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RESUMO

CARACTERIZACAO DO RESISTOMA DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS,
PRINCIPALMENTE DA ORDEM ENTEROBACTERALES, DE AMOSTRAS DE
QUEIJOS PROVENIENTES DE UM HOSPITAL PUBLICO DA CIDADE DO RIO DE
JANEIRO, BRASIL

A resisténcia antimicrobiana é um problema critico de saude publica, particularmente
as bactérias Gram-negativas resistentes a multiplas classes de antimicrobianos,
sobretudo em populacdes vulneraveis. Os alimentos podem ser potenciais
reservatorios e veiculos de determinantes genéticos de resisténcia a antimicrobianos
para os seres humanos, sendo os produtos lacteos um importante veiculo de
transmissao, uma vez que podem ser consumidos sem tratamento térmico adicional.
Sob este prisma, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos em microbiota Gram-negativa cultivaveis de queijos servidos a
pacientes internados em um hospital publico 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 viaveis e elementos de resisténcia
antimicrobiana presentes nesses queijos. O teste de difusdo em disco e a rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR) foram realizados para investigar, respectivamente, a
resisténcia fenotipica e genotipica em microbiota Gram-negativas aos antimicrobianos
testados. Com excecdo do antimicrobiano ciprofloxacino, os percentuais de
resisténcia das microbiotas apresentaram acima de 63,6%, incluindo cefalosporinas
de quarta geracédo (81,8%). Em 87,5% das amostras, a resisténcia da microbiota
atingiu mais de sete antimicrobianos testados. Perfil de resisténcia a ampicilina e
ampicilina-sulbactam foi observada em 100% das microbiotas analisadas. A categoria
intermediaria foi mais frequente no comité 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 resisténcia. Sete diferentes elementos de resisténcia 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 resisténcia a
antimicrobianos utilizados na terapéutica de infecgbes graves; e presenca alarmante
de elementos genéticos codificadores de diferentes mecanismos de resistentes e
mobilizadores da disseminacdo desses genes em queijos servidos a pacientes
hospitalizados, indicando que este alimento pode ser um potencial agravante da
resisténcia a antimicrobianos em ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Alimento seguro, Infec¢cbes bacteriana, Bactérias Gram-negativas,
Resisténcia 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 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RA) se configura como uma das dez maiores
ameacas a saude global no século XXI (WHO, 2023a). Dada sua rapida disseminacao,
se ndo houver acdes de controle imediatas, as consequéncias da RA poderéao ser
devastadoras e notadas em diversos contextos. Estima-se que até 2050, a RA podera
ser a principal causa de morte no mundo (O’NEILL, 2014; WALSH et al., 2020).

A evolucédo da RA é uma consequéncia inevitavel do uso indiscriminado de
antimicrobianos em humanos e animais, o que contribuiu para a selecéo de bactérias
patogénicas resistentes a antimicrobianos (VARELA et al., 2021). A evolucdo de
mecanismos de bactérias resistentes, inclusive a antimicrobianos de geracfes e de
descoberta mais recente, tém avancado numa velocidade superior a capacidade de
descoberta de novos medicamentos (SALAZAR; DIAZ; FERRARA, 2024).

Neste seguimento, as bactérias Gram-negativas (BGNs) tem grande
notoriedade entre as causas e estudos de RA em comparagdo a microrganismos
menos resistentes, e, rotineiramente, sdo identificadas em amostras clinicas
envolvidas em infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (AL DABBAGH et
al., 2023; FONG, 2023).

Os ambientes hospitalares continuam sendo o0s potenciais reservatorios de
transmissdo de patdgenos resistentes a antimicrobianos (AFZAL; JUNAID; AZIZ,
2021). No entanto, as BGNs superaram as barreiras e estdo amplamente
disseminadas e adaptadas a diversos nichos, como 0 meio ambiente, animais,
alimentos e até mesmo em pessoas saudaveis (AHMAD; JOJI; SHAHID, 2023;
TIEDJE et al., 2023).

Os alimentos, em especial, ttm sido comumente negligenciados como
potenciais reservatorios e vetores de genes de resisténcia a antimicrobianos (GRAS)
para os seres humanos. Os residuos do uso indiscriminado de antimicrobianos na
pecuaria e na agricultura tem contribuido para selecdo de bactérias resistentes a
antimicrobianos e, devido as suas propriedades de mobilidade e adaptacdo em
deferentes nichos, a transferéncia pode ocorrer através da cadeia alimentar, o que
aumenta os riscos a saude do animal e do homem (NODARI et al., 2023; BACANLI;
BASARAN, 2019; KOCH; HUNGATE; PRICE, 2017).

No ambito hospitalar, o0 consumo de alimentos contaminados por BGNs que

abrigam GRAs, pode ser particularmente perigoso em funcdo de fatores de risco
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encontrados na populacéo hospitalizada como, por exemplo, a fragilidade do sistema
imunologico e as modificacbes da constituicdo microbiana natural do trato
gastrointestinal (CAMPOS-MADUENO et al., 2023; SAN MILLAN, 2018; LUND;
O’BRIEN, 2011).

Produtos lacteos, como os queijos, possuem condi¢cdes ambientais favoraveis
para o crescimento microbiano (FUSCO et al., 2020), incluindo os principais
patébgenos 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 alimentacédo fornecida aos pacientes pode ser uma
possivel fonte de IRAS (BOORA et al., 2023), a RA apresentada por BGNs em
alimentos também é uma questdo relacionada a seguranca dos pacientes, com

enfoque em infeccdo e disseminacao de RA.
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2 JUSTIFICATIVA

A seguranca do alimento oferecido ao paciente hospitalizado levanta especial
preocupacao, uma vez que os alimentos podem ser reservatorios e veiculadores de
BGN-RA. Pacientes hospitalizados podem ser mais propensos a colonizacdo por
bactérias oportunistas que, somado ao fenébmeno de RA, faz com que as infeccbes
adquiridas em ambiente hospitalar estejam frequentemente associadas a um
desfecho desfavoravel, 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 comp®&e o cardapio de pacientes
hospitalizados.

Este estudo utiliza metodologia de andlise do conjunto de BGNs, com a
exposicao ao antimicrobiano na etapa de pré-selecdo, na tentativa de preservar 0s
fragmentos de DNA dentro da célula bacteriana durante as analises. As vantagens do
método podem possibilitar uma compreensdo mais profunda da seguranca do
alimento.

Considerando que sdo escassos 0s trabalhos que avaliam a seguranca de
alimentos com foco na prevencdo de IRAS e no controle da disseminacdo de
elementos genéticos de mobilizacdo, 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 infecgcbes durante a
internacdo hospitalar mediado por bactérias transmitidas por alimentos, trazendo um
alerta para a importancia dos setores de Alimentacdo e NutricAo no combate a
disseminacgéo bacteriana via alimentos.

A hipétese 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 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bactérias Gram-negativas

3.1.1 Diferenca entre Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas

Em termos morfolégicos, embora as bactérias Gram-positivas (BGP) e BGNs
tenham em comum uma membrana citoplasmatica protegida por uma parede celular,
essas duas grandes classes de bactérias diferem na espessura e composicao de suas
superficies celulares externas (EPAND et al., 2016; MALANOVIC; LOHNER, 2016).

A parede celular bacteriana tem como caracteristica definidora o peptidoglicano
(PGN), uma macromolécula dinamica que facilita a sobrevivéncia em flutuactes
osmoticas extremas, o crescimento e a adaptacéo 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 superficie celular (cerca de 90% do peso seco). Enquanto nas
BGNs, uma fina monocamada de PGN compde a parede celular (cerca de 10%),
coberta por uma bicamada lipidica adicional. (GARDE; CHODISETTI; REDDY, 2021).

Em 1884, Hans Christian Gram desenvolveu o método Coloracdo de Gram, que
distingui bactérias Gram-positivas e Gram-negativas usando um complexo cristal
violeta-iodo e uma contra-coloracao de safranina. Este método resulta em coloracéo
diferenciada entre os dois grupos de bactérias, as BGPs sao coradas de roxo, e BGNs,
de rosa (Figura 1). A nomenclatura "Gram-negativa" origina-se da incapacidade deste
tipo de bactéria em reter a coloracdo primaria roxa dentro da célula (reacdo negativa),
apos o tratamento com o descolorante, por ter parede celular fina, que tem sua cor
substituida por safranina (COICO, 2006).

Além da coloracgéo diferenciada, a morfologia e os componentes moleculares
das membranas das bactérias, resulta em diferencas na capacidade de
permeabilidade de solutos e agentes quimicos, como os antimicrobianos. Por possuir
uma distinta membrana externa, importante barreira seletiva quimica ao meio externo,
e que também fornece suporte mecéanico, as BGNs, quando comparadas as BGPs,
séo naturalmente menos permeaveis a muitos antimicrobianos (AL HAMDAN et al.,
2022; EXNER et al., 2017; MATHELIE-GUINLET et al., 2020)
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Outra caracteristica inata a BGNs é decorrente do principal componente de sua
membrana externa, uma endotoxina conhecida como lipopolissacarideos (LPS). Em
resposta a danos causados por estressores ambientais, as BGNs liberam moléculas
de LPS que estimulam o sistema imunolégico do hospedeiro, desencadeando reacdes
toxicas de infeccbes, podendo causar infeccdo sistémica (MITCHELL; SILHAVY,
2019).

A dimenséo do espaco periplasmético, delimitado pelas membranas externa e
citoplasmatica em BGNSs, € muito maior do que o periplasma estreito das BGPs. Este
espaco, além de conter componentes vitais para inUmeras funcdes que refletem o
estado metabdlico e ambiental da célula, sdo compostos por enzimas de degradacao
capazes de inativar antimicrobianos (MILLER; SALAMA, 2018; SILHAVY; KAHNE;
WALKER, 2010).

Figura 1 - Resultado de coloracdo Gram na parede celular bacteriana.
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Fonte: Adaptada de PARAY; SINGH; AMIN MIR, 2023

De forma geral, as infeccGes causadas por BGNs, devido a arquitetura rigida e
complexa de seu envelope celular sdo mais dificeis de tratar e, portanto, representam
uma séria ameaca para a saude humana quando comparadas as BGPs. Entretanto,
em nivel unicelular, tanto para as BGPs quanto para as BGNs, a heterogeneidade da
superficie celular pode ter consequéncias importantes para 0 comportamento
bacteriano, tendo impacto na sensibilidade aos antimicrobianos, bem como na
patogenicidade (LITHGOW; STUBENRAUCH; STUMPF, 2023). Assim, o aumento da
resisténcia de BGPs e BGNs a multiplos antimicrobianos € uma preocupacgéo mundial
(KAKOULLIS et al., 2021).
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3.1.2 O complexo envelope celular Gram-negativo

Comecando por fora e prosseguindo para dentro, as BGNs possuem um
envelope que € formado por trés camadas principais (Figura 2) (EPAND et al., 2016):

- Membrana externa (primeira camada): uma bicamada lipidica, onde a
membrana tem o folheto interno composto por fosfolipidios e o externo, por LPS.
Contém proteinas da membrana externa (outer membrane proteins - OMPSs), como as
porinas, que permitem a passagem de pequenas moléculas.

- Parede celular (segunda camada): formada por PGN que fica imerso no
espaco periplasmatico; o PGN € um exoesqueleto rigido formado por dois acucares
aminados, o 4cido N-acetil glicosamina e o &acido N-acetil murdmico, e por um
tetrapeptidio. Possui funcdo determinante na forma da célula e protecdo contra
variacGes nas pressfes osmoticas.

- Membrana citoplasmatical/interna (terceira camada): uma bicamada
fosfolipidica, que delimita o meio externo do interno, responsavel por funcdes

essenciais como estrutura, transporte e funcdes biossintéticas.

Figura 2 - Caracteristicas das camadas superficiais de bactérias Gram-negativas
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Fonte: Adaptado de EPAND et al., 2016.

Definido como “forte, resistente e elastico” o complexo envelope celular das
BGNs é uma notavel estrutura de protecdo celular que foi determinante para

dominancia dessas bactérias nos ecossistemas (BEVERIDGE, 1999).
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A membrana externa € um dos principais fatores que contribuem para a
resisténcia intrinseca aos antimicrobianos, que lhes confere resisténcia a uma ampla
gama de antimicrobianos. Qualquer perturbacdo nessa bicamada desencadeia
mecanismos nas BGNs que podem desenvolver resisténcia (BREIJYEH; JUBEH,;
KARAMAN, 2020).

3.1.3 Bactéria Gram-negativa e sua gravidade

Em razdo da combinacdo entre a RA e a elevada capacidade patogénica, as
BGNs vém ganhando, nos ultimos anos, cada vez mais atencao dos pesquisadores
(CEPAS; SOTO, 2020). As BGNs figuram como a causa mais frequente de infec¢oes
graves em humanos, especialmente em individuos imunocomprometidos. As
infeccbes nosocomiais causadas por BGNs tornaram-se grandes desafios para as
instituicBes de saude globais devido as opc¢des limitadas de antimicrobianos e as altas
taxas de mortalidade (JEAN; HARNOD; HSUEH, 2022).

O aumento na frequéncia e letalidade associado as infec¢des causadas por
BGNSs tem se tornado mais dramatico pela estagnacéo e escassez de medicamentos
capazes de combaté-las. A maioria dos novos antimicrobianos desenvolvidos se
restringem a atividade contra BGPs, forcando os pesquisadores a "redescobrir"
antimicrobianos antigos, com potencial téxico, para o combate as BGNs, como por
exemplo, as colistinas (polimixinas) (KARVOUNIARIS et al, 2023). A principal razao
para essa falta de atividade do antimicrobiano € a eficacia de sua membrana externa,
como barreiras seletivas de moléculas (MACNAIR; BROWN, 2020).

3.2 Mecanismos de RA

Algumas bactérias sdo naturalmente resistentes a antimicrobianos (resisténcia
intrinseca), um exemplo conhecido de resisténcia intrinseca é a deficiéncia na
captagdo de um agente devido as caracteristicas estruturais ou fisiologicas
especificas das bactérias, como a resisténcia das BGN a vancomicina. As bactérias
intrinsecamente ndo suscetiveis também podem ser resistentes devido a aquisicao de
mecanismos de resisténcia (resisténcia adquirida), por vias de transferéncia horizontal

de genes (HGT) ou mutac¢des no cromossomo (YEKANI et al., 2023).
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As bactérias podem desenvolver diversos mecanismos de resisténcia a um ou
multiplos antimicrobianos. Esses mecanismos de RA sdo codificados por genes
(Tabela 1), com isso, a adaptabilidade bacteriana a diversidade de habitat impde a
necessidade de um amplo repertério genético. O conjunto de genes envolvidos em

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

Tabela 1- Resumo dos mecanismos de acdo de antimicrobianos e genes de resisténcia mais
frequentemente encontrados em BGNs

fluoroquinolonas
(Ciprofloxacina)

Tetraciclinas
(tigeciclina,
tetraciclina)

Inibidor do folato
(Sulfonamidas)

Pirimidinas
(trimetoprim)

Peptideos catiénicos

(colistina)

Topoisomerase

Inibicdo da sintese
proteica

Inibicdo da sintese
do acido
tetrahidrofélico

Inibicdo da sintese
do acido
tetrahidrofolico

Ligagao ao lipidio A no

lipopolissacarideo

Classe de Antibidtico Mecanismo de ac¢éo Mecanismo Genes de
(exemplos) do antimicrobiano de RA resisténcia
(exemplos)
Aminoglicosideos Inibicdo da sintese Modificagdo enzimética aac(3),
(gentamicina e proteica Diminuicao da permeabilidade stra,
estreptomicina) Resisténcia ao alvo (ribossomo) aph, aada,
Bombas de efluxo
beta-lactamicos Inibicéo da Permeabilidade reduzida tem, shv,
(penicilinas, formacgéo da PBPs alteradas ctx, kpc,
cefalosporinas, parede celular ESBL oxa, ampc,
carbapenémicos e carbapenemase vim, per
monobactamicos) Bombas de efluxo
Fenicois Inibicdo da sintese Modificagcdo enzimética catl, cat2,
(Cloranfenicol) proteica Diminuicao da permeabilidade cmla, flor
Diminuicado da ligagéo ribossdmica
Bombas de efluxo
Quinolonas e Inibic&do da Resisténcia ao alvo Bombas de gyra, gyrb,

efluxo parc
Diminuicdo da permeabilidade

Resisténcia ao alvo (ribossomo) TetA,
Desintoxicacdo de drogas tetB,tetx
Bombas de efluxo

Diminuicdo da permeabilidade sull, sul2,
Producgéo de enzimas insensiveis a sul3
medicamentos

Modificagdo do dhfrl, dfral,
alvo dhfri2

Modificagcao ou remocéo do lipideo A mcr-1

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

Para além da transferéncia vertical de genes e mutacdes, as bactérias de
diferentes espécies podem realizar troca genética por conjugacao/mobilizacéo
(mediada por plasmideos e elementos conjugativos integrativos), transducao

(mediada por bacteriéfagos) e transformacéo (captacado de DNA extracelular). Os trés
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mecanismos sdo denominados transferéncia horizontal de genes, e os elementos
genéticos movéis (EGMs) assumem papel importante neste processo (BREIJYEH,;
JUBEH; KARAMAN, 2020).

A resisténcia adquirida desperta maior preocupacgao, pois populagdes
bacterianas de diferentes espécies, inicialmente sensiveis, tornam-se cada vez mais
resistentes e proliferam sob a pressdo seletiva antimicrobiana. O uso de
antimicrobianos, sobretudo de forma excessiva e incorreta, somado a fatores
ambientais, como poluicdo e a presenca de fontes residuais de antimicrobianos na
agua contribuem para a selecéo e proliferacdo de bactérias resistentes. As BRA
prosseguem sob pressdo seletiva e adquirem mecanismos de resisténcia que
parecem ser inexauriveis; e se espalham por todo o mundo com infindaveis
possibilidades de novas muta¢des espontaneas ou formas de transferéncia horizontal
de GRA (AJAYI, et al., 2024 & AHMED et al., 2023).

3.3 Elementos genéticos moéveis (EGMs)

A transferéncia horizontal de genes é a via mais importante e rapida de troca
de materiais genéticos na disseminacédo de RA. Através dos EGMs, como plasmideos,
sequencias de insercao, transposons, e integrons, a disseminacédo de GRAs conferem
a bactéria capacidade de adquirir diferentes meios de RA de forma simultédnea e
combinada (BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020). O conjunto de genes e EMGs
envolvidos em mecanismos de RA sdo denominados resistoma (BRAUNER et al.,
2016).

Os plasmideos sdo estruturas de DNA circular extracromossomial, de
replicacdo independentemente, que se transferem verticalmente, via divisado celular,
para um numero cada vez maior de células hospedeiras, que apesar de ndo codificar
caracteristicas essenciais da bactéria, conferem as células bacterianas diversas
vantagens adaptativas (NEWBURY et al., 2022).

Por meio de conjugacao/mobilizacdo, a propagacdo dos plasmideos é
facilitada por transmissao horizontal para outras células bacterianas. Os plasmideos
sdo veiculos importantes para o transporte de outros EMGs e de GRAs adquiridos
associados a esses elementos. Devido a sua capacidade de carregar multiplos GRAs

e de se transferir entre diferentes espécies bacterianas, os plasmideos sao
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considerados 0s principais responsaveis pela disseminacdo global de ARGs
(PETERSON; KAUR, 2018).

Nos plasmideos existem as regifes acessorias, que sdo caracteristicamente
constituidas por um ou mais GRAs e EMGs associados (como sequéncias de
insercao, transposons e integrons), podem promover mobilidade intracelular (por
exemplo, do cromossomo para um plasmideo ou entre plasmideos) quanto intercelular
do DNA. Sequéncias de insercao e transposons séo discretos segmentos de DNA,
que se movem, frequentemente de forma aleatdria, nas mesmas ou em diferentes
moléculas de DNA dentro de uma unica célula. Os integrons utilizam recombinacao
especifica para mover GRAs entre sitios definidos (BOBATE et al., 2023).

Os transposons sao elementos genéticos transponiveis, capazes de modificar
de posicao dentro do genoma ou fora dele (transposons conjugativos). Sua estrutura
contém sequencias de insercdo nas extremidades flanqueado a outros genes, como
0s GRAs e podem carregar EMGs. Diferentemente de plasmideos conjugativos, ndo
possuem uma forma extracomossomal replicativa autbnoma, 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 familia Tn3 sédo frequentemente associados aos GRAs. Os
membros dessa familia sdo plataformas modulares que permitem a montagem, a
diversificacdo e a redistribuicdo de um arsenal cada vez maior de GRAs. Possuem
uma caracteristica essencial no seu modo de replicacédo da transposi¢ao, usando um
mecanismo de “copiar” (ou “colar e copiar”) no qual a replicagdo do transposon ocorre
durante a integracao no alvo (NICOLAS et al., 2015).

Os integrons sao elementos genéticos que permitem a aquisicdo, expressao
e disseminacdo de GRAs. Sao onipresentes e estdo presentes em aproximadamente
17% dos cromossomos bacterianos. Sao capazes de se mover entre espécies e
linhagens bacterianas, atuando como a principal razéo para a resisténcia multipla em
bactérias Gram-negativas. A mobilidade dos integrons é considerada uma grande
preocupacao em patdgenos clinicos de disseminacéo de RA, e essa mobilidade esta
relacionada a elementos méveis de DNA (transposon e plasmideo) (SABBAGH et al.,
2021; KAUSHIK et al., 2018).

O sistema genético dos integrons € composto por trés elementos principais: o

gene que codifica a integrasse (Intl), uma proteina que catalisa a recombinacgéo entre
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0s genes adquiridos; o sitio de recombinacéo (attl), onde ocorre a inser¢cao de novos
genes; e o promotor (Pc), que permite que 0s genes incorporados sejam expressos.
Os integrons capturam e incorporam cassetes génicos para o alcance de leitura de
novos genes. Os cassetes génicos sdo elementos méveis que codificam mdultiplos
genes, compostos normalmente por um gene com uma fase de leitura aberta (Open
Reading Frames - ORF), e uma regido de recombinacao (attC). Os cassetes génicos
podem estar livres na forma circular, ou integrados no sitio att do integron (GILLINGS,
2017) (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura do integron e mecanismo de aquisi¢do de cassetes génicos.
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Legenda: Intl - Regido codificadora da integrase; attl - sitio de recombinac¢&o do integron; attC - area
de recombinacao dos cassetes génicos. Fonte: Adaptada de GILLINGS, 2017.

Diversos cassetes génicos podem ser inseridos ou excisados, de forma
reversivel, em um Unico integron, pela recombinacdo entre a regido attC e attl 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
adaptacdo de sua diversidade em bactérias. Primeiro, a insercdo dos genes no
genoma bacteriano € num local de recombinacéo especifico (attl) e, portanto, ndo
altera os genes existentes, e a dinamica de incorporacdo e excisdo dos genes,
permitem ainda um rearranjo na estrutura do integron. A inser¢cdo adjacente ao attl
permite a expressdo do gene com o auxilio do promotor, possibilitando a selecéo de
bactérias com diferentes GRAs mais préximos ao promotor, e consequentemente, a
maior chance de expressao destes genes. Este pode ser um mecanismo importante

para aquisicéo de genes em plasmideos e cromossomos (GILLINGS, 2017).
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Em cromossomos bacterianos, os integrons garantem proliferacdo dos clones
resistentes, por meio da transferéncia vertical, mantendo sua persisténcia na
populacdo bacteriana. Combinada a transferéncia horizontal, facilita a disseminagéo
da RA entre diferentes nichos ecologicos, e expandem a diversidade de mecanismos
de defesa entre principalmente entre espécies BGNs. Baseados no gene intl, os
integrons podem ser classificados em varias classes, sendo os integrons de classe 1,
2 e 3 0s mais associados aos GRAs. Entre as classes de integron, a classe 1 é a mais
importante na disseminacdo de GRAs entre patdégenos e comensais (BIAN et al.,
2023; ZHANG et al., 2023).

Metais pesados e biocidas (por exemplo, compostos de amdnio quaternario)
representam importantes determinantes de RA por co-selegdo (CHEN et al., 2023).
Pelo alimento, esses elementos de RA sao capazes de disseminar horizontalmente
na microbiota humana (FUGA et al., 2022). Os compostos de amdnio quaternario sao
biocidas utilizados para controle ndo especifico de microrganismos em diversas
condi¢cdes ambientais, desde a producédo de alimentos até o saneamento (SABBAGH
et al., 2021). Os genes de viruléncia e biofilmes também séo fatores agravantes da
infeccdo e RA e estéo difundidos na cadeia alimentar (FUGA et al., 2022).

Os mecanismos de viruléncia e a formacao de biofilme séo utilizados pelas
bactérias para causar agravamento de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS).
Esses elementos somados aos compostos quimicos (como metais e biocidas) sédo
frequentemente co-abundantes na cadeia produtiva do alimento e transportados nos
cassetes genéticos de integrons juntos aos GRAS, que podem tornar-se uma forca
motriz para a abundancia, diversidade e potencial de adaptacdo das BGNs
patogénicas (CEPAS; SOTO, 2020).

3.4 Infeccdes hospitalares

Segundo a Portaria n.° 2.616/98, publicada pelo Ministério da Saude, a
infeccdo hospitalar pode ser definida como aquela adquirida apos a admissao do
paciente e que se manifeste durante a internagdo ou apés a alta, quando puder ser
relacionada com a internagao ou procedimentos hospitalares (BRASIL, 2018).

No entanto, a fim de abranger ndo s0 a infeccdo adquirida no ambiente
hospitalar, mas também aquela relacionada a procedimentos ambulatoriais, cuidados

domiciliares e infeccdo ocupacional adquirida por profissionais de saude, o termo
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infeccdo hospitalar tem sido substituido por IRAS (HORAN; ANDRUS; DUDECK,
2008).

Dentro do contexto hospitalar, diversos fatores tornam o paciente mais
suscetivel as infec¢des, dentre os quais se destacam: o sistema imunoldgico
debilitado; uso abusivo de antimicrobianos; procedimentos médicos e cirdrgicos,
principalmente os invasivos; imunossupressao (em casos de transplante de medula
0ssea); e, falhas nos procedimentos de controle de infeccdo (JENKINS, 2017). A
exposicdo a uma ampla variedade de microrganismos patogénicos presente no
ambiente hospitalar e a RA também sao citados como causas da grande incidéncia
de infeccdes em unidades de saude (ZHUO et al., 2023). As taxas de colonizacéo e
incidéncia de infec¢bes dependem da epidemiologia local, de fatores do hospedeiro e
da pressao seletiva da exposicao a antimicrobianos (TIEDJE et al., 2023).

De acordo com dados da OMS, aproximadamente 10 milhdes de casos de
IRAS tém sido anualmente notificadas, em consequéncia do uso indiscriminado e
inadequado de antimicrobianos de amplo espectro, falta de prevencdo da RA e da
pressao seletiva microbiana, principalmente em paises em desenvolvimento e com
baixa ou média renda (WHO, 2023).

No Brasil, o Boletim Informativo de Seguranca do Paciente e Qualidade em
Servicos de Saude da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) divulgou que
as BGNs, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (resistentes a
carbapenémicos), Stenotrophomonas maltophilia (resistente a fluoroquinolona),
Escherichia coli (resistente a cefalosporinas da terceira geracdo e aos
carbapenémicos) e Klebsiella pneumoniae (resistente as cefalosporinas de terceira
geracao), sao 0s principais microrganismos associados as infec¢cbes de corrente
sanguinea em pacientes hospitalizados (BRASIL, 2020).

O conceito “resisténcias de dificil tratamento” foi designado para identificar
BGNSs que apresentam resisténcia a todas as fluoroquinolonas e a todas as categorias
de beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos. 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). A medida que as bactérias
se tornam mais resistentes a um maior numero de antimicrobianos, as alternativas
terapéuticas tornam-se cada vez mais limitadas. Atualmente, ja foram identificadas

bactérias multirresistentes a quaisquer dos antimicrobianos disponiveis para
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tratamento, levando pacientes hospitalizados rapidamente a morte (CASPAR et al.,
2017).

As estratégias mais utilizadas para o combate as bactérias multirresistentes
incluem o controle do uso de antimicrobianos, a fim de evitar seu uso desnecessario,
e a conscientizacao e vigilancia de condicbes adequadas para a prevencao e controle
das IRAS. Diante do cenario atual, a OMS além de reconhecer a infec¢cao hospitalar
como uma crise de saude publica global, preconiza que as autoridades no ambito
nacional e regional desenvolvam ac¢des com vistas a reducao do risco de aquisicdo
das infeccbes, em razdo do elevado custo social e econdmico que representam
(WHO, 2023).

Neste contexto, a Assembleia Mundial de Saude, realizada em 2015, aprovou
um Plano de Agéo Global em Resisténcia Microbiana, cujo objetivo geral foi garantir a
seguridade e eficacia de medicamentos, assim como a acessibilidade a todos que
deles necessitam. Um marco na politica brasileira relacionada a RA, ocorreu em 2018,
com a criagdo do Plano de Acdo Nacional de Prevencédo e Controle da Resisténcia
aos Antimicrobianos na perspectiva de Satde Unica. Mais recentemente, em 2019, o
Grupo da Coordenacéo Interagéncias para a Resisténcia Antimicrobiana, criado pelo
Secretario Geral das Nac¢des Unidas, divulgou um relatério em que exige acbes
imediatas de diversos setores para impedir uma crise potencialmente catastréfica de
RA. Neste documento, o grupo reconhece que a saude humana, animal, ambiental e
alimentar estao estreitamente interligadas, demandando uma abordagem coordenada
e multisetorial de Sautde Unica. Em razdo da multiplicidade de fatores envolvidos, a
comunidade cientifica vem buscando tratar o problema da resisténcia aos
antimicrobianos pela abordagem da Saude Unica, integrando o homem-animal-
ambiente (AGUIAR et al., 2023).

O projeto “Fortalecimento do Sistema Brasileiro de Vigilancia a Resisténcia
Antimicrobiana” foi iniciado em 2021, e ap0s 2 anos ja contava com uma rede de 25
hospitais-sentinelas e 10 Laboratorios Centrais de Saude Publica (Lacens)
distribuidos em diferentes regides pelo pais. Treinamentos constantes séao feitos para
aumentar o controle de qualidade e padronizar a operagao para, entao, seguir ampliar
arede. As amostras (bactérias e fungos multirresistentes) de pacientes sao escolhidas
e enviadas para todos os Lacens. Quando os surtos sao detectados alertas sao feitas
aos hospitais, todos os dados séao lancados no sistema de vigilancia brasileiro BR-

GLASS (Global Antimicrobial Resistance Surveillance System - BR-Brasil), integrado
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a OMS, para que possa ser feito um acompanhamento em tempo real. A iniciativa
liderada pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), em parceria com outras instituicoes
como Ministério da Saude e Anvisa. O projeto conta com o financiamento do Centros
de Prevencdo e Controle de Doencas dos Estados Unidos (CDC - Centers for
Diseases Control and Prevention), e tem como objetivo principal apoiar a estruturacao
da Rede de Monitoramento de Resisténcia aos Antimicrobianos no Brasil (Fiocruz,
2023).

3.5 Seguranca do alimento na cadeia alimentar

E extensa a producdo cientifica que comprova a importancia da demanda de
medidas urgentes e eficazes na prevencao de RA na cadeia alimentar (WHO, 2021).
Os alimentos, em especial os consumidos crus ou in natura, sdo capazes de
transportar microrganismos prejudiciais a saude, representando uma causa relevante
de morbidade e mortalidade humana (CDC, 2023).

Nas ultimas décadas, os sistemas de producdo alimenticia mundiais se
expandiram significativamente em decorréncia 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 restricbes
impostas por governos ao redor do mundo, o consumo mundial de antimicrobianos
aumentou expressivamente entre os anos 2000 e 2015 e devera dobrar até 2030
(KLEIN et al., 2018).

Ja foi confirmada a associacdo entre o desenvolvimento de RA de agentes
patogénicos humanos e o emprego de antimicrobianos na producdo agropecuaria, na
qual os alimentos derivados de animais e plantas podem funcionar como vetores
importantes para a migracdo de RA para microbiota humana (TIEDJE et al., 2023).
Assim, 0 uso extensivo de antimicrobianos na agricultura e na producdo de animais
destinados a alimentacdo humana, ao tornar-se uma pratica comum, passou a ter
grande repercussédo na seguranca dos alimentos e na saude humana (AHMAD; JOJI,
SHAHID, 2023).

A pecuaria € considerada um dos vetores mais relevantes na propagacéo e
desenvolvimento de RA. A administracdo de antimicrobianos como promotores de

crescimento é particularmente preocupante porque geralmente ocorre em nivel
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subterapéutico, insuficiente para eliminar todas as bactérias, e se estende por longos
periodos, favorecendo o desenvolvimento de bactérias resistentes. Considerando o
emprego terapéutico, grande parte dos antimicrobianos comercializados sao
utilizados tanto na medicina humana quanto na medicina veterinéria, e o disseminagao
de bactérias entre populacdes humana e animal ja foi comprovado (MA et al., 2016).

Em alimentos de origem animal, a transmissdo de RA geralmente € associada
ao consumo da carne, leite e derivados; entretanto, residuos de antimicrobianos
gerados podem deslocar-se por caminhos intricados, possibilitando que genes
associados a RA entrar na cadeia alimentar a partir do solo (biofertilizantes), ar
(bioaerossois), agua (irrigacdo, efluentes, esgotos e recursos naturais) e/ou
contaminacéo fecal direta (BENLABIDI et al., 2023; WU et al., 2023). Além disso, o
uso de antimicrobianos em produtos de origem animal que também sdo empregados
na medicina humana pode levar ao desenvolvimento de resisténcia cruzada (TIEDJE
et al., 2023).

3.6 Queijos

O queijo pode ser descrito como um concentrado protéico-gorduroso obtido a
partir da separacdo do soro do leite pela coagulacdo promovida por enzimas
especificas. Em funcéo de suas caracteristicas sensoriais e nutritivas, trata-se de um
derivado lacteo bastante tradicional, mundialmente consumido em diversas
variedades de tipo, sabor, cor, forma e aroma, obtidas de diferentes tipos de leite e
processos de producdo. A producao de queijos representa uma das atividades mais
relevantes das industrias de laticinios no Brasil, sendo o pais o quinto maior produtor
mundial, com uma producéo de cerca de 790 mil de toneladas em 2022 (LEITE, 2021).

Rico em nutrientes como calcio, fosforo, vitaminas B12 e A, iodo e zinco, o
gueijo também constitui uma importante fonte proteica, sendo bastante consumido
pela populagéo brasileira (KAMIMURA et al., 2019). O queijo é bastante disseminado
nos costumes alimentares da populacdo brasileira, compondo parcela relevante dos
habitos e da cultura nacional. Dentre os queijos brasileiros mais produzidos,
destacam-se o mucarela, prato, minas e os queijos artesanais, elaborados a partir de
diversas variedades regionais. O consumo anual de queijo no Brasil, segundo dados
da Associacéo Brasileira das Industrias 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 populagéo
brasileira, diversos tipos de queijo compdem cardapios hospitalares no pais,
diversificando conforme o estado de salde, as necessidades nutricionais e
preferéncias alimentares dos pacientes internados (BRASIL, 2014). Embora os
servicos de alimentacdo de hospitais assegurem a oferta de queijos produzidos com
leite pasteurizado e com selos de seguranca, € importante salientar que o0 processo
térmico de pasteurizacdo em leites utilizado para producéo de laticinios ndo garante
a completa erradicacdo de toda microbiota de BGNs patogénica (MACHADO et al.,
2023).

Embora existam regras que preveem que o leite usado na elaboracdo dos
queijos industrializados seja pasteurizado, € comum a comercializacdo de queijos que
nao cumpram estas exigéncias, ou mesmo o facam de forma incorreta. Fatores como
condicBes inadequadas de manufatura e conservacdo; temperaturas improprias e
eventual contaminacdo ocorrida depois da pasteurizacdo 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 resisténcia aos antimicrobianos em microbiota Gram-negativa
cultivavel, principalmente Enterobacterales, de queijos servidos a pacientes

internados em um hospital publico do municipio Rio de Janeiro.

4.2 Objetivos especificos

- Recuperar microbiota Gram-negativa cultivavel proveniente das amostras
coletadas;

- Determinar as caracteristicas fenotipicas de resisténcia antimicrobiana da
microbiota Gram-negativa;

- Comparar os resultados da interpretacdo dos diametros do halo de inibicao
conforme os pontos de corte estabelecidos pelo CLSI e BrCAST,

- Verificar a presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos nas BGNs

isoladas.



34

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostra

As amostras de queijo foram fornecidas pelo servi¢o de nutricdo de um hospital
publico especializado em oncologia localizado na cidade do Rio de Janeiro—RJ. Os
queijos fazem parte do cardapio habitual da Unidade de Alimentacédo e Nutricdo (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
periodos diferentes a fim de obter marcas ou, ao menos, lotes diferentes. Os tipos de
queijo disponiveis para coleta foram: cottage, ricota, minas frescal e minas padréo. As
amostras obtidas apresentavam as seguintes caracteristicas, por tipo de queijo:
mesma marca comercial e lotes distintos; mesma quantidade nas embalagens
originais (250g e 500q); produzidas a partir de leite pasteurizado por empresas de
laticinios do estado de Minas Gerais.

Todas as amostras estavam em camaras refrigeradas de armazenamento de
produtos de pronto uso, as quais possuiam registros de temperatura dentro do
recomendado; sem altera¢des visiveis e sinais de deterioracéo; dentro do prazo da
validade; em embalagens originais e lacradas. Apds coleta, as amostras foram
acondicionadas e transportadas para o laboratério em recipiente térmico, mantendo
temperatura de superficie menor ou igual a 8 °C (verificadas no inicio e final do
transporte), sendo transportadas em periodo inferior a 2 horas. As analises foram
realizadas no Laboratério de Controle Microbiolégico de Alimentos da Escola de
Nutricdo (LACOMEN) pertencente e localizado na Escola de Nutricdo 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
alcool 70%. As amostras foram homogeneizadas dentro da embalagem original com
auxilio de espatula estéril. Os queijos mais “duros” foram retirados partes do centro e

das laterais para homogeneizagéao.
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5.3 Etapade cultivo e pré-selecdo de MGNs resistentes

As andlises foram realizadas conforme a metodologia descrita por Silva et al.
(2020) que se baseou no método preconizado pelo CDC (2009) (Figura 4). Foram
colocados 25,09 + 0,2g de amostra em 225 mL de caldo Gram-negativo, que tem por
finalidade o enriqguecimento seletivo de BGNs (HIMEDIA, 2011). Posteriormente,
foram incubados a 35°C + 2°C para pré-enriqguecimento por 24 horas. Apos este
periodo, seguiu-se para a etapa de pré-selecdo 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 importancia
clinica e a ampla utilizacdo na medicina veterinaria e producdo animal (BASSETTI;
GARAU, 2021). Os antimicrobianos testados foram: ampicilina (10ug), ampicilina-
sulbactam (10/10ug), ceftazidima (30ug), cefepima (30ug), ertapenem (10ugQ),
aztreonam (30ug), gentamicina (10ug), cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30ug),
ciprofloxacina (5ug) e sulfametoxazol-trimetoprima (1.25/23.75ug). Toda a etapa de

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

5.4 Selecdo de MGNs resistentes

Apbs o intervalo de 24 horas para o esperado crescimento da MGN, os tubos
que indicaram turbidez (indicando crescimento) foram qualificados para proxima
avaliacao da resisténcia antimicrobiana. Em placa de agar MacConkey foi inoculada
uma alcada (10 microlitros) do inéculo da MGN, de maneira a formar superficie
homogénea, um meio diferencial e seletivo para microbiota GN fermentadora de
lactose. O disco de antimicrobiano, respectivos aos utilizados nos tubos na fase de
pré-selecdo, foram novamente aplicados na superficie da placa recém-semeada; em
seguida, a placa foi levada a 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.



36

Figura 4 - Etapas da analise fenotipica
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Fonte: Silva et al. (2020)

5.5 Caracterizacdo da resisténcia fenotipica

ApoOs o periodo de incubacéo, os didmetros dos halos de inibicdo das MGNs
foram medidos para cada antimicrobiano testado. Apesar da metodologia descrita
neste estudo ndo seguir os padrdes publicados pelo CLSI, para a categorizacao de
sensibilidade das MNGs foram utilizados como referéncia os pontos de corte do CLSI
para a ordem Enterobacterales. As MGNs foram categorizadas em: sensivel (S),
intermediaria (l) ou resistente (R) ao antimicrobiano (CLSI, 2022). Apos etapa de
medicdo dos halos, as culturas das MGNs qualificadas foram transferidas para
microtubos utilizando al¢ca de inoculacéo, contendo uma mistura de glicerol estéril e
TSB (cultura estoque). Apdés devidamente identificadas por tipo de amostra e
antimicrobiano, foram homogeneizadas em vértex e mantidas e entdo congelados.

Os resultados das categorizac¢des obtidas pelo CLSI (2022) foram comparados
com a interpretacdes dos pontos de corte das categorizacdes obtidas pelo BrCAST
(BRCAST, 2022) (Tabela 2). Para esta comparagdo foram excluidos os
antimicrobianos que nao tinham pontos de corte estabelecidos por ambos 0s comités

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

Pontos de corte para halo de inibicdo (mm)

CLSI BrCAST

Antimicrobiano ((j:izrc]i)el(];?go) I S R I S
Ertapenem 10 <18 19-21 =22 <25 - =225
Cefepima 30 <18 19-24* =25 <24 24-26 =27
Ceftazidima 302 <17 18-20 = 21 <19 19-21 222
Ampicilina-Sulbactam 10/10 <1 12-14 =15 <14 - =14
Ampicilina 10 <13 14-16 217 <14 - =14
Aztreonam 30 <17 18-20 =21 <21 21-25 > 26
Gentamicina 10 <12 13-14 =215 <17 - 217

Tetraciclina 30 <M 12-14 215 - - -
Ciprofloxacina 5 <20 21-30 = 31 <22 22-24 =25
Sulfametoxazol- 4 555375 <10 1015 =216 <11 11 =14

Trimetoprima

Cloranfenicol 30 <12 13-17 =18 <17 - 217

Fonte: Dados extraidos de CLSI (2022) e BrCAST (2022). Legenda: (1) cefepima - 30ug — SDD
(Dose— Dependente - Susceptivel); (2) Ceftazidima - contetddo do disco é 10ug para BrCAST.
Legendas: (Q1 e Q5) Queijo ricota; (Q2 e Q6) Queijo cottage; (Q3 e Q7); Queijo minas padrédo e (Q4
e Q8) Queijo minas frescal;(R) Resistente; (1) Intermediario, de acordo com CLSI e Sensivel,
aumentando exposicdo, de acordo com BrCAST,; (S) — Sensivel, dose padréo; “-” ponto de corte ndo
determinado.

5.6 Avaliacdo daresisténcia genotipica

Todas as etapas da fase de andlise da avaliagdo da resisténcia genotipica

encontram-se descritas na figura 5.

5.6.1 Extragcdo de material genético - DNA

Para esta etapa 100 uL 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
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horas (SILVA et al., 2020). ApGs este periodo foi realizado a extracdo do DNA
utilizando 1mL da cultura.

Figura 5 — Andlise da avaliacédo da resisténcia genotipica

; - Produtos PCR - Visualizagio -
Extracdo de Amplicagdo - Eletroforese em  Transiluminador UV
DNA PCR Gel
1ml de caldo TSB
Antibidtico
0 -
24ha35°C Gel de agarose a 1,5%
Voltagem- 90V /1h30

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

A extracdo de DNA gendémico das MGNSs, classificadas como resistentes e/ou
intermediarias na analise fenotipica, seguindo as instru¢cdes do fabricante do kit
comercial para extracdo de DNA gendmico de bactérias Gram-negativas EasyPure®
Genomic DNA Kit (TransGEN, Pequim, China). Na tabela 3 estdo descritos os

companetes e conteudo utilizados em cada etapa da extracao.

Tabela 3 - Componentes e contetdo do kit comercial utilizados em cada extragao.

Componente Conteudo/extracao
Tampéao de Lise (LB2) 100 pL
Proteinase K 20 pL
RNase A 20 uL
Tampé&o de ligacéo 2 (BB2) 500 pL
Limpe o tampéo 2 (CB2) 500 pL
Tampdo de Lavagem 2 (WB2) 500 pL
Tampao de eluicdo (EB) 200 pL
Coluna de rotacdo genémica com tubos de coleta 1 unidade

Legenda: Apo6s adicdo de cada componente seguia um processo de centrifugacéo ou
inoculacao; pL (microlitros).

5.6.2 Identificacdo de gene por reagdo em cadeia da polimerase - PCR
Foi realizada a amplificacdo de fragmentos do DNA por PCR (do inglés:

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

Genomics (Ebersberg, Alemanha) e Invitrogen Thermo Fisher Scientific (California,
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Estados Unidos), com base nos respectivos protocolos das sequéncias de
nucleotideos publicados previamente (Tabela 4). O volume final estabelecido para
cada reacéao foi de 25 pL, contendo tampé&o de PCR 10x adicionado de MgClI2, Taq
DNA polimerase recombinante, conjunto de deoxinucleotideo trifosfato (ANTP), um
par de iniciadores (primer), DNA extraido da amostra e agua ultra-pura.

Treze elementos de resisténcia a antimicrobianos foram selecionados e
separados em: codificadores de resisténcia beta-lactamicos (shv, tem, ctx e oxa),
tetraciclinas (tetA e tetB), carbapenémicos (oxa-48 e kpc), resisténcia plasmidial a
colistina (mcr-1) e resisténcia aos quaternarios de amoénio (qgacAE1)] e integrons (int-
1, int-2 e int-3). O rastreio por PCR foi feito em todas MGNs resistentes e/ou
intermediarias selecionadas, exceto para 0s genes tetA e tetB, rastreados somente
em MGNs categorizadas como resistentes e/ou intermediarias 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 andlises clinicas do Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG-Unirio). Para o controle negativo foi utilizado
agua estéril. As amplificacdes de DNA foram realizadas no termociclador LifeTouch
Thermal Cycler (BIOER, China).

111 Visualizagéo dos fragmentos de DNA

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, em tampéo Tris-borato EDTA (Promega, EUA), com uso de corante Blue Green
Loading Dye | (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 visualizacdo das bandas no gel foi realizada em transiluminador de ultravioleta
(Forlab, Brasil).
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Tabela 4 - Sequéncia de nucleotideos, ciclos, tamanho dos genes e referéncias.

Primer Sequéncia dos iniciadores (5’ - 3’) Ciclos Pb! Referéncias
tem -1/tem CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC (R)
-2e
. 800
variantes 2 CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC (F) 10 min a 94°C; 30 ciclos de 40s a
o] 0, o
94°C,40s a 6010,60 sa72°C;e7 DALLENNE et
Shv-1 e AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC (R) min de al. (2010)
variantes 2 ATCCCGCAGATAAATCACCA (F) extensao final a 72°C 713
oxal, oxa4 GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG (R) S64
e oxa30 2 GGCACCAGATTCAACTTTCAAG (F)
CTGCGTTCGGTCAAGGTTCT (R) 03min a 94°C; 35 ciclos de 60s a
int - 94°C, 60s a 68°C, 60 72°C; 882
int-1 GGAATGGCCGAGCAGATCCT(F) - OUS abst, 69 S a €
7min de extens&o final a 72°C.
03 min a 94°C; 35 ciclos de 60s a
int-2 CACGGATATGCGACAAAAAGE (R) 94°C, 60s a 68°C,60sa72°C;e7 788 LAgéozt)al.
GTAGCAAACGAGTGACGAAATG (F) min de extensao final a 72 C.
GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG (R) 03 min a 94 °C; 35 ciclos de 60s a
int - 94°C,60sa68°C,60sa72°C;e7 979
t-3 ACGGATCTGCCAAACCTGACT (R) ! o
min de extensao final a 72°C.
ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC (R) 15 min a 95°C; 30 ciclos de 30 s a MONSTEIN et
ctx TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG(F) ~ 94°C, 305a60°C, 2mina72°Cie 593 = o407
10 min de extens&o final a 72°C.
GTATCGCCGTCTAGTTCTGC (R) 05 min a 95 °C; 30 ciclos de 60 s a AZIMI et al.
kpc GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC (F) 95°C, ‘60 s a 56 °C, 6Q sa’72°C;e 635 (2013)
05 min de extenséo final a 72°C.
GCGTGGTTAAGGATGAACAC (R) 10 min a94 °C; 36 ciclos de 30 s a POIREL et al
oxa-48 94°C,40sab54°C,50sa72°C;e 438 '
CATCAAGTTCAACCCAACCG (F) 05 min de extensé&o final a 72°C. (2011)
tetA 94°C, 60 s a 55°C, 2 mina 72°C;e 372
AAGCAGGATGTAGCCTGTGC (F) 10 min de extensao final a 72°C. GUILLAUME et
GAGACGCAATCGAATTCGG (R) 01 min a 94°C; 30 ciclos de 60 s a al. (2000)
tetB TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC (F) 94°C, 6052 56°C, 2mina 72°C; e 228
10 min de extensao final a 72°C
AATCCATCCCTGTCGGTGTT (R) in - 04 0C: i
B GRE e, oW
CGCAGCGACTTCCACGATGGGGAT(F) ’ o ’ (2015)
min de extens&o final a 72°C
ATTATCCGACTTGGGGCAAGG (R :
R) 15 min - 94°C; 25 ciclos de 30s a MC():RAIQ/I-A!\((D:SST
mcr-1 94°C, 90s a 58°C, 60s a 72°C; e 309 HENDRIKSEN,
CGCACGATGTGACATTGCTAA (F) 10min de extenséo final a 72°C (2016) '

Legenda: (1) pb: pares de base; (2) tem, shv e oxa (PCR multiplex); C. S=gouc;Y=cout;M=a

ou C.
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6 RESULTADOS

6.1 Resisténcia Fenotipica

6.1.1 Avaliacdo da etapa pré-selecéo

A partir da coleta de oito amostras de queijo e onze antimicrobianos testados,
inicialmente 88 (8x11) combinacbes foram testadas. A figura 4 ilustra a deteccao de

turbidez na etapa de pré-selecao.

Figura 6 - Registro fotografico da etapa de pré-selecéo.

Legenda: Tubos da etapa de pré-selecéo, exibindo crescimento microbiano (turbidez) apos a
incubacéo na presenca de tetraciclina. O Ultimo tubo (& direita) € um tubo néo inoculado, para
comparacéao.

Na etapa de pré-selecdo, 83 amostras (94,3%) apresentaram turbidez,
indicando o crescimento e a sobrevivéncia de MGNs mesmo sob influéncia do
antimicrobiano(Figura 6). As cinco microbiotas que ndo conseguiram se desenvolver
mostraram sensiveis a apenas dois tipos de antimicrobiano: cloranfenicol (20%) e

ciprofloxacina (80%) (Figura 7).

6.1.2 Avaliagéo do teste disco-difusdo

As MGNs das amostras de queijo mantiveram perfil de resisténcia elevado
quando avaliado por disco-difusédo (82,9%) (Figura 8). Somente quinze MGNs foram
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categorizadas como sensiveis, sendo dez, na interpretacdo dos pontos de corte do

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

Figura 7 - Perfis de resisténcia fenotipica antimicrobiana de MGN de amostras de queijo.

Pré-selegao Teste disco-difusao

Cloranfenicol
Ciprofloxacina 1,1% )
4,6% Intermediario Sensivel
9,1% 17,0%

B Turbidez Resistente
- *Total sensivel - 5,7% 94,3% 73,9%

Fonte: Este estudo.

Oito (9,1%) das MGNSs analisadas foram categorizadas como intermediaria. O
antimicrobiano cloranfenicol apresentou percentual de categorizagdo intermediario em
maior frequéncia (37,5%) (Tabela 5). A distribuicdo das categorias fenotipica (88

MGNSs) por amostras de queijo e antimicrobiano testado esta exposta na tabela 6.

Figura 8 - Figura 8 - Registro fotogréafico da etapa de disco difusdo
—

Legenda: Amostra Q8 — Gentamicina.

Todas as MGNs testadas foram completamente resistentes (100%) a trés
antimicrobianos (ampicilina, ampicilina-sulbactam e gentamicina). Ainda foi observada
alta frequéncia de resisténcia 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 resisténcia antimicrobiana de MGN de amostras de queijo

Antimicrobiano Resistente Intermediério Sensivel
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 resisténcia ao
antimicrobiano aztreonam. O antimicrobiano mais eficaz foi a ciprofloxacina, para o

qual as MGNs apresentaram 62,5% de sensibilidade.

Tabela 6 - Distribuicdo das categorias fenotipica por amostras de queijo e antimicrobiano

Amostras
Antimicrobianos Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8
riapenem [N IO R I R
ceepima  IIEEE R
L ]

Ceftazidima - ---

Ampicilina-Sulbactam - [SES SN SRS [ S S R R
Ampicilina
Aztreonam
Gentamicina
Tetraciclina

Ciprofloxacina

Trimetoprima-
Sulfametoxazol

Cloranfenicol

Legenda: Resistente [l Intermediario Sensivel Il ;
(Q1 e Q5) Queijo ricota; (Q2 e Q6) Queijo cottage; (Q3 e Q7); Queijo minas padrao e (Q4 e Q8)
Queijo minas frescal.

O percentual de resisténcia 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

resisténcia a todos os antimicrobianos testados (FIGURA 6).

Figura 9 - Percentuais da interpretacao do teste fenotipico por amostra de queijo.
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Legenda: (Q1 e Q5) Queijo ricota; (Q2 e Q6) Queijo cottage; (Q3 e Q7); Queijo minas padréo e (Q4 e
Q8) Queijo minas frescal.

6.2 Comparacgédo CLSI e BrCAST

O resultado da interpretacdo dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos

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

padrdo nacional BrCAST. As variacfes de categorizacdo clinica decorrentes das

diferencas entre os critérios dos comités estao expostas na tabela 7.

Os percentuais de resisténcia 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 concordancias

foram nas categorias S e R. Todas as discrepancias entre as interpretacdes BrCAST

e CLSI foram observadas na categoria intermediaria.

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

Amostras

Antimicrobianos

Trimetoprima-

Cefepima Ceftazidima  Ciproflaxacina  Cloranfenicol
sulfametoxazol

Q2 - I/R - - -

Q3 I/R - - I/R -

Q5 - - - - (WAS)

Q6 - - - /R I/R

Q7 - - - I/R -

Q8 - - I/ R - -

Legenda: Ordem apresentacdo CLSI/BRCAST. (R) Resistente; (1) Intermediério; (S) Sensivel, dose
padrdo. (-) ndo houve discrepéancia.
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Segundo os parametros do BrCAST, apenas 1,3% das MGNs seriam
classificadas como intermediaria, enquanto o CLSI classificou 10,7% das MGNs nesse
grupo. Essa discrepancia 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 sensivel pelo BrCAST (em destaque na Tabela
7).

As interpretagdes 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 modificacdes da
categoria intermediaria para categoria resistente no BrCast, enquanto a
sulfametoxazol-trimetoprima (12,5%) foi o Unico antimicrobiano que apresentou

modificacdo de intermediario para sensivel (Figura 10).

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

100,0%

75,0%

50,0%

Cefepime
Cefepime
Cloranfenicol
Cloranfenicol
Ciprofloxacina
Ciprofloxacina
Ceftazidima
Ceftazidima
Trimetoprima-Sulfametoxazol
Trimetoprima-Sulfametoxazol

25,0%

0,0%

CLsI BrCAST CLSI BrCAST CLSI BrCAST CLSI BrCAST CLSI BrCAST

B Resistente [ Intermedidrio Sensivel

Fonte: Este estudo.

6.3 Resisténcia Genotipica

A partir das eliminacdes das etapas anteriores, foram submetidas a extragéo
de DNA as 73 MGNs que indicaram algum mecanismo de resisténcia aos
antimicrobianos selecionados. Na subsequente etapa de PCR, ocorreu a amplificacéo

de elementos genéticos selecionados em 23 MGNs (31,5%), num total de 44
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amplicons. Foram encontrados sete elementos de resisténcia diferentes, sendo eles:
codificadores de resisténcia (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 MGNSs.
Genes Amostras MGNs?

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

Os codificadores de resisténcia genotipicos relacionados aos antimicrobianos
beta-lactamicos (ctx, shv, tem) e a tetraciclina (tetA e tetB) estavam distribuidos entre
20 microbiotas que conferiam resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos. Em
contrapartida, codificadores de: beta-lactamase (oxa), carbapenemases (kpce e oxa-
48), resisténcia a sais de amobnio quaternario (qacEA1) e resisténcia plasmidial a
colistina (mcr-1) nao foram amplificados em nenhum genoma das MGNSs.

Todas as amostras apresentaram pelo menos um elemento genético de
resisténcia, podendo ser gene codificador de resisténcia 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 resisténcia, se
mostrando resistente a seis dos 11 antimicrobianos estudados; e a maior quantidade
de integrons classe 1(Tabela 9).

A presenca do integron, um sistema genetico critico, foi avaliada em todos os
genomas para as trés classes de integron documentadas. O total de 14 MGNs
continham integrons das classes 1 e 2, sendo 0s mais prevalentes entre os elementos
de resisténcia detectado (41,2%). Somente duas amostras nao apresentaram

integrons e a presencga do integron de classe 3 n&o foi detectada.
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Os integrons ndo estavam compondo somente o perfil genético de resisténcia
das MGNs com caracterizacdo genética resistentes a tetraciclina. Entre seis
antimicrobianos foi observada MGNs com perfil genético de somente integrons, com
predominéancia do integron de classe 1 em quatro deles (75%), enquanto duas classes
de integrons (classe 1 e 2) foram detectadas na caracterizacdo do perfil genético de
MGNSs relacionadas a dois antimicrobianos, ampicilina e sulfametoxazol-trimetoprima.

Entre as MGNSs resistentes analisadas por PCR, 21,9% (16/73) apresentaram
a presenca de ao menos um gene codificador de beta-lactamase. Ocorreu a
predominéancia do gene tem (63%), seguido por ctx e shv, que apresentaram 0 mesmo

percentual (38%).

Figura 11 - Perfil genético das MGNs por amostra de queijo.
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Fonte: Este estudo.

Importante ressaltar que uma das MGNs que carreava o0 gene tem apresentou
resisténcia intermediaria ao antimicrobiano sulfametoxazol-trimetoprima pelo CLSI.
No entanto, na interpretacdo do ponto de corte do BrCAST, foi classificada como

sensivel, indicando o uso do antimicrobiano em questéo, em dose padréo.



Tabela 9- Perfil genotipico das MGNs de amostras de gueijo por antimicrobiano.
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Legenda: (Q) queijo; (*) MGNs classificadas como sensiveis na etapa de caracterizagdo fenotipica; (-) Auséncia

dos genes investigados.

Das sete diferentes MGNs em que o0 gene tem foi detectado, cinco

apresentavam coexisténcia com o gene shv, sendo trés de uma Unica amostra de

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

antimicrobiano ndo beta-lactamico sulfametoxazol-trimetoprima, assim como o gene

ctx foi principalmente detectado em MGNSs resistentes a tetraciclina. Do total de

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

7.1 Caracterizacao fenotipica

Para além dos problemas relacionados aos perigos microbianos, como a
deterioracdo dos alimentos e doenca infecciosa primaria, a presenca de
microrganismos com caracteristicas de RA em alimentos esta fortemente associada a
seguranca dos alimentos. O consumo de alimentos contaminados por BGNs
resistentes a antimicrobianos pode representar riscos adverso a saude, como a
disseminacdo de determinantes de resisténcia a antimicrobianos em comensais,
sobretudo entre populagéo vulneravel (NELSON; MOORE; RAO, 2019).

A disseminacao de bactérias resistentes a antimicrobianos tem levado a uma
diminuicdo na eficacia terapéutica antimicrobiana e a uma maior incidéncia de
infeccbes bacterianas de “resisténcias de dificil tratamento”. Apesar de nao ser
limitada ao ambiente hospitalar, a chance de exposicdo a heterogeneidade de
elementos de resisténcia a antimicrobianos ainda € maior neste ambiente (LIU, JIA-
YIA; DICKTER, 2020).

A baixa resposta do sistema imunolégico do paciente hospitalizado € uma
preocupacdo clinica e um fator de risco para infecgcdes causadas por bactérias
patogénicas resistentes a antimicrobianos, com consequéncias adversas, incluindo
aumento de taxa de morbidade e mortalidade (CIAPPONI et al., 2023; RAJ et al.,
2023). Diante deste contexto, diversas praticas de prevencéao e controle de infeccbes
vem sendo empregadas nos cuidados ao paciente (HUERTA-GUTIERREZ et al.,
2019).

Neste estudo, as analises 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 nao isolar espécies de BGNs foi baseado principalmente na seletividade
dos resultados. Além disso, a andlise da diversidade microbiana também permite
manter as regulagcbes da RA bacteriana que estdo diretamente relacionadas ao
namero de microrganismos existente na comunidade. Essas regulagbes podem
ocorrer por meio de sistemas como o0 quorum sensing (sistema de comunicacéo célula
a ceélula). A partir da sintese e secrecdo de moléculas sinalizadoras (tambéem

conhecidas como moléculas autoindutoras), as bactérias podem controlar o
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comportamento de toda a populacdo bacteriana, e ao atingir um certo limite de
concentracdo dessas moléculas sinalizadoras dependendo da densidade
populacional bacteriana, a expressado de certos genes especificos pode ser iniciada
para regular a adaptacao da populagéo bacteriana, incluindo a RA (ZHAO; YU; DING,
2020).

A etapa de pré-selecdo e uso do agar 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 carbapenémicos, a fim de prevenir
a transmissao de bactérias resistentes (CDC, 2009).

Apesar deste estudo ndo seguir o método padronizado nas diretrizes do CLSI
(2022) na analise fenotipica, os pontos de corte dos halos de inibigdo foram utilizados
como instrumento de categorizacéo dos resultados obtidos.

A RA detectada nas MGNs das amostras de queijo consumidas por pacientes
internados em uma unidade hospitalar foi preocupantemente elevada, demonstrada
ja na etapa de pré-selecdo, com percentual de 94% de crescimento microbiano nas
amostras analisadas. Estas descobertas sdo 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 sao de amplo espectro e apresentam diferentes
tipos de mecanismos de acdo, sendo a maioria comumente utilizada no tratamento
empirico das infeccBes hospitalares. O uso excessivo e indevido de antimicrobianos,
vistos como escolhas confidveis de primeira linha, como ampicilina, cloranfenicol e
tetraciclina, tem sido um problema persistente ao longo dos anos (VARELA et al,
2021). Essa pratica, tanto na medicina, quanto na agropecuaria, impulsionada pela
facilidade de acesso aos antimicrobianos e interesses econdmicos na producéo,
resultou na diminuicdo da efetividade dessas drogas no combate as infeccdes
(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 resisténcia a ampicilina,
87,5% a tetraciclina e 50% a cloranfenicol. Pesquisa realizada na Eslovaquia detectou
59% de resisténcia antimicrobiana de bactérias isoladas de leite e produtos lacteos,

sendo a ampicilina o antimicrobiano mais comum ao qual as bactérias expressaram
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resisténcia. A resisténcia 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 a 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 resisténcia a ampicilina e ao
cloranfenicol. Graus elevados de resisténcia a ampicilina também foram identificados
nas pesquisas de Loeza-Lara et al. (2023), Menezes et al. (2023), Gonzalez et al.
(2023) e De Souza et al. (2023), que avaliaram queijos do México, Espirito Santo,
Uruguai e Triangulo Mineiro, respectivamente; enquanto Silva et al. (2020)
encontraram, em amostras de queijo minas, niveis de resisténcia fenotipica ao
cloranfenicol e a tetraciclina similares aos obtidos nesta pesquisa.

Os beta-lactamicos constituem o maior grupo de antimicrobianos utilizados
clinicamente, que inclui as penicilinas, as cefalosporinas, 0s monobactamicos e 0s
carbapenémicos. Ainda que tenha sua eficicia reduzida, como consequéncia das
mutacbes e da expansdao da gama de substratos, trata-se de uma classe
antimicrobiana muito importante, devido a sua baixa toxicidade, facilidade de absor¢éo
e alta eficacia terapéutica, sendo os mais utilizados no mundo atualmente (BONOMO,
2017; PAYNE; DU; BATESON, 2000).Tal relevancia fez com que os beta-lactamicos
fossem incluidos na relacdo 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-lactamicos (49,15%), no topo do ranking um carbapenémico;
em contrapartida, a familia de tetraciclina ficou em ultimo lugar (0,82%) (DE CASTRO
et al., 2023). Esse perfil de consumo é semelhante ao observado em outros paises da
América Latina, provavelmente devido a alta prevaléncia de infec¢gbes por bactérias
com beta-lactamase de espectro estendido (ESBL - do inglés, Extended spectrum
beta-lactamase) (VERSPORTEN et al., 2018).

Diante da grande importancia que o0s antimicrobianos beta-lactamicos
representam para a saude humana, os altos niveis de resisténcia observados para
esta classe de medicamentos podem ser considerados preocupantes: apenas trés das
amostras avaliadas apresentaram resisténcia em percentuais inferiores a 80% dos

antimicrobianos beta-lactamicos testados; e outras duas amostras resistiram a todos
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0S compostos beta-lactamicos a que foram expostas. Todas as MGNs apresentaram
resisténcia a ampicilina e ampicilina-sulbactam. Os achados referentes a resisténcia
dos beta-lactamicos avaliados nesta pesquisa sdo consistentes com varios estudos
similares, que encontraram em queijos altos niveis de resisténcia a uma diversidade
de compostos beta-lactamicos, 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 ultima geracao representam uma linha de defesa vital
contra as infecgBes por patdgenos multirresistentes. Seu uso criterioso e racional é
fundamental para preservar a efetividade do tratamento das doencas infecciosas.
Devido a sua ampla gama de atividade e estabilidade, cefalosporinas de terceira
geracao e os carbapenémicos (restrito a uso hospitalar) tém sido a base de tratamento
de infecgOes graves causadas por Enterobacteriaceae resistentes beta-lactamicos
(ABOU-ASSY et al., 2023).

Os resultados obtidos apontaram que apenas duas amostras néao
apresentaram resisténcia ao carbapenémico ertapenem, representando um
percentual de resisténcia de 75%. Este percentual, embora seja inferior ao registrado
no estudo de Silva et al. (2020) que observou resisténcia ao ertapenem em 86,7% das
amostras avaliadas, € bem maior que o observado nas pesquisas de Tochetto et al.
(2023), onde todas MGNs das amostras de queijo avaliadas foram suscetiveis a acao
do ertapenem. Ja Cirino (2017) encontrou resisténcia em apenas uma dentre 20 cepas
de E. coli extraidas de leite pasteurizado. Importante ressaltar que a resisténcia ao
ertapenem € uma das prioridades para o desenvolvimento de pesquisas da OMS
(WHO, 2023). Assim, séo priorizadas estratégias de tratamento poupadoras dessa
classe, quando existem agentes alternativos com evidéncias que apoiem a sua
seguranca e efichcia (HERRMANN et al., 2024).

A cefepima € um antimicrobiano beta-lactamico de quarta geracdo
pertencente a classe das cefalosporinas, frequentemente utilizado no tratamento de
IRAS. Junto aos carbapenémicos, incluem os agentes antimicrobianos ativos contra
BGNs multirresistentes, com novos inibidores de beta-lactamase atualmente em
ensaios clinicos (KARVOUNIARIS et al., 2023).

A avaliacdo das amostras expostas a acdo da cefepima aponta que quatro
das oito amostras apresentaram resisténcia a este antimicrobiano (50%), eficacia
ligeiramente superior a observada no ertapenem e nos demais compostos beta-

lactamicos analisados.
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Assim como neste estudo, a resisténcia a 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 Roménia, e Hammad et al.
(2022) que avaliaram amostras de queijo do Egito, néo foi identificada resisténcia a
cefepima. Em geral, a analise da literatura indica que a resisténcia a cefepima em
queijos, embora seja detectada em alguns estudos, parece ser menos frequente do
gue a observada em relacao a outros antimicrobianos.

Considerando a relevancia e criticidade do ertapenem e cefepima, os indices
de resisténcia observados a essas drogas podem ser consideradas preocupantes,
especialmente por serem registrados em MGNs provenientes de alimentos que estao
entre os servidos a pacientes hospitalizados. Ademais, essas MGNs podem carrear
elementos genéticos codificadores de mecanismos que inativam mudaltiplos
antimicrobianos, e assim podem complicar ainda mais as opc¢des de tratamento,
particularmente para pacientes hospitalizados imunocomprometidos (HANAFIAH et
al., 2024; PENA; FREITAS; CASTRO, 2021).

A ciprofloxacina € um antimicrobiano pertencente a segunda geracdo das
fluoroquinolonas, € muito empregado no tratamento de infec¢cdes sistémicas causadas
por BGNs. Mas também é um antimicrobiano preocupante em relacdo a sua
contaminagcao ambiental (DIAS et al., 2021; MANDUJANO et al., 2023).

Neste estudo, o percentual de resisténcia a ciprofloxacina foi um dos mais
baixos dentre os antimicrobianos avaliados (37,5%), porém ainda elevado na
comparacao 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 suscetiveis a ciprofloxaxina.

A ciprofloxacina trata-se de um antimicrobiano aplicado na medicina humana,
prescrito em funcdo de seu amplo espectro antimicrobiano, rapida absor¢édo, boa
penetracdo nos tecidos e efeitos bactericidas, mesmo em concentracfes muito baixas.
Entretanto, uma década de estudos (2004 a 2014) vinham indicando aumento nas
taxas de resisténcia a ciprofloxacina em infeccbes do trato urinario por E. coli
adquiridas na comunidade e em hospitais, mais evidente nas infec¢des urinarias
hospitalares (FASUGBA et al., 2015). Logo, foram introduzidas fortes recomendacdes
para reduzir sua prescri¢ao 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 reducéo na incidéncia de BGNs resistentes a ciprofloxacina.
Embora os autores reconhecam que os resultados ndo sdo conclusivos, é possivel
que a reducdo nas prescri¢ces tenha afetado a circulacdo comunitéria de patdégenos
resistentes a ciprofloxacina e sua exposicdo a pressao seletiva, resultando
percentuais mais baixos da resisténcia nos estudos avaliados. Tal hipGtese se
coincidem com os percentuais de resisténcia reduzidos obtidos nesta pesquisa e em

outras similares, apresentadas anteriormente.

7.2 Caracterizacao genotipica

A PCR é uma técnica molecular, que se tornou uma ferramenta de diagnostico
inestimavel em microbiologia clinica, amplamente utilizada na identificacdo de
patdgenos e genes de origem alimentar (LIU et al., 2002). Desde 1985, a PCR é o
método mais comumente utilizado para amplificacdo de acidos nucleicos e tem se
mantido como importante ferramenta para vigilancia epidemiolégica de RA. Os
métodos tradicionais, baseados apenas em caracteristicas fenotipicas, podem gerar
interpretacbes dubias, 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 analise molecular estdo avancando cada vez
mais, sendo capazes de analisar o conteido gendmico bacteriano e, quando estes
resultados sdo correlacionados com estudos de metadados e filogenéticos, € possivel
compreender com mais precisédo as formas como as BGN-RA se disseminam (WHO,
2023b; SILVEIRA et al., 2021).

Neste estudo utilizamos a PCR para tracar o perfil genotipico das amostras
de queijo. A partir da caracterizacdo genotipica pode-se observar cinco genes
especificos marcadores de resisténcia a antimicrobianos identificados nas MGNs de
gueijos analisadas, trés codificam resisténcia a beta-lactamicos (tem, shv e ctx), e dois
codificam resisténcia a tetraciclinas (tetA e tetB). Também foi detectada, em grau
considerado elevado, a presenca dos integrons classe 1 e 2, elementos genéticos
capazes de integrar e expressar genes de resisténcia e conferir RA a diversas classes
de antimicrobianos. Estes resultados sdo consistentes com investigacdes similares
em amostras de queijos, como o de Silva et al. (2020), que também identificou trés

genes associados a beta-lactamicos, dois as 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-lactamicos sado compostos antimicrobianos caracterizados pela
presenca de um anel beta-lactamico, mecanismo capaz de inibir a parede celular das
bactérias. Constituem uma classe de medicamentos bastante ampla, que inclui
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos. Sao frequentemente
selecionados como a primeira op¢do no tratamento de grande diversidade de
infecgbes, em fungdo de sua baixa toxicidade, elevada eficacia e espectro amplo de
acdo, tornando-os uma classe de antimicrobianos bastante relevante para a saude
humana (NORDMANN; POIREL, 2019; KARAISKOS et al., 2019).

A producdo de beta-lactamases € o principal mecanismo relacionado a
resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos. As ESBLs sdo capazes de hidrolisar
todas as penicilinas, as cefalosporinas incluindo as de terceira e quarta geragao e
monobactamicos, reduzindo a acdo antimicrobiana destes medicamentos. A primeira
beta-lactamase codificada por elemento genético mével 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 ESBLsS
descritas, sendo a maioria relacionada aos genes ctx, tem e shv (BUSH, 2018).

As ESBL se destacam desde o anuncio da "corrida armamentista” de
antimicrobianos para superar a resisténcia bacteriana. Atualmente, conforme a
exposicdo aos antimicrobianos persiste, a identificagdo de mdltiplas sequéncias de
beta-lactamases s6 aumenta (BUSH; BRADFORD, 2020). Particularmente entre as
Enterobacteriaceae patogénicas de importancia clinica, estdo amplamente
distribuidas entre as microbiotas entéricas, sendo causa comum de infeccbes
associada a assisténcia a saude (BHANDARI et al., 2024).

Os patogenos de prioridade critica da OMS, ultrapassaram os limites dos
ambientes de salde e, se destacam entre 0s registros de causas de IRAS; é crescente
a deteccao de BGN produtoras de ESBL em hospedeiros ndo 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). Patégenos produtores de beta-lactamases também sao 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 incidéncia de
cerca de 40% de BGNs contendo genes associados a resisténcia a beta-lactamicos.
Amostras clinicas de pacientes internados deste mesmo hospital, realizada em 2018,
apresentaram os mesmos genes do estudo de 2011, sugerindo que a resisténcia pode
ter se originado do organismo dos pacientes (ANDRADE et al., 2018).

Os genes codificadores de betalactamases encontrados neste estudo sao
relatados em leite e outros produtos lacteos (ALKHAFAJE; OLAMA,; ALlI, 2022). Entre
as amostras analisadas neste estudo, 87,5% apresentaram pelo menos a presenca
de um gene codificador de betalactamase investigado. Ocorreu a predominancia do
gene tem, observado em cerca de 63% das amostras, seguido por ctx e shv, ambos
com o mesmo percentual de incidéncia (38%). Apesar de poder indicar producéo de
ESBL, ndo € possivel confirmar, para isto seria necessario 0 sequenciamento
genético.

Estes resultados s&o 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 lacteos pelo mundo (ALKHAFAJE; OLAMA,;
ALl, 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 lacteos.

Apesar disso, alguns estudos obtiveram resultados diferentes, com a
prevaléncia 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 0 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 hidrdlise,
inativando penicilina e cefalosporinas de primeira geracdo (BUSH; BRADFORD,
2020). A presenca deste gene, combinado ao shv e ctx em Enterobacteriaceae teve
um impacto significativo na RA, incentivando mutacdes e variantes que aumentaram
0 uso de carbapenémicos em instituicbes de saude e resultaram em aumento da
resisténcia a estes medicamentos (BUSH; BRADFORD, 2020). A analise de esgoto

bruto de hospitais no Brasil mostrou maior frequéncia dos genes tem e kpc entre
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codificadores de beta-lactamase, além de varios genes de resisténcia de tetraciclinas,
entre eles tetA. Esse achado sublinha a possivel propagacdo desses genes de
importancia clinica 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 associa¢cdo com o shv (cinco microbiotas), int-2 e shv (duas
microbiotas) e int-1 (uma microbiota).

Outra constatacéo relevante foi que o gene tem apresentou a maior frequéncia
em MGNSs resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprima, antimicrobiano nédo beta-
lactamico, seja combinado a outros marcadores de resisténcia (em duas MGNSs) ou
isoladamente (em uma MGN). Discordancias entre ensaios fenotipicos e genotipicos
sdo relativamente frequentes e indicam a possibilidade de que a resisténcia fenotipica
seja causada por outros genes nao pesquisados (PARUSSOLO et al.,, 2019;
TABARAN et al., 2022). Neste caso em especifico, 0os resultados sugerem que as
MGNs analisadas possuem elementos genéticos codificadores de resisténcia a
sulfametoxazol-trimetoprima, n&o investigados neste estudo, como o gene sul,
possivelmente em cassetes génicos alojado em integrons, demandando uma
caracterizacao genética mais exaustiva para comprovacao destes dados.

Assim como o gene tem, o gene shv é um marcador genético codificador de
ESBL bastante difundido, sendo associado a disseminacdo de infecgcbes em todo o
mundo (TSENG; LIU; LIU, 2023). Os genes shv sdo especialmente importantes na
propagacao de resisténcia em isolados clinicos 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 provavel origem de penicilases
cromossOmicas de Klebsiella pneumoniae, abrangendo hoje numerosas variantes
alélicas e compreendendo ESBL e ndo-ESBL, além de outras ndo categorizadas.
Embora ndo tenham observado uma expansao significativa como a das variantes ctx,
o shv tem sido relatado em diversas familias BGN, e em grande variedade de nichos
ambientais. Cerca de 127 variantes do shv foram identificadas que, em funcéo de
mutac¢des adquiridas ao longo do tempo, permitiram o desenvolvimento de resisténcia
as cefalosporinas de terceira geragdo e monobactamicos (BUSH, 2010).

Neste estudo, o gene shv foi observado em trés amostras e cinco MGNSs,
sempre em combinacdo com o gene tem. A coexisténcia dos genes tem e shv também

foi observada em frequéncia elevada em outros estudos sobre gueijos, como os de
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Silva et al. (2020) e Alemu et al. (2023). Os antimicrobianos beta-lactamicos onde a
coexisténcia foi identificada também foram os que apresentaram maior percentual de
resisténcia (ampicilina e ampicilina-sulbactam, com 100% das amostras resistentes
para ambos), sugerindo que a combinacdo dos genes possa ter contribuido para
reforcar o perfil de resisténcia. Neste contexto, salienta-se que a coexisténcia de shv
e ctx ndo 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) reforcam que, embora inibidores como clavulanato,
sulbactam e tazobactam sejam capazes de neutralizar beta-lactamases, reforcando a
capacidade bactericida de alguns compostos antimicrobianos, foram identificadas
variantes dos genes tem e shv capazes de resistir a estes inibidores. A identificacéo
de genes shv em duas MGNSs resistentes a ampicilina-sulbactam parece suportar tal
afirmacdo, indicando que o shv conseguiu contornar a acdo do inibidor sulbactan,
assim como observado na pesquisa de Silva et al. (2020). Estudo brasileiro que
investigou isolados de BGNs de corrente sanguinea e da ponta de cateter
recuperadas de diferentes regiées do pais, observou o gene shv como um dos mais
prevalentes (97,8%), entre os isolados de Klebsiella spp; 0 gene codificador de
fluoroquinolonas (0gxAB) também apresentou o0 mesmo percentual (SILVEIRA et al.,
2021).

Assim como ocorrido com o gene tem, porém, com incidéncia inferior, o shv
foi observado em MGNs que apresentaram resisténcia ao sulfametoxazol-
trimetoprima, antimicrobiano ndo beta-lactamico, sugerindo que a MGNs analisada
contenha genes de resisténcia cuja investigacao vai além deste estudo. Mesmo sem
a presenca de genes ESBL, isolados de Klebsiella spp. com perfil de resisténcia a
penicilina, ceftazidima e aztreonam, além de sulfametoxazol-trimetropim e tetraciclina,
foram fenotipicamente confirmados como produtores de ESBL, devido a presenca do
gene oxy, codificador de uma enzima capaz de acusar falsos resultados de deteccao
fenotipica (GONZALEZ-LOPEZ et al., 2009). Achados similares constam dos estudos
de Kurekci et al, (2016), que também identificaram genes codificadores de beta-
lactamases apresentando resisténcia a compostos nao beta-lactamicos.

Considerando uma das MGNSs resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprima em
gue o shv estava presente possui também marcador genético do int-2, é possivel
sugerir que genes de resisténcia 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
decorréncia de mutacdes ocorridas em genes tem e shv, concomitantemente a
introducéo das cefalosporinas de terceira geracao na rotina clinica (BUSH, 2018). Nos
anos 1990, quando passaram a ser prevalentes, a maioria dos casos de ESBLs se
referiam a tem e shv, sendo o genotipo ctx frequente apenas na América do Sul, com
niveis variaveis de resisténcia as cefalosporinas de quarta geracao (LIVERMORE, D.
M., 2008).

Atualmente, os genes ctx sao os mais diversificados geneticamente, e vém se
tornando o gendtipo mais prevalente na maioria dos paises, substituindo os genes
tem e shv (BUSH; BRADFORD, 2020). Embora genes ctx sejam mais frequentemente
observadas em ambiente hospitalar, sdo onipresentes no ambiente entre BGNs
(ALVES DE FRANCA et al.,, 2023; CASTANHEIRA; SIMNER; BRADFORD, 2021)
Atualmente, dentre os genes codificadores de ESBLs, o ctx € um dos mais
preocupantes para a saude global, devido a sua ampla expanséo e resisténcia a
multiplas classes de antimicrobianos comumente utilizados na pratica clinica (IKUTA
et al., 2022). Genes do tipo ctx estédo 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 trés amostras e quatro microbiotas
distintas, frequéncia levemente inferior as dos demais codificadores de ESBL
investigados, resultado que contrasta com a emergéncia deste gendtipo 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 incidéncia de tem, shv e ctx costuma variar muito. Assim como
nesta pesquisa, a baixa incidéncia de ctx, em relagdo a outros marcadores genéticos,
também fez parte dos achados de outros estudos que avaliaram resisténcia em
gueijos, como os de Vrabec et al. (2015), na Eslovaquia; e Alemu et al. (2023);
enquanto Ombrak et al. (2018), Husan, Cadirci (2019) e Loeza-Lara et al. (2023)
encontraram maiores incidéncias de ctx em amostras de queijo do Egito, Turquia e
México, respectivamente.

O gene ctx nao foi observado nas MGNs que apresentaram resisténcia a
ceftazidima e cefepima, embora a deteccéo destes genes em isolados produtores de
ESBL seja consistente com o perfil de resisténcia a cefotaxima e outras cefalosporinas

de amplo espectro (AHMED., 2021). A néo identificagdo do gene ctx pode estar
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relacionada a presenca de integrons, que foram encontrados em uma MGNs
resistente a cada um destes antimicrobianos.

N&o foi identificado o gene ctx em combinacdo com outros genes
codificadores de ESBL no presente estudo. Loeza-Lara et al. (2023) e Husan & Cadirci
(2019) identificaram o mesmo percentual (3,3%) de combinacdo desses trés
marcadores genéticos em isolados de BGN-RA de amostras de queijo. De maneira
similar, Silva et al. (2020) encontrou esta combinagao em apenas 6,6% das MGNs de
queijos avaliadas, indicando que a presenca destes trés marcadores juntos é
relativamente incomum em queijos. Ja a combinacdo 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 &
Cadirci (2019). Yu et al. (2020) que analisaram amostras de leite cru, identificaram
percentuais mais altos para a combinacao de ctx e tem, em cerca de 40% dos isolados
de E. coli avaliados.

Considerando que duas MGNs que continham o ctx apresentaram resisténcia
a ampicilina-sulbactam e a ampicilina, compostos beta-lactamicos, este resultado
sugere que o ctx € capaz de resistir, sem a presenca de outros codificadores de ESBL,
a acdo do anel beta-lactamico destes medicamentos, contornando inclusive a acédo do
inibidor sulbactam.

Destaca-se, também, a ocorréncia do ctx em ambientes genéticos de MGN
resistentes a tetraciclina, em combinag&o com genes tetA e tetB. BGNs produtoras de
ESBL muitas vezes apresentam outros mecanismos que conferem resisténcia a
variados antimicrobianos, como tetraciclinas e aminoglicosideos (CANTON et al,
2012). Plasmideos contendo genes ctx sdo frequentemente observados carreando
genes de resisténcia a diferentes antimicrobianos, como aminoglicosideos,
tetraciclina, sulfonamida e quinolona (ROGERS; SIDJABAT; PATERSON, 2011). A
coexisténcia de ctx e genes tet também foi relatada no trabalho de Loeza-Lara et al.
(2023), apresentando niveis elevados de resisténcia a tetraciclina. Este resultado
sugere a possibilidade de que as BGNs destas amostras estejam utilizando a
combinacgao de diferentes genes, e mecanismos de resisténcia, como forma de defesa
contra a agao dos antimicrobianos.

O gene oxa nao foi encontrado nas amostras analisadas neste estudo. Os
genes oxa estdo entre as primeiras beta-lactamases detectadas mediadas por
plasmideos. O co-transporte do gene oxa esta relacionado com a restricdo de opcdes
de aminoglicosideos e reducéo do efeito de inibidores (LIVERMORE, DAVID M et al.,
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2019). Este grupo é difundido e geralmente confere resisténcia as penicilinas (BUSH;
BRADFORD, 2020). Embora tenha sido encontrado por Krahulcova et al. (2022) como
gene predominante especialmente em E. coli de amostra de leite cru (25%) na
Eslovaquia, a maioria dos estudos com amostras de produtos lacteos ndo investigam
esse gene, e quando investigado ndo foi encontrado (PIRES et al., 2019;
PARUSSOLO et al., 2019; SAEI et al., 2022; HUANG et al., 2022).

7.4 Genes de resisténcia a tetraciclina

Dentre os diversos marcadores genéticos associados a resisténcia a
tetraciclina, os genes tetA e tetB se destacam 0o como 0S mais comumente
observados. Para estes genes somente foi testado a resisténcia ao antimicrobiano
tetraciclina. Um estudo que avaliou a presenca genes de resisténcia em isolados de
E. coli patogénicas provenientes de bovinos em dois paises europeus, identificou os
genes tetA e tetB como os mais prevalentes, em mais da metade das cepas
analisadas, destacando potenciais riscos a saude associados ao consumo de
alimentos de origem animal (TABARAN et al, 2022).

A tetraciclina é um farmaco frequentemente utilizado em animais criados para
producdo de alimentos e, no Brasil, a venda desse antimicrobiano para uso animal
nao é controlada (BARROS, 2021). Frequéncias elevadas de resisténcia a tetraciclina
entre enterococos isolados de alimentos de origem animal tem sido imputada ao seu
uso extensivo na pratica veterinaria (HAMMAD et al, 2015). Nos ultimos anos, novas
variantes de genes de resisténcia a tetraciclina tém sido descobertas em agentes
patogénicos, e acredita-se que esses genes se originem de bactérias ambientais e
comensais capazes de se transferir para ambientes clinicos (BERGLUND et al., 2020).

Os genes tetA e tetB sdo bem reconhecidos por codificarem proteinas 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 lacticas;
detectando 27 genes tet em 45 amostras de queijos (YAO et al., 2022). Em diversas
partes do mundo, altas prevaléncias de BGNs resistentes a tetraciclina em alimentos
fermentados, incluindo produtos lacteos, tem sido relatada (FLOREZ; VAZQUEZ;
MAYO, 2017).
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Do total de MGNs analisadas, 13% e 38%, abrigavam 0s genes tetA e tetB,
respectivamente. Estes marcadores foram detectados em metade das amostras neste
estudo, com predominancia 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 s&o consistentes com os achados de
outras pesquisas com queijos brasileiros, como o de De Paula et al. (2018), que
identificaram os marcadores de resisténcia a tetraciclina como os mais prevalentes
em amostras de queijo minas, com predominancia 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 frequéncia (86,9%) dentre os genes de resisténcia a 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
predominancia do gene tetA comparado a tetB, mas com frequéncias bem menores:
2,1% e 0,71%, respectivamente (HAMMAD et al., 2022), enquanto pesquisa
conduzida com queijos na Espanha no identificou o tetB (FLOREZ; VAZQUEZ;
MAYO, 2017). Embora ndo tenham aparecido como os mais prevalentes nas amostras
analisadas, estes genes merecem atencao, principalmente em fungéo da importancia
da tetraciclina que sao classificadas como “altamente importantes” e de uso prudente
pela OMS (BRUNN et al., 2022).

Os isolados produtores de ESBL comumente exibem co-resisténcia a
tetraciclina (KUREKCI et al., 2016). Em nossas analises, duas amostras apresentaram
caracteristicas genotipicas com 0s genes tetA e tetB em combinacdo com ctx,
corroborando a hip6tese de ocorréncia de sobreposicdo destes genes como
mecanismo de defesa.

Um estudo realizado no Panama analisou a RA em E. coli de amostras
ambientais, animais e humanas e verificou que quase 100% dos isolados mostraram
resisténcia a tetraciclina, com 42,9% apresentando genes tetA e tetB associados a
plasmideos, sugerindo que a resisténcia a tetraciclina poderia ser um indicador
conveniente de transferéncia genética horizontal em uma comunidade (RAMIREZ-
BAYARD et al., 2023).
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Trazendo para o foco deste trabalho, uma analise metagenémica da
prevaléncia e evolugcédo dos determinantes da resisténcia a tetraciclina em queijo de
leite cru detectou evolucdo de genes de resisténcia a tetraciclina, que estavam em
plasmideos ou elementos associados a mobilizacdo e conjugacdo, durante a
maturacdo do queijo, indicando que queijos de leite cru podem ser considerados
reservatorios de genes de resisténcia a tetraciclina, que podem ser transferidos
horizontalmente (FLOREZ; VAZQUEZ; MAYO, 2017). Embora a presenca de
plasmideos néo tenha sido investigada neste estudo, a hipétese de ocorréncia de
transferéncia horizontal nos queijos analisados, em razdo da deteccao de resisténcia

a tetraciclina em queijos, ndo pode ser descartada.

7.5 Genes codificadores de Carbapenemases

Os carbapenémicos sdo o0s antimicrobianos beta-lactamicos de maior
espectro de acdo e resisténcia a enzimas beta-lactamases, caracteristicas que 0s
tornam fundamentais na clinica hospitalar. Em fun¢éo de sua grande poténcia e amplo
espectro de atividade, sdo considerados medicamentos de reserva, indicados como
altimo recurso para o tratamento de infeccBes hospitalares graves, principalmente
provocadas por BGNs multirresistentes (ABOU-ASSY et al., 2023). Nos ultimos anos,
0 aumento da resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo tem
ocasionado elevacdo no emprego de beta-lactamicos mais potentes, como 0s
carbapenémicos, o que pode ocasionar, em funcéo da presséao seletiva, o surgimento
de cepas resistentes a acdo destes medicamentos (BORGHI; PEREIRA; SCHUENCK,
2023).

O principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos é a producédo de
enzimas carbapenemases. Estas enzimas, antes restritas a isolados de Klebsiella
pneumoniae e ambientes hospitalares, atualmente s&o rotineiramente relatadas entre
outras bactérias da familia Enterobacteriaceae em todo o mundo. Esta constatacao
sublinha a importancia da aplicacdo do método deste estudo, que utiliza a avaliacao
das MGNs em detrimento ao isolamento de uma unica bactéria (HARDING-CROOKS
et al., 2023).

Os genes codificadores carbapenemases investigados neste estudo, de
Classe A (KPC), e Classe D (oxa-48) nao foram detectados nas amostras de queijo

avaliadas. As infec¢des causadas por BGNs contendo estes genes de resisténcia
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representam uma ameaca crescente a seguranca dos pacientes e aos sistemas de
saude em todo o mundo (YAO et al., 2022).

O gene kpc se caracteriza por ser capaz de expressar uma enzima com
hidrélise de amplo espectro de todos os antimicrobianos beta-lactamicos e por sua
facil propagacdo (BUSH, 2018). BGNs carreadoras de gene kpc séo resistentes a
todos os beta-lactamicos e as infec¢des associadas a estes BGNs normalmente séo
as ‘“resisténcias de dificil tratamento”, em fungdo das limitadas alternativas
terapéuticas. Além disso, BGNs carreando genes kpc frequentemente apresentam
resisténcia a antimicrobianos nao-beta-lactamicos. Os relatos de infec¢des causadas
por bactérias da familia K. pneumoniae, contendo genes kpc, vem crescendo no
Brasil, em especial pela elevada ocorréncia em unidades de terapia intensiva
(GONCALVES et al., 2017; SILVEIRA et al., 2021).

Ainda que seja rara a investigacdo desses genes em produtos lacteos, sua
identificacédo ja 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 nao ter apresentado caracterizacdo genética de codificadores de
carbapénemico, uma amostra de queijo apresentou microbiota com caracteristicas
fenotipicas resistentes ao Unico antimicrobiano testado dessa classe (ertapenem).
Apesar da ndo deteccao de carbapenemase na MGN em questdo, essa carreava um
int-1. A presenca de integron associado a resisténcia ao ertapenem também foi
relatada na pesquisa de Silva et al. (2020), porém com a identificacdo de int-2.

Os genes kpc e oxa-48 sdo frequentemente carregados em plasmideos e
codificados em um integron, permitindo sua ampla disseminagéo. Em especial, o gene
oxa-48 tem sido relatado em plasmideos isolados de BGNs entéricas (HARDING-
CROOKS et al., 2023).

Por mais que nao tenha sido confirmado o tipo de mecanismo de inativagao
do antimicrobiano, o fato de a microbiota do queijo veicular elemento de resisténcia a
medicamentos de Ultima escolha para infecgBes graves, inca que o consumo deste

gueijo pode ser um risco potencial para a saude do paciente.
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7.6 Gene plasmidial resistente a colistina

Diante da reducédo das opc¢des terapéuticas e apesar do efeito adverso de
nefrotoxicidade, o antimicrobiano colistina foi reintroduzido na clinica, e atualmente é
considerado de alta prioridade no tratamento de infeccbes por BGNs resistentes a
carbapenémicos; porém vem sendo utilizado de forma imprudente em atividades
pecuarias e avicolas, o que tem levado a relatos de casos de resisténcia (FURLAN;
SELLERA; STEHLING, 2023). Desde a primeira identificacdo do gene mcr (gene
plasmidial resistente a colistina - mobilized colistin resistance) na China, no final de
2015, um aumento importante da resisténcia bacteriana a colistina, mediada por
plasmideos e, portanto, transferivel, entre cepas de humanos e animais, foi observado
a nivel mundial (FURLAN; SELLERA; STEHLING, 2023; LIU, Yi-Yun et al., 2016).

No Brasil a identificagéo foi no ano de 2016, em cepas de E. coli isoladas de
animais de producao, fato que foi considerado uma urgéncia epidemiolégica e motivo
de preocupacao para o agronegdcio (COSTA-JUNIOR et al., 2023; DALMOLIN et al.,
2018). O surgimento e a rapida propagacao do gene mcr-1, principalmente em cepas
de E. coli, geraram uma necessidade urgente de reforgar a vigilancia. No Brasil,
parece haver uma diminuicdo dos genes mcr no meio ambiente, que pode estar
relacionada com a proibicdo derivados de polimixina para fins veterinarios. Com
excecao da Argentina, outros paises da América do Sul mantém liberado seu uso para
animais (FURLAN; SELLERA; STEHLING, 2023).

Neste estudo, o gene mcr-1 nao foi detectado, como ocorrido no estudo de
Silva et al. (2020). Apesar disso, cepas que carreiam gene mcr-1 estao estabelecidas
na América do Sul, e a ocorréncia desse gene na pecuaria brasileira ainda € motivo
de preocupacéo e necessita de vigilancia constante (FURLAN; SELLERA; STEHLING,
2023; RAU et al., 2020).

Por outro lado, no Egito, onde ndo existem regulamentacdes de controle do
uso de antimicrobianos na pecuaria, foi encontrado em amostra de queijo um isolado
de E. coli resistente a colistina, potencialmente virulento, pertencente a uma linhagem
dominante de infeccdo do trato urinario. O gene mcr-1 estava em plasmideos
flanqueado por int-1 e transposon gque mediavam a resisténcia a ampicilina,
aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclina e compostos de amoénio quaternario
(HAMMAD et al., 2019). Um outro estudo mais recente, também no Egito, com

amostras de leite de vacas com mastite e do leite cru ndo 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, 0s integrons sao capazes de
se adaptar a diferentes “meios de transporte” (transposons, plasmideos,
cromossomos). Essa flexibilidade de vetores permite que 0s 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, 0s
integrons de classes 1 e 2 (int-1 e int-2) destacaram-se como 0s principais elementos
de resisténcia investigados, apresentando a maior frequéncia e distribuicdo dentre as
amostras avaliadas. Silva et al. (2020) encontraram resultados ainda maiores em
andalise de amostras de queijo minas frescal, que mostraram a presenca 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, o0 int-3 ndo foi detectado nos dois trabalhos citados.
Este resultado parece coerente com a literatura, que menciona que, embora haja
escassez de trabalhos que analisem a presenca do int-3 em alimentos, os resultados
das analises realizadas geralmente sao negativos (SILVA et al., 2020). Ainda assim,
existem excecgdes, como o0 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 incidéncia de integrons por amostra, verificou-se que 50%
(4/8) das amostras continham, ao menos, uma classe de integron distinta; e 25%
apontaram a coexisténcia 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 a BGN (KHOSRAVI,
MOTAHAR; ABBASI MONTAZERI, 2017).

Na analise do padrao de distribuicdo dos elementos genéticos de resisténcia
amplificados na PCR frente aos antimicrobianos selecionados, pode-se observar que

os integrons foram os principais elementos de resisténcia. Além disso, houve deteccao
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de um Unico elemento genético, o int-1, na caracterizacdo genética de resisténcia 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 a eficacia dos antimicrobianos mencionados,
sendo trés deles pertencentes as classes das cefalosporinas e carbapenémicos, tidas
com maior capacidade de sensibilizar BGNSs resistentes; e a capacidade dos integrons
de capturar, integrar e codificar genes de resisténcia em seu genoma, dificultando sua
deteccdo (ABATCHA; EFFARIZAH; RUSUL, 2018).

Diversos estudos, como os de Mohamed, Hassan & Ahmed (2016), Pires et
al. (2019) e Spindler et al. (2012) identificaram a presenca de int-1 em isolados
bacterianos de amostras ambientais resistentes aos antimicrobianos carbapenémicos,
resultados consistentes com o achado deste trabalho, no qual o int-1 foi detectado em
uma MGN resistente ao ertapenem, como elemento genético Unico. Esta amostra em
questdo carreava genes codificadores capazes de produzir mecanismos que
inativassem todos os antimicrobianos testados, sendo a Unica que a ciplofloxacina ndo
foi efetiva. E provavel que o int-1 carreado pela MGN dessa amostra possua um amplo
arsenal genético e/ou capacidade recombinacdo. Como presumisse que ocorreu
nestas amostras, integrons tém sido frequentemente relacionados ao cotransporte de
genes de resisténcia aos carbapenémicos e outras classes, como fluoroquinolonas,
aminoglicosideos e tetraciclina, o que pode acelerar o desenvolvimento de cepas
resistentes a multiplos antimicrobianos (ZHANG et al., 2023).

A contaminacgédo ambiental com fluoroquinolonas é considerada preocupante,
em funcéo da capacidade destes compostos permanecerem nos rios e no solo e gerar
pressao seletiva sobre bactérias portadoras de int-1, em especial 0s que transportam
cassetes de resisténcia contendo genes gnr e ctx (DIAS et al., 2021; MANDUJANO et
al., 2023). Apesar do percentual de resisténcia a ciprofloxacina ter sido mais baixos
dentre os antimicrobianos avaliados, diversos mecanismos favorecem a resisténcia
as fluoroquinolonas. Estudos mais recentes tém sugerido uma estreita relacédo entre
genes gnr e genes codificadores de ESBL e carbapenemases, que pode gerar as
chamadas “resisténcias de dificil tratamento” (TCHESNOKOVA et al., 2023,
BASSETTI et al., 2022). A auséncia de genes de resisténcia em MGNSs resistentes a
ciprofloxacina também foi observada na pesquisa de Silva et al. (2020), com a
diferenca de que, neste estudo, embora ndo tenham sido encontrados genes, houve

a identificagédo de integrons.
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Embora relevantes sob a otica clinica, os int-2 sdo frequentemente menos
estudados em pesquisas sobre alimentos, quando comparados aos int-1. Neste
trabalho, o int-2 destacou-se principalmente na resisténcia a ampicilina, aparecendo
em trés amostras que apresentaram resisténcia aquele antimicrobiano. Normalmente,
a resisténcia a este tipo de antimicrobiano € associada a presenca 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 identificacdo desta classe de integron, onde int-2 foi associado a
resisténcia a sulfonamidas e tetraciclinas, mas nédo as ampicilinas (SILVA et al., 2020;
RIBEIRO, VINICIUS B et al., 2011). Mesmo outros estudos que identificaram int-2
resistentes a ampicilina encontraram percentuais de incidéncia mais baixos que o
deste estudo, como o de Hammad, Ishida & Shimamoto (2009), onde apenas um
isolado de E. coli, dentre 215 avaliados, apresentou resisténcia associada a int-2.

Uma observacédo interessante é que em amostras que nado foi detectado o
integron, os halos de inibicdo eram maiores ou, no caso dos antimicrobianos
ampicilina e ampicilina-sulbactam, os halos foram formados; nas outras amostras nao
houve formacao de halos de inibicdo para estes dois antimicrobianos.

Neste estudo, os integrons, em especial int-1, parecem ser capazes de
inativar as classes mais potentes de antimicrobianos beta-lactamicos, como as
cefalosporinas de quarta geracéo (cefepima) e os carbapenémicos (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 resisténcia
com a caracterizacdo genotipica de integrons nas MGNs pressupde um potencial do
mecanismo de disseminacdo que pode ser veiculado pelos queijos consumidos por
pacientes hospitalizados.

Apesar de ndo conferirem resisténcia diretamente as 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 resisténcia.
Dados atuais indicam que o int-1 esta espalhado por espécies bacterianas diferentes,
a maioria das quais de importancia 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 apdés o nascimento e na fase idosa

podem adquirir uma taxa mais elevada de integrons devido a pressao seletiva dos
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antimicrobianos consumidos durante a vida (SEPP et al., 2009). Migracao e viagens
internacionais também impulsionam a disseminacao destes integrons entre humanos.
Outra questdo é que a microbiota de humanos e animais agricolas carregam int-1 em
alta abundéancia, 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 Unica os efeitos desses fatores sdo interligados podem eclodir na

contaminacgao do alimento.

7.8 Possivel transferéncia de genes para a microbiota humana a partir dos

alimentos.

Ainda ndo é comprovado que os GRAs veiculados por alimentos causam
diretamente a resisténcia a antimicrobianos em humanos e animais, mas é cada vez
maior o numero de estudos que confirmam GRAs compartilhados entre bactérias
ambientais e patdogenos humanos (ZHANG et al., 2023; FORSBERG et al., 2012;
SCHIZRRING; KROGFELT, 2011). O estudo de Zhou et al. (2022) constatou, a partir
da simulagéo da digestdo humana in vitro, que BGNs, GRAs e int-1 podem atingir com
sucesso o intestino delgado, apesar do ambiente acido no trato gastrointestinal (pH
1,0 - 4,0) e principalmente quando a secrecdo acida gastrica era insuficiente,
embasando a suposicédo de transferéncia de GRAs de alimentos para a microbiota
intestinal humana.

Neste mesmo sentido, Lopes et al. (2021) constatou tolerancia ao pH acido
de Enterobacteriaceae endofiticas 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 sdo consumidos crus,
sdo capazes de resistir aos tratamentos convencionais utilizados para a desinfeccao.
No contexto deste estudo, a populacdo em que o alimento analisado é oferecido, a
maioria dos individuos apresentam sistema imunologico debiltado ou a
imunossupressao. Este estado, pode levar a reducdo da homeostase intestinal da
microbiota simbidtica e, em seguida, aumentar a capacidade de colonizacao e invasao
de bactérias patogénicas intestinais (doadoras), sobretudo as exégenas (CAMPOS-
MADUENO et al., 2023; WANG et al., 2017; ZINNO; PEROZZI; DEVIRGILIIS, 2023).

No contexto hospitalar, a evidéncia 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 condices de acidez gastrica inferior a 3,0, é alarmante (LOPES et al.,
2021). O pH é firmemente mantido nos niveis celular, tecidual e sistémico. A condi¢cao
de pH aumentado, particularmente no estbmago, esta associada a infeccfes e uso de
medicamentos, 0s quais séo fatores comuns na populacao hospitalizada. No entanto,
como o pH é detectado, regulado e como ele influencia as respostas imunolégicas
permanecem pouco compreendidos no nivel do tecido (ZHOU et al., 2022).

Estudos recentes reforcam a necessidade de atenc&o especial a pacientes
imunocomprometidos em ambiente hospitalar, uma vez que o consumo de alimentos
contaminados por BGNs pode causar infec¢des graves e disseminar RA (QUINTIERI,
FANELLI; CAPUTO, 2019; WHEATLEY; VALLE; MCNAMARA, 2022).

A correlacdo entre habitos alimentares (onivoros, ovolactovegetarianos e
vegetarianos estritos) e a ocorréncia de GRAs na microbiota intestinal de individuos
saudaveis foi avaliada por Da Silva et al. (2021) e nao foi elucidada relacao clara entre
dietas e ocorréncia de GRAs. Mas, os autores observaram gue 0S vegetais e 0S
alimentos minimamente processados parecem ser a principal fonte de GRAs para a
microbiota intestinal humana.

Diante destas evidéncias, fica cada vez claro que BGN-RA de origem
alimentar podem representar um grande risco de transferéncia horizontal de GRAs
para microbiota intestinal, principalmente de pacientes hospitalizados (DUNN et al.,
2022). O intestino possui uma comunidade microbiana extremamente densa e
complexa, responsavel pela manutencdo da homeostase intestinal. Comumente, a
microbiota simbidtica intestinal saudavel e estavel conduz a um mecanismo
relacionado a resisténcia a colonizacédo da flora simbidtica intestinal e a invasédo de
bactérias  patogénicas, inibindo assim a colonizagdo de patdgenos;
consequentemente, uma ameaca potencial a salde humana estaria associada a
futuras infeccbes enddgenas, principalmente em pacientes imunossuprimidos, onde
poderia ocorrer falha terapéutica (CAMPOS-MADUENO et al., 2023; CHENG et al.,
2019).

Além da possivel acidez gastrica reduzida, a populacao hospitalizada, devido
ao uso de antimicrobianos, também pode ter a composi¢cdo da microbiota intestinal
afetada, inibindo as bactérias que atuam na simbiose intestinal, resultando em um
aumento na populacdo patogénica, principalmente Enterobacteriaceae, que estédo
prontas para receber GRAs de bactérias doadoras, aumentando a eficiéncia de

transmissdo de GRAS no trato gastrointestinal. O uso dos antimicrobianos também
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pode acelerar diretamente o desenvolvimento de RA através da selecdo de pressao
da microbiota intestinal da populacdo em questdo. Ainda, a RA e as respostas
imunoldgicas do hospedeiro podem ser exacerbadas pela formacao de biofilmes, que
fornece uma plataforma estavel para patdgenos residentes (LIU et al., 2023).

7.9 Divergéncia na categorizacdo das MGNs (CLSI - BrCAST)

A avaliagdo fenotipica do efeito de um antimicrobiano no crescimento
bacteriano ainda € rotineiramente utilizada para orientacdo de decisfes criticas da
terapia para doencas infecciosas. Além disso, é de suma importancia para vigilancia
epidemioldgica e desenvolvimento novos antimicrobianos. O Teste de sensibilidade
antimicrobiana (TSA) realizado por técnica de difusdo em disco é o teste mais
utilizado, recomendado e acessivel para esta avaliacdo em diversos paises do mundo
(WENZLER et al., 2023).

No Brasil, em 2013, foi criado o BrCAST, e por seguimentos desde comité,
em 2019, foi padronizado o uso nacional baseado nas das diretrizes do EUCAST, com
acesso livre aos documentos da verséo brasileira (BRCAST, 2022).

Este estudo foi fundamentado nos parametros estabelecidos pelo CLSI, uma
vez que na época das andlises experimentais, a implementacédo do BrCAST era muito
recente e a maioria dos estudos como base comparativa para os resultados levava
em consideracao os parametros do CLSI.

O TSA a partir de critérios interpretativos de pontos de corte clinico, permite
categorizar a sensibilidade, especificos para cada taxon (ordem/ familia/ espécie/
géneros) e antimicrobianos. As diferentes de interpretacées para as categorias de
acordo com CLSI e BrCAST séao: “S” (sensivel e sensivel dose padréo,

respectivamente); (intermediario e sensivel, aumentando a exposigao,
respectivamente); e “R” (resistente, para ambos). A categoria “SDD” (sensivel dose
dependente) é existente apenas no CLSI, e a “AlT” (area de incerteza técnica) é
exclusiva do BrCAST (BRCAST, 2022; CLSI, 2022). Essas duas nao foram
consideradas para este estudo.

A partir da andalise comparativa da interpretacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos utilizando CLSI e BrCAST foi possivel observar que, mesmo

apresentando pontos de cortes diferentes para todos os antimicrobianos
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selecionados, os dois critérios apresentaram concordancia na maior parte das MGNs
das amostras analisadas (89,3%).

As interpretacdes divergentes entre os critérios indicaram tendéncia de
categorizacdo intermediaria pelo padrdo americano, e resistente, pelo nacional,
indicando que os valores do BrCAST sédo mais conservadores. Estes resultados estao
em acordo com estudos que fizeram a comparacao 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 tendéncia na discrepancia ndo ocorre para
todos os antimicrobianos, pois uma MGN que foi categorizada como intermediaria pelo
CLSI e sensivel pelo BrCAST.

A maior sensibilidade dos limites dos pontos de corte do BRCAST acarretou
a modificacdo de cinco antimicrobianos da categorizacdo inicialmente como
intermediaria para CLSI para resistente. Apesar de especulacdes de tendéncias de
harmonizacdo das normas entre as BRCAST e CLSI, mesmo que baixa para o0s
antimicrobianos testado, as divergéncias permanecem entre as padronizacdes do
CLSI e do BrCAST (SURAVARAM; HADA; AHMED SIDDIQUI, 2021).

Além disto, como ocorreu com a tetraciclina neste estudo, existem mais
antimicrobianos do comité brasileiro ndo determinado; abonados pelo fato do agente
em questdo ser inadequado para o tratamento de infec¢Bes sistémicas, assim €
recomendado que o agente ndo seja incluido nos laudos de TSA (BRCAST, 2022,
CLSI, 2022).

Outra diferenca na comparacao dos comités que pode gerar inconsisténcia no
resultado do TSA ¢é a alteragdo da definicdo da categoria “I” feita pelo BrCAST, antes
anéloga para ambos os comités. A partir 2019, com alegando a falta de clareza na
definicdo, o BrCAST definiu a categoria “I” como “sensivel aumentando exposi¢cao”,
logo com base neste comité o microrganismo pode ser resistente ou sensivel (com
dose padrdo ou com ajuste na dosagem) a determinado antimicrobiano (BRCAST,

“I”

2022; CLSI, 2022). Ja o CLSI n&o alterou a nomenclatura da categoria como
“‘intermediaria”, que é definida didmetros de zona dentro da faixa intermediaria que se
aproximam dos niveis sanguineos e teciduais normalmente atingiveis e/ou para 0s
quais as taxas de resposta podem ser mais baixas do que para isolados suscetiveis

(WEINSTEIN; CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE., 2020).
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Comumente, na pratica clinica, quando o resultado laboratorial do teste
fenotipico € clinicamente categorizado como intermediario, o profissional de saude
responsavel pela terapéutica, decide seguir a terapia com um antimicrobiano
categorizado como sensivel, tendo em vista a elevada probabilidade de sucesso
terapéutico. O BrCast abrange que, ao regenerar a credibilidade da categoria “I”, ira
garantir maior seguranca e acerto da terapéutica antimicrobiana, a ampliacdo de
opcoes terapéuticas, além de poupar farmacos de maior espectro (BrCAST, 2021).

As diferencas encontradas na comparacéo da interpretagéo do ponto de corte
do teste fenotipico dos comités CLSI e BrCAST para os antimicrobianos beta-
lactamicos (ceftazidima e cefepima), ciprofloxacina e cloranfenicol possivelmente néao
teria tanto impacto nas estratégias terapéuticas. De acordo com BrCAST estes
antimicrobianos foram categorizados como resistentes, jA& no CLSI, como
intermediario. Apesar da discrepancia da interpretacdo entre os comités que levou a
categoria diferentes, considerando a conduta médica frente a categoria “I” do CLSI, a
provavel decisdo terapéutica seria escolher um antimicrobiano categorizado como
sensivel, 0 mesmo aconteceria com o resultado clinico resistente obtido pelo BrCAST.

A mesma situacdo, provavelmente, ndo aconteceria com a diferenca de
categoria frente ao antimicrobiano sulfametoxazol-trimetoprima. Pelo efeito
intermediario interpretado pelo CLSI, o antimicrobiano em questdo ndo seria a
primeira opgdo terapéutica, por motivo mencionado anteriormente; ja pelo BrCast,
como o antimicrobiano foi interpretado como sensivel, a sulfametoxazol-trimetoprima
estaria entre os antimicrobianos de primeira op¢ao de tratamento.

Aliando aos resultados do perfil genético das amostras analisadas, é
importante alertar que na MGN sensivel ao antimicrobiano sulfametoxazol-
trimetoprima conforme o BrCAST foi identificado um marcador genético (gene tem),
gue esta associado a perfis de resisténcia antimicrobiana altamente diversificados
(RAMOS et al., 2020). E dependendo do contexto clinico, poderia gerar uma falha
terapéutica, se fosse levado em conta somente as caracteristicas fenotipicas. Esse
erro também reforca a necessidade de complementacdo de testes genotipicos em
estudos de vigilancia da seguranca do alimento com foco em RA.

No entanto, ndo € possivel avaliar a possibilidade de ocorréncia de
caracterizacao genética em MGNSs categorizadas como sensiveis pelo parametro de
CLSI, ja que as MGNs categorizadas como sensiveis ndo foram incluidas para a

analise genotipica, o que limitou uma visdo mais ampla desta ocorréncia.
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Estes achados reforcam a necessidade de um sistema TSA globalmente
harmonizado, que seja acessivel e disponivel mundialmente. Com relacdo aos
critérios, os dados do BrCAST sado representativos das praticas internacionais e
estudos epidemiolégicos, além de fazer determinadas adaptacbes para realidade
brasileira. E urgente a necessidade de projetos para implementacdo padronizada de
testes genotipicos confirmatérios de mecanismos de resisténcia, em laboratorios
clinicos, que garantam a seguranca do humano, animal e ambiente, assim como a
inocuidade do alimento. As diferentes interpretacdes dos critérios, além de poder
influenciar na escolha da terapia antimicrobiana, podem também alterar os perfis

epidemioldgicos e assim dificultar iniciativas mais amplas de vigilancia da RAM.
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8 CONCLUSOES

A partir da metodologia utilizada foi possivel recuperar a MGN-RA, permitindo
manter alguma dindmica de integracdo do conjunto de bactérias presente em queijos
ofertados a pacientes hospitalizados.

Os queijos analisados apresentaram MGNs com elevado potencial de
resisténcia fenotipica a diferentes classes de antimicrobianos em uso clinico; assim,
0s queijos analisados podem desempenhar um papel importante como reservatorios
e veiculadores de BGNSs portadoras de diferentes fenotipos de resisténcia.

O BrCAST mostrou valores mais conservadores para pontos de corte dos
halos de inibichio com interpretacdo maior de categorias resistente, quando
comparado com CLSI, que mostrou maior nimero de categorias intermediaria.

A diversidade e ocorréncia dos elementos de resisténcia de relevancia clinica
detectado em queijos foi elevada, sendo cinco codificadores de resisténcia e dois
integrons. A deteccao de genes de resisténcia e integrons sugere um reservatorio de
determinantes de resisténcia na microbiota do queijo que pode ter adaptacdo e
transferéncia horizontal de genes facilitada por elementos genéticos méveis.

Os resultados mostraram alto nivel de resisténcia fenotipica e genotipica a
diferentes classes de antimicrobianos utilizados no tratamento empirico IRAS. Os
queijos ofertados a pacientes internados em hospital na cidade do Rio de Janeiro
podem atuar como um reservatorio genético para que as bactérias ganhem novos
genes de resisténcia aos antimicrobianos e, portanto, contribuam indiretamente para
o problema da resisténcia aos antimicrobianos em ambiente hospitalar.

Conclui-se que queijos servidos em unidade hospitalar podem ser
reservatérios de amplo contelido genético associado a resisténcia de diversas classes
de antimicrobianos. Este estudo confirmou a presenca de genes associados a
resisténcia de beta-lactanicos (genes ctx, tem e shv) e tetraciclina (tetA e tetB). A
deteccao dos integrons (classe 1 e 2) nestes queijos podem revelar a capacidade de
disseminacéo e adaptacdo de BGNs comensais patogénicas.

Como perspectivas de trabalhos futuros, para a garantir a oferta de alimentos
seguros em ambiente hospitalar, sugere-se investigacdes da ocorréncia de resisténcia
aos antimicrobianos a partir de outros alimentos servidos aos pacientes internados,
como também a vigilancia de rotina da analise, inclusive molecular, de amostras de

alimentos com foco em RA. Também seria recomendado a padroniza¢ao de processo
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térmico prévio dos alimentos de elevado risco, como queijos, servidos a pacientes

hospitalizados, que assegurem a qualidade microbioldgica do alimento.
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Resamo

A resistéincia bacieriona o antimicrobisnos £ um dos grandes desafios astumis pamn salde piblica. Uma imporionie
preccupagde € o alimentacho formeckda em ambienie hospitalar, por sua copocidade de poder veicular genes de
resiténcia aos andmicrobdanos. Esse estudo teve como objetivo avaliar o resisténcia antimicrohisna, € camolenizar os
genezs de resisténcin de bactériss gram-negnives na microbion de amostms de qoeijos servidos a paciemes memados
em um hospital pdblico do Rio de Janeiro. Esin pesquisa utilizon oma metedologia pars captar 2 medorehdom. Gram-
NEgative resistents aos antimicrobiancs. O tesie de difos®o em disco e o resglio em cadeia da polimerase (PCR) foram
realizsdos para investigar, respectivamende, o ressiéncia fenotipica e genotipica de bactéries Gram-negativos =os
antimicrobiznoes testndos. As microbioins de todas 2 amostms de gqueijo apresemioram alia resisiéncia fenotipica. Em
61,5% des amposiros, 2 resisiféncE atingiu mais de nove antimicrobiones testadios. Cince  antimicrobdsnos nko
apresemiorum suscetibilidade em 100%G das amosoms snalisndas. Com exceclo do antimicrohisno ciprofloxacina,
foram enconiredos percentuais de resisténcin acima de 62% em todos &= ameosires, incluindo cefalosporing de quana
gerogido. Todes as amesires de quesjo abrignvam genes de resisiéncia. Foram enconiredos sete diferentes gemes de
resisiéncia, em 34 microbicies de bectérias Gmomenegatives, sendo eles: iar-f, -2, oo, shv, fem, dedd e s
Concluimos & presenca alsrmamie de genss potencialmente resistentes a amtimniorobionos em queipos servidos a
pacientes oncolégicos, indicandoe que esse alimento pode ser um veiculador de bactérns com genes de resisiéncino em
ambicnie hospitalar.

Palayvras-chave: Resisiéncia bacierianz; Alimento; Antimicrobiana; Baciéria Gram-negativa: Infecclio hospitalar.

Abstract

Bacterinl resistance to antimécrobisls is one of the major challenges for poblic health todoy. An impcrtant concemn s
fizosd provided in a hospital environment, due to its shility bo rensmdt antimécrobial resisinnee genes. This stody aimed
o evolumie antimicrobdsl resistance, and chamoierize the resistence genes of grame-negative bacteria in the maorokdoin
of cheese samples served 1o patiems admiited o a public hospital in Rio de Janeire. This research used & methodology
o capiure the Gram-negative microbioia resistant to antimicrobials. The disk diffosion test 2nd the polymerzse chain
resction [PCR ) were performed 1o investigsie, respectively, the phenotypic and genotypic resisiance of Gram -negative
bacteria to the tested antimicrobdsls. The microbéoin of all cheese samples showed high phenotypic resistance. In
G2.5% of the samples, resistance resched more then mine tested snimmicrobials. Five antimicrobisls did not show:
susceptibility i 100MG of the samples smalyvzed. With the exception of the sntimicrobiol ciprofloxocin, resisiance
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percemizges above 6% were found m all semples, incloding founh-gensration cephalosporin. All cheese samples
harbored resisinnce genes. Seven different resisionoe genes were found in 34 microbioin of Grame-negative bactenia,
mamely: ined, meX, oo, shr, sem, fecd and rer. We conclode the alarming presence of potentinlly sntimicrobial-
resisizmi genes in cheeses served o cancer patiends. medicating that this food maoy be o camier of hacterin with
resisianoe genes. im & hospiinl environmeni.

Kevwords: Bacterial resistance; Food; Antinnicrobial; Gramenegainee bacterin; Hospital infection

Hesamen

La resisiencia bacieriona & los antimdorohisnos es unos de los principales desafios para la salod poblica en la
actunlidsd Una precoopecidn imponanie es b alimentsciin proporcionadn en un ambienie hospialario, debido a su
copacidsd pars transmitir genes de resisiencia o los animicrobionos. Esie esiodio fuve como objeiive evaloar la
resisiemcia aniEmicrobiana y corecterizar bos gemes de resisiencin de bacierias granmegativas en la microbiods de
muesiras de queso servides o pacienies ingressdos en on hospital piblico dz Rio de janeiro. Esta investigaciin wtiliond
una metedologia para capturar la microbiota Gram negativa resisiente a bos antimicrobiancs. La precka die difosidn en
disco y la reaccion en cadena de o polimersa (FCR) se realizaron pam investigar, respectivamente, la resisiencia
fenotipics v genotipica de las bacieriss Gram negstivas o los antimicrobiancs probados. Lo microbiot de todas las
muestras de queso mostrd una alin resistencia fenetipica. En el 62.5% de las muestms, la resistencia alcanzd o mds de
mueve anfimiorobisnos probados. Cinco onimmicrobianos no mosiraron sensibilidsd en el 1PS de s ooesias
amalipndas. A excepeidn del antimicrobisno ciproflocscino, = enconimaron porceniajes de resisiencin auperones al
6% en bodas las muestms. incluidas le cefalesporinas de coarta generaciin. Todas las muesires de goeso albergaban
genes de resiwiencia. Se enconiroron skebe genes de resisiencia diferentes en 34 miorobiotas de bacierias Giram
negarives, o saber: e[, dore2, oo, sber, som, sl y ferl. Concluimos s alsrmente presencia de genes pobencialmenie
resistemies a los antimicrohianos en quesos servidos & pacienes con cincer. lo que indica que exte alimento puedse ser
ponador de bacterias con genes de resistencia e un ambéende hospitalana.

Falabras clave: Resisiencin bacienana: Alimentn; Antimicrobiano; Bacieras Ceram:-negarivo; Infecckin hospimbaria.

1. Introdugfo
A resisifncia sos antimicrobisnos & aponisda pela Organieacio Mundial da Sadde (OMS) como uma preooupanis
amesca pars @ side humana, sendo responsdvel por aumentos ma morbimortalidsde, nas mtemagdes hospitalares prolongsdas
& oo aumento dos cusios nos servigos de sabde (Collignon, 2000 3; World feafih Orgoecmiion [WHO], 2000y & globaliragho, o
umn insdequado de antimicrobionos na conmunidade @ no ambienie hospitalar, bem como seo uso excessivo na sgricalivra e
pecuiria. podem ser lisados. como os principais folores de risco pan disseminagho de baciimas resistendes o antimicrobdsmos.
(Manine & Rsbinowit, 202 O 'Neill, 2Hil4). Em geral, s pesquisas tém constatado wm aomenie ma incidéncia de backérias
resisientes, inclusive a antimicrobianos die amplo especiro e oos de descoberin mais recenie, mdicando que os mecanismos de
sdapinciio des bactérias 1ém avancado numa velocidade superior i capacidade de descoberin de novos medicamenios (Cernen
ot ol 2l Kaye & Pogue, 3015). Meste sentido, as baciérios Grame-negativas ifm se revelado um imponianie desafio pam o
servigos de smide, pois além de possuirem uma membrems exviracelular qoe |hes conferem maior resisténeia, posswem
carnieristicas infrinseras, como o afio das bombas de efluxo, qoe impedem qoe agenbes antimicrobianos atingem seu alvo,
permitindo sus ripids disseminagio (Randall et al, 2003
Inicialmenie, &= baciérins resisicnies eram mais resiritas oo ambicnie hospitaler, mas agors podem ser enconmdas
om todos os lugares, como no mein ambienie, em seres bomanos, em animaik, na dgos ¢ s alimenios {Crganizacio Pan-
Americena da Sadde [(WA], 2000y Os almenios, em especial. #8m sido comumente negligencindos como  veiores.
irensmissores de genes de resisifncia pam os seres homanos. Ko entanio, os residuos douso indiscrimmado de sntmmicrobionos
na produgie de smimais e alimenios temn conmbaido para seleglo de baciénas resistentes, ¢ devido ds propriedades miveis de
resisiénein, a ransferéncia pode ocorrer stmvés do cadein alimendar, o que somenin os riscos & sabde do homem: | Baranh &
Bagaran, 2019; Koch et al.. 2017: Nisha, 2008)
Ko imbiin hospitalar, o consomo desses alimendos conimminados por bactérias que shrigem genes de resisi®ncia
amimmicrobiana, pode ser particularmente perkgoso em funcho de faiores de risco encontmdos ma populacks hospitalieada, oomo
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por exemplo, a fragilidsde do sisems Imuncddgice ¢ as medificsoes da consthuigao microblana nawursl doo o
gostroimicsimal (Lund & O°Bren, 2001; San Millan, X18). Pacienies mais frigeis em unidades de teropin inlensiva,
neanoiclogin © oncologia, sbo os mais afetados por infecgdes hospialeres. Troinmentos no combaie ao cincer, como &
quimicicrapia ¢ realizacho de ciurgia de grande porie, podem ser comprometides na suséncia de antimicrobiancs eficazes
(W HLC, 20200

(0 teste de sensibilidode antimicrobiana & crocial pam orientor & escolha terapémica, o mais difondido entre os
Iaborziirios clinkcos, € o teste femotipico, o qual a partir do fesie de disco-difusio, & realizsdas 3 medigio dos didmetros dos
halos de mibicho do crescimenta bacieriano (Dhdelot et al., 3002). Os valores obtidos sio imerpretsdos de scordo com a
escolha dos ponto de coste, definidos por comités intemackonais, tais como o Cliteical and Labowarery Stomdands fesrisure
(CLSI) e'ou o Exropear Commimes on danmicrobio! Susogpribiiy Teving (EUCAST)L ¢ especificamenie, para cadas espécie e
sgemie antimicrobiana, o sensibilidade & categoricnda em sensivel, intermediino ow resistente (EUCAST, 22, CLSI, 2022).
Mo Brosil, em H015. foi orado o Comitd Brsilero de Tesies de Susceptibilidsde Antimicrobiana (BrCAST), ¢ por
seguimenios desde comité, em 2019, foi padronizsdo o wso macional das diretrizes do EUCAST, tendo como base os
documendos da versdo bmsileim (Secretaria de Vigilincin em Swdde, J008; Srocfion Committes on dnseeicroddal
Seerceprthiliny Tenting [BrCAST], 2018,

Todavia, com o surgimento de novos mecanismos de resisiéncia bacteriana, nem sempre a carsclencacdo fenotipica
pode ser sufickente para confirmar o prezenga de um mecanismo de resistineia, sendo necessinc a aplicaghko de téomicas
madeculares, pars carserizagho genmotipica, que sk capazes de detectar os genes responsiveis pelh codificagho dos
mecamismos de resisténcim (Didelod e al, 2002) Apesar de ainds escossn, é crescente o imieresse por pesquisa de genes de
resisiéncia em alimenios (De Poula e ol 2018; Peirmo o al., 2006; Silva et al., 2000; Trocado e al., 2021; Xiong et al,
2009

Em fungiio da alimentaglio fomecida oo paciente ser uma possivel fonte de comtaminagio hospitalar, & resisténcia aos
antimicrobianes apresentada por hactérias também & uma questio relacionada i seguranga dos alimendos. Desta maneim, ez
posquisa teve por objetivo analisar o resisténeia sos aniimicrobiancs &m microbioins Gram-negativas (MGN) de queijpos
servidos em ambiemie hospitalar, & fim de coniribwir pars o elshoragio de mecanismos de prevenciio ¢ controle qoe mimizem
0% cfefios negativos desie grove prohblema de sadde pablica.

2. Metodologia
Amosiragem

As omosires de queijo foram coleindas do servigo de ningio de um hospital pablico em oncologin na cidade do Ko
e Janeiro-R). Pam cada tipo de queijo foram coletados dois lotes'marcas. diferentes, iotalizando oito amostras. As amosirs
foram tmnsponzdas em recipientz témmico, em um prge maxime de dus homs, pam o Labonmtdrio de Controle
Microbiolégico de Alimentos da Escola de Nutrigho (LACOMEN) penencente o Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro | UMIRHD).

Avalingho da Resisiéncia Fenodipica
I = Pré-sefepio

As onilises foram realizadas de scordo com a metodologis descrita por Sibva et al. (3031, Seguindo 2 memdologia,
forami colocados 250g = 02 de amostra em 225 ml de caldo Gram-negstivo, que tem por finalidade o enrguecimento
seletvo para o cultive de organismos Gram-negativos (Hidedia, 2011). Posteriormente, foram inoobados & 359C + 2°C pars

3
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présenriguecimenio por X4 hores. Apds esie periodo, pam a pré-selegio de microbioia resiienie, foramo ransferidos S0
microlitros do caldo enniquecido parn fubos contendo 5 mil. de caldo ripiona de soja < TSR (Oxoid. Reimo Unido] & disco de
aniimicrobiono (Cxoid, Reine Unido) {Centers jfor Diveare Conral and Preveanon [COC). 2009). Forem selecionados onere
tipos de antimicrobionos, sendo dex deles disiribuidos dz forma & representar coda classe da classificagho de Ambler {Ambler,
1980y ¢ um sniimicrobiono monchectimion, @mica clese deniro dos beis:lociimicos nbo mcluida ma clssificacio. Os
amiimicrobionos selevionados forame cefepima (30ug), ertapenem | gl gentamicing | 10pg). smpiciling {1 0ug), smpiciling-
sulbactam {10/ 10pg). cloranfenscol (Mpgl ietraciclma {30upg), ciprofloxacing (Spgl, cefiaridima (30ug), sulfametocaends
trimetoprin | | 2523 75ug ) @ artrecnam | 3pgh A ctapa de pré-seleqdo fod realiznda em mplicsta.

2 = Selegile de resistémoia

Apais 14 hors de crescimenio, os tobos goe apresentarsm borvag o forem qualificados para a avaliagho da resistiéncia.
Pars esta svalinglo, foi feitn oma adapiacio da técnica de disco.difosio: am plom de agar MacConkey, uma algada (10
microditros) foi inoculsda. de maneirs a formar superficie homogénea. objetivando um meio diferencial e levemente seletive
para bacifrins Gramsnegaivas. Ma superficie da ploca recéme-semesda, foi cobocado wm disco de antimecrobiano, da clesse
selecionada, & em segukda, levada & esiufs o 33%C + 2°C por 16-12 horas (CTC, 2009 CLSL 200%; Silva e al., 20200 Apds o
perindo de incubagko, o dEmeinos das rones de mibicho das MGN forem medidos ¢ mierpreindos, como sensivel, resistendes
ow intermedidria, de acordo com os pardmetros CLE] para famila Ensercbactonaceae (CLSI, 2022). Ox resulindes foram
comparsdos com a inlerpretagks dos pontos de corte defimidos pelo BiCAST (BrUAST/ELUCAST, 2022)

Avalischo da Resisténcis Genotipica
I = Extrapie de DNA

A extragkn de DMA das MGN clesificadas como resistentes ¢ intermedidrics foi realizada de acordo com 2=
instrogiies do fsbricanie do kit comercial pam extragho de DNNA gendmico de bactérias Grame-negativas EasyPure® (mznomic
DA Kit { Tran=(GEM, Pequim, China).

2 = Remple ewm cadela da palimerase - PCR

A coracterizacbo maolecolar de genes des MGM doi realizada por PCEL A detecobo de genes de resisténein foi analizsds
a partir de prmers especificos sinietondos pely Eurofing Genomiécs (Ebersherg, Alemanba) e fewirrogew Thermo Ficher
Scienrific (Califémia, Estndos Unidos), com baze no perfil de ampliaghe des sequéncias de mucleotidens publicados
previomente ( Aximid et al., 200 5; Coveco et al., 2006 Dallenne et al.. 3000 Guo et al, 2005; Lone e al., 5005 Leflon «Ciuiboat
et al., 200:4; Poarel & al.. 2001 Os produtos da PCR foram analisados por eletraforese em gel de agarose & 0.9%% oom uso de
corante Sive frroen Loading Dye 1 (LGC Bioteonologis, Bragl) e mercsdores de peso molecular (100 pb DA Ladder -
Invitrogen, ELA) a wma voliagem de 90%. A vismlizaphe do gel foi realonds em ransiliminador de olirevickem (L)
(Forlab, Breil)

Treze genes de resisiéncin o sntimicrobianos foram selecionados: flactimicos (v, tem, oir ¢ oor ) ietraciclimes {wecd
& rerlf ) carbapenémicos. {onr-48 ¢ kpo). sisema genético de integrons (e[, w2 e dor-3), resisténeia ds polimixinas {mcr{) ¢
resisténcin aos desinfetantes (FacAE L A trisgem de PCR pars o= primers selecionados foi feis em odes MGR, exceio pam
o0& genes eid ¢ rerli, rastresdos somente em MGN resistentes ao antinvicrobisno tetraciclina.
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3. Resultados e Discussio
Hesisténeia fenobipica

Mo ctaps de présclechs, 4.3% des MGN spresentarsm turbider por orescimento mécrobiano, indicando wm
mecanismo de messifncia. As MGM opresemioram ssceptibilidade o dois tipes de antimicrobanos de amplo especiro,
ciprofloxacing (80%%) e clorandfenicod (%)

A ndlize da suscetibilidsds, com a imerprelagie dos ponios de corte, demonstrou que & MGH de todas as amestres
de queipo mantiveram alin resisténcia fenotipica, voriande de 54 5% o 100% (CLS1 3022). Denire os guinze smosims goe
spresentaram resultados suscetiveis, cinco foram suscetiveis na ctapa de pré-selegho ¢ dez, na etapa de interpretagio do teste
disco-difosbo.

Do (9.1%) das MGN analssdes foram clhssificadas como intenmedidnas e, de acordo com o CLE] (2022), indica
que a cocentragdo de antimicrobiane, capaz de inibir o crescimento bactemano, alcangs niveis sanguineas & tecidusis, porém,
i inxns de resposia sbo menores do que para isolados secetiveis, significondo um cenio grou de moeriera m sus eficicia
ierapéutica. Sendo as<im, corsiderando o resisténcin mermediina, nesie estudo, & caiegoria intermediira, foi somada a de
resisio me.

Contemnplonds os pesultadios por antimecrobiancs, de um toinl de onee antimicrobianos iesiados, alarmantemenie,
cinco nbo apreseninram suscetibilafade em 100%6 dos smostres de queipo (ompicilma, ampicilima-sulbacinm, gentamicing,
ceftaridima + sulfametoxnsol-trimetoprima). Os antimicrobisnas clomnfenicol ¢ tetracicling, chegaram a tolaloar resisténcia
em &7 5% dos amosires de queipo, segusdo pele eriapeneme que spresenton 75% As distnibuigdes dos percenfuais por
antimicrobiane estdo disposins na Figura |. Percentusis ainda mais elevados foram encontrades em um estudo que avaliow
resisténcia em qoeije mins frescal, onde 100% das amostras apresentaam resisiéncis oo carbapenémico entapenem (Silva et
al, 2020). Apesar de memor, o percenfual encontmde nesin pesquisa tombém ¢ preccupanie, considenando que os
carbapenémicos suscetiveis 4 familia Esrercbacteriacear estio mcluidos na lista global de patdgencs prioritirios pars o
desenvolvimenio de pesquisa de novos antinmiorobianos (WHO, 200 7).

Figura 1 - Resizténcia fenotipica por amostra 3 queije de acordo coms o entimicrobianos testsdos.
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Um estudo realizado na Esloviguia detecton 5%% de resisiéncia antimicrobizmna em isclados de bacténias isoladas de
leite e produtos ldoieos, sendo o ampiciling o aniimicrobiano mais comum s0 qual & bectérias expressaram resisiéncia. Em
nosen esindo & ampiciline nbo spresenion  suscetibilidode em 100%s das amostms de gueeijo. A resisiéneE o owiros
antimicrobianos testados também fod menor do qoe em nosso estudo, 17.3% das amostras forem resistendes & detracicling &
3.1% eram resistentes oo cloranfenicol (Hizba et al., 2005, Assim como em nosso estudo. Milsson (2021 observou que
isnlados de copas bacierionss de goeijos suscos opresenismm ressiéncia & ampiciling ¢ ao clorandfenicol. Em ouire estado. que
avaliou presenga de Sigphylococons Amrews Besisrenres @ Mericifima (WR3A) em beite e produtos ldoteos produzides no Egito,
foi detectado aho nivel de resisténcia (52%) sos antimicrobianas. Penicilima e tetracicling cormesponderam, respectivamente,
R7.9%% e 65, 7% (Al-Ashmawy et al., 2006}

= antimicrobismos, cefepima & arireomam, ambos indbsdores de f-lactameses, apreseninmm ressiéncia de 62.5%. O
menor percentual fioi de 37.5%, sendo observado m soscetibilidade do antimicrobiana ciprofloxocina. Diferentes classes de
amtimicrobionos apresentoram resulisdos intemmedidnos, o agene bacieriostitico cloranfenicol apresenioe o mabor peprentual
(37,5%:]). Ressalis-se goe, com excepbo do ciprofloxacing. foram enocomirados percentoai de resisiéncin sos antimicrobsnos
acima de 62% em todas as amosins, imcluindo cefalosporing de quana gerogio. Cepas de bacténias Gram-negativas resistenies
& antimicrobiancs foram iscladas de distintes amostras de queijos que expressaram resisténcin a diferentes classes de
amimmicrobianos, demonstrando meilisples resisiénens i animicrobianos enive os. molados (Chentien e al., 20095

Comparando critérios de inferpretagiio dos poabes de corie

Foram comparados a imterpretagdo dos ponios de interrupglo parm ssscetibilidade estsbelecidos pelas classificagbes din
BriCAST (BrCAST/EUCAST, 200Xy ¢ CLSI (CLSL 2022). Foram exchridos os resultados de suscetibilidade do pré-iesie
(m=5), aszim como, os testes de resisténeia & tetracicling (n=8), poiz nio hi parimetro parn este antimicrobizano no BrCAST
para familia Emerabacienaosae, sendo considerada o todal de 75 BMGR.

A utilizagho da padroncaghe BrCAST & wma nova realidsde & pode spresentar diferenges em relaglo ao CLSI, neste
estudo as vamagdes entre os onidénos forem observades ewire os antimicrobianos (Figum 2). Apesar das taas de resisiéncia
observadas serem elevadas pam ambos os critérios, esse ndmere seria ainda makor == fossem adotades o pontos de conte do
BriCAST, represeniando resisiéncia em 84% das MGMN, enquanto o CLS] apresentow 77,5%. A malor discrepineia enire os
percenimis foi ohservadas na clessificagio “inermedidnos”, onde beseando-se no BriCAST redurina basismie, passando de
10.7% no CLS1, parn apenas |, 3% Essa discrepincia, se di principalmenie, na diferenn da classificagdo de resisienies enire
0% dais parimetros. Os suscetiveis mantiverame-se semelhantes, representando 14, 7% no BrCAST em comparscio com os 1 X%
microbioin: smcetiveis do CLS1 Resulindos semelhantes foram observadios no estodo de Silva et al. (30200
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Figurn ¥ = Varingbes na suscetibilidade de soordo com CLS] & BrCAST.
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Analisando os antimicrobianos selevionados parn esie estodo, observou-ze diferenca de percentosis de classificagbes
frente & cinco aniEmicrobianos. (s antimicrobismos cefepima. clommfenicol, ciprofloxacing e ceftaridima apresentoram
diferengos alierando & classificapho d pesistende, de scordo o BrCAST, pam intermediinio, de soordo com os parimetros de
CLSI O emtimvierohiano sulfametooazol-trimetogrima fol o dnico goe spresentou fendtipo sensivel seguindo crivrios da CLS1
& intermedsinio, segundo o BriCAST. Uma outra diferenga enire o5 comiiés & concestual, 0 BriCAST redefinin o conceito da
categoria imemmedidria, como “Sensivel Aumentndo Exposicio®, existindo elevadn probsbilidsde de sucesto terapéwtico.
Diferenie da interpretagio do CLSL ji mencionado nesie esbodo, a coicgona “nio sensivel® no BrCAST sbrange spenes
baciénas resisientes (BrCAST/EUCAST, H21).

Em geral, foi possivel svalisr qoe os pomios de corte dos halos dos enitérios do BrCAST, demonsiraram maior rigor na
classificacdo como resisbente, quando comparade sos resuliados do CLSL

ResistEncia (renstipica

A exrogde de DNA ¢ PCHR foram realizades com 73 microbéoins Gram-negativas, classificadas como resistentes ou
intermedidnos nos testes. ameriores. Para coda amostra de DMA extraida, foi tesinda a presenga 3 |3 genes de resisiéneia. A
Tabels | mosirs o percentual dos genes entre as amostras de queijos e as MG,

-~
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Tahela i= Percentoal de gemes por amostras de queijo e microbiotas Gram-negatives (MGN).

Gene Amaosiras MGH*

e f 30,0P% (47E) I 1% (&/T3)
=2 50,07 (478) B.2% (673}
ol 37.5% (31) 5,3% (673)
sy 37.5% (1) 6, 8% (673)
e 62 5% (47E) 9, 6% (673}
petl L25% {1/8) 12.5% (L/E)
vl 37.5% (118) 31.3% (3E)

iGN - microbiotas (am-ocgabivas. Fonic: Auiors.

Por meio das andlises dos resultados da PCR, pode-se observar que todas as amostras de queijos continham. pela
menos dois dos genes de reisbénein pesquisados. De forma preccupante, forem deiectados ¢ nove genes de resisiéncia

diferenies em 5% das amosims, o restanie das amosims varion entre dois a inés genes de resisiFnoia.

Foram encontrados sete genes de resisténeia diferentes, sendo eles: ins !, w2, o, sl dow, tetd e e, totalizando

34 microbin@s Gram negativas com presenca de penes. Os genes ine-§, kpe, owe, avg-d8 gacEAl ¢ more) nio forsm

enconirados nas amosirns (Tebels 21

Tahela 2- Disinfuigks dos genes por antimicrobiano presentes em microbictas Gram-negativas extraidas das amostms de guetjo.
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(% integrons sio definidos comio elementos genéticos mdveis que ohrignm cassetes de penes que podemn codificar

gEnes parn 4 resisiéncio antimicrobisng, tendo wm papel mportante na condribuicio pam a empla disirbuicio ¢ dissemnagbo
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do resisbincia antimnicrobisna, enoonirsdos principalmente &m bactériss Grame-negatives (Ghaly et al., 3007; Mielken et al,
20015 Xiong et al, 20019). Em nosso estudo, a prevaléncia de imiegrons enire os amostras foi preccupande, wr-0' e imi-2 forem
detectados em 507 das amostms de guetjos. Silva et al. (2020 encontraram resuhados sinda maiores em andlize de amostras
de goeijo mimas frescal. em que mosirow o presenca do dnr-J em 93, 5% des amosins, enguanio o inrf=2 foi delectado em 73%
idas amosiras, De Paula et al. (201 %) também cbservaram valores preccupanies, de imwi=d em T7%%, ¢ dnr-2 em 97% das amosires.
Meste estudo no foi detecindo o ing3, bem como nos dois estodos citados aniericmmente em comparagio. Mo ovanmo, wm
esiudo realizado com amosires de bedies onos na Turguia revebon o presenga do derd em 51.6% isolados de P asrugimasa
(Kairekei et al., 20064

Apesar da mesma frequéncia entre o er-f' @ d-? em nossas amosirss, dentre gs classes de inlegrons descrites em
leroturn, & classe | & o mais prevalense, pnncipalmente em esbodos clinicos com foco emo microrgandsmos. Gram-negativos
(Dengg e1al., 2005

U destmgue emportante fod que, dentre os genes detectados, dar-J e (w2 foram os goe apresentaram maior nimero de
resisténcia entre s classes de antimécrobiancs estudadas. Adicionalmente, o dnica microbiota da amosra de queijo qoe
gpresentou resisténcia fenotipica o uma cefalosponna de quarta geragdo (cefepima), abrigava um far-2. Os achados neste
estudo cormoborem com a hipdiese de gue alimemos come o queije possam aboar como reservatinio pam clemenios genéticos
miveis, de forma o tremsportar genes de resisténcin o diversos andinmiorobianos.

Em meio nos mecanismeos de resisiéncia aos animmicrobanos de baciéniss Gram-negativas. & fi<lociamase de especiro
estendido (ESBL) s destacam por possuir potencial parn degradar cefalosponmas de 3 e 4° geroglo. sendo cancterizadas
oom endémices em Enrerobactericane isoladas smsocindas o hospitak ¢ adguiridas na convonidade [ Castenheim et al., 2021).
Em especinl. no smbéenie hosprialer, onde & pressio seletiva sobre ns bactéries & maior, sio consideradas wma gramde
preooupag o (Hayashi et al., 2021).

A maioria das ESHLs ko codificadas por rem, sfv & coe-A0 (El Salabi &t al., 2003 ). Entre as amostres analisadas neste
estudn, 87.5% das amostras apresenmram pedo menos a presenga de om gene codificador de ESHL investigndo. Ocorrew a
predominincia de tem (65%), seguido por o 2 shy, ambos apresentaam o mesme pereentual (38%). Mossos resultados extia
de scorde com o estudo de Paula et al. (2018 no qual o gene fem foi o mais comam, em 91 4% das smoestras. Silva 21 al
(2020 ohservarsm o gene 5liv como o mais frequenie, presemie em 73,3 des amosiras. Também fod enconirado maior mamero
de gene shy, em andlise de sucos de fruies coletados em ambienie hospetalar. Weste esbudo, os awiores também wiilzamm a
sdapiagio do métedo de seleglio de bactéries Gram-negativas (Trocedo e al., 202 1)

Imporinnie ressalisr que, em oma des MGMN que abrigava o gene feme, segundio o LS, teve classificagho fenotipica
‘oom resisiéncia infermedidna 5o aniEmicrobiano solfaneioxazol <mmeioprima, no entanio na iniepreingio do pondo de cone do
BriCAST. foi clasificadn coma sensivel.

Das seie diferenies MGM de resisiéncin 2 antimicrobionos em qoe o gene fem foi detecindo, irés foram de uma Gneca
smosina de qoeijo ¢ apreseniovem coexisténem com o gene 5By, Cwiro ponie mporionie, foi que esse gene apresenion maor
resisténcia a0 sulfametoxazol-timetoprima, antimicrobians ndo beta-lactimicn, assim como o gene o fol principalmente
detectads nes MGH resistentes @ tetraciclima. Korebei e al. (20016) detectiou £ coli produtores de ESBHL resistenies d
tetracicling e sulfametoxaod arimetoprima. O estude de da Silva Abrea et. al (2021) demonstron & maior contzgem genes beta-
Iactémicos nas microbiolas resistentes & tetracicling, seguidos pelas penicilinas.

= penes de codificogio de ESHL =io frequentemenie deteciados em plesmidecs e elementos genéiicos miweis, como
sequéncias de insergho, indegrons ¢ iransposons. conferind o miiltiplos co-ressiEncies & ouirss cleses aniimicrobianas (Poierson
& Bonomo, DMIE; Xu et al, 2015). As enzimas do tipe ESBL oo, estlo amplamente difindidas e desde o inkcio dos ancs

2(x0, fioram reconheridas como o gnpo ESBL mais domnanie, substivoindo fem e sév. Amnda que exisiam oppies terapéaiicas
';'
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para isolados portadores dessas enimes, o combinagio dessas enzimas em isslados com owiros mecanismos de resisténcia
podem limitar 2 atividade de agentes mais novos (Castanbeim et al., J021).

Embora os marcsdores de resisténcia § tetraciclng analisados emi nosso estudo, ndo tenham sparecido como os mais
prevalenies nos omosires smalisades, merecem siengio. Visio que, & ietrecicling & um fmneco frequeniemente wileado em
animais crisdos para produgie de alimenios e, no Bmsil, a venda desse antimicrobiano pam use animal nio € controlada
(Bamos, 2021). Um estodo gque avalion & presenga genes de pesisbénem em isolados de E. ool paiogénicas provemienies de
bovinos em dois paises ewropeus, idendficon os genes feid e e como ox mais prevolentes, em maois da metade das cepas
anzlisadas, destacand o polenciais risces 3 sadde associados oo consumoe de alimentos de origem animal { Tabaran et al., 2022).

Do boinl de omosires analisadss, 15% ¢ 33% obrigavam os genes ferd e e, respectiivamenie. Em consondncia sos
nosxos resulindos, esindos encontrarem marcadores de resisiéncin ds petrociclinas em diferenies amosires de queipo minas {De
Pauls et al |, M E; Elkenany et al , 2027 Hammad et al, 2023 Silva e al., 20000

Kephoma des MGHN analisndas carregevam os genes kpe, any, anr-d8, mered e gocEAS. Amds qoe seja mmo o
investignplo desses genes em prodivios lécteos, o presenga de marcadores de resiciéneia para os fi:loctémicos, foi enconimdoe o
gene anr-d8 no estudo de Silva et. al (2000}, ¢ em sstudo mais recente, realiendo na Tarquia, os genes kpe ¢ aa<d¥, foram
identificados em solodas de amostras de leite cro (Uyenik et al., 3022

Umia outrs grande preccupapdo de sabde piblics & o gene de resisténein & colisting (mer), droga de dltimoe recarso
cantra imfeopbes letmis. Megy et al. (H021) em um estuda de revisio, chservaram que apesar da presencs desse gene em leile e
produtas. lécteos ser subpesguisads e, quando pesquisado, mdicar baixa mcidéncia, doi deteciado em andlises de produios
lictens, em quase tndos a5 contimenies.

4. Conclusdio

0 estda detectou a presenca alarmante de genes de resisiéncia sos antimicrobianos em queijos servidos o packenbes
hospiinlizados, reforgands a impontincia de esratégias de vigilincia sobre o coniexio do alimenioe como wma fonde poiencial
para o disseminagdo de bactérias resistentes a antimicrobians, Um cutro destaque neste trabalhio, foi o divesidade de genes
detectados, o pantir do méindo de seleclo de miorobiota Grame-negativa.

Comn perspectivas de tmbalhos fubonos, para & garontia da seguranga alimentar em ambiente hospitalar, sugere-s= o
desenvolvimento de estudos que investiguem & ocoméncia de resisténeia sos antEmicrobionos o parir de owtros alimentos
servidos aos pacientes imlemados, como ambém s wtilizagks do méteds de selepbo de microbiota Gram-negativa inentando
ampliar a detecgldo da resistiéncia antinnorobiana.
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Resistance to B-lackams among GNBE-BL makes the treatment of bacterial
infections increasingly limited. Foods consumed raw can be reservoirs for
B-lactamase dissemination and vectors of foodborne infectious diseases
in humans. The excessive and improper use of antibiotics in agriculture
aggravates the selection and propagation of genes resistant ko -
lactams. This dissemination is intertwined with several sectors linked to
Abstract: | the food production chain, with consequences for animal, human, and
envirenmental health. In this sense, measures to reduce the burden of
antibiotic resistance are important in middle-income countries, such as
Brazil, which has its ecomomic foundation in agribusiness. This review
aims to discuss the characteristics and dynamics of GNB-BL, main
contamination routes, and actions to mitigate AMR among GNB from raw
foods produced im Brazil.
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Impact Statement

Antibiotic resistance is one of the main threats 1o global public healih. Gram-negative bacteria
producing [-lactamases (GHNB-BL) in raw foods can iransmit resistance genes and cause infectious
diseazes in humans. The exeessive and improper use of antibiodics in agriculiure drives the speead of
resistance (o cssential antibiotics in reating bacterial infections, the [-lactams. This article reviews
the literature on the characteristica, dynamics, and routes of GNB-BL contamination from raw fioods
produced in Brazil. The authors also discuss posaible actions to mitigate antibiotic resistance among

GMBs from these foods.

Abstract

Resistance o [Flactams among GNB-BL makes ihe weatrment of bacterial infections
increasingly limited. Foods consumed raw can be reservoirs for [-lactamase dissemination and
vectors of foodborne infeciious diseases in humans. The excessive and improper use of antibiotics in
agriculture aggravates the selection and propagation of genes resistant to [Flactams.  This
dissemination is intertwined with several sectors linked to the food production chain, with
consequences for animal, human, and environmental health, In this sense, measures o reduce the
burden of antibiotic resistance are important in middle-income countries, such as Beazil, which has
it economic foundation in agribuainess. This review aims to discuss the characieristics and dynamics
of GMB-BL, main contamination routes, and actions to mitigate AMR among GNB from raw foods
produced in Brazil.

Kevwaords: Gram-negative bacteria; [b-lactamases; Anfimicrobial resistance; Raw foods; Food safiety,
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0 Imtroducthon
il Food can carry pathogenic biological agents that are dangerous 1o human health, Among
32 contaminated foods, those consumed raw have a greater risk of human exposure to these agents and
231 their toxing, which may represent an impostant source of human moghidity and mortality (FAD &
M WHOQ, 2009 CDC, 20233 The World Health Organization (WHOY bas estimated that the
25 consumption of contaminated food can cause illiness in arownd 600 million people and 4200000 deaths
26 each vear, which means an annual loss of 33 million disability-adjusted life years, Pathogenic bacteria
AT represent B0 of the burden of foodborme discases (FBDs) (WHO, 2015). The negative impact of
i8 FDBsa is agoravated by the resistance of foodbosme bacteria to antibiotics, with unfavogable
30 consequences for economic development, such as high healtheare costs and lost,
i Antimicrobial resistance (AMB) oecurs when bacteria can survive the action of the antibiot
Bl csused 1o treat them, increasing the risk of cornplications and death, According to WHO data from
B2 2019, AME is directly associated with more than 1.27 million deaths, and another 4.93 million indie
B3 ectly, and i5 considered one of the ten greatest threats to global bealth in the 215t century, with a gre
04 ater burden on bow- and midlle
b5 countrics (WHO, 20227, AME is a global health crisis, and without immediate inlerventions, by 203
66 0t could becorne the leading cause of death i the woeld (O'Meill, 2006; Walsh et al, 20230 In the
6T economic context, the Warld Bank has estimated that AMR could generate an additional annual cos
BE o health svatema of 1 billion dollass by 2050; and 1 to 3.4 billion dollaes in Geoss Domestic Produ
BO ot losaes per vear by 2050 waorldwide (Jonas et al., 20070
m Among the bacterial mechaniams related to AME s adaptation in reaponse o environmental
Tl pressure, either by mutation or by acquiring a resistance gene. [n addition to resisting the action of
T2 antibiotics, these mechaniams also drive the circulation of antibiotic-resistant bacteria (ARB) and
T3 antibiotic-resistance genes (ARG in various environments {Partridge e al., 20018).
T4 The rapid glebal speead of ARB and ARG is attributed to the misuse of antibiotics in clinical
75 therapy, along with veterinary use and food production (Vasoo et al., 2005). The use of antibiotics in
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livestock farming stands out as a key element in the rise of AME {Thompson et al,, 2023} High
exposure 1o antibiotics has facilitated the expansion of [-lactase-producing GMBs (BL-GMBs) in
climical aetfings, reaching natural ecosysiems |Bush, 2008}, The most critical BL-GMBs are extendaed-
specirum [i-lactamase-producing GNBs (ESBL-GMBs) and carbapenemase-producing (GMNBs (CP-
(iMBs), which top the list of critical priogity pathegens published by the WHO and are capable of
dominating the moat effective f-lactams used to treat muliidrog-resisiant infections (WHO, 2007).

Raw foods can be contaminated in primary production, including fruits, vegetables, and dairy
products, representing a dangerous human exposure route to BL-GNBs (Ben Said et al., 2015; Zhao
etal., 2022; Loeza-Lara et al., 2023} The growing expansion of BL-GNB4 is a critical issue in Brazil,
an important country in food production for national and international consumption. However,
information about AME hest and source trends is limited in Brazilian tervitory. Genetic monitoging
of potential AME vectors is essential for infection management (de Sowza et al., 20231 Thus, the
objective of this review was o discusa the characteristica and dynamics of BL-GMBs, main
contamination rowtes, and possible actions o mitigate AME among GMBa from raw foods produced
in Brazil.

N Ba, [Hactam and f-lactamases

Penicillin, an antibiotic effective in the treatment of several infections discases, was
discovered in 1928 but only becarne clinically available in 1945 {Tan & Tatsumura, 2005). But even
before this milestone in antibiotic therapy, a resistant sirain had already been documented in BGN
isplated from Escherichia coli in 1940 ( Absaham & Clain, 1940).

Antibiotic derivatives with an amplified spectrum of activity formed the [-lactam class,
composed of penicilling, cephaloaporing, and carbapenema. [Flaciams have the B-lactarm ring in their
structural core, which prevents the formation of cross-links between the peptide chains o form
peptidoglycan. With the dismaption of the cell wall, bacteria lose resistance to osmodic pressure,
leading to cell death (Sillavy et al., 20000, The most problematic resistance 1o fi-lactams is related o

the production of [-laciamases, which are enzymes that inactivaie [i-lactam antibiotics. With a
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102 relatively simple mechanism, [Flactamases are challenging due to their efficiency in resisting the
103 action of these antibiotics (Kim et al, 2023).

104 With the swccess of clinical efficacy, the extensive use of [-lactams was maintained, and in
105 ways that could not have been predicted, AMR advanced. After mastering the basic structure of
106 penicillin, the fight against AME began, with new derivatives that circumvented the action of [i-
107 lactamases (Bush, 2008) [n an attempt o circumvent the action of f-lactamases, combinations of
LOE  susceptible [-lactams with enzgyme inhibitors were developed (e, clavulanic acid, sulbactam)
108 {Drawz & Bonoms, 20000 Over time, resistance mechanisms have become more effective and
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sophisticated, so that, nowadays, bacterial strains have acguired resistance to almost all available fi-
lactams {Drawz & Bonome, 2010; Costa et al, 2015, Kim ef al., 2023). However, the fi-lactam class,
even today, has the greatest empirical coverage prescribed worldwide, due to its selectivity, high
tigaue perfusion, low cost, and safety profile (Stabek ef al., 2023)

CiMBs are a priority target in the fight against AMR due to their distinet outer membrane,
which makes them more efficient in surviving and adapting fo the selective pressures imposed by
exposure to [-lactams (Salahuddin et al., 2007 [-lactamases are distributed in diversity and
abundance i their cellular mateix, which may explain why the expression of inactivating cnzyimes is
the most significant AME mechanizsm in more adapied GNB (Bush & Bradfoed, 2020).

Iin the 1970, the rapid limitation of therapeutic options led to the constant monttoring of fi-
lactamase genes (Massova & Mobashery, 1998), Thousands of [-lactamases sequences have been
identified, as a single nuclestide mutation 18 enough o expressly alter their phenotvpic behaviod,
Therefore, it ia challenging to categorize [-lactamases inte families with related characieristics
{Ambler, 1980; Bush & Jacoby, 2000; Bush, 2023},

f-lactarmases are cateporized info 4 groups: penicillinases, cephalosporinases, extended-
specirum [Hlactamase (ESBL), and carbapencmases (CF). ESBL-GNBs and CP-GNBs are the most
worrying in clinical aspects, as they have limited or intractable therapeutic options, i addition 1o

comimonly presenting multiclass resistance. ESBL-GMBs are resistant to first to fourth-generation
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cephalosporing, while CP-GNBs hydrolyze carbapenems, antibiotics wsed in serious infections, as
well ag all their predecessors (de Souza et al, 2023 Vasoo etal., 2005).

ESBL-(iMBs are the most common causes of infections reporied in hospitals and the
cominunity; they eary a favorable genetic repertoire, which allows them to resist variows therapeutic
options and are not reatricted o hospital enviromments (Fuga, Sellera, Cerdeira, Esposito, Cardoso,
Fontana, Moura, Cardenas-Arias, et al., 2022 ESBL-GNBs CTX-M, 3HY and TEM represent the
most imponant ESBL-GMBs in global prevalence. The CTX-M-15 variamt is the rmost widespread
worldwide, propagated by clonal expansion and dissemination via ARGs in different species of
clinical, community, environmental and food origin {Bush & Bradford, 2009; de Oliveira Santos e
al., 20223, The main tvpes of BL-GNB genes, depending on each critical pathegen in the food chain,
are described in Table 1.

Although there are therapeutic drugs available to treat these infections, ESBL varniants are
wideapread globally, and increasingly adapting in response o the excessive and inappropriate use of
f-lactams. This panorama is a growing challenge for global health managers, as the evolution of
ESBL may reduce treatment options, and foree health services to resort to the restricted use of
carbapenems, currently peescribed in hospital settings for pofentially fatal infections, The greater
demand for these antibiotics can lead 1o the rapid evolution of carhapenemases and make moge serious

infections unireatable {Pavoe et al., 2000).

The complex pathway of clements determining reskstance to [FHactams in the food chaln
Humans are the largest contributor io the accumulation and dissemination of ARGs, with
approximately 83% of ARGS shared between outdoor habitats and human feces (Zhang et al., 2023,
Furthermore, anthropogenic actions in agriculiure can also have a significant impact on the
transmission of AMER {(Murray ot al, 2022; Brunn et al., 2022; Olam et al, 2023). Infensive food
production systerns wese deiven by the exponential increase in food demand due to the massive

growih of the global population. However, associated with a greater food supply, the excessive use
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134 of antibiotics bas established itself as an essential factor for vield amd better productivity {Saath &
135 Fachinello, 2008; Shahid et al., 2023}

L 56 Residucs and metabolites of active antibiotics, in subinhibitory quantitics generated by
137 agricultuse, podentially contribute to the worsening of AME (Shahid et al., 2023). In tum, the waste
138 onginating from this production, with BMGs and AGRs, can be deposited in the soil, directly or as
159 organic fertilizer, or even spread in aquatic environments (Tkhimiukor & Okeke, 2023).

L0 Liwestock farming is considered a potential “hotspot”™ for the dissemination and development
ol of ARG In animal production, antibiotics are added, in low doses, o animal feed or water, mainly
162 as growth promoters (Van Boeckel et al., 2009, The fransmission of AME in animal production
163 generally occurs through the consumption of meat, milk, and derivatives; howeyer, the antibiotic and
I6d  bislogical residues generated can follow infricate paths, allowing genes associated with AME 10 cinter
165 the food chain from the soil (kiofemilizer), air (bioacrosols), water (irvigation, efflucnts, sewage, and
lon matural resources), and’or direct fecal contamination. Furthermore, the wse of antibiotics in animal
167 products that are also used in human medicine can bead to the development of cross-resistance (Tiedje
L6E  etal., 2023).

Leo In agriculiuee, pesticides have been widely used to minimize cconomic losses in crops due o
170 pests {(Lima et al, 2020} However, although the consequences of these chemicals on lumsan bealth
171 and the environment are reasonably known, it is still unkonown whether microbial responses to
172 pesticides can trigger AMR {Ramakrishnan et al., 2009},

173 A owide diversity of [-lactamases are identified in plant tissues and surfaces, although [i-
174 lactams are net among the vital biocides in agriculture (Y .-J. Zhang et al., 2009} The natural
175 microbiota of plant products, in addition 1o hosts, produce their antibiotics (e.g., penicillin by fungi),
176 which exert selective pressure on endogenous ARGE along with natural intrinsic genes (Marinez-
177 Klimova et al, 2007).

I78 ARBa can live in symbicsis with plants, fixing nitrogen available for plant growith, in
179 exchange for habitat and nutrients. These ARBs are closely linked fo water, soil and air, and have
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different habitats in plants: colonized on the surface of leaves (phyllosphere) and around roots
{rhizoaphere). Onee colonized in these habitats, they can be absorbed into the internal part of the plant
(endoaphere), promoting the abundance and diversity of ARGs in edible portions of vegetables
{Chelaghma et al., 2021).

[-lactamases from food andior environmental sources can resist the digestive process,
colonize, and spread among commensals of the infestinal micoobioda, even in the absence of
antimicrobial selection {Zlow et al., 2022, In this context, food, humans, animals, and environments
ey have broad inferconnected and shared reservoirs, potentially accelerafing the oceurrence and
dissemination of ARGs among different hosts (Tiedje en al, 2023, CTX-M [-lactamases are
ubiquitous in sources throughout the food preduction chain and are commonly associated with mobile
genetic elements (MGES) {1 M. Ahmed, 20215,

Oither food additives wsed in agriculiure, such as heavy metals (e.g., copper, #nc),
disinfectanis, and pesticides, can play an important rele in AMR as a contributor and intensifier of

the selection of resistant bacteria (FAQ & WHO, 2009; Ramakrishnan ef al., 2019).

Mechanisms of transfer and adaptation of [Flactamases between food chaln nlches

BL-GMBs thar carry immobile [-lactamases on chromosomes are capable of disseminating fi-
lactamase &5 they replicate (Gauba & Rahman, 2023). However, the evolution of AME was achieved
by the exchange of genetic material between different bactenia and habitais; this mechanism is called
honzonial gene transfer (HGT) (Alekshun & Levy, 2007). Other genes and elements with imporiant
harmful properties benefit from HGT, such as virulenoe and biofilm genes, influencing pathogenicity
(Mowick & Ram, 2006).

The mobilization of f-lactamase genes normally oceurs i MGEs pamed plasmids,
tranapoaons and infegrons, Amoag the MGEs, the infegron deaws attention for conferring diversity
and genomic expression, predeminantly of AGRs, which are mainly widespread in the chromosomes

of environmental bactena. Today, they are considered significant pollutants in natural environments,
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e generating reservoirs in different ecological niches apeead globally and mainly expressing resistance
M7 to [i-lactams (Ghaly et al, 2022; Zheng ei al, 2020). With increasing anthropogenic pressures,
MoE  reservoirs of [-lactamases are expected 1o increase in various niches along the food chain, which are
Yo% constanily shared with human, animal, and environmental reservoirs (Husna et al., 2023; Zheng e
210 al, 20200
21
I Repercussions of bacterial resistance to antibloties on food safery
13 Food consumpiion can directly influence the modulation of human or animal intestinal
24 microbiota through a diverse and competifive eoosystem of commensal bactena and opporiunistic
5 pathogens transmitied by food (Figure 1. Possible transfer routes of BL-GNBs and BL-ARGS in the
e food chain from gaw foods. HGT can occur in all niches of the food chain} (Zhow et al_, 2022). This
T dynamic gystem s influenced by a myriad of factors that comelate and make the individual mose
2E  vulnerable, from the level of pollution in agroecosystems o the inherent characteristics of the host,
29 swch as sociodemographic patierns, misuse of antibiotics and immune function {Grudlewska-Buda et
M) al, 2023a; Steinfield e al., 2006).

121 From the farm to table path, resistance determinants and MGEs from multiple sources can be
12 preserved inbroad reservoirs colonized in food. In this context, various foods may carry f-lactamases
123 genes, which are direcily associated with AME i the human clinic (Antunes ef al., 3030, Carvalheira
4 et oal, 2017, Simpson et al, 1980; Tekiner & Orpinar, 2016). Less frequently occurring,
125 contamination of food-borne pathogens in humans can also occur direcily, through contact with
1% infected animals or humans {De Alchntara Rodrigoes ef al., 2020).

X7 Regardless of foed origin, the increase in cases of FDBs may be associated with growing
128 consumer demand for a wide range of raw foods or minimally processed products (CD(C, 2023; FAG
I & WHO, 2019

130 To facilitate understanding, in this aricle, raw foeds are defined as all foods of animal or
331 wegetable onigin, fresh or minimally processed, that, o be consumed, do not need 1o be subjected 1o
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131 prior heat treafments. These foods are the main cause of FDBs, especially vegetables, fraits, milk,
133 and their derivatives (CDC, 20230 Hoffmain et al, 20075 The theeat to human health attributed to
M the consumption of these foods can be explained by greater exposure to AGRs and substances with
13% different degrees of vinbenoe and toxicity since most harmful agents de not survive applied heat
136 weatments (Bryan, 1978). Furthermore, cleaning and sanitizing procedures can remowve microbial
137 contaminants adhered to the surface, but, once inside the food (endophyie), these procedures cannot
I38  remove these agenis (Zhao et al., 2022).

13 The contamination of foods of plant origin s moee related 1o the planting method, mainly due
0 1o the use of wastewater and biofenilizers originafing mainly in circumstanees where antibiotics were
Ml improperly applied (Lenzi et al, 2021; Fu et al., 2009), In the case of milk and its derivatives,
> confamination can occur through confect with feces during milking, o endogenously, as the milk
M3 passes through the mammary glands, especially if the animal is infected with mastitis (Main, 2005).
pe ! Largely due o their ability to move and house a wide variety of genetic information in a single
X3 sirain, the majority of Enterobacteriaceas have become resistant o the f-lactam class, {Bush &
X6 Bradford, 2020; Harding-Crooks et al., 2023} Recently, extended-specirum [i-lactamase producing-
M7  Enterobacteriaceas (ESBL-E) hawe been dispersed in different enviromments that are easy 1o
ME  disseminate inbe the food system and are ofien associated with many FDBs, especially those of greater
X9 severity (Alagna et al, 2020; Lee & Yoon, 2021). The most recent outbreaks of pathogenic £ coli
130 infections have involved reporied cases of raw food consumpiion (Grudlewska-Buda et al., 2023).
251 Adapied E. ol strains are capable of acquiring and grouping virdlence propertics and being
I3} categorized into pathotypes according to the degree of pathogenicity. These pathotypes invade the
133 hostand can cause discases of different natures, such as imtestinal {e.g., enteropathogenic £ coli) and
I3 exiraintestinal (e.z., uropathegenic £ collh, which, in exireme cases, can cause septicemia and even
233 death (M. Ahimed et al. 2008). E coll can acguire resistance andios virulence genes from other

36 commensal apecies, including harnless ones { Alegria et al_, 20200, Another threat to host food safety
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25T s related o the fact that some pathotypes have low infectious doses and can cause disease even in
258 small nurnbers (Grudbewska-Buda et al., 2023},
259
26 BL-GMNBs reservoirs in food production in Brazil
26l South American countries stand out for the increased incidence of deaths attributable i AME
262 (Ciapponi et al., 2023; Murray et al., 2022; Pierce et al, 2020). Ohservational studies in this
263 subcontinent, which mainly include data from Brazil, indicate that the most entical i-lactamases,
264 which make the therapeutic use of third-generation cephalosporing and carbapenems unfeasible, are
265 more challenging in South America than in more developed regions (de Souza et al., 2023; Garcla-
266 Betancur et al, 20215
267 Brazil is a country of interest for AMR scholars, due o its size of cultivable land and large
268 populstion (United Mations, 2022). In the country, the notification of pathogens from the ESBL-
260 producing critical priority group is worrying in the hospital area, bat the growing number of integrated
2T reservoirs in the environment and the food chain is also a threat (Camargo et al., 2023; de Souza et
T al, 2023; Gongalves et al, 2019 WHO, 201 7).
r In the 19Nk, with the opening of the Brazilian economy and greater financial support for
173 technological innowvations, agriculiure became a fundamental sector of the country's economic growth
274 (Molossi et al, 2023). It is estimated that in 2018, agribusiness eceupied 29% of the territory. In the
275 period hetween 2000 and 2020, the country was responsible for 22 2% of global exports in the sector
276 (Contini etal., 2022),
xm This leadership position in agribusiness can lead to extensive, hannful production practices
2TR  that have a direct impact on the environment, and human and animal health. The evolution of AMR
2T dynamics between natural and opportunistic microbiota 5 enhanced by pollutants generated by
280 agricubture, such as antibiotic residwes and molecular determinants of resistance. In addition o
281 agricubtural farms, inadequate disposal of pollutants at home, pharmaceutical companies, and
282 hospitals are important factors in this pollution in Brazilian territory {Leroy-Freitas et al |, 2022,
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Recommended in national dietary guidelines for the Beazilian population, dietary transitions
towards healthy and sustainable diets have been increasing dietary patterns based on various fresh or
minimally processed foods, mainly vegetables and milk (Brazil, 2004} On the other hand, despite
msderate consumption in national recommendations, cheese is pari of the diet of the majonity of the
population and represents an important source of nutrients and proteing of high biological value
{Brazil, 2004; Scholz-Ahrens et al., 2020} However, usually consumed raw, these nutritious foods
can carry zoonotic pathogens, putting consumers’ health at risk (Pineda en al., 2021; Verraes ef al,
1013, Breijyeh et al., 2020, Hblzel et al., 2018).

Pathogenic lingages of BL-GNBs species are clinically relevant and may be confined to foods
produced in different regions of Brazil. Table 2 brings together data from sfudies that carried out
genomic analysis of BL-GNBs DNA in raw foods produced in the couniry.

It has been demonsirated in these stadies that raw foods can be reservioirs of broad genetic
content associated with ESBLs, including CTX, TEM, SHY and OXA genes. It is not surprising that
ESBL-producing £, colf siraing are widespread in the food categories evaluated. In food, these
hacteria are capable of horizontally disseminating genctic content through integrons and plagimnida
(IncFIR), with the cooperation of genes that confer resistance to biscides, heavy metals, disinfectants
and antiseptics (Fuga et al., 2022; Menezes et al., 2023; Parssolo et al., 2009).

Studies published on the fopic in Brazil with genetic evaluation are few and recent. The
presence of global E. colf clones such as ST38 and STER indicates the hypoihesis of dissemination
of ESBL-producing £. coli pathotypes in raw foods. Co-transpont of OXA-1 with CTX-M-15 has
been identified in endoplitic samples, which may vary susceptibility o penicillinfinhibitor
combinations (Livenmone et al., 2009). This opporunistic bacterium was the protagonist in the
outhreaks of foodbome diseases that ocourred in ihe country between 2009 and 2008, In twm, the
foods studied have been identified as a source of risk for several food-bome eutbeeaks caused by £

coli {de Souza et al, 2023).
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IR Succesaful adaptations of £ coli clones highlight the implications of “{ne-Health™ in Bragzil,
M9 a global concept that consolidates and wnifies human, animal, and environmental healih, and ihat
0 actions that affect one sector can have an impact on others (Tiedje et al., 2023). Fresh vegetables
I grown on Brazilian land can carry endophytic bacteria identified as eritical priority clones that have
I been previously identified in human infections {Fuga ef al, 2022).
33 Although the current WHO assumptions of food chain inferconnections encourage the
34 menitoring of the risks of various food categories ai a national level, in Brazil, efforts are concenirated
IE onmenitoring beef catile, with increasing trends, in poulivy and swine farming (ABAP, 2023, Contini
e etal, 20220 Onthe other hand, menitoring of the foed production chain produced by land caltivation
3T is still scarce i the country (Fuga et al., 2022).
IlE
% AMR's polifical agenda in Brazil with a focas on food
1M Between 2000 and 2010, emerging couniries, including Brazil, were responsible for 76% of
321 the global increase in the use of antibiotics. Factors such as resirictions on accesa o healthcane and
31X basie sanitation, and limited economic resources, present in Brazl and common o emerging
323 couniries, increase the chance of populations in these countries contracting infiections and transmiiting
32 resistant bacteria {Hou et al., 2023). Recenily, the challenges in controlling and preventing AME have
325 worsened, due to the incresse in the prescription of anfibiotics and inadequate and incomplete
36 therapies, resulting from the effecis of the SARS-CoV-2 pandemic in the country (Kiffer et al_, 2023).
k) Brazil stands out, in Latin America, in the development of acadermic research to reduce the
3128 abuse of antibiotics in animals, addressing a wide diversity of resistomes and viralomes. On the other
33 hand, there is still liile scientific production linking AMR and [i-lactamases genes with raw food
330 samples, especially milk, artisanal cheeses, and even fewer vegetable products (Andretia ef al., 2023).
33l Antibiotic residues and bacterial resistance elements in products of animal enigin, in addition
33 o hurting food and envirommental safety, can represent a threat o the couniry's coffers due to the
333 siricter roquirements of the main meat importing couniries, regarding the limited maxinum residues
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for antibiotics and the presence of emerging contaminants apecific to cach country (ABPA, 2023,
Conting & Alves, 2023).

Brazil has been adopling measures to pramate the responsible use of antibiotics in animal
production. From 1998 opward, antibiotica from different classes were gradually banned asg growth
profmoters, based on the WHO eritical antibiotics list. However, the country still allows the use of
some amtibiotics as animal growth-promoting agents, a practice already banned in the European
Unbomn sinee 2006, While the use of f-lactams in animal production was completely banned in the
Eurogean Union, Brazil only banned their use as growth promoters, allowing their application as a
veterinary therapeutic option (Da Silva et al., 2023).

Although ether specific actions were developed between the vears 1990 and 2000, the main
iilestone for Brazilian public policies related 1o AMR prevention and control, from the perspective
of human health, was the publication, in 2008, of the Mational Action Plan for Prevention and Control
of Antibiotic Resistance in the Scope of Single Healtl (PAN-BE). Coordinated by the Ministry of
Health and having several collaborating bodies, PAN-BR was the first initiative that sought 1o
consolidate a natonal agenda (o combal AMB based on integrative management, under the “One
Health” perapoctive, peoposed by the WHO (Brazil, 2018, 2021, Aguiar ef al., 2023; Almeida e al.,
3.

Although it was prepared from the perapective of the “One Health” concept, ane of the most
seathing eriticisms of the PAN-BR is that it has a limited approach to combating AMR, directing ifs
actiong primearily o healih services and only mentioning aspects of animal and environmental health
(Aguiar et al, 20230, As a result of PAN-BR guidelines, the National Action Plan for the Prevention
and Control of Antibiotic Resistance in Livestock (PAN-BR AGRO} was launched, with the aim of
“amalyzing risks, trends, and patterns relating to AMR via foods of animal origin produced in Brazil,
generating collaborative data for decision-making and establishing public policies for the prevention
and control of resistance™ (Brazil, 2021; de Oliveira Sanios et al., 2022). According to MAPA, the

stage The initial plan, designed for the 2008-2022 five-year period, was conceived as a structuring
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60 phase, to align national guidelines with international recommendations and reguirements related 10
36l the topic. For the next stage, the objective will be o maintain Brazil's compliance with intemational
362 initiatives on the topic, incorporating lessons learned in the first stage. Brazil's Agromoniiona
6} system - & service designed 1o provide sales data for monitoring antibiotics for veterinary use, and the
I development of international cooperation partinesships in the sector were the biggest advances made
65 by PAN-BR AGRL so far (Brazil, 2023
366 Although the publication of PAN-BR and PAN-BR AGROD are considered imporian
T milestones, there is still o rescarch that confirms their effectiveness ag an instrument to control the
68 spread of AMR in the couniry (de Oliveira et al., 2021; Brazil, 2023}, To pariially fill this gap, a
8 sudy, conducted in 2020 through interviews, sought to identify the percepiions of academics,
I managers, and pelicymakers involved in ihe development of the PAN-BR on the implementation of
37l the plan and the challenges in confronting AME. The researchers concluded, ameng other points, that
372 AMR s nod yei considered a political priority in Brazil; and that the publication of the PAN-BRE was
373 mainly due to the need to show, externally, an alignment with global efforis to combat AMR, secking
37 ot to harm Brazilian agribusiness. Furhemmore, failures in cobrdination between the bodies involved
375 and the lack of definition of clear goals and indicators for monitering were identified as faciors that,
376 inthe researchers’ view, hindered the effective implementation of the PAN-BR (Coreéa et al., 2022).
7
iTE  Conclusion
T Foods of animal and vegetable origin are potential seservoirs and carriers of BL-BOMs,
380 eapecially when consumed raw. Since Brazil is a large exporter of food producs, this threat can enoss
38l national borders, posing a nisk to global health. Stadies that carried out genetic analysis of raw foods
382 produced in the country indicated the presence of clones of international BL-BOGNs of eritical priority.
383 Brazilian legislation aimed at controlling the management of antibiotics in animals has advanced,
I8 however, data on the effectivencss of these advances in the transmission of AME are still scarce. The
3I8F  adopion of measures that seek to reduce the risk of contamination in agriculiual production is suill
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quite timid, and it is pecessary to think about the envieonment, man and animal triad, including food

as ane of the main reservoirs in the food chain.
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aernginesa CTX-M, 5HY 202%; Sadek eral., ZUZ1)
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TEM, 5HY, CTX-
ML OXA

iMandugana @t al., 2025, Benlabich et al., 2023, Mariak
e al, 2022 Ruchier ef al., 20235



142

Page 13 af 15 Letters m Apphed Micobalogy
Tahle 1. Distribution of BL-GNBs in raw foods produced in Brazil,
Cengraphic Imhibitinn Binfilm-
Isnlated | lsolated Virulema/phylog Investigate the | Sequence Plasnsid
Food Type | Gens! MGE regians of halos for the fTornsing References
Species | Mumher Brazil cnomic P clomal profile | Type (5T} capacity Type
Servana arisanal | TEM (TEML. R """rm:“' —
cheese and rmw | 1 amd TEM- | E oali h2 Sauth WO ND 1] . NI
. and aggh baafilm e al, 2019)
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