiota intestinal, principalmente de pacientes hospitalizados (DUNN et al., 

2022). O intestino possui uma comunidade microbiana extremamente densa e 

complexa, responsável pela manutenção da homeostase intestinal. Comumente, a 

microbiota simbiótica intestinal saudável e estável conduz a um mecanismo 

relacionado à resistência à colonização da flora simbiótica intestinal e à invasão de 

bactérias patogênicas, inibindo assim a colonização de patógenos; 

consequentemente, uma ameaça potencial à saúde humana estaria associada a 

futuras infecções endógenas, principalmente em pacientes imunossuprimidos, onde 

poderia ocorrer falha terapêutica (CAMPOS-MADUENO et al., 2023; CHENG et al., 

2019). 

Além da possível acidez gástrica reduzida, a população hospitalizada, devido 

ao uso de antimicrobianos, também pode ter a composição da microbiota intestinal 

afetada, inibindo as bactérias que atuam na simbiose intestinal, resultando em um 

aumento na população patogênica, principalmente Enterobacteriaceae, que estão 

prontas para receber GRAs de bactérias doadoras, aumentando a eficiência de 

transmissão de GRAs no trato gastrointestinal. O uso dos antimicrobianos também 
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pode acelerar diretamente o desenvolvimento de RA através da seleção de pressão 

da microbiota intestinal da população em questão. Ainda, a RA e as respostas 

imunológicas do hospedeiro podem ser exacerbadas pela formação de biofilmes, que 

fornece uma plataforma estável para patógenos residentes (LIU et al., 2023). 

 

7.9 Divergência na categorização das MGNs (CLSI - BrCAST) 

 

A avaliação fenotípica do efeito de um antimicrobiano no crescimento 

bacteriano ainda é rotineiramente utilizada para orientação de decisões críticas da 

terapia para doenças infecciosas. Além disso, é de suma importância para vigilância 

epidemiológica e desenvolvimento novos antimicrobianos. O Teste de sensibilidade 

antimicrobiana (TSA) realizado por técnica de difusão em disco é o teste mais 

utilizado, recomendado e acessível para esta avaliação em diversos países do mundo 

(WENZLER et al., 2023). 

No Brasil, em 2013, foi criado o BrCAST, e por seguimentos desde comitê, 

em 2019, foi padronizado o uso nacional baseado nas das diretrizes do EUCAST, com 

acesso livre aos documentos da versão brasileira (BRCAST, 2022).  

Este estudo foi fundamentado nos parâmetros estabelecidos pelo CLSI, uma 

vez que na época das análises experimentais, a implementação do BrCAST era muito 

recente e a maioria dos estudos como base comparativa para os resultados levava 

em consideração os parâmetros do CLSI. 

O TSA a partir de critérios interpretativos de pontos de corte clínico, permite 

categorizar a sensibilidade, específicos para cada táxon (ordem/ família/ espécie/ 

gêneros) e antimicrobianos. As diferentes de interpretações para as categorias de 

acordo com CLSI e BrCAST são: “S” (sensível e sensível dose padrão, 

respectivamente); “I” (intermediário e sensível, aumentando a exposição, 

respectivamente); e “R” (resistente, para ambos). A categoria “SDD” (sensível dose 

dependente) é existente apenas no CLSI, e a “AIT” (área de incerteza técnica) é 

exclusiva do BrCAST (BRCAST, 2022; CLSI, 2022). Essas duas não foram 

consideradas para este estudo. 

A partir da análise comparativa da interpretação da susceptibilidade aos 

antimicrobianos utilizando CLSI e BrCAST foi possível observar que, mesmo 

apresentando pontos de cortes diferentes para todos os antimicrobianos 
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selecionados, os dois critérios apresentaram concordância na maior parte das MGNs 

das amostras analisadas (89,3%). 

As interpretações divergentes entre os critérios indicaram tendência de 

categorização intermediária pelo padrão americano, e resistente, pelo nacional, 

indicando que os valores do BrCAST são mais conservadores. Estes resultados estão 

em acordo com estudos que fizeram a comparação entre os critérios CLSI e EUCAST 

ou BrCAST, que encontraram taxas de suscetibilidade ligeiramente mais baixas do 

BrCAST/EUCAST (SURAVARAM; HADA; AHMED SIDDIQUI, 2021; TROCADO et al., 

2021; SILVA et al., 2020). Porém, essa tendência na discrepância não ocorre para 

todos os antimicrobianos, pois uma MGN que foi categorizada como intermediária pelo 

CLSI e sensível pelo BrCAST.  

A maior sensibilidade dos limites dos pontos de corte do BRCAST acarretou 

a modificação de cinco antimicrobianos da categorização inicialmente como 

intermediária para CLSI para resistente. Apesar de especulações de tendências de 

harmonização das normas entre as BRCAST e CLSI, mesmo que baixa para os 

antimicrobianos testado, as divergências permanecem entre as padronizações do 

CLSI e do BrCAST (SURAVARAM; HADA; AHMED SIDDIQUI, 2021). 

Além disto, como ocorreu com a tetraciclina neste estudo, existem mais 

antimicrobianos do comitê brasileiro não determinado; abonados pelo fato do agente 

em questão ser inadequado para o tratamento de infecções sistêmicas, assim é 

recomendado que o agente não seja incluído nos laudos de TSA (BRCAST, 2022; 

CLSI, 2022).  

Outra diferença na comparação dos comitês que pode gerar inconsistência no 

resultado do TSA é a alteração da definição da categoria “I” feita pelo BrCAST, antes 

análoga para ambos os comitês. A partir 2019, com alegando a falta de clareza na 

definição, o BrCAST definiu a categoria “I” como “sensível aumentando exposição”, 

logo com base neste comitê o microrganismo pode ser resistente ou sensível (com 

dose padrão ou com ajuste na dosagem) a determinado antimicrobiano (BRCAST, 

2022; CLSI, 2022). Já o CLSI não alterou a nomenclatura da categoria “I” como 

“intermediária”, que é definida diâmetros de zona dentro da faixa intermediária que se 

aproximam dos níveis sanguíneos e teciduais normalmente atingíveis e/ou para os 

quais as taxas de resposta podem ser mais baixas do que para isolados suscetíveis 

(WEINSTEIN; CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE., 2020). 
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Comumente, na prática clínica, quando o resultado laboratorial do teste 

fenotípico é clinicamente categorizado como intermediário, o profissional de saúde 

responsável pela terapêutica, decide seguir a terapia com um antimicrobiano 

categorizado como sensível, tendo em vista a elevada probabilidade de sucesso 

terapêutico. O BrCast abrange que, ao regenerar a credibilidade da categoria “I”, irá 

garantir maior segurança e acerto da terapêutica antimicrobiana, a ampliação de 

opções terapêuticas, além de poupar fármacos de maior espectro (BrCAST, 2021). 

As diferenças encontradas na comparação da interpretação do ponto de corte 

do teste fenotípico dos comitês CLSI e BrCAST para os antimicrobianos beta-

lactâmicos (ceftazidima e cefepima), ciprofloxacina e cloranfenicol possivelmente não 

teria tanto impacto nas estratégias terapêuticas. De acordo com BrCAST estes 

antimicrobianos foram categorizados como resistentes, já no CLSI, como 

intermediário. Apesar da discrepância da interpretação entre os comitês que levou a 

categoria diferentes, considerando a conduta médica frente a categoria “I” do CLSI, a 

provável decisão terapêutica seria escolher um antimicrobiano categorizado como 

sensível, o mesmo aconteceria com o resultado clínico resistente obtido pelo BrCAST. 

 A mesma situação, provavelmente, não aconteceria com a diferença de 

categoria frente ao antimicrobiano sulfametoxazol-trimetoprima. Pelo efeito 

intermediário interpretado pelo CLSI, o antimicrobiano em questão não seria a 

primeira opção terapêutica, por motivo mencionado anteriormente; já pelo BrCast, 

como o antimicrobiano foi interpretado como sensível, a sulfametoxazol-trimetoprima 

estaria entre os antimicrobianos de primeira opção de tratamento. 

Aliando aos resultados do perfil genético das amostras analisadas, é 

importante alertar que na MGN sensível ao antimicrobiano sulfametoxazol-

trimetoprima conforme o BrCAST foi identificado um marcador genético (gene tem), 

que está associado a perfis de resistência antimicrobiana altamente diversificados 

(RAMOS et al., 2020). E dependendo do contexto clínico, poderia gerar uma falha 

terapêutica, se fosse levado em conta somente as características fenotípicas. Esse 

erro também reforça a necessidade de complementação de testes genotípicos em 

estudos de vigilância da segurança do alimento com foco em RA. 

No entanto, não é possível avaliar a possibilidade de ocorrência de 

caracterização genética em MGNs categorizadas como sensíveis pelo parâmetro de 

CLSI, já que as MGNs categorizadas como sensíveis não foram incluídas para a 

análise genotípica, o que limitou uma visão mais ampla desta ocorrência. 
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Estes achados reforçam a necessidade de um sistema TSA globalmente 

harmonizado, que seja acessível e disponível mundialmente. Com relação aos 

critérios, os dados do BrCAST são representativos das práticas internacionais e 

estudos epidemiológicos, além de fazer determinadas adaptações para realidade 

brasileira. É urgente a necessidade de projetos para implementação padronizada de 

testes genotípicos confirmatórios de mecanismos de resistência, em laboratórios 

clínicos, que garantam a segurança do humano, animal e ambiente, assim como a 

inocuidade do alimento. As diferentes interpretações dos critérios, além de poder 

influenciar na escolha da terapia antimicrobiana, podem também alterar os perfis 

epidemiológicos e assim dificultar iniciativas mais amplas de vigilância da RAM. 
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8 CONCLUSÕES 

 

A partir da metodologia utilizada foi possível recuperar a MGN-RA, permitindo 

manter alguma dinâmica de integração do conjunto de bactérias presente em queijos 

ofertados a pacientes hospitalizados. 

Os queijos analisados apresentaram MGNs com elevado potencial de 

resistência fenotípica a diferentes classes de antimicrobianos em uso clínico; assim, 

os queijos analisados podem desempenhar um papel importante como reservatórios 

e veiculadores de BGNs portadoras de diferentes fenótipos de resistência. 

O BrCAST mostrou valores mais conservadores para pontos de corte dos 

halos de inibição com interpretação maior de categorias resistente, quando 

comparado com CLSI, que mostrou maior número de categorias intermediaria. 

A diversidade e ocorrência dos elementos de resistência de relevância clínica 

detectado em queijos foi elevada, sendo cinco codificadores de resistência e dois 

integrons.  A detecção de genes de resistência e integrons sugere um reservatório de 

determinantes de resistência na microbiota do queijo que pode ter adaptação e 

transferência horizontal de genes facilitada por elementos genéticos móveis. 

Os resultados mostraram alto nível de resistência fenotípica e genotípica a 

diferentes classes de antimicrobianos utilizados no tratamento empírico IRAS. Os 

queijos ofertados a pacientes internados em hospital na cidade do Rio de Janeiro 

podem atuar como um reservatório genético para que as bactérias ganhem novos 

genes de resistência aos antimicrobianos e, portanto, contribuam indiretamente para 

o problema da resistência aos antimicrobianos em ambiente hospitalar. 

Concluí-se que queijos servidos em unidade hospitalar podem ser 

reservatórios de amplo conteúdo genético associado a resistência de diversas classes 

de antimicrobianos. Este estudo confirmou a presença de genes associados a 

resistência de beta-lactânicos (genes ctx, tem e shv) e tetraciclina (tetA e tetB). A 

detecção dos integrons (classe 1 e 2) nestes queijos podem revelar a capacidade de 

disseminação e adaptação de BGNs comensais patogênicas. 

Como perspectivas de trabalhos futuros, para a garantir a oferta de alimentos 

seguros em ambiente hospitalar, sugere-se investigações da ocorrência de resistência 

aos antimicrobianos a partir de outros alimentos servidos aos pacientes internados, 

como também a vigilância de rotina da análise, inclusive molecular, de amostras de 

alimentos com foco em RA. Também seria recomendado a padronização de processo 
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térmico prévio dos alimentos de elevado risco, como queijos, servidos a pacientes 

hospitalizados, que assegurem a qualidade microbiológica do alimento. 
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