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RESUMO

A producdo de leite no Brasil ¢ economicamente importante e possui grande relevancia
nutricional, mas o uso indiscriminado de antibioticos em animais contribui para a emergéncia
de microrganismos resistentes, como Enterobacterales produtoras de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) neste produto. Essas enzimas, principalmente das familias CTX-M, SHV e
TEM, conferem resisténcia a uma ampla gama de antibidticos, representando uma ameaca a
saude publica devido ao potencial de exposicao a cepas resistentes por meio do consumo de
produtos lacteos. O objetivo do estudo foi analisar as caracteristicas fenotipicas e moleculares
de Enterobacterales produtoras de ESBL isoladas de produtos lacteos na regido semiarida
brasileira. Entre junho de 2022 e fevereiro de 2024, foram coletadas 70 amostras de produtos
lacteos. Apos isolamento bacteriano em Agar MacConkey suplementado com ceftriaxona (4
pg/mL), os isolados identificados como Enterobacterales através de testes bioquimicos foram
submetidos a testes de suscetibilidade antimicrobiana, detec¢dao fenotipica de ESBL e
detec¢do dos genes de resisténcia blacry.y (grupos 1, 2, 8 € 9), blagyy, blarpy, qnrA, qnrB,
qnrC, gnrD, gnrS, ant(3")-1a, aac(3)-1a, ant(2")-1a, aac(6’)-1b ¢ mcr-1 através de PCR. A
amplificacdo por PCR também foi utilizada para confirmar a identificacdo das espécies
Klebsiella pneumoniae e FEscherichia coli. Das 70 amostras analisadas, 26 (37%)
apresentaram crescimento de Enterobacterales, resultando em 29 isolados: 17 E. coli, 11
Klebsiella spp. (9 K. pneumoniae, 1 K. aerogenes e 1 K. oxytoca ) e 1 Hafnia sp.. Entre os
isolados, 25 (87%) foram produtores de ESBL, com resisténcia a ceftriaxona (93%),
cefepime (90%), ceftazidima (86%) e cefotaxima (76%) e suscetibilidade aos
carbapenémicos: meropenem (93%) e imipenem (97%). Os genes blacrxy (79%) e gnrS
(55%) foram os mais frequentes. Resisténcia sugestiva a polimixina B foi observada em um
isolado. Enterobacterales resistentes a antibidticos foram identificadas em produtos lacteos do

semiarido brasileiro, representando um risco a saude Unica.

Palavras-chave: Genes de Resisténcia, Saiade unica, Resisténcia a Farmacos

Antimicrobianos



ABSTRACT

Milk production in Brazil is economically significant and has high nutritional relevance.
However, the indiscriminate use of antibiotics in animals contributes to the emergence of
resistant microorganisms, such as extended-spectrum [-lactamase (ESBL)-producing
Enterobacterales in dairy products. These enzymes, mainly from the CTX-M, SHV, and TEM
families, confer resistance to a wide range of antibiotics, posing a public health threat due to
the potential exposure to resistant strains through the consumption of dairy products. This
study aimed to analyze the phenotypic and molecular characteristics of ESBL-producing
Enterobacterales isolated from dairy products in the Brazilian semi-arid region. Between June
2022 and February 2024, 70 dairy product samples were collected. After bacterial isolation
on MacConkey agar supplemented with ceftriaxone (4 pg/mL), isolates identified as
Enterobacterales through biochemical tests were subjected to antimicrobial susceptibility
testing, phenotypic detection of ESBL, and detection of resistance genes blacryx (groups 1,
2, 8 and 9), blasyy, blargy, gnrd, qnrB, qnrC, gnrD, gnrS, ant(3")-1a, aac(3)-1a, ant(2")-1a,
aac(6°)-1b and mcr-1 by PCR. PCR amplification was also used to confirm the identification
of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli species. Of the 70 samples analyzed, 26
(37%) showed growth of Enterobacterales, resulting in 29 isolates: 17 E. coli, 11 Klebsiella
spp. (9 K. pneumoniae, 1 K. aerogenes, and 1 K. oxytoca), and 1 Hafnia sp. Among the
isolates, 25 (87%) were ESBL producers, showing resistance to ceftriaxone (93%), cefepime
(90%), ceftazidime (86%), and cefotaxime (76%), and susceptibility to carbapenems:
meropenem (93%) and imipenem (97%). The most frequent genes were blacrx.y (79%) and
gnrS (55%). One isolate showed suggestive resistance to polymyxin B. Antibiotic-resistant
Enterobacterales were identified in dairy products from the Brazilian semi-arid region,

representing a One Health risk.

Keywords: Resistance Genes, One Health, Antimicrobial Drug Resistance
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INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ um problema crescente e exige uma
compreensdo aprofundada de suas origens e vias de transmissdo. As Enterobacterales
produtoras de B-lactamase do espectro estendido (ESBL) sao cepas que se destacam devido
ao seu crescente potencial de RAM, limitando as opg¢des terapéuticas disponiveis (Cassini et
al., 2019). As ESBLs s3o enzimas produzidas por bactérias que conferem resisténcia a
maioria dos antibidticos B-lactamicos, estdo associadas a outros mecanismos de resisténcia
(Peirano et al., 2019) e tém sido constantemente relatadas na saude publica, afetando o meio
hospitalar e a comunidade (Kurittu ef al., 2021).

O leite e seus derivados sao fundamentais na alimentagdo humana, sendo ricos em
proteinas, minerais, vitaminas e fornecem aminoacidos essenciais para a sintese de proteinas
vitais. Além de seu valor nutricional, evidéncias crescentes indicam que o leite pode melhorar
a qualidade da dieta, controlar o apetite, auxiliar na hidratacdo e até influenciar a funcao
cognitiva (Rumbold et al., 2021).

Contudo, a qualidade do leite pode ser afetada por diversos fatores que podem
aumentar a contaminagao por cepas bacterianas multirresistentes, dentre esses fatores pode-se
incluir: o uso excessivo e inadequado de antimicrobianos na bovinocultura, o manuseio
incorreto e as condi¢des sanitarias precarias durante a produ¢do, armazenamento, transporte e
comercializacdo (Akinyemi et al., 2021). Os produtos lacteos contaminados resultam em
perdas financeiras significativas para as industrias devido ao descarte do leite improprio para
consumo (Du et al., 2020).

Estudos realizados na ultima década tém mostrado que bactérias produtoras de
ESBL, especialmente Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae sdo frequentemente
encontradas em animais e alimentos (Ahmed et al., 2021). Esses estudos também indicam
que o uso de antibidticos em animais de criacdo podem aumentar a incidéncia dessas cepas
nos produtos de origem animal (Silva et al., 2020).

A contaminagao dos produtos lacteos e seus derivados por cepas ESBL torna-se algo
preocupante no ambito da saude publica, viabilizando o aumento da RAM e o risco aos
consumidores finais. A cadeia de produgdo estd altamente associada aos padrdes de
seguranc¢a e qualidade dos alimentos de origem lactea, sendo que a falha pode estar associada
aos cuidados com a sanidade animal, higiene ambiental, biosseguranca, manipulagdo e

armazenamento. O aumento crescente do perfil de resisténcia dessas cepas ¢ um alerta para



13

implementagao de medidas eficazes de controle de qualidade (Al-Shuwaili, M & Khudhir, Z.,
2022).

A bovinocultura de leite ¢ uma das mais importantes atividades presentes no
semiarido brasileiro, pois, além de englobar fatores culturais, contribui significativamente
para a economia local, gerando emprego ¢ renda (Paes et al., 2023). De acordo com
Conrado et al. (2019), a pecudria tem se tornado essencial nessas areas, devido a sua maior
flexibilidade produtiva e resisténcia a periodos de seca, especialmente quando comparada aos
sistemas agricolas, que tendem a ser mais vulneraveis a essas condigdes adversas.

Neste sentido, surge a necessidade de compreender a ocorréncia e o perfil de
resisténcia de Enterobacterales produtoras de ESBL em produtos lacteos, uma vez que esses
microrganismos representam uma ameaga a saude publica devido ao seu potencial de
disseminagdo, o que reduz as opgdes terapéuticas disponiveis. A contaminagdo de alimentos
por cepas multirresistentes compromete a seguranga alimentar e favorece a disseminagao da
RAM por meio da transferéncia de genes. Dessa forma, o objetivo do estudo foi realizar a
caracterizacdo fenotipica e molecular de Enterobacterales produtoras de ESBL isoladas de

produtos lacteos na regido semidrida brasileira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia nutricional e econdomica do leite

O leite e seus derivados sdo amplamente consumidos em todo o mundo devido aos
seus beneficios, incluindo o valor nutricional e o sabor. Ele representa uma rica fonte de
minerais, vitaminas do complexo B (como B2) e vitaminas lipossoluveis, como A, D ¢ E,
além de proteinas de alta qualidade (Scholz-Ahrens et al., 2020). Segundo a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) a qualidade nutricional do leite favorece
em todas as fases da vida. Durante a infancia, o leite contribui para o desenvolvimento fisico
e estrutural, na adolescéncia fornece nutrientes indispensaveis ao crescimento saudavel,
fortalecendo musculos, 0ssos € o sistema enddcrino, € na terceira idade, destaca-se como uma
importante fonte de célcio, essencial para a saiude e a integridade dos ossos (Embrapa, 2021).

Além da sua importancia para a nutricado humana, o leite se destaca pelo seu uso como
matéria-prima na produ¢do de derivados como manteiga, iogurte e queijos (Aratjo, 2020).
No cendrio global, o Brasil ocupa a terceira posi¢do na producao de leite, com uma produgao
anual aproximada de 34 bilhdes de litros. O setor leiteiro brasileiro ¢ vasto, com mais de 1
milhdo de propriedades envolvidas, gerando cerca de 4 milhdes de empregos. Quando
processado e comercializado, seja em sua forma natural ou como subprodutos, o leite
representa um valor de 70,9 bilhdes de reais, ficando atras apenas dos setores de carnes e dos
produtos beneficiados de café, ché e cereais (Rocha ef al., 2020). De acordo com a Embrapa
(2020), em 2020, o valor bruto da producao primaria de leite no Brasil atingiu 35 bilhdes de
reais, posicionando-se como o sétimo produto no ranking dos produtos agropecuarios
nacionais.

Apesar da importancia do leite, sua composi¢ao, aliada a fatores intrinsecos, como pH
proximo da neutralidade e alta atividade de agua, torna este produto um ambiente propicio ao
crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos (Hooshmand et al., 2019). Esses
microrganismos incluem fungos, virus e, principalmente, bactérias (Brito et al., 2021).
Portanto, o leite e seus produtos podem atuar como veiculos na transmissdo de cepas

bacterianas, comprometendo sua qualidade e representando riscos a saide do consumidor

(Garcia et al., 2019).
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2.2 Contaminacao por Enterobacterales em produtos lacteos

Existem diversos patdégenos bacterianos intestinais associados a transmissdao por
alimentos contaminados, incluindo membros da ordem Enterobacterales. Este ¢ um grupo
grande e diversificado de bactérias Gram-negativas, predominantemente encontradas no trato
gastrointestinal de animais, embora também sejam relatadas em uma ampla variedade de
nichos ecoldgicos (Janda e Abbott, 2021).

As bactérias dessa ordem servem como organismos indicadores, fornecendo
informacdes sobre a higiene geral dos produtos lacteos, apontando para um alto potencial de
deterioragdo e de provocar doengas de origem alimentar apos o consumo (Janecko et al.,
2023; Mladenovic et al., 2021). Espécies como Salmonella enterica e E. coli sdo amplamente
reconhecidas como fontes de contaminacdo. Além disso, géneros como Klebsiella spp e
Proteus spp mostram evidéncias emergentes de transmissdo de patologias associadas ao
consumo de alimentos contaminados (Davis et al., 2015).

Devido a sua natureza entérica, essa ordem esta amplamente disseminada em
ambientes agricolas, o que facilita sua interacdo com os sistemas alimentares em diversos
pontos da cadeia produtiva. O monitoramento dessas bactérias tem permitido identificar
padrdes relacionados ao tipo de alimento, as regides geograficas e as espécies prevalentes em
cada tipo, desta forma, o monitoramento € crucial para a detec¢do de patdgenos bacterianos,
contribuindo também para a identificagdo de fontes de contaminagdo e para a definigdo de
pontos criticos de controle na gestdo da seguranca alimentar e de produ¢do (Harding-Crooks
et al.,2024).

Os leite desempenham um papel crucial no transporte de cepas de Enterobacterales
produtoras de ESBL (Dantas Palmeira e Ferreira, 2020), facilitando a disseminagdo de genes
de resisténcia, tanto pela sua microbiota original quanto pela influéncia que exerce na
microbiota do consumidor (Silva et al., 2021). O leite e seus derivados passam por diversas
etapas até chegarem ao consumidor e falhas na manutengdo da qualidade desses produtos
podem resultar em intoxicacdes e infecgdes alimentares graves (Sanlibaba., 2022).

Nesse contexto, o leite atua como um excelente meio para o crescimento e
desenvolvimento bacteriano. A contaminagdo bacteriana no leite constitui 90% de todas as
doencas relacionadas aos laticinios e representa uma séria ameaca a saude humana. A
presenga de multiplas mutacdes e de genes de resisténcia dos microrganismos do leite

potencializa a disseminagdo da RAM (Nathan et al., 2023).
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2.2.1 Contaminacio por antibioticos e cepas multirresistentes em produtos lacteos

A industria lactea ¢ uma atividade socioecondmica importante no Brasil devido ao
grande consumo, o que a torna alvo de diversos programas de monitoramento de qualidade
(Pesca et al., 2020). Ao longo do tempo o mercado de producao tem como objetivo aumentar
a producao dos produtos lacteos e garantir a sua qualidade (Silva et al., 2019).

Para alcancar esse objetivo, ¢ crucial atender aos requisitos e padrdes de qualidade em
todas as fases do processo de producdo, incluindo os requisitos nutricionais do gado, sanidade
animal e comercializagdo final do produto. A Organizagao das Nagdes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO) recomenda a ado¢do de praticas rigorosas de higiene,
baseada em analises de riscos que incluem a identificagdo e monitoramento de pontos criticos
de controle (OECD/FAOQ, 2022).

Contudo, ¢ fundamental implementar praticas sustentdveis de producdo que
assegurem a saude e o bem-estar dos animais. Outro fator importante ¢ o uso consciente e
responsavel dos medicamentos veterindrios que podem atuar como contaminantes no leite e
provocar complicagdes na saude do consumidor. Essa contaminagdo ¢ uma das principais
preocupacdes globais, especialmente devido a presenca de residuos antimicrobianos (WOAH,
2009). O leite pode conter diversos contaminantes, como bactérias patogénicas, além de
residuos de antibioticos, pesticidas e outros compostos quimicos (Abebe et al., 2023).

No entanto, 0 uso excessivo de antimicrobianos pode levar ao desenvolvimento de
microrganismos resistentes, especialmente bactérias. Essas bactérias podem ser transmitidas
aos seres humanos através do consumo de produtos de origem animal contaminados. Esse
fendmeno representa um risco significativo para a saide humana, pois as infecgdes causadas
por essas cepas resistentes sao de dificil tratamento (Wesguerber et al., 2024).

A presenca de residuos de antibioticos interfere diretamente na fabricagdo de produtos
derivados, como: manteigas e cremes, influenciando a deterioragdo do alimento, provocando
odores desagradaveis e inibindo parcialmente as bactérias acido-laticas utilizadas no processo
de fermentacdo (Stroher et al., 2022). A detec¢do de antimicrobianos no leite ocorre com
frequéncia tanto no Brasil quanto no exterior (Talma et al., 2019). Um agravante desse
problema ¢ que mesmo apds tratamentos térmicos como pasteurizacdo, fervura ou
esterilizacao, os residuos dos antimicrobianos nao sao eliminados (Ferreira ef al., 2012).

O consumo de uma pequena quantidade de residuos presentes no leite pode contribuir
para o desenvolvimento da RAM a longo prazo (Jeena et al., 2020). Os principais antibidticos

detectados no leite incluem penicilinas, tetraciclinas, sulfonamidas, cefalosporinas e
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estreptomicinas. Além disso, vem sendo relatado que genes de resisténcia sdo transferidos
entre cepas bacterianas presentes em animais, alimentos e humanos (Argudin et al., 2017).

A RAM tem se tornado uma crescente preocupacao para a saude publica, com as
bactérias resistentes a antimicrobianos apresentando um risco significativo, especialmente no
setor pecuario. Bactérias resistentes a cefalosporinas de terceira geragdo e carbapenémicos,
como algumas espécies de Enterobacterales, foram identificadas em varias espécies de
animais, incluindo o gado leitero (Haulisah et al., 2021).

O leite contaminado com essas bactérias representa uma via potencial de
disseminagdo de bactérias multirresistentes colocando em risco a seguranga alimentar e, por
conseguinte, a saide dos consumidores. O risco de contaminacdo e transmissao de bacterias
através do leite e outros produtos de origem animal ¢ uma preocupagdo crescente, pois as
bactérias resistentes tém a capacidade de se propagar rapidamente, o que pode comprometer a
eficacia de tratamentos antimicrobianos em humanos e reduzir as opg¢des terapéuticas

disponiveis (Gelalcha e Kerro Dego., 2022).

2.3 Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo elementos essenciais no sistema de saude moderno. Desde sua
descoberta, esses compostos tém salvado milhdes de vidas, aprimorando os resultados
clinicos (Huemer et al., 2020). Eles também sdao amplamente reconhecidos como um dos
maiores avancos na medicina humana e veterinaria. Contudo, a crescente RAM em ambientes
hospitalares e na comunidade tem se tornado uma preocupa¢do significativa para a satde
publica. Estima-se que quase 700.000 mortes humanas por ano sejam atribuidas a falha no
tratamento de infecgdes bacterianas devido a RAM (Iagg., 2020). A situagdo ¢ ainda mais
alarmante na saide animal, onde mais de 70% dos antimicrobianos vendidos sdo destinados
ao uso em animais de criagdo (O’neill., 2016).

As infecgdes causadas por microrganismos resistentes a antimicrobianos representam
uma séria ameaca a saude humana e animal, uma vez que os antimicrobianos sao
medicamentos eficazes para combater diferentes tipos de patdogenos, como bactérias
(antibidticos), fungos (antiflingicos), virus (antivirais) e parasitas (incluindo antimalaricos)
(Ghosh et al., 2019). A resisténcia ocorre quando esses microrganismos adquirem a
capacidade de sobreviver a exposicdo aos medicamentos que normalmente seriam eficazes

em elimina-los ou inibir seu crescimento (Michael et al., 2021).
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As bactérias possuem diversos mecanismos que neutralizam ou reduzem a eficacia
dos antibidticos. Os mecanismos de resisténcia podem ser classificados como intrinsecos ou
adquiridos. A resisténcia intrinseca ocorre quando a cepa possui caracteristicas genéticas
naturais que conferem resisténcia a determinados antibidticos, essa resisténcia geralmente
esta associada a fenotipos e genes ja presentes na populacao bacteriana (Mendonga et al.,
2024).

A resisténcia adquirida, por outro lado, resulta de mutagdes espontaneas ou da
incorporagdo de material genético exdgeno, podendo ocorrer por trés mecanismos principais:
a) conjugacdo, que envolve a transferéncia de material genético, como plasmideos e
transposons, entre bactérias através do contato direto; b) transducdo, na qual o DNA ¢
transferido por bacteridéfagos, que transportam material genético de uma bactéria para outra; e
c) transformagdao, que consiste na captagdo de DNA exodgeno presente no ambiente,
frequentemente oriundo de bactérias mortas ou de fragmentos liberados por outras células
(Mendonga et al., 2024).

Entre os principais mecanismos de resisténcia, destacam-se: a) alteragdo do sitio de
ligacdo, que envolve modificagdes do local onde as moléculas do farmaco normalmente se
ligam; b) altera¢dao no sistema de transporte celular/porinas, em que as bactérias modificam
qualitativa e quantitativamente os canais de entrada de moléculas (incluindo antibidticos),
resultando em menor entrada de antibidtico na célula bacteriana; c) os sistemas de bombas de
efluxo, que expulsam ativamente as moléculas de antibidtico para o meio extracelular; d)
inativagdo enzimatica dos antibiotico, essa acdo promove alteracdo quimica da estrutura do
antibidtico (Peterson e Kaur., 2018).

A resisténcia aos antibidticos essenciais, como os B-lactimicos, representa uma grave
ameacga a saude. Embora essa preocupacdo tenha sido historicamente limitada a ambientes
hospitalares, a detec¢do de Enterobacterales resistentes em contextos comunitarios destaca a
necessidade de adotar uma abordagem em saude unica - do inglés “One Health”. Esse
conceito reconhece a interacdo entre satde humana, animal e ambiental, incluindo a
seguran¢a alimentar, como um aspecto crucial no enfrentamento dessa ameaca (Mcewen &
collignon., 2018).

A disseminacdo global de bactérias multirresistentes (MDR) tem como um dos
principais fatores a presenca de elementos genéticos moveis, os plasmideos, que possibilitam
a coexisténcia de genes de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos em uma mesma

estrutura genética, a qual pode ser transferida entre bactérias (Baquero et al., 2019). O
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processo de conjugacdo € o mecanismo mais impactante na transferéncia horizontal de genes,
tanto de resisténcia quanto de viruléncia, especialmente nos membros da ordem
Enterobacterales (Pinilla-Redondo et al., 2018). Isso resulta no surgimento de "super
patogenos", que infectam o setor clinico humano, animais domésticos e selvagens, além de

estarem presentes em alimentos e no meio ambiente (Yang et al., 2021).

2.3.1 Resisténcia aos p-lactamicos

Os B-lactamicos sdo farmacos amplamente utilizados no tratamento de infecgdes
clinicas, mas sua eficacia tem diminuido progressivamente ao longo do tempo. Os principais
agentes [-lactdmicos pertencem a quatro grandes classes quimicas: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactdmicos (Bush e Bradford., 2020). Entre os
mecanismos de resisténcia a essa classe de antibidticos estdo: a) producao de beta-lactamases,
enzimas que irdo inativar ou modificar a estrutura do antimicrobiano tornando-o inativo; b)
alteracdo da permeabilidade, bloqueando a penetracao do antibidtico; c) alteragao do sitio de
acdo, através da alteracdo de proteinas e; d) bomba de efluxo, em que o antimicrobiano ¢
retirado do meio intracelular (Arruda et al.,2019).

As penicilinas, primeiros [-lactdmicos, como a amoxicilina combinada com
inibidores de B-lactamase, continuam a ser amplamente utilizadas. Sua estrutura ¢ composta
por um anel tiazolidina e um anel B-lactimico, com representantes como penicilina G, V,
oxacilina e ampicilina (Lima et al., 2020). Os monobactamicos, como o aztreonam, atuam
contra Gram-negativas e sao resistentes a algumas p-lactamases (Bush & Bradford., 2020).

As cefalosporinas, também B-lactdmicos, sdo classificadas em gera¢des conforme seu
espectro de agdo: as de primeira geragcdo (como cefazolina); as de segunda gera¢do (como
cefuroxima); as de terceira geracdo (como ceftriaxona) e a quarta geracdo (como cefepima)
(Bui e Preuss, 2023). Os carbapenémicos, com amplo espectro de agdo, sao os B-lactdmicos
mais potentes, resistentes a f-lactamases de Gram-negativas e essenciais no tratamento de

infec¢des graves (Bonardi e Pitino., 2019).
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Atualmente, as [-lactamases clinicamente relevantes incluem hidrolases de
carbapenem (carbapenemases), enzimas AmpC mediadas por plasmideos e as ESBLs (Yu et
al., 2024). As B-lactamases ¢ um dos principais mecanismos de resisténcia , essas enzimas
capazes de inativar esses antimicrobianos e comprometer sua eficacia. Elas agem eliminando
a atividade bactericida dos [B-lactamicos, ligando-se ao farmaco e quebrando a ligacao
amidica do anel de azetidinona de quatro membros presente em todas as moléculas de
B-lactamico (Yu et al., 2024).

As ESBLs, especialmente os tipos TEM, SHV e CTX-M, possuem a capacidade de
hidrolisar penicilinas e cefalosporinas, conferindo um amplo espectro de resisténcia. O uso
generalizado das cefalosporinas de terceira geracdo tem favorecido a disseminacdo das
CTX-M, que acabaram substituindo as variantes TEM e SHYV, tornando-se as mais
prevalentes (Castanheira et al., 2021). Dentro desse grupo, a primeira enzima identificada foi
a CTX-M-1, originada de K/uyvera spp. Essa enzima apresenta uma alta taxa de hidrolise da
cefotaxima, mas exerce pouca a¢ao sobre a ceftazidima (Bevan et al., 2017).

As CTX-M compreendem mais de 220 enzimas, que sdao agrupadas em cinco
subfamilias com base na identidade de seus aminoacidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 e CTX-M-25. As subfamilias CTX-M-1 e CTX-M-9 sdo as mais disseminadas e
comumente encontradas em cepas de Enterobacterales em varias regides do mundo. Entre as
variantes genéticas, o gene blaCTX-M-15 (da subfamilia CTX-M-1) ¢ o mais amplamente
distribuido, enquanto o gene blaCTX-M-14 (da subfamilia CTX-M-9) ¢ predominante em
varias partes da Asia, incluindo China, Japao e Coreia do Sul (Peirano e Pitout., 2019).

A nomenclatura das B-lactamases ¢ baseada em dois atributos principais das enzimas
de relevancia fisioldgica: estrutura e funcao. A classificagdo estrutural ¢ a mais utilizada e foi
proposta por Ambler em 1980, que se baseou nas quatro sequéncias de aminodcidos de
B-lactamases conhecidas na época para estabelecer as classes dessas enzimas. A classe A
inclui enzimas que possuem uma serina no sitio ativo, enquanto a classe B ¢ formada pelas
metalo-pB-lactamases (MBLs), que necessitam de ions de zinco para sua atividade catalitica.
Desde entdo, outras classes de B-lactamases serina-dependentes, como as classes C e D,
foram descritas com base em caracteristicas como tamanho molecular e motivos homologos

especificos nas sequéncias de aminoacidos (Bush., 2023).
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As ESBLs s3o enzimas que mostram resisténcia a maioria dos antibidticos
B-lactdmicos, sdo frequentemente observadas em combinagdo com outros mecanismos de
resisténcia, ocasionando uma multirresisténcia. Essa resisténcia vem sendo constantemente
relatada na saude publica, tanto no meio hospitalar, na comunidade, no meio ambiente e
também nos alimentos (Kurittu et al., 2021). Isso torna o tratamento de infec¢des causadas
por bactérias produtoras de ESBL ainda mais desafiador, pois a presenga dessas enzimas
agrava o problema da RAM, restringindo significativamente as opgdes terapéuticas
disponiveis (Tseng ef al., 2023).

Algumas mutacdes acontecem em genes bacterianos que permitem o aumento de
ESBL. Esses genes atualmente ja estdo disseminados por todo o mundo e podem estar
localizados em plasmideos bacterianos. A capacidade de producdo de ESBL pode ser
transferida através do material genético por conjugacdo e também por transformacao

bacteriana, sendo transmitida de uma bactéria para a outra (Van et al., 2020).

2.3.2 Resisténcia aos aminoglicosideos

O primeiro representante dos aminoglicosideos, ¢ a estreptomicina que foi obtida a
partir de Streptomyces griseus e demonstrou grande eficdcia no tratamento da tuberculose,
além de infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas. Contudo, o uso clinico dos
aminoglicosideos ¢ limitado pelos seus efeitos colaterais, principalmente a nefrotoxicidade e
a ototoxicidade. Essas complicacdes ocorrem em proporgdes variaveis, geralmente entre 3%
e 15% dos casos, embora a incidéncia exata depende de fatores como o perfil do paciente e o
tipo de infecgao tratada (Foster; Tekin., 2016).

O uso de aminoglicosideos diminuiu com a introdu¢do de novos tratamentos, com a
classe das fluoroquinolonas e cefalosporinas. No entanto, esses antibioticos estdo voltando a
ganhar interesse devido ao seu amplo espectro de eficacia e ao desenvolvimento de derivados
semissintéticos (Serio et al., 2018). Os aminoglicosideos sdo classificados pela Organizagio
Mundial da Satide (OMS) como uma classe criticamente importante de antimicrobianos
(WHO, 2018), especialmente com a chegada do plazomicina, o mais recente representante do
grupo aprovado nos Estados Unidos (2018) desde a amicacina, em 1981. O plazomicina
apresenta atividade contra Enterobacterales multirresistentes (MDR), incluindo aquelas
produtoras de carbapenemases (Eljaaly et al., 2019).

Os mecanismos gerais de resisténcia aos aminoglicosideos incluem a producao de

enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs), alteracdes nos sitios-alvo, reducao da
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permeabilidade, a¢ao de bombas de efluxo e metilagdo do RNA ribossomico 16S (Wachino et
al., 2020). As AMEs sdo classificadas em trés grupos conforme as modificacdes:
acetiltransferases (AACs), fosfotransferases (APHs), nucleotidiltransferases (ANTs ou
AADs). Essas enzimas estdo frequentemente associadas a elementos transponiveis, como
transposons e plasmideos, que possibilitam a transferéncia horizontal de resisténcia entre

bactérias (Garneau e Labby., 2016).

2.3.3 Resisténcia as quinolonas

As quinolonas sdo agentes antimicrobianos sintéticos amplamente utilizados na
medicina em todo o mundo. A primeira quinolona, o acido nalidixico, foi descoberta em 1962
e tornou-se o unico antibidtico disponivel para o tratamento de infecgdes do trato urindrio
(Popiotek., 2015). Posteriormente, a introdu¢do de um atomo de fluor na posicao 6 e a
substitui¢do do anel principal na posi¢cdo 7 da molécula de quinolona foram fundamentais
para o desenvolvimento das fluoroquinolonas (FQs), uma nova geracdo de antibidticos com
um espectro de atividade mais amplo. As FQs demonstraram eficacia contra uma vasta gama
de bactérias patogénicas Gram-negativas ¢ Gram-positivas (Correia et al., 2017).

As FQs passaram a ser amplamente utilizadas no tratamento de uma variedade de
infecgdes, sendo, portanto, eficazes no tratamento de infecgdes do trato respiratorio, doengas
sexualmente transmissiveis, infec¢des de pele e tecidos moles, além de infeccdes do trato
urinario, 6sseas e articulares (Naeem et al., 2016). A ciprofloxacina, uma das FQs mais
utilizadas na pratica clinica, ¢ especialmente eficaz no tratamento de infec¢des do trato
urinario causadas por bactérias gram-negativas, como Enterobacterales, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis, mas apresenta atividade
relativamente menor contra infecgcdes causadas por bactérias Gram-positivas (Bisacchi,
2015).

Ap6s quase 30 anos de uso clinico, a ciprofloxacina ¢ considerada pela OMS um dos
melhores antibidticos disponiveis (Conley et al., 2018). As FQs atuam interferindo nas
enzimas DNA girase e topoisomerase IV bacterianas, incluindo as proteinas ParC e ParE,
levando a inibi¢do da sintese de DNA bacteriano (Varughese ef al., 2018). No entanto, devido
ao uso generalizado das FQs tanto na medicina humana quanto veterindria, a resisténcia a
esses antibidticos aumentou em diversas espécies bacterianas (Seyfi et al., 2019).

Os mecanismos de resisténcia as FQs sd3o geralmente atribuidos a mutagdes

cromossOmicas nos genes alvo, responsaveis pela codificagdo das enzimas DNA girase e
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topoisomerase [V, ou a mutagdes que resultam na diminui¢do da acumulagdo do fAirmaco, seja
por superexpressdo de bombas de efluxo ou reducgdo da captagdo, além da presenca de genes
de resisténcia mediada por plasmideos (PMQR) (Fabrega et al., 2009).

A PMQR foi identificada em 1998 em um isolado multirresistente de K. pneumoniae.
Esse isolado apresentava a capacidade de transferir resisténcia ao acido nalidixico,
ciprofloxacino e outras quinolonas para varias cepas Gram-negativas (Martinez-Martinez et
al.,1998). O gene responsavel por essa resisténcia foi inicialmente denominado gnr, e
posteriormente renomeado para gnr4, a medida que novos alelos do gene foram descobertos.
A investigagdo de um plasmideo gnrd4 isolado, que conferia resisténcia mais alta ao
ciprofloxacino do que o esperado, levou a descoberta, em 2006, de um segundo mecanismo
de PMQR: a modificacio de quinolonas por uma acetiltransferase de aminoglicosideo
especifica, denominada AAC(6")-Ib-cr (Robicsek et al.,2006).

A descoberta dos genes gnr teve inicio com o sequenciamento do gene gnrA, que
codifica uma proteina contendo uma repeticdo de cinco aminodcidos. Com o conhecimento
da sequéncia, foi possivel identificar o gnr4 em diversas bactérias, como K. pneumoniae, E.
coli e S. enterica, por meio de PCR. Apo6s a identificacdo do gnrA, outros genes de
resisténcia, como gnrS, gnrB, gnrC e gnrD, foram descobertos. Esses genes apresentam
sequéncias semelhantes, mas com diferencas de até 35%. Foram encontrados tanto em
plasmideos quanto no cromossomo de varias bactérias, tanto de fontes clinicas quanto
ambientais, o que ampliou a compreensao sobre a resisténcia a quinolonas (Jacoby et al.,
2014)

Na tultima década, a PMQR foi identificada em isolados bacterianos ao redor do
mundo e tem sido frequentemente estudados. Esses genes reduzem a suscetibilidade das
bactérias as quinolonas, geralmente sem causar uma resisténcia total, mas promovendo a
selecdo de mutantes mais resistentes e aumentando a probabilidade de falhas terapéuticas
(Guan et al., 2013). Uma das principais preocupagdes em relacdo a resisténcia as FQs € a sua
associacdo com a producdo de ESBL em Enterobacterales (Eyvaziet et al., 2018). Estudos
indicam que de um a dois tercos das Enterobacterales produtoras de ESBL sdo resistentes as
FQs, o que torna o tratamento de infec¢des causadas por essas bactérias ainda mais

desafiador (Dalhoff, 2012).
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2.4 Saide Unica (One Health) e resisténcia aos antimicrobianos

Saude tnica ¢ uma abordagem integrada, intersetorial e interdisciplinar, a niveis local,
regional, nacional e global, com o objetivo de alcancar resultados ideais de saude,
reconhecendo a interconexdo entre pessoas, animais, plantas e o ambiente (CDC., 2019).
Entre outras areas importantes onde este conceito pode ser aplicado, estio a RAM e a
seguranca de alimentos. O plano de A¢dao Global contra a Resisténcia a Antimicrobianos da
OMS reconheceu a importancia de uma abordagem de Satude Unica no combate & RAM,
onde diferentes setores estdo envolvidos, entre eles a medicina humana e veterinaria, meio
ambiente e consumidores (WHO., 2015).

Na América do Sul, assim como em outras regides do mundo, estudos clinicos em
humanos sobre ESBL em E. coli sdo abundantes. No entanto, o crescimento da resisténcia
aos P-lactamicos em contexto ndo clinicos, como em matrizes alimentares, animais € no meio
ambiente ainda ¢ limitado. Na América do Sul a prevaléncia de E. coli produtora de ESBL
nos niveis de animais, alimentar ¢ ambiental € superior a prevaléncia encontrada em fontes
humanas (casos clinicos ou portadores saudéaveis). No Brasil o isolamento desse patogeno em
amostras clinicas humanas corresponde 1,3% dentre das amostras analisadas, enquanto que
essa frequéncia aumenta para 20,6% em amostras de alimento (Bastidas-Caldes et al., 2022).

Portanto, disseminacdo da RAM ¢ um problema crescente, intensificado pelo uso
excessivo de antimicrobianos. Esse cenario tem favorecido o aumento da transmissdo de
cepas bacterianas multirresistentes em alimentos de origem animal, comprometendo a
seguranca alimentar. Outro fator preocupante ¢ o descarte inapropriado desses medicamentos,
que provocam a contaminacdo do solo, rede de esgoto e dgua (Bungau et al., 2021).

Diversos antimicrobianos apresentam baixa taxa de degradagdo, acumulando-se no
ambiente e nos tecidos animais, facilitando a sua entrada na cadeia alimentar. Além disso, o
uso das fezes dos animais como fertilizantes, também atua como um potencial vetor de
contamina¢do no solo (Figura 1), sendo capaz de propagar cepas resistentes nos vegetais,
aumentando o risco para a saude publica, seguranga alimentar ¢ comunidade (Bungau et al.,

2021).
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Figura 1. Representacdo das rotas de transmissdo da resisténcia antimicrobiana entre animais

de fazenda, o ambiente mais amplo e os seres humanos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Concentracdes baixas e subletais de antibidticos estdo constantemente presentes no

trato gastrointestinal de animais, o que leva a selecao de genes de RAM, que sdo liberados no

meio ambiente, geralmente por meio de esterco e outros residuos animais. Diversos estudos

demonstram, de fato, que genes sdo encontrados amplamente nos residuos de industrias

associadas a pecuaria (Ma et al., 2019; Markland et al., 2019).

Diante dessas evidéncias ¢ essencial a implementacdo de sistemas eficazes de

seguranca alimentar e melhorar continuamente a seguranca dos alimentos em escala global.

Para alcancar esse objetivo, ¢ essencial desenvolver ferramentas rapidas e precisas para a

deteccao e identificagdo de patdogenos em alimentos. Essas ferramentas tornam o controle

preventivo mais eficiente e agilizam a implementacdo de medidas corretivas rapidas o que,

por sua vez, contribui significativamente para o aprimoramento do gerenciamento da

seguranga alimentar como um todo (Panwar et al., 2022).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Realizar caracterizagdo fenotipica e molecular de Enterobacterales produtoras de

ESBL isoladas de produtos lacteos na regido semidrida brasileira.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar bactérias da ordem Enterobacterales multirresistentes presentes em produtos
lacteos;

e Identificar as espécies de Enterobacterales isoladas dos produtos lacteos;

e Avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos das cepas isoladas;

e Detectar a presenga de genes resisténcia a antimicrobianos em cepas de

Enterobacterales.
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta das amostras

Foram coletadas 70 amostras de produtos lacteos entre junho de 2022 a fevereiro de
2024 a partir do Laboratério de Inspe¢ao de Produtos de Origem Animal — LIPOA da
Universidade Federal Rural do Semi-drido (UFERSA) e na Central de Abastecimento
Prefeito Raimundo Soares (COBAL), provenientes do semiarido brasileiro. Entre as amostras
estdo leite (22), queijo industrial (31), queijo artesanal (7), manteiga da terra (3) e bebidas
lacteas (7). Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixas térmicas, mantendo
sob refrigeragdo durante o transporte, e direcionadas para andlises no Laboratorio de
Microbiologia Clinica (LABMIC) do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS) da
UFERSA.

4.2 Processamento, selecio e armazenamento das amostras

A selecao de bactérias da ordem Enterobacterales foi realizada de acordo com a
metodologia estabelecida por Loeza-Lara et al. (2023), com algumas modificagdes.
Inicialmente, 25g das amostras de queijo e manteiga foram diluidas em 225 mL de 4gua
peptonada, enquanto 10 mL de leite e bebidas lacteas foram diluidos em 90 mL do mesmo
diluente, ou seja, todas as amostras foram diluidas na propor¢ao de 1/10. As amostras foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, 100uL das culturas enriquecidas foram
inoculados em placas de dgar MacConkey suplementadas com ceftriaxona (4 pg/mL). As
placas foram incubadas a 37°C por mais 24 horas, apds esse periodo, foram observadas
colonias de Enterobacterales lactose positivas, apresentando coloracdo rosa tipica da
fermentacao de lactose no agar MacConkey, conforme ilustrado na Figura 2.

Quando havia crescimento bacteriano, pelo menos uma colonia morfologicamente
distinta era repicada isoladamente com auxilio de alca bacterioldgica estéril em meio
MacConkey com ceftriaxona (4 pg/mL) e incubadas por 24h a 37°C, para se obter colonias
puras. Apos a obtencdo das culturas puras, estas foram semeadas e incubadas em dagar
nutriente por 24h a 37°C, seguido de transferéncia em triplicata para microtubos de 1,5 ml
contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com 20% de glicerol, um
criopreservador extracelular. Os microtubos contendo os isolados foram acondicionados em

caixas apropriadas e armazenados em um ultra-freezer a -80 °C.
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Figura 2 - Isolamento de Enterobacterales lactose positiva em Agar MacConkey, com
destaque para colonia de Klebsiella pneumoniae, proveniente de amostras de produtos lacteos

coletados no semiarido brasileiro.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

4.3 Provas bioquimicas para identificacio de Enterobacterales

As provas bioquimicas foram escolhidas com base nas caracteristicas dos
microrganismos isolados. Uma primeira triagem foi realizada para identificar a ordem
Enterobacterales, onde as colonias foram submetidas inicialmente ao teste de Agar Ferro
Triplo Acutcar (TSI) e oxidase. O dgar TSI indica a utilizacdo de carboidratos por via
fermentativa, diferenciando de bactérias Gram-negativas nao fermentadoras de glicose. J& o
teste de oxidase indica a presenca da enzima citocromo-oxidase utilizada em vias metabolicas

oxidativas, diferenciando Enterobacterales (negativas) de espécies Aeromonas sp. (positivas).

Em seguida, os isolados sugestivos dessa ordem foram submetidos a uma
identificacdo mais completa por meio de provas bioquimicas: Agar Citrato de Simmons

(CIT); Agar Sulfeto de Hidrogénio, Indol e Motilidade (SIM); Agar Ferro Triplo Agucar
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(TSI); Agar Lisina Ferro (LIA) e Urease (URE), conforme ilustrado na Figura 3. Esses testes
permitiram avaliar as capacidades metabolicas das cepas isoladas, auxiliando na identificagao

das espécies ou géneros bacterianos, conforme descrito por Koneman et al. (2008).

Figura 3 - Provas bioquimicas utilizadas para identificagdo de Enterobacterales isoladas de
produtos lacteos oriundos da regido semiarida brasileira: Citrato de Simmons (CIT), Sulfeto
de Hidrogénio, Indol e Motilidade (SIM), Ferro Triplice Agucar (TSI), Lisina Ferro (LIA) e
Urease (URE).

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

4.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados utilizando a
metodologia de disco-difusdo descrita por Kirby-Bauer (1966), seguindo as atualizacdes
estabelecidas pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST,
2023). Os discos de antimicrobianos utilizados no teste foram: amoxicilina (30 pg),
cefotaxima (5 pg), ceftriaxona (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 pg), cefoxitina (30
pg), meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), aztreonam (30 pg), amicacina (30 pg),
ciprofloxacino (5 pg), gentamicina (10 pg) e sulfametoxazol/trimetoprima (25 pg), conforme
especificado pelo BrCAST (2023).

Para a realiza¢do do teste, foram preparados indculos padronizados na concentragao

de 0,5 da escala de McFarland, ajustados visualmente com os isolados de Enterobacterales
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em solug¢do salina a 0,85%. Os indculos foram entdo semeados pela técnica de espalhamento
em placas de agar Mueller-Hinton utilizando swabs estéreis. Em seguida, os discos de
antimicrobianos foram aplicados na superficie do agar com o auxilio de uma pinga estéril. As
placas foram incubadas em estufa a 35 + 2°C por 16 a 20 horas.

Apds o periodo de incubagdo, as placas foram analisadas quanto a presenca ou
auséncia de halos de inibi¢do. Os halos formados foram medidos com uma régua milimétrica,
e os resultados obtidos foram registrados em uma planilha no Microsoft Word. A partir da
comparacdo dos valores observados com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCAST

(2023), os isolados foram classificados como suscetiveis, intermediarios ou resistentes.
4.5 Teste de gota modificado

A determinac¢do da suscetibilidade presuntiva da polimixina B foi realizada pelo teste
de gota modificado traduzido do inglés modified drop test (DTM), conforme adaptagdao do
método original descrito por Shinohara et al. (2020). No procedimento, foram utilizados oito
discos de 300 UI diluidos em 15 ml de caldo Mueller Hinton II (cation ajustado) para obter
uma solucdo final de polimixina a 16 pg/ml. O tubo contendo os discos foram incubados a
temperatura ambiente por 1 hora para permitir a elui¢do do antibidtico antes de prosseguir
para a proxima etapa. Apos esse periodo, os discos foram removidos assepticamente.

A solucao foi esterilizada por filtracdo com um filtro de seringa de 0,22 pm antes do
uso e armazenada sob refrigeracdo a 4°C. Uma unica gota de 10ul da solugdo de Polimixina
B a 16 pg/ml foi depositada em uma placa de Mueller-Hinton agar previamente semeada com
um indculo (como visto em item 4.4). As placas gotejadas foram deixadas por 15 minutos a
temperatura ambiente (a gota foi completamente absorvida antes de mover a placa), entdo
foram invertidas e incubadas de 16 a 20 horas a 35 = 2°C. Um isolado foi categorizado como
suscetivel a polimixina B se qualquer zona de inibi¢do fosse observada, sendo considerado o
resistente a polimixina B quando ndo havia halo ao redor da gota ou quando colonias dentro

da zona de inibi¢ao, indicativas de subpopulagdes resistentes, eram observadas.

4.6 Teste de sinergismo de disco duplo

O teste fenotipico para deteccdo de cepas produtoras de ESBL foi realizado por meio
do teste de sinergia de disco duplo através da metodologia descrita por Brun-Buisson et al.,

(1987). Os discos contendo cefotaxima (5 pg), ceftazidima (30 pg), ceftriaxona (30 pg) e
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Cefepime (30 pg) foram distribuidos a uma distdncia de 20 mm de um disco contendo
amoxicilina + clavulanato (20/10 pg). A formagdo da zona fantasma (ghost zone) que ¢
qualquer aumento ou distor¢do da zona de inibicdo de um dos antibidticos em dire¢do ao
disco de amoxicilina + clavulanato foi considerado sugestivo da producdo de ESBL (Figura

4).

Figura 4 - Placa de 4gar Mueller-Hinton demonstrando os testes de susceptibilidade aos

antimicrobianos, teste de sinergismo de disco duplo e o teste da gota modificado.

Zonafantasma

Halo de inibicao

Testeda gota
modificado

Ausénciade
halo de inibicao

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

4.7 Extracio do Acido desoxirribonucleico (DNA)

Para a extracdo do DNA, uma suspensdo de colonias em agua destilada estéril foi
submetida a lise mecanica por banho ultrassonico em trés ciclos de 30 segundos. Apds isso,
foi submetido a centrifugacdo a 13.000 rpm por dois minutos, € 0 DNA foi coletado a partir

do sobrenadante com auxilio de micropipeta (Ribeiro, 2016).
4.8 Deteccao dos genes de resisténcia e de identificacio de espécies

A detecgdo dos genes de resisténcia blacrx. (geral e seus grupos 1, 2, 8 € 9), blargy,

blagyy, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, aac(6')-1b, aac(3)-1a, ant(3")-1a, ant(2")-la, mcr-1 € os
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genes de identificacdo das espécies uspA (universal stress protein) e khe (hemolisina de K.

pneumoniae) foi realizada por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em

termociclador BIO-RAD T100. Para as reacdes de amplificacao dos genes, foram usados 12,5

ul de Master mix GoTaq® (Promega), 1 upl de oligonucleotideo forward e 1 pl de

oligonucleotideo reverse especificos para os genes em questdo e 9,5 ul de agua ultrapura e 1

ul de DNA molde, resultando em um volume final de 25 pl. As condi¢des de ciclagem foram

ajustadas com base na temperatura de anelamento ideal para cada par de oligonucleotideo

(Quadro 2).

Quadro 1- Caracteristicas dos Oligonucleotideos utilizados para detec¢do dos genes de

resisténcia em Enterobacterales aos antimicrobianos.

R: 5" - TTAGGTGGCGGTACTTGGGTC -3’

Genes alvo Sequéncia Tamanho do|Temperatura de Referéncia
fragmento anelamento
blaCTX-M F: 5- TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA - 3’ 544_pb 5 IOC Edelstein et al.
R: 5’ - CGATATCGTTGGTGGTGCCATA - 3’ 2003
blacrx mgupor |F+37 — GACGATGTCACTGGCTGAGC — 37 499-pb 55°C Pitout et al. 2004
R: 5" — AGCCGCCGACGCTAATACA -3’
Dlacrx mgupoa |F' 5"~ ATGATGACTCAGAGCATTCG - 3° 866-pb 55°C Saladin et al.2002
R: 5= TGGGTTACGATTTTCGCCGC -3’
blacrx mgpos |F' 5~ ATGGTGACAAAGAGAGTGCA -3 870-pb 55°C Saladin et al.2002
R: 5" = CCCTTCGGCGATGATTCTC —-3°
blacrx mgnupos |F' 5~ CTOGAGAAAAGCAGCGGGGG 37 581-pb 51°C Minarini et al. 2007
R: 5 = ACCCACGATGTGGGTAGCCC-3’
bla gy F: 5" — ATAAAATTCTTGAAGACGAAA - 3° 1080-bp 50°C Reich et al. 2013
R: 5> - GACAGTTACCAATGCTTAATC - 3’
blagy F: 5° — ATAAAATTCTTGAAGACGAAA — 3’ 928-pb 56°C Reich et al. 2013
R: 5> - GACAGTTACCAATGCTTAATC - 3’
gnrd F: 5" — AGAGGATTTCTCACGCCAGG — 3’ 580-pb 58°C Kraychete et al.
R: 5 — TGCCAGGCACAGATCTTGAC -3’ 2016
anB F: 5 - GGMATHGAAATTCGCCACTG -3’ 264_pb 58°C Kraychete et al.
R: 5 —=TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA -3’ 2016
qnrC F: 5 — GCGAATTTCCAAGGGGCAAA — 3’ 135-pb 58°C Kraychete et al.
R: 5 — ACCCGTAATGTAAGCAGAGCAA -3’ 2016
anD F:5° - AGGTGTAGCATGTATGGAAAAGC-3’ 69 1 _pb 5 8°C Kraychete et al.
R: 5’ - ACATTGGGGCATTAGGCGTT -3’ 2016
anS R: 5> —= GCAAGTTCATTGAACAGGGT - 3’ 428_pb 58°C Kraychete et al.
R: 5 - TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG - 3’ 2016
aac(3)-la |F:5'- ATGGGCATCATTCGCACATGTAGG -3’ 456-pb 53-55°C Mortazavi et al. 2020
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ant(3")-Ia  |F:5’ - ATGAGGGAAGCGGTGATCG - 3’ 792-pb 53-55°C Mortazavi et al. 2020
R: 5’ = TTATTTGCCGACTACCTTGGTG -3
ant(2")-la  |F: 5" - ATGGACACAACGCAGGTCGC -3 534-pb 53-55°C Mortazavi et al. 2020
R: 5’ = TTAGGCCGCATATCGCGACC - 3’
aac(6’)-Ib  |F:5 - TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA - 3’ 482-pb 55°C Szabb et al.2018
R: 5’ - CTCGAATGCCTGGCGTGTTT-3"
mcr-1 F: 5" - AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC - 3 320-pb 58°C Rebelo et al. 2018
R: 5 - AGATCCTTGGTCTCGGCTTG -3’
uspA F:5” CCGATACGCTGCCAATCAGT 3’ 884-pb 55,2°C Godambe et al. 2017
R: 5> ACGCAGACCGTGGGCCAGGAT 3’
khe F:5’ CCGGAGCGTTTTTCAATCGGCG 3’ 441-pb 60°C Yu et al.2018
R: 5 CGCTTCGCCCCTCACCTGAAAT 3’
Legenda: pb - Pares de base.Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Os produtos da amplificacdo da PCR (amplicons) foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose (1,5%) corado com GelRed® (BioTium). As condi¢des de corrida foram 120V,

500mA, 150W por 60 minutos em cuba horizontal em tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) 1X.

Apés o término da eletroforese o gel foi retirado da cuba, depositado sobre um

transiluminador UV e fotografado para registro dos resultados obtidos. Todas as corridas

apresentavam um marcador de peso molecular de 100pb (Class five) e amostras de controle

negativo e positivo. Portanto, o tamanho dos fragmentos visualizados foi comparado aos

fragmentos dos controles positivos, juntamente com a comparacao do tamanho esperado para

a banda no marcador de peso molecular (Figura 5).

Figura 5- Ilustracdo dos procedimentos para extracdo do DNA, utilizando a técnica de PCR e

eletroforese.

Eletroforese Transiluminador UV
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; : 4 . Preparo do
Preparagdo do inéculo Lise mecanica Centrifugagdo Mixp:e PCR PCR
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/y ~ | | 9,5x Agua ultrapura @
— | ° I 1x Primer forward
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% \ 1 microlitro de DNA .
= v
Adigdo de colonias  Trés ciclos de 30 seg Centrifugagdo a Mistura dos Reagdo de PCR no Corrida de
bacterianas 3 agua  em banho ultrassdnico 13,000 rpm por dois componetes da termociclador BIO-
destilada autoclavada minutos reacdo + DNA RAD horizontal

eletroforese em cuba bandas no gel em

Vizualizagdo das

transiluminador e
registro fotoaréfico

Fonte: Amaral, 2023
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S RESULTADOS

5.1 Enterobacterales identificadas nas amostras de produtos liacteos

Das 70 amostras de produtos lacteos obtidas, 26 (37%) apresentaram crescimento de
bactérias pertencentes a ordem Enterobacterales sob sele¢do de antibidtico ceftriaxona, com
um total de 29 isolados identificados. Em trés amostras, foram detectadas duas bactérias
distintas. Um total de 24 (92%) amostras de queijo foi categorizada como contaminada com
Enterobacterales resistentes, sendo 17 queijos industriais e sete queijos artesanais. Outros
produtos lacteos, como leite e manteiga da terra, apresentaram apenas uma (4%) amostra

contaminada cada. Ja as bebidas lacteas ndo revelaram a presenca de Enterobacterales.
5.2 Identificacao dos Isolados

Dos 29 isolados obtidos, os testes bioquimicos revelaram uma predominancia de E.
coli em 17 dos isolados (59%), além da identificacdo de 11 isolados (38%) pertencentes ao
género Klebsiella e um isolado (3%) da espécie Hafnia alvei (Grafico 1). A amplificagdo por
PCR também confirmou a identificagdo das espécies K. pneumoniae ¢ E. coli. Dos 11
isolados de Klebsiella spp, nove foram identificados como K. pneumoniae, enquanto dois nao
amplificaram para esta espécie e foram classificados através dos testes bioquimicos como K.
aerogenes ¢ K. oxytoca evidenciando a diversidade genética das cepas de Klebsiella isoladas.

Os 17 isolados de E. coli também tiveram sua identificacao confirmada.
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Grafico 1 - Espécies isoladas pertencentes ao grupo Enterobacterales identificadas em
amostras de produtos lacteos obtidos no semidrido brasileiro, no periodo de junho de 2022 a

fevereiro de 2024.

n = Enterobacterales

11

s Escherichia coli Klebsiella spp. = Hafnia sp.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

5.3 Perfil de resisténcia antimicrobiana e produciao fenotipica de p-Lactamases

A andlise do perfil de resisténcia dos isolados bacterianos revelou que, entre os
antibioticos testados, as maiores taxas de resisténcia foram observadas para ceftriaxona,
cefepime, ceftazidima, cefotaxima e aztreonam. Por outro lado, os antibidticos da classe dos
carbapenémicos, juntamente com a cefoxitina, demonstraram maior atividade antimicrobiana,
apresentando melhores resultados de suscetibilidade (Grafico 2). Em rela¢do a Polimixina B,
a triagem foi sugestiva para resisténcia em um (3%) isolado, pertencente a espécie H. alvei.
Entre os 29 isolados, 25 (87%) demonstraram producao fenotipica de ESBL, enquanto quatro

(13%) foram negativos.
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Grafico 2 - Porcentagem dos isolados classificados como resistentes e sensiveis aos

antibidticos testados, com base nos resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana.

100%

90%
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

CTX CRO FEP CAZ CFO MER IMP AZT AMI CIP GEN SUT
I Sensivel 24% 7% 10% 14% 93% 93% 97% 34% 69% 76% 62% 55%
mResistencia 76% 93% 90% B6% 7% 7% 3% 66% 31% 24% 38% 45%

Legenda: CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; FEP: Cefepime; CAZ: Ceftazidima; CFO: Cefoxitina;, MER:
Meropenem; IMP: Imipenem; AZT: Aztreonam; AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacino; GEN: Gentamicina;

SUT: Sulfametoxazol/Trimetoprima.

Quando analisadas individualmente, as cepas isoladas de E. coli e Klebsiella spp..
apresentaram maior taxa de resisténcia aos antibioticos cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima
e aztreonam (Grafico 3), destacando resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao. Em
contrapartida, os antibioticos Meropenem e Imipenem apresentaram baixas taxas de
resisténcia, indicando que esses farmacos ainda mantém eficacia contra as cepas isoladas.
Além disso, a cefoxitina também demonstrou baixa taxa de resisténcia em Klebsiella spp,

enquanto nenhuma resisténcia a cefoxitina foi observada em isolados de E. coli.
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Grafico 3 - Porcentagem de isolados de E. coli e Klebsiella spp. resistentes aos antibioticos

testados, com base nos resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana.

100%

80%

60%

40%

: |
0% I‘l

CRO FEP CAZ CFO MER IMP AZT AMI CIP GEN SUT
mE. coli 82% 100% 100% 88% 0% 6% 0% 71% 41% 12% 47% 47%
m Klebsiellaspp. 64% 91% 82% 82% 18% 9% 9% 64% 18% 45% 27% 55%

Legenda: CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; FEP: Cefepime; CAZ: Ceftazidima; CFO: Cefoxitina; MER:
Meropenem; IMP: Imipenem; AZT: Aztreonam; AMI: Amicacina; CIP: Ciprofloxacino; GEN: Gentamicina;

SUT: Sulfametoxazol/Trimetoprima.

5.4 Deteccio de genes de resisténcia antimicrobiana

Dentre os isolados positivos para producdo fenotipica de ESBL, 24 (96%)
apresentaram pelo menos um dos genes estudados associados a producao de -lactamases. O
gene blacrx. foi detectado em 23 isolados (79%), sendo o mais frequente entre os analisados.
Desses, 20 pertenciam ao grupo 1 e um ao grupo 2. No entanto, a Figura 6 apresenta a analise
de 20 amostras no gel de agarose, representando parte dos isolados nos quais o gene blacrx.m

foi identificado.
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Figura 6 - Gel de agarose demonstrando a presenga de fragmentos amplificados
correspondentes ao gene blacrxy. Controles utilizados: positivo (C+) e negativo (C-).
Amostras testadas: isolados 1 a 20. L: marcador de peso molecular (ladder), com banda de

referéncia em 544 pb.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

O gene blagy foi detectado em 10 isolados (33%) e o gene blarpy em seis (20%).
Entre os isolados positivos para blacrx.n, 10 (41,7%) apresentaram exclusivamente esse gene,
enquanto trés (13%) apresentaram uma combinacdo de blacrxy © blarpy, seis (25%)
possuiam blacrxy € blagyy, € trés (13%) apresentaram simultaneamente os trés genes
(blacrx,blarpy € blagyy). Apenas uma amostra (4%) apresentou unicamente o gene blagyy.

O gene gnrsS foi identificado em 16 isolados (55%) e o gene gnrB em cinco isolados
(17%). Apenas um isolado (3%) apresentou simultaneamente os dois genes (gnrS e gnrB),
totalizando 20 isolados (69%) com pelo menos um gene associado a resisténcia a quinolonas.
Fenotipicamente, oito (40%) desses isolados apresentaram resisténcia ao ciprofloxacino, um
antibiotico da classe das fluoroquinolonas.

Dos genes relacionados a resisténcia a aminoglicosideos, o gene ant(3")-lIa foi
identificado em dois isolados (7%), enquanto o gene aac(6')-1b foi detectado em trés isolados
(10%), todos localizados em amostras distintas (Figura 7). Desses, quatro isolados,
portadores de genes relacionados a resisténcia a aminoglicosideos, demonstraram resisténcia
fenotipica a gentamicina e a amicacina , antibioticos desta classe. No entanto, um isolado que

possuia o gene ant(3")-Ia ndo apresentou resisténcia a esses antibioticos.
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Figura 7 - Heatmap ilustrando a presenca e auséncia dos genes de resisténcia nas amostras

lacteas, obtidas no semiarido brasileiro.
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Trés isolados de K. pneumoniae apresentaram pelo menos um gene de resisténcia em
cada uma das classes de antibidticos analisadas: B-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas
(figura 8). Em contraste, trés isolados das espécies H.alvei, K. aerogenes e K. oxytoca nao

apresentaram nenhum dos genes de resisténcia investigados.

Figura 8 - Diagrama de Venn ilustrando a distribui¢do dos genes associados a resisténcia aos

antibidticos B-lactdmicos, quinolonas e aminoglicosideos.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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6. DISCUSSAO

A contaminacdo por Enterobacterales nas amostras de queijo pode ser explicada pelo
alto teor de nutrientes e umidade do produto, condi¢des que favorecem o crescimento de
microrganismos, tanto benéficos quanto patogénicos, originados do leite ou adquiridos
durante o processo de fabricacdo (Chavez-Martinez et al., 2019). A auséncia de pasteurizacio
eficaz torna as etapas de producdo e maturagdo insuficientes para garantir a inativacio
completa desses microrganismos patogénicos (Bellio ef al., 2018).

Além disso, a andlise dos resultados demonstrou que todos os queijos provenientes de
locais com produgdo artesanal apresentaram genes de resisténcia a antimicrobianos, o que se
relaciona a auséncia de padronizagdo nos processos de fabricacdo, especialmente nas praticas
higi€nico-sanitarias. Esses ambientes, comuns na regido semiarida, apresentam infraestrutura
limitada e manejo pecudrio rudimentar, comprometendo a qualidade do produto final.

A transmissao de bactérias patogénicas por alimentos comercializados in natura ou de
forma artesanal esta intimamente relacionada a condigdes ambientais ¢ aos métodos de
producao, como a inadequada higienizacdo dos equipamentos € 0 manuseio incorreto, que
favorecem a contaminacao microbioldgica. A implementagdo de controles de qualidade, o
manuseio higiénico e a adequacdo das condi¢cdes ambientais sdo determinantes para a
obtencao de alimentos seguros (Freivogel ef al., 2022).

Nesse contexto, destaca-se a presenga de E. coli, especialmente as cepas produtoras
de ESBL, cuja ampla disseminagdo em alimentos ¢ animais ¢ motivo de preocupagao (Ben et
al., 2015). Essas cepas possuem mecanismos de viruléncia e resisténcia que aumentam a
capacidade de causar infecgdes graves. Além disso, o substrato do leite cru favorece a troca
de genes de resisténcia, o que intensifica a viruléncia das cepas e representa um risco maior
para a saude do hospedeiro (Liao et al., 2021).

Além de E. coli, outros géneros bacterianos com potencial patogénico e resisténcia
antimicrobiana também foram identificados nas amostras analisadas. O género Klebsiella
spp. foi identificado entre os isolados, e algumas cepas apresentaram, simultaneamente, genes
associados a resisténcia a P-lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos. Esse fendomeno
ocorre devido a capacidade dessas bactérias de acumular mutagdes genéticas e adquirir
elementos genéticos moveis, permitindo-lhes desenvolver resisténcia a diferentes classes de
medicamentos, incluindo aqueles que sdo a ultima linha de defesa (De Oliveira ef al., 2020).

Outro achado relevante foi a detec¢ao da espécie Hafnia alvei, que foi o tinico isolado

a demonstrar resisténcia presuntiva a polimixina B por meio do teste de gota modificado.
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Estudos prévios ja relataram casos de resisténcia de Hafnia spp. as polimixinas. Em junho de
2021, o Subcomité do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) sobre Testes de
Sensibilidade Antimicrobiana votou para incluir as polimixinas (polimixina E/colistina e
polimixina B) na lista de agentes aos quais Hafnia spp. ¢ considerada intrinsecamente
resistente (Turbett ez al., 2023).

Cepas de H. alvei foram consideradas como patogenos oportunistas em vdrias
espécies animais (Lang et al., 2022), e sdo suspeitas de causar uma variedade de disturbios
em humanos (Ionescu et al., 2022). Hafnia spp. ja4 foi relatada em uma ampla gama de
ambientes, incluindo alimentos fermentados e laticinios (Ramos-vivas et al., 2022). Estudos
feitos por Fontana et al., (2024), encontraram cepas de Hafnia spp. em alimentos lacteos,
destacando a importancia do potencial metabdlico e enziméatico desse género, provavelmente
ligado a sua capacidade de prosperar em uma ampla gama de nichos ecolédgicos.

Nosso estudo mostrou que a maioria dos isolados de Enterobacterales eram
produtores de ESBL, o que sugere uma ampla disseminacao desse mecanismo de resisténcia,
comprometendo a eficacia de antibidticos P-lactamicos amplamente utilizados. Estudos
anteriores também demonstraram a ocorréncia de bactérias produtoras de ESBL em produtos
lacteos em diferentes paises. No Egito, por exemplo, 19% (42/222) das amostras de leite e
queijo estavam contaminadas com E. coli produtora de ESBL (Ombarak et al., 2018). Ja no
Brasil, estudo realizado por Sierra et al. (2023) indicou que 61,54% (16/26) dos isolados
provenientes de leite cru foram positivos no teste de triagem para Enterobacteriaceae
produtoras de ESBL.

Os isolados do estudo apresentaram maior taxa de resisténcia a ceftriaxona, cefepime,
ceftazidima, cefotaxima e aztreonam. Além da resisténcia observada aos P-lactamicos,
também foram identificados isolados resistentes a gentamicina e a -ciprofloxacina,
pertencentes, respectivamente, as classes dos aminoglicosideos e das fluoroquinolonas. Esses
resultados destacam a preocupag@o com a eficacia das principais classes de antimicrobianos
utilizadas no tratamento de doengas em vacas leiteiras, como B-lactamicos, aminoglicosideos,
lincosamidas, macrolideos, polimixinas, quinolonas, sulfamicinas e tetraciclinas (Zanela et
al., 2022).

Além disso, a presenca constante de residuos desses antibidticos no leite contribui
para a resisténcia bacteriana, refletindo o uso inadequado desses compostos na cadeia
produtiva e aumentando os riscos a saude humana (Farias et a/.,2021). No que diz respeito ao

leite proveniente de industrias, Bastos et al. (2020) analisaram o volume de descarte realizado
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por uma industria no estado de Minas Gerais entre 2015 ¢ 2018. O estudo revelou uma média
de descarte de 40.025,15 litros de leite contaminado com antibidticos B-lactdmicos e 4.772,00
litros com residuos de tetraciclinas. Ja na regido Nordeste, no estado do Rio Grande do Norte,
Souza ef al. (2017) avaliaram 112 amostras de leite cru em seis municipios e identificaram a
presenca de residuos de B-lactamicos e tetraciclinas em trés localidades analisadas.

Os carbapenémicos e a cefoxitina apresentaram as maiores taxas de suscetibilidade,
no entanto, ainda foram observados isolados resistentes. Isso evidencia que a presenca de
bactérias resistentes, incluindo antibidticos estratégicos como os carbapenémicos, ndo esta
mais restrita aos ambientes hospitalares, mas se espalha para outros contextos, como o
agropecuario e alimentos (Jelic et al., 2019).

O gene de ESBL mais frequente encontrado neste estudo foi o blacry,, , identificado
em 23 isolados (79%), seguido pelo o gene blag,y em 10 isolados (33%), e blayg,, em seis
isolados (20%). De maneira similar, o trabalho de Loeza-Lara et al. (2023) também apontou
blacry.,y como o tipo de ESBL mais frequente, presente em 77% isolados, seguido por
combinagdes com os genes TEM e SHV. Além disso, em um estudo realizado no Egito com
ESBLs isoladas de produtos lacteos, os genes mais prevalentes foram o blacryx.y (48%),
seguido pelo bla;z, (44%) e, em menor frequéncia, o blag,, (14,8%) (Gaffer et al., 2019).

Os genes gnrS e gnrB foram detectados em 16 (55%) e 5 (17%) isolados,
respectivamente, com um isolado (3%) apresentando ambos, totalizando 20 (69%) dos
isolados com pelo menos um gene de resisténcia a quinolonas. Desses, 8 (40%) mostraram
resisténcia ao ciprofloxacino. Para os aminoglicosideos, ant(3')-la e aac(6')-Ib foram
identificados em 2 (7%) e 3 (10%) isolados, respectivamente, sendo que quatro eram
resistentes a gentamicina e a amicacina. No entanto, um isolado com ant(3")-Ia nao
apresentou resisténcia fenotipica a esses antibidticos , evidenciando discrepancia
genotipico-fenotipica.

Essa divergéncia entre os testes pode ser explicada pelo que Hughes e Andersson
(2017) relataram, ao afirmarem que a presenca de um gene pode ndo prever diretamente o
traco fenotipico. Isso pode estar relacionado a fatores como condi¢des ambientais que
modulam a expressdo fenotipica, ou a outros fatores genéticos, incluindo combinagdes de
multiplos genes de resisténcia, mutagdes que afetam a expressdo fenotipica e a presenca de
sequéncias de inser¢do. Essas sequéncias podem influenciar mecanismos de resisténcia, como

inativagdo do farmaco, alteracao do alvo ou producao de bombas de efluxo especificas.
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7 CONCLUSAO

e Enterobacterales resistentes a antibioticos e portadoras de genes de resisténcia foram
detectadas em produtos lacteos do semidrido brasileiro, evidenciando um potencial
risco a saude publica.

® As espécies Klebsiella spp., E. coli foram as mais importantes associadas a produgao
de ESBL em produtos lacteos.

e Foram detectados genes de resisténcia a B-lactamicos (blacrxm, blarpm € blagyy),
quinolonas (gnrS e gnrB) e aminoglicosideos (aac(6')-1b e ant(3")-1a), evidenciando a

disseminag@o de multiplos mecanismos de resisténcia.
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