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RESUMO

Introducgao: A resisténcia antimicrobiana é reconhecida internacionalmente como um
dos principais desafios de saude publica do século XXI. No contexto da producao de
queijos artesanais, falhas nos processos de controle de qualidade podem favorecer a
multiplicagdo de microrganismos patogénicos, uma vez que as caracteristicas
intrinsecas desses alimentos podem permitir sua persisténcia e crescimento.
Escherichia coli € um microrganismo ubiquo e oportunista que pode apresentar
sorotipos patogénicos, além de abrigar genes de resisténcia aos antibiéticos Apesar
da crescente evidéncia da presencga de cepas de E. coli resistentes a antimicrobianos
em alimentos de origem animal, ainda sdo escassos os estudos que integrem a
caracterizagao fenotipica e genotipica da resisténcia antimicrobiana em queijos
artesanais frescos, especialmente em nivel regional. Objetivo: Este estudo teve como
objetivo caracterizar os perfis fenotipico e genotipico de resisténcia antimicrobiana em
104 isolados de E. coli obtidos de 22 amostras de queijos Minas Frescal de produgao
artesanal coletados no Distrito Federal, Brasil. Métodos: A suscetibilidade
antimicrobiana dos isolados de E. coli foi avaliada utilizando o método de difuséo
segundo Kirby Bauer e os genes de resisténcia antimicrobiana foram detectados por
métodos de reagdo em cadeia da polimerase com primers especificos para os
antibiéticos da classe dos p-lactamicos (blactxm; blatem; blasny), tetraciclinas
(tetA; tetB), cloranfenicol (cat1; cImA) e sulfonamidas (sul?; sul2). Resultados: As
maiores taxas de resisténcia fenotipica foram observadas para sulfonamidas (85,58%;
89/104) e tetraciclinas (38,46%; 40/104). No perfil genotipico, a maioria dos isolados
de E. coli carregava genes de resisténcia a sulfonamidas sul1 e sul2 (62,50%; 65/104),
genes de resisténcia a tetraciclinas tetA e tetB (65,38%; 68/104) e genes de
resisténcia aos B-lactamicos blacrx-m, blatem € blasnvy (55,77%; 58/104). Entre os
isolados portadores de genes de resisténcia as sulfonamidas, o gene mais frequente
foi sul1, presente em 49,04% (51/104) das cepas, sendo que 59,61% (62/104) das
cepas de E. coli mostraram resisténcia fenotipica. Para as tetraciclinas, a maioria dos
isolados carregava simultaneamente tetA e tetB (34,61%; 36/104), sendo que 35,56%
(37/104) dos isolados foram fenotipicamente resistentes, enquanto 29,80% (31/104)
foram suscetiveis. Entre os genes de resisténcia aos B-lactadmicos, blactx-mfi 0 Mais
detectado, presente em 21,15% (22/104) dos isolados. No entanto, a maioria das
cepas de E. coli (43,26%; 45/104) mostrou-se fenotipicamente suscetivel aos f3-
lactdmicos avaliados. Para o cloranfenicol, os genes cat1 e cImA foram detectados
em 22,12% (23/104) dos isolados, embora apenas 1,92% (2/104) apresentassem
resisténcia fenotipica ao antibidtico. Conclusao: Os resultados deste estudo
evidenciam a presenga significativa de resisténcia antimicrobiana em isolados de E.
coli provenientes de queijos Minas Frescal de produgao artesanal no Distrito Federal,
reforcando a importancia do controle sanitario e da adogdo de boas praticas de
produgao e manipulagdo em queijarias artesanais. Esses resultados destacam a
importancia de agdes integradas de monitoramento, educagao sanitaria e uso racional
de antimicrobianos, contribuindo para a mitigagao dos riscos associados a resisténcia
antimicrobiana na cadeia de alimentos de origem animal.

Palavras-chave: contaminacao alimentar, produtos lacteos, resisténcia a antibiéticos,
vigilancia em saude publica, saude unica.



ABSTRACT

Introduction: Antimicrobial resistance is internationally recognized as one of the major
public health challenges of the 21st century. In the context of artisanal cheese
production, failures in quality control processes may favor the multiplication of
pathogenic microorganisms, as the intrinsic characteristics of these foods can support
their persistence and growth. Escherichia coli is a ubiquitous and opportunistic
microorganism that may present pathogenic serotypes and harbor antibiotic resistance
genes. Despite the growing evidence of the presence of antimicrobial-resistant E. coli
strains in foods of animal origin, studies integrating both phenotypic and genotypic
characterization of antimicrobial resistance in fresh artisanal cheeses remain scarce,
particularly at the regional level.Objective: This study aimed to characterize the
phenotypic and genotypic antimicrobial resistance profiles of 104 E. coli isolates
obtained from 22 samples of artisanal Minas Frescal cheeses collected in the Federal
District, Brazil. Methods: Antimicrobial susceptibility of the E. coli isolates was
assessed using the Kirby—Bauer disk diffusion method. Antimicrobial resistance genes
were detected by polymerase chain reaction (PCR) using specific primers targeting [3-
lactam resistance genes (blactx-m, blatem, blasnv), tetracycline resistance genes (tetA,
tetB), chloramphenicol resistance genes (cat1, cImA), and sulfonamide resistance
genes (sul1, sul2). Results: The highest phenotypic resistance rates were observed
for sulfonamides (85.58%; 89/104) and tetracyclines (38.46%; 40/104). Genotypically,
most E. coli isolates carried sulfonamide resistance genes sul1 and sul2 (62.50%;
65/104), tetracycline resistance genes tetA and tetB (65.38%; 68/104), and B-lactam
resistance genes blacrx-m, blarem, and blasnv (55.77%; 58/104). Among isolates
harboring sulfonamide resistance genes, sul1 was the most frequent, present in
49.04% (51/104), and 59.61% (62/104) exhibited phenotypic resistance. Regarding
tetracyclines, most isolates simultaneously carried tetA and tetB (34.61%; 36/104) and
35.56% (37/104) were phenotypically resistant, whereas 29.80% (31/104) were
susceptible. Among B-lactam resistance genes, blactx.m was the most prevalent,
detected in 21.15% (22/104) of isolates. However, most E. coli strains (43.26%;
45/104) were phenotypically susceptible to the B-lactams tested. For chloramphenicol,
cat1 and c/mA were identified in 22.12% (23/104) of isolates, although only 1.92%
(2/104) showed phenotypic resistance. Conclusion: The findings of this study
demonstrate a significant presence of antimicrobial resistance among E. coli isolates
recovered from artisanal Minas Frescal cheeses in the Federal District, underscoring
the importance of sanitary control and the adoption of good production and handling
practices in artisanal cheesemaking. These results highlight the need for integrated
actions involving surveillance, sanitary education, and rational antimicrobial use,
contributing to the mitigation of risks associated with antimicrobial resistance in the
food chain of animal origin.

Keywords: food contamination, dairy products, drug resistance, public health
surveillance, one health.
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1 INTRODUGAO

O Brasil destaca-se como o maior produtor de leite da América do Sul, o quarto
maior do mundo e um dos cinco principais produtores globais, com uma produgao
anual que ultrapassa 34 bilhdes de litros de leite (Carneiro et al., 2022; Castro, 2023).
Entre os derivados lacteos, o queijo Minas Frescal, que € um produto tipicamente
brasileiro, ocupa a terceira posigdo em consumo nacional, sendo popular pela ampla
disponibilidade e pelo baixo custo no mercado interno (Siqueira, 2021).

O queijo Minas Frescal é caracterizado por uma massa crua de textura macia,
aparéncia branca e sabor levemente acido e salgado (Rocha et al., 2020). Trata-se de
um queijo fresco (ndo passa por processo de maturagao) possui alto teor de umidade
(até 58%), teor médio de gordura (até 19%) e pH préximo da neutralidade. Sua
producao consiste na coagulagado enzimatica do leite de vaca utilizando coalho e/ou
outras enzimas coagulantes apropriadas (Teider et al., 2019; Rocha et al., 2020; Silva,
2005).

De acordo com Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do leite e
derivados, a produgéo do queijo Minas Frescal deve ser realizada apenas com leite
que foi submetido a pasteurizacdo ou a um tratamento térmico equivalente para
garantir a segurancga do produto. A comercializagao desses queijos elaborado a partir
de leite cru nao é permitida, uma vez que apresentam um alto risco de contaminacgao
alimentar. Devido a auséncia de maturagéo e ao alto teor de umidade, o queijo deve
ser armazenado em temperatura adequada de refrigeragdo (ndo excedendo 8 °C) e
apresentar vida de prateleira reduzida (aproximadamente 15 dias) (Antoszewska et
al., 2024; Mercosul, 2004).

No Brasil, o queijo Minas Frescal de produgao industrial e produzido a partir
de leite pasteurizado, comercializado em supermercados sob refrigeragao e envoltos
em embalagens que apresentam o selo do servigo de inspec¢ao sanitaria. Ja o mesmo
tipo de queijo elaborado por producgao artesanal geralmente é fabricado em pequenas
propriedades rurais e vendido em feiras livres e mercados locais. Esses queijos
artesanais, sdo comumente comercializados sem rotulagem adequada, sem o
controle de temperatura e muitas vezes produzidos com leite cru, além de
manipulados em condi¢gdes higiénico-sanitarias insatisfatérias. Diversos estudos

apontam a presenga recorrente de microrganismos patogénicos nesses produtos,
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especialmente Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes, frequentemente associados aos surtos de doengas de transmissao
hidrica e alimentar. (De Campos et al., 2018; Camargo et al., 2021; Cardozo et al.,
2021; De Campos et al., 2018; Oliveira et al., 2021).

Estudos tém apontado que queijos artesanais produzidos em diferentes
regides do Brasil ndo atendem aos critérios microbiologicos estabelecidos pela
legislacdo nacional, principalmente devido aos altos niveis de S. aureus e E. coli
(Camargo et al., 2021; Oliveira et al., 2021; Pineda et al., 2021). E. coli vive
predominantemente como microrganismo comensal do trato intestinal de humanos e
de animais homeotérmicos. Entretanto, determinadas cepas podem adquirir fatores
de viruléncia e se tornar patogénicas, configurando-se como importantes agentes de
infeccbes gastrointestinais em humanos, geralmente transmitidas por agua e
alimentos contaminados. Por sua origem fecal e ampla disseminagdo no ambiente, a
E. coli € amplamente utilizada como indicador microbiolégico de contaminagao por
enteropatdégenos em alimentos e em agua (De Campos et al., 2018; Pakbin et al.,
2021; Pena et al., 2021).

As cepas de E. coli apresentam alta prevaléncia de resisténcia antimicrobiana
(RAM), tanto nas comensais quanto naquelas portadoras de fatores de viruléncia. Sua
ampla disseminagao em diferentes nichos ambientais e de hospedeiros, aliada a
capacidade de adquirir e transmitir genes de resisténcia por mecanismos de
transferéncia horizontal, reforcam a necessidade de monitoramento continuo de seus
perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia. Além disso, devido ao papel central que
essa espécie desempenha na disseminacao de determinantes de resisténcia entre os
microrganismos, a E. coli € amplamente adotada como um microrganismo sentinela
em programas de vigilancia e estudos epidemiolégicos voltados a RAM (Fang et al.,
2019; Poirel et al., 2018).

Portanto, é fundamental determinar e caracterizar os perfis genotipicos de
RAM, tanto em bactérias fenotipicamente resistentes quanto suscetiveis, ja que
muitas cepas carregam genes silenciosos que ndo sao expressos na resisténcia
fenotipica, mas podem ser disseminados por transferéncia horizontal e se tornarem
ativos em um novo hospedeiro. Essa possibilidade reforca a necessidade de

abordagens integradas que considerem tanto a resisténcia expressa quanto os
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determinantes genéticos latentes (Deekshit; Srikumar, 2022; Lipszyc et al., 2022;
Stasiak et al., 2021; Vk et al., 2019; Wu et al., 2025).

Diante do elevado consumo de queijo Minas Frescal, das fragilidades
sanitarias associadas a producao artesanal e da relevancia das cepas de E. coli como
microrganismo sentinela da resisténcia antimicrobiana, torna-se um problema
relevante a auséncia de dados integrados sobre os perfis fenotipicos e genotipicos de
resisténcia antimicrobiana em isolados provenientes desses produtos, especialmente
em nivel regional, o que dificulta a avaliacdo do risco sanitario e o estabelecimento de

estratégias eficazes de vigilancia e controle.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PANORAMA DA PRODUCAO DE QUEIJO ARTESANAL NO BRASIL

O Brasil tem se destacado como o quarto maior produtor de queijos do mundo,
com um volume de produgdo anual estimado em 804 mil toneladas (Associagéo
Brasileira Das Industrias De Queijo, 2021). A produc&o de queijos ocorre por meio da
coagulagcao enzimatica do leite de vaca, cabra, ovelha ou bufala (Hou et al., 2024),
utilizando-se o coalho, que contém enzimas especificas (proteases) geralmente
produzidas por bactérias ou fungos, como Bacillus stearothermophilus e Aspergillus
oryzae. A coagulagdo enzimatica do leite pode ainda ser complementada pela agao
do acido latico, formado a partir da atividade de culturas de bactérias laticas
adicionadas ao leite (Hosken et al., 2023; Kumar et al., 2024; Teider et al., 2019).

Embora existam regides com maior tradicdo na pecuaria leiteira, a fabricagéo
de queijos artesanais esta presente em todo o Brasil. Os queijos tipicos variam
conforme a localidade, apresentando diferencas tanto nas técnicas de elaboragao
quanto nos ingredientes utilizados, que podem manter métodos ancestrais ou incluir
adaptag¢des modernas. Na Figura 1 é possivel observar, por estado, os tipos de queijos

mais frequentes no Brasil (Embrapa, 2021; Silemg, 2021).

Figura 1 — Mapa do Brasil com os tipos de queijos artesanais produzidos por
estados, no ano de 2021.

1 Queijo de Coalho 20 Queijo Caipira

2 Queijo de Manteiga 21 Queijo Nicola

3 Queijo Regional de Paragominas 22 Queijo Porungo

4 Queijo do Marajo Tipo Creme 23 Requeijao de Prato

5 Queijo do Marajo Tipe Manteiga 24 Queijo Colonial

6 Queijo Creme 25 Queijo Witmarsum

7  Queijo Macurure 26 Queijinho

8 Queijo Brasulac 27 Queijo Diamante

9 Queijo de Coalho de Cabra 28 Queijo do Contestado
)

10 Requeijao Moreno 29 Queijo Kochkase
11 Queijo Flamengo ou Cabacinha 30 Queijo Artesanal Serrano

12 Queijo Artesanal Cabacinha da Re- 31 Queijo Minas Artesanal de Araxa
giao do Vale do Jequitinhonha 32
13 Queijo Artesanal Serra Geral

Queijo Minas Artesanal do Cerrado

33 Queijo Minas Artesanal da Serra do
14 Queijo Artesanal de Alagoa Salitre

15 Queijo Minas Artesanal do Sefro 34 Queijo Minas Artesanal do Campo
das Vertentes

Tipos de Queijo
Artesanal
Brasil: 2021

16 Queijo Minas Artesanal da Serra da
35
Canastra

17 Queijo Artesanal do Vale do Suagui 36

Queijo Minas Artesanal do Tridngulo
Mineiro
Queijo Minas Artesanal das Serras da
18 Queijo Artesanal Mantiqueira de Ibitipoca

Minas
19 Queijo Curado

Fonte: Embrapa, 2021.
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Existem indicios de que a tradicdo de produgdo dos queijos artesanais
brasileiros tenha sido introduzida por influéncias portuguesas, mais especificamente
com técnicas tipicas da Serra da Estrela’ — Portugal (Brasil, 2006; Pellin et al., 2016).
A introducdo das técnicas europeias de fabricagdo de queijos na América Latina
ocorreu durante o processo de colonizagdo, quando os colonizadores tentaram
reproduzir produtos tradicionais do Velho Mundo? em solo latino-americano. No
entanto, a combinagdo de fatores como o clima, as limitagbes de infraestrutura, a
alimentagdo e as racas locais dos animais, além da presenca de uma microbiota
regional especifica, impediu a reproducao exata dos queijos europeus. Isso levou ao
surgimento de novas variagdes, que resultaram em queijos com identidade proépria.
(Pellin et al., 2016; Penna et al., 2021).

Portanto, a produgéo de queijos artesanais no territério brasileiro além de ser
importante para a economia das regides onde esta inserida, também reflete um legado
cultural e social préprio (Araujo et al., 2020). A produgao de queijos artesanais ocorre,
na maioria dos casos, em propriedade rurais conduzidas por pequenos agricultores e
suas familias (Nascimento, Cruz e Calvi, 2019).

O valor comercial dos queijos artesanais aumentou significativamente nos
ultimos anos, principalmente pelo reconhecimento de qualidade associado a
premiacgdes internacionais, como as ocorridas em 2017 e 2018. E pela medalha de
ouro conquistada em 2021 no Le Mondial du Fromage et des Produits Laitiers, um
renomado festival de exposi¢cao de queijos e laticinios realizado na Franga (Allaion et
al., 2021).

O Instituto do Patrimbnio Histérico e Artistico Nacional (Iphan) reconheceu o
“‘Modo Artesanal de Fazer Queijo de Minas” como patriménio cultural e imaterial
brasileiro, desde 2008, inicialmente abrangendo as regides do Serro, Serra da
Canastra e Serra do Salitre (Brasil, 2014; Pereira, 2012). Esse reconhecimento
ganhou dimenséao internacional em dezembro de 2024, durante a 192 Sessao do
Comité Intergovernamental da Convencgao para a Salvaguarda do Patriménio Cultural

Imaterial da Organizagao das Nagdes Unidas para a Educacgao, a Ciéncia e a Cultura

' As técnicas tipicas da Serra da Estrela - Portugal, sdo os métodos artesanais usados para a produgéo
do Queijo Serra da Estrela, um dos queijos mais tradicionais de Portugal. A produgdo desse queijo
envolve praticas especificas que refletem o saber tradicional da regiéo.

2 0O termo "produtos do Velho Mundo" refere-se a alimentos, animais e técnicas agricolas originarios da
Europa, Asia e Africa que foram introduzidos nas Américas ap6s o inicio da colonizacdo europeia no
final do século XV.
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(UNESCO), realizada em Assunc¢éo, Paraguai, onde os "Modos de Fazer o Queijo
Minas Artesanal" foram oficialmente reconhecidos como Patrimdnio Cultural Imaterial
da Humanidade (Unesco, 2024).

O estado de Minas Gerais lidera a producdo leiteira nacional, sendo
responsavel por 26,8% da produgdo, o equivalente a 35.375.235 toneladas de leite.
Minas Gerais também é classificada como o principal polo de produgdo de Queijo
Minas Artesanal e as microrregides do Triangulo Mineiro/Alto Parnaiba, Sul/Sudeste,
Zona da Mata e Vale do Rio Doce sdo reconhecidas por essa tradicionalidade (IBGE,
2025). O reconhecimento nacional da tradicdo de produgao de queijos artesanais, em
especial do Queijo do Tipo Minas, foi oficializado por registros da Coordenacao de
Indicacdo Geografica de Produtos Agropecuarios do Ministério da Agricultura e
Pecuaria (MAPA), onde ficou estabelecido que o queijo mineiro integra o grupo de
alimentos com singularidades de producgao inerentes ao seu territério de origem
(Brasil, 2024a).

O queijo Minas Frescal € um produto tipicamente brasileiro, ocupando a terceira
posicdo no consumo nacional de queijos, com alta oferta e baixo custo no mercado
(Siqueira, 2021). Esse queijo é caracterizado por ter uma massa crua coalhada, alto
teor de umidade (55 a 58%), textura macia, aparéncia esbranquigada, ser levemente
acido (pH entre 5,0 e 5,3), salgado e semigordo (17 a 19% de gordura) (Rocha et al.,
2020; Silva, 2005).

O queijo Minas Frescal é majoritariamente produzido de forma industrial e as
producdes artesanais devem seguir a regra do uso de leite pasteurizado (Brasil,
2017a; Mercosul, 2004). Vale destacar que o queijo Minas Frescal, apesar do nome
semelhante, difere do Queijo Minas Artesanal. Enquanto o primeiro é frequentemente
produzido em escala industrial, com elevada umidade e sem processo de maturacao,
0 segundo é elaborado com leite cru e sofre processo de maturacdo por tempo
suficiente para haver eliminagéo da microbiota patogénica contaminante (Brasil, 1997;
Minas Gerais, 2020).

2.2 MICROBIOTA E QUALIDADE DOS QUEIJOS

Além dos fatores culturais, histéricos e geograficos que moldaram a identidade
dos queijos brasileiros, especialmente os artesanais, a microbiota presente durante
sua producao exerce papel determinante na definicdo das caracteristicas sensoriais,
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nutricionais e de seguranga do produto. Os microrganismos, tanto adicionados
intencionalmente quanto provenientes do ambiente e do leite cru, sdo responsaveis
por processos bioquimicos fundamentais na coagulagdo, maturacédo e
desenvolvimento de aroma e textura dos queijos (Nicosia et al., 2023; Silva et al.,
2023).

Assim, os microrganismos desempenham papel central na produgdo de
laticinios fermentados, podendo ser adicionados como culturas iniciadoras ou fazer
parte da microbiota natural do leite, sendo comum encontrar no leite microrganismos
psicrotroficos?, como 0s géneros
Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacteriu,
Flavobacterium, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Lactobacilus e Microbacterium spp. (Bettera et al., 2023; Oliveira et al.,
2015; Silva et al., 2018).

Para o queijo Minas Frescal a legislagcdo brasileira vigente ndo permite a
producdo com o uso de leite cru. Assim, é obrigatério a utilizacdo de leite
pasteurizado®, com o objetivo de garantir a inocuidade do produto e a seguranga do
consumidor (Brasil, 2017a). Como a microbiota do leite &€ drasticamente diminuida
pelos tratamentos térmicos aplicados, o uso de culturas starters® (ou culturas
iniciadoras) se torna essencial para promover uma fermentagdo mais controlada e
previsivel dos laticinios fermentados como iogurte e queijo (University of Guelph,
2018).

As culturas iniciadoras geralmente sdo compostas por bactérias acido-laticas
capazes de utilizar matérias-primas como o leite que contém altas concentracdes de
monossacarideos e dissacarideos (como € o caso da lactose, composto por glicose e
galactose) para a fermentagdo (Admassie, 2018). As bactérias iniciadoras mais
frequentes em queijos sdo bactérias do acido-latico dos géneros Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus e sao utilizadas para promover a
conversao da lactose em acido latico, iniciando o processo de coagulagao e formando

a coalhada. Durante a maturagao do queijo passam a predominar as bactérias acido-

3 Grupo de microrganismos capazes de se desenvolver em temperaturas baixas, embora apresentem

temperaturas 6tima de crescimento em 15°C e maxima de 20 °C.

4 Leite que passou por processo térmico chamado pasteurizagdo para eliminagdo de microrganismos
patogénicos e, consequentemente, redugéo da carga microbiana total. Esse processo ndo deve alterar
significativamente o sabor, valor nutricional ou composigéo do produto.

5 Culturas starter ou culturas iniciadoras sdo microrganismos utilizados na produgdo de laticinios
fermentados, como iogurte e queijo.
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laticas nao iniciadoras (non-starter), como as do género Lactococcus, Pediococcus e
Leuconostoc, que predominam na microbiota secundaria (Sionek et al., 2023).

Os queijos produzidos a partir de leite cru tém conquistado a preferéncia de
muitos consumidores devido ao seu perfil sensorial mais intenso e complexo em
comparagao com 0s queijos elaborados com leite pasteurizado (Duensing et al.,
2024). Assim, queijos produzidos a partir de leite cru apresentam maiores
concentragbes de compostos volateis, como os acidos carboxilicos, ésteres e alcoois
que resultam no sabor e o aroma caracteristicos dos produtos artesanais (Sakaridis
et al., 2022).

Além disso, a diversidade de microrganismos presentes no leite sem
pasteurizagdo pode influenciar diretamente nas caracteristicas sensoriais do queijo,
resultando em produtos com sabores unicos. O processo de pasteurizacado do leite
nao so inativa os microrganismos, mas também as enzimas como as proteases e
lipases, que desempenham um papel importante na intensificacdo do sabor
caracteristico dos queijos artesanais (Sakaridis et al., 2022).

As bactérias acido-laticas fermentadoras n&o iniciadoras influenciam
diretamente as caracteristicas sensoriais e a qualidade do queijo, variando conforme
o tipo e a regidao de origem do produto (Coelho, Malcata, Silva, 2022). A fermentacao
latica também é considerada uma das formas mais antigas de biopreservacgao
alimentar, ja que aumenta a seguranga e a vida util dos alimentos pelo uso controlado
dos microrganismos ou dos seus metabdlitos. Isso ocorre devido o antagonismo
bacteriano, onde as bactérias acido-laticas competem com microrganismos
indesejaveis (Zapasnik, Sokotowska, Bryta, 2022).

As bactérias acido-laticas também participam ativamente da lipdlise e
protedlise, liberando acidos graxos, aminoacidos e compostos volateis que conferem
ao queijo seu perfil sensorial caracteristico. As enzimas lipoliticas presentes nos
queijos rompem a ligacao éster entre um acido graxo e o nucleo de glicerol de um
triacilglicerideo, produzindo acidos graxos livres, além de mono e diacilglicerideos. A
maioria dos acidos graxos livres gerados pela lipdlise atua como precursor de
compostos volateis, como por exemplo as metil-cetonas, alcanonas e lactonas, que
desempenham papéis importantes no sabor do queijo. Vale ressaltar que o sabor do
queijo € um componente de qualidade particularmente importante na decisdo de

compra e consumo, muitas vezes se sobrepondo a outros atributos sensoriais, como
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a cor e as propriedades reolégicas (De Luca et al., 2019; Mei et al., 2015; Rabbani et
al., 2025).

Outro ponto importante € que algumas espécies de bactérias acido-laticas
encontradas nos queijos como a Lactococcus lactis spp. cremoris e Streptococcus
thermophilus também s&o culturas que produzem o exopolissacarideos (EPS*). Essas
substancias ajudam a reter agua, manter ou aumentar umidade do queijo, melhorar a
firmeza e a elasticidade e até mesmo aumentar o rendimento do produto. Os EPS
também contribuem para que queijos com baixo teor de gordura tenham textura
semelhante a de queijos integrais, além de melhorarem a capacidade de derretimento
(pelo aumento da umidade), como acontece com queijos do tipo mucarela
(Nepomuceno, Costa Junior, Costa, 2016).

As enzimas mais utilizadas na coagulagao do leite por industrias, pertencem a
categoria das proteases asparticas. A eficiéncia das proteases esta diretamente
relacionada as condigdes fisico-quimicas do meio, sendo o pH e a temperatura os
principais moduladores de sua atividade catalitica. No caso da quimosina sua
estabilidade e desempenho sdo melhores em faixas de pH entre 5,3 e 6,3 e
temperatura 6tima entre 30 e 40 °C. No entanto, algumas variantes térmicas dessas
enzimas apresentam elevada resisténcia ao calor, o que pode resultar em reacgdes
proteoliticas residuais, isto €, a continuacao da atividade enzimatica proteoliticas apos
a formacao da coalhada do leite ou apds a fase desejada de coagulagao do leite. Essa
atividade residual pode resultar em efeitos negativos durante a maturagado do queijo
ou em processos de filagem®, além de comprometer as caracteristicas sensoriais do
produto por meio da produgao de peptideos amargos, destruigdo da matriz proteica e
liberacdo de compostos volateis indesejaveis. Por isso a escolha do coalho é
essencial para garantir a qualidade do queijo (Dela Justina, Dela Justina, Skoronski,
2018; Gongalves, Cardarelli, 2021; Salehi et al., 2017).

A formacéao da coalhada é uma etapa essencial na producao de queijos, sendo
a gelificagdo induzida por enzimas coagulantes. Esse processo inicia-se com a
clivagem especifica da fragcdo N-terminal da k-caseina, localizada na superficie das
micelas de caseina, promovida por proteases como a quimosina (Hou et al., 2024). A

hidrolise da k-caseina reduz significativamente a carga negativa das micelas,

6 Filagem é uma etapa especifica da produgdo de queijos do tipo pasta filada, como por exemplo a
mugcarela. O processo de filagem consiste em aquecer e esticar a massa coalhada em agua quente ou
soro quente até que ela adquira uma textura elastica e fibrosa, e em seguida resfria-la.
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diminuindo a repulsao eletrostatica e favorecendo a agregagdo das micelas na
presenca de ions de calcio, resultando na formagdo de uma rede de gel coesa e
tridimensional (a coalhada) (Najera-Dominguez et al., 2022). A quimosina, ao cortar
especificamente a ligacdo entre os residuos de fenilalanina (Phe105) e metionina
(Met106) da k-caseina, permite a formagdo de uma coalhada com boa firmeza e
textura, caracteristicas essenciais para a qualidade do queijo (Figura 2) (Chen et al.,
2021).

Figura 2 — A¢ao da quimosina e coagulacdo das micelas de caseina na produgao do
coalho para produgao de queijo.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Chen et al., 2021.

Legenda: Nm — nanémetros; Phe105 — fenilalanina; Met106 — metionina; k-CN — k-caseina; a — as-
caseina; B — beta caseina; e — B-lactoglobulina; k — k — caseina; p — para-k-caseina; Ca2* — ions de
calcio.

Estudos na literatura mostram que no momento da coagulacéo ocorre atividade
antagonista da microbiota presente no leite cru, ja que a multiplicagdo adequada das
bactérias acido-laticas diminui o pH do leite e contribui para o controle da multiplicacéo
de bactérias potencialmente patogénicas, em especial Staphylococcus produtores de
enterotoxinas, Escherichia coli produtora de Toxina Shiga (STEC), Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes e Campylobacter spp. (Lucchini et al., 2018; Nunes et al.,
2025; Sakaridis et al., 2022).

Embora o leite cru seja amplamente utilizado na produgédo de queijos
artesanais, a pasteurizacao continua sendo um método eficaz para a eliminacao de
patdogenos presentes no leite, promovendo a redugdo da carga microbiana e,
consequentemente, contribuindo para a melhoria da qualidade microbiolégica da
matéria-prima (Nunes et al., 2025; Sakaridis et al., 2022).

Por isso, o controle rigoroso das condi¢gdes de produgao, a selegdo adequada

das culturas starter, o controle do pH e a pasteurizagdo do leite sdo estratégias
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essenciais para garantir a seguranga dos queijos, principalmente os frescos,
prevenindo surtos de doencas alimentares associadas a esses patdégenos (Chacén-
Flores et al., 2023).

2.3 DOENGAS DE TRANSMISSAO HIDRICA E ALIMENTAR: ESTIMATIVAS
GLOBAIS E IMPLICAGOES PARAA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

As Doengas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA) sao definidas como
doencas causadas pela ingestao de agua e/ou alimentos contaminados com agentes
etioldgicos, podendo ocorrer em qualquer etapa da cadeia de produgao, distribuigao
e consumo dos alimentos. Além disso, também podem ser originadas por meio da
contaminagao ambiental, como por exemplo no caso da poluicdo de recursos hidricos,
do solo ou da atmosfera (WHO, 2025a).

Mais de 250 agentes etioldgicos distintos ja foram identificados como
causadores de DTHA no mundo, representando um importante problema de saude
publica em escala global e causando um impacto socioeconémico consideravel
através da sobrecarga dos sistemas de saude, perda de produtividade e prejuizos ao
turismo e comércio. Além disso, essas doengas contribuem significativamente para a
carga global de doencas e mortalidade (WHO, 2025a).

Dentro do grupo de microrganismos relacionados as DTHA, estdo as bactérias
patogénicas e suas enterotoxinas, os virus entéricos, protozoarios e helmintos (WHO,
2025b). Os sintomas clinicos mais comuns das DTHA podem incluir dor abdominal,
anorexia, nauseas, vomitos, diarreia acompanhada ou nido de febre e/ou alteracbes
laboratoriais compativeis com a doenga (Governo do Distrito Federal, 2024a; Governo
do Distrito Federal, 2024b).

Vale ressaltar que apesar da maioria dos casos de DTHA se apresentarem
como problemas gastrointestinais autolimitados, evolugdes mais graves podem afetar
os sistemas renal, hepatico e neuroldgico, podendo ser fatais. Embora as doengas
diarreicas representem um problema relevante em todo o mundo, os impactos mais
graves e frequentes ocorrem, principalmente, em paises de baixa e média renda,
sendo as criangas menores de 5 anos o grupo mais vulneravel (WHO, 2025a).

Os surtos de DTHA podem ser identificados quando duas ou mais pessoas
apresentam sintomas gastrointestinais apés a ingestdo de alimentos ou agua

contaminados e originados de uma fonte em comum. Entretanto, em situagbes
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envolvendo patégenos altamente virulentos, como é o caso do Clostridium botulinum,
E. coli O157:H7 e Vibrio cholerae, considera-se que a detec¢do de apenas um caso
ja justifica a declaracao de surto, devido ao risco epidemioldgico associado (Neves e
Ribeiro, 2023).

No Brasil, a Vigilancia Epidemiologica das Doengas de Transmissao Hidrica e
Alimentar (VE-DTHA) é feita por meio do monitoramento de casos e surtos. Para isso,
ocorre a vigilancia de doengas de notificagdo compulséria, como codlera, botulismo,
febre tifoide e toxoplasmose adquirida na gestacéo e congénita. Os surtos de DTHA,
diarreias agudas, infecgdes por rotavirus e sindrome hemolitico-urémica séao
acompanhados em unidades sentinelas’ (Governo do Distrito Federal, 2024a;
Marques e Trindade, 2021).

Os surtos de DTHA s&o classificados como Eventos de Saude Publica (ESP)
devido ao seu potencial de representar risco significativo a saude coletiva e por isso,
exige-se a notificacdo imediata e medidas de controle oportunos em até 24h (Brasil,
2017b). As notificagbes dos surtos de DTHA sédo feitas por meio do Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagcdo (SINAN). No entanto, essas doencgas
apresentam elevada subnotificagdo, o que dificulta a estimativa real de casos e
compromete a resposta das agdes de vigilancia sanitaria (Oliveira e Ferreira, 2021).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente
600 milhdes de pessoas adoecem anualmente em todo o mundo devido as DTHA,
resultando em cerca de 420 mil mortes por ano. As DTHA acarretam uma perda
estimada de 33 milhées de anos de vida ajustados por incapacidade (Disability-
Adjusted Life Years — DALYs®), pois podem provocar morte prematura, sequelas
permanentes, incapacidades e sofrimento, reduzindo significativamente a qualidade e
a expectativa de vida da populagdo afetada. Essa carga representa um desafio
substancial para os sistemas de saude publica, especialmente em paises de baixa e
média renda. Portanto, esses dados reforgam a necessidade urgente de implementar

7 refere-se a um modelo de monitoramento realizado em unidades de salde estratégicas (hospitais ou
servigos ambulatoriais) com adeséo voluntaria, destinado ao acompanhamento de agravos ou agentes
etiolégicos de interesse em saude publica, conforme regulamentagcédo da Secretaria de Vigilancia em
Saude do Ministério da Saude (SVS/MS).

8 DALYs atribuidos a uma doencga ou condigdo de saude correspondem a soma dos anos de vida
perdidos por morte prematura (years of life lost - YLL) e dos anos vividos com incapacidade (years lived
with a disability - YLD), resultantes dos casos prevalentes da doenga ou condi¢do em uma determinada
populagao.
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estratégias preventivas eficazes e politicas publicas robustas voltadas para a
seguranga alimentar em ambito global (WHO, 2020).

Em 2023, foram notificados na Europa um total de 5.791 surtos de DTHA, os
quais resultaram em 2.894 hospitalizagdes e 73 oObitos (0 maior numero de oObitos
associados a surtos alimentares dos ultimos 10 anos na Europa). Os principais
agentes etioldgicos identificados foram Salmonella spp., Bacillus cereus, E. coli STEC
e norovirus (European Food Safety Authority, 2024a; EFSA, 2024b). Nos Estados
Unidos da América no ano de 2023, o FoodNet (Foodborne Diseases Active
Surveillance Network) identificou 29.607 infecgdes por DTHA, 7.234 hospitalizagdes e
177 mortes no total (incluindo infec¢des adquiridas nos EUA e associadas a viagens
internacionais), sendo que 15% dos casos estavam associados a viagens
internacionais. Considerando apenas as infecgdes adquiridas domesticamente, a
campilobacteriose apresentou a maior incidéncia, seguida por salmonelose e
infeccbes por STEC (Shiga toxin—producing Escherichia coli) (Shah et al., 2023).

No Brasil, o Ministério da Saude, em parceria com o SINAN e a Secretaria de
Vigilancia em Saude e Ambiente (SVSA), publicou um informe técnico com o perfil
epidemioldgico dos surtos de Doengas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA),
abrangendo o periodo de 2014 a 2023. O relatério inclui dados sobre o numero de
surtos, individuos expostos, casos sintomaticos, hospitalizacdes, obitos e letalidade.

Essas informagdes podem ser visualizadas na Figura 3 (Brasil, 2024b).

Figura 3 — Informe do Ministério da Saude e da Secretaria de Vigilancia em Saude e
Ambiente sobre o Perfil Epidemiolégico com série histérica de surtos de Doencas de
transmissao hidrica e alimentar no Brasil, durante o periodo de 2014 a 2023.

Ano N2 de surtos N2 de expostos N2 de doentes N2 de hospitalizado N2 de dbitos Letalidade
2014 886 124359 15700 2524 9 0,06
2015 673 37165 10676 1453 17 0,16
2016 538 200896 9935 1406 7 0,07
2017 598 47409 9426 1439 12 0,13
2018 597 57297 8406 916 9 0,11
2019 771 17388 9586 1301 10 0,10
2020 292 10548 4600 595 6 0,13
2021 546 17076 8278 639 10 0,12
2022 811 33977 14336 630 10 0,07
2023 1162 27854 19671 1443 31 0,16
Total 6874 573969 110614 12346 121 0,11

Fonte: Brasil, 2024b.
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Entre o periodo de 2014 a 2023, no Brasil, 0 ano de 2020 registrou o0 menor
numero de surtos de DTHA (292 casos), resultado possivelmente associado as
medidas sanitarias e restricdes impostas pela pandemia de COVID-19 (Nepomuceno
et al., 2023). Esses dados reforgam a importancia das intervengdes nao farmacéuticas
graduais® e mudancgas no sistema de saude, tanto na incidéncia, quanto diagndstico
e notificacdo de doengas transmissiveis (Love et al., 2023; Perra, 2021). Por outro
lado, em 2023 observou-se um maior numero de surtos (1.162 casos) e 6bitos (31),
possivelmente justificados pela retomada total das atividades sociais (Brasil, 2024b).

Ainda segundo os dados do Ministério da Saude (2024) o local de ocorréncia
de surtos de DTHA com a maior frequéncia foi a residéncia (34,0%), seguido por
restaurantes e padaria (14,6%). Os principais responsaveis pelos surtos de DTHA
foram os alimentos mistos'® (21,3%), multiplos alimentos' (13,1%) e leite e derivados
(6,7%). Ja os agentes etiolégicos mais frequentes nos surtos de DTHA foram E. coli
(34,8%), Staphylococcus spp. (9,7%) e Salmonella spp. (9,6%) (Brasil, 2024b).

O menor numero de casos de surtos de DTHA registrados no Brasil em relagao
ao reportado em outras partes do mundo, como EUA e Europa, é possivelmente
decorrente das subnotificagdes. Entretanto, sdo necessarios esforgos para aprimorar
os sistemas de vigilancia brasileiros, uma vez que a notificacdo de surtos de DTHA é
essencial para viabilizar agdes de saude publica eficazes (Finger et al., 2019). A
subnotificacdo aliada a deficiéncia no controle e fiscalizacdo da qualidade dos
alimentos, tém impacto significativo na transmissdo das DTHA. Por isso, é
fundamental o comprometimento com a qualidade e seguranga alimentar dos érgaos
de vigilancia em saude e das empresas que produzem e comercializam alimentos,
sobretudo os pequenos produtores artesanais (Draeger et al., 2019).

Apesar de valorizados por sua identidade regional e vinculo com a cultura
alimentar local, os produtos artesanais como os queijos, podem apresentar problemas

sanitarios relevantes, principalmente devido a auséncia de padronizagdo e

9 sdo medidas de controle epidemiolégico que ndo envolvem medicamentos ou vacinas aplicadas para
reduzir os impactos de uma transmissdo de doencgas infecciosas, como por exemplo a COVID-19.
Incluem distanciamento social, uso de mascaras, restricdes de mobilidade e higiene reforgada. Essas
estratégias s&o utilizadas quando intervengbes médicas diretas ndo estdo disponiveis ou séo
insuficientes, equilibrando eficacia e impacto socioeconémico.

0 Formados por ingredientes de diferentes grupos alimentares combinados num mesmo prato, como
por exemplo a pizza que podem conter molho de tomate, queijo, farinha de trigo e outros componentes
variados.

" Mais de um tipo de alimento envolvido no surto.
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fiscalizagdo dos processos produtivos. Tais fatores tornam os alimentos artesanais
potenciais veiculos de DTHA (Allaion et al., 2021; Degenhardt et al., 2023; Plefh et al.,
2025; Robinson et al., 2018).

2.4 REGULAMENTAGCAO DOS QUEIJOS ARTESANAIS

O crescente interesse e demanda dos consumidores por queijos artesanais tém
proporcionado aos produtores de laticinios novas oportunidades para comercializar e
valorizar produtos lacteos diferenciados (D'Amico, 2017). No Chile, o aumento no
consumo de queijos tem sido acompanhado por mudangas nas expectativas dos
consumidores, impulsionando uma tendéncia de valorizacdo e diferenciacido dos
produtos. Nesse contexto, observa-se uma preferéncia crescente por queijos
artesanais, associados a maior qualidade, valor agregado e sofisticagdo. Assim, entre
os atributos mais apreciados pelos consumidores chilenos destacam-se o sabor e a
qualidade dos ingredientes, ainda que isso implique um pregco mais elevado
(Tereucan-Angulo et al., 2025).

A seguranca microbiolégica de queijos fabricados com leite sem pasteurizacao,
€ um tema amplamente debatido na literatura. Estudos relatam uma forte associacao
entre o consumo desses produtos e surtos de DTHA (Mendonga et al., 2024; Willis et
al., 2022). Embora os consumidores de leite e queijo ndo pasteurizados representem
uma parcela reduzida da populagao, o risco de desenvolver doengas transmitidas por
alimentos é significativamente maior nesse grupo, sendo 838,8 vezes mais elevado
para ocorréncia de enfermidades e 45,1 vezes mais alto para hospitalizagées, quando
comparado ao risco observado entre consumidores de produtos pasteurizados
(Sakaridis et al., 2022).

Apesar da crescente valorizagdo dos queijos artesanais, considerando os
atributos sensoriais e culturais para sua producgao, especialmente quando envolve
leite cru, & necessario um rigoroso controle sanitario (Albuquerque et al., 2024,
Costanzo et al., 2020). Na Coreia do Sul a industria de laticinios enfrenta constante
pressao para gerar lucro a partir do excedente de leite produzido e tem aproveitado o
aumento na demanda por queijos artesanais como estratégia para contornar essa
situagao. Entretanto, a seguranga microbiolégica dos produtos lacteos artesanais nem

sempre recebe a mesma atencédo e rigor aplicados aos produtos industrializados, o
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que levanta preocupagdes quanto a inocuidade e controle sanitario desses produtos
(Lee et al., 2020).

O termo "artesanal" geralmente refere-se aos alimentos produzidos de forma
tradicional, com predominéncia de trabalho manual e em pequenos lotes, com o
minimo possivel de mecanizagcdo (Biango-Daniels e Wolfe, 2021). Entretanto, as
praticas associadas a esse tipo de produgdo, como a utilizagdo de leite n&o
pasteurizado, a falta de boas praticas de fabricagao e o espago de produc¢do do queijo
préximo ao ambiente da fazenda sao fatores de riscos e desafios microbiolégicos
(D’Amico, 2017).

No ano de 2019, o Brasil instituiu a Lei N° 13.860, de 18 de julho de 2019, que
dispbe sobre a elaboragcdo e a comercializagdo de queijos artesanais. Esse
documento definiu o queijo artesanal como um produto elaborado por métodos
tradicionais, vinculado a aspectos territoriais, regionais ou culturais. Em adi¢do, os
queijos artesanais devem seguir protocolos especificos de producgao e ter a aplicagcéao
de boas praticas agropecuarias (BPA) e de fabricagdo (BPF), além de atender as
exigéncias gerais para comercializagao (Brasil, 2019).

Dessa forma, a legislagdo brasileira reconheceu a importancia dos saberes
tradicionais e da identidade territorial dos queijos artesanais, ao mesmo tempo que
impOs exigéncias sanitarias robustas. Essa flexibilizagcdo normativa representa um
avancgo significativo na preservagao das tradicbes queijeiras artesanais brasileiras,
incorporando, simultaneamente, medidas rigorosas de controle sanitario com o
objetivo de proteger a saude publica (Penna et al., 2021; Pineda et al., 2021). A atual
estrutura legal busca assegurar que a expansado da producido artesanal ocorra de
maneira segura, reduzindo os riscos microbioldgicos. O principal desafio, contudo,
reside em equilibrar tradicdo e segurancga alimentar, promovendo produtos auténticos
sem comprometer a saude do consumidor (Allaion et al., 2021).

A legislacao brasileira atual permite a venda de queijos artesanais em todo o
territério nacional, porém estabelece exigéncias aos produtores como a participagao
do estabelecimento em programa de controle de mastite bovina, a implantagao de
boas praticas agropecuarias na producao leiteira, 0 monitoramento da qualidade e
potabilidade da agua utilizada, a capacidade de rastreabilidade do produto e, no caso

de queijos produzidos com leite cru e maturados por menos de 60 dias, a exigéncia
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de certificagdo da propriedade rural atestando a auséncia de brucelose e tuberculose
(Brasil, 2019).

Essas exigéncias baseiam-se no cumprimento das normas do Programa
Nacional de Controle e Erradicag&o da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT)
que além de introduzir as obrigagdes sanitarias para produgao com leite cru, visa
reduzir a prevaléncia e a incidéncia dessas doengas, com o objetivo de erradica-
las. As medidas sanitarias do PNCEBT s&o aplicadas ao rebanho de bovinos e
bubalinos. A brucelose bovina é causada pela Brucella abortus, enquanto a
tuberculose bovina esta associada a infecgao por Mycobacterium bovis (Brasil, 2017c¢;
Brasil, 2021).

Aregulamentagao complementar da Lei 13.860/2019 foi definida pelo Decreto n°
11.099/2022 que dispbe sobre a elaboracdo e a comercializacdo de produtos
alimenticios de origem animal produzidos de forma artesanal (Brasil, 2022a). Além
disso, esse documento substituiu o Decreto n° 10.468/2020, atualizando-o e
ampliando a regulamentagado do Selo Arte™ e do Selo Queijo Artesanal’™, sendo este
0 selo unico para produtos artesanais de origem animal. A partir disso, o produtor
recebe a permissdo da comercializagdo do seu produto em todo o territério nacional,
desde que o alimento respeite e mantenha as caracteristicas culturais e territoriais que
definem sua identidade (Brasil,2020).

Ja o Sistema Brasileiro de Inspecao de Produtos de Origem Animal (SISBI-POA),
que faz parte do Sistema Unificado de Atengéo a Sanidade Agropecuaria (SUASA), o
qual é regulado pela Portaria do Mapa N° 672, de 8 de abril de 2024, é responsavel
por garantir a seguranga alimentar, a padronizagéo e a harmonizacao da inspegao de
produtos de origem animal. Esse documento esclarece que a certificacdo sanitaria
(SISBI) é distinta da certificacdo de identidade artesanal (Selo Queijo Artesanal), mas
que ambas sado necessarias para garantir a comercializagao nacional (Brasil, 2024c;
Brasil, 2025).

A complexidade da microbiota dos queijos artesanais funciona como fator

facilitador de contaminacdo pds-processamento em pontos de venda, durante o

12 pubalo ou bufalo (Bubalus bubalis), mamifero da familia dos bovideos, geralmente conhecido como
um tipo de boi selvagem, nativo da Africa e Asia.

3 Reconhecimento do produto alimenticio artesanal com base em caracteristicas especificas de
identidade, qualidade e em seu processo produtivo tipicamente artesanal.

4 Reconhecimento dos queijos artesanais produzidos por métodos tradicionais, associados a saberes
e valores territoriais, regionais ou culturais, conforme protocolos especificos de elaboragéo para cada
tipo e variedade, com a aplicagao de boas praticas agropecuarias e de fabricagao artesanal.
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transporte aos estabelecimentos comerciais e nas formas de armazenamento,
exposicao e fatiamento de pecas nesses locais. Normalmente, os varejistas compram
0s queijos inteiros dos produtores e os fracionam para a venda, sendo comum que
figuem armazenados em temperatura ambiente, em vez de refrigerados
adequadamente (Lahou e Uyttendaele, 2017; Sauders e D’amico, 2016).

Por isso a identificagdo e caracterizagdo dos principais agentes etioldgicos,
associados aos queijos artesanais tornam-se fundamentais para subsidiar medidas
de controle microbioldgico, prevenir a contaminagdo e assegurar a inocuidade e

segurancga desses produtos (Camargo et al., 2021).

2.5 PRINCIPAIS PATOGENOS RELACIONADOS AS DOENGCAS DE
TRANSMISSAO HIDRICA E ALIMENTAR POR CONSUMO DE LEITE E
QUEIJOS CONTAMINADOS

A seguranga microbiolégica de queijos artesanais é considerada um desafio
emergente para a saude publica, ja que sua produgcao geralmente € realizada sem a
devida implementacao de controles de qualidade e higiene adequados (Nascimento
et al., 2024). A recorréncia de agentes etiolégicos classicos e o impacto dos surtos
alimentares sobre os grupos populacionais mais vulneraveis como criangas, idosos e
imunocomprometidos, reforcam a necessidade de vigilancia continua e da adogao de
praticas higiénico-sanitarias rigorosas em todas as etapas do processo produtivo de
queijos artesanais (Basak et al., 2024). A identificacdo e o monitoramento dos
principais patdgenos mais comuns relacionadas com a ingestao de leite e derivados
sao essenciais para diminuir, e até mesmo eliminar, os riscos associados ao consumo
de queijos artesanais (Lee et al., 2020).

No Quadro 1 estdo descritos os principais patdogenos, vias de transmissao e
manifestagdes clinicas das DTHA mais comuns relacionadas com a ingestao de leite

e derivados.
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Quadro 1 — Doencas transmitidas por agua e alimentos, patégenos relacionados, via
de transmissao e manifestacdes clinicas.

. Via de transmisséo e . ~ .-
Doenca Patoégeno . - Manifestagoes clinicas
alimento associado
Ingestédo de alimentos como . .
9 . N Desconforto gastrointestinal,
. leite cru, queijo fresco, patés
L Listeria , febre, dor de cabega,
Listeriose de carne, lingua de porco em . . .
monocytogenes : atalgia, calafrios, linfonodos
conserva, vegetais crus e .
inchados.
salada de repolho (coleslaw).
Salmonella Transmitido por ingestéo de Febre alta, vémito, dor de
enterica, alimentos e agua cabeca, dores abdominais,
Salmonelose, . . RS .
febre tifoide & Salmonella contaminados com material constipagao, diarreia,
e typhi e fecal. psicose em alguns casos,
paratifoide i ;
Salmonella Exemplos: leite cru, carne, calafrios, manchas rosadas,
paratyphi frutos do mar e salada. tosse.
Consumo de alimentos . - . .
. - . . Nausea, vomito, diarreia,
Intoxicagao Staphylococcus | contendo a toxina. Exemplos: ~ L
P . prostracao, constipacéo,
estafilococica aureus carne, arroz, leite cru e .
desconforto abdominal.
ensopado.
Ingestao de alimentos
Gastroenterite Bacillus contaminados. Exemplos: leite Diarreia, nausea, dor
por B. cereus cereus cru e aves cruas ou abdominal, vémito.
malcozidas.
Consumo de alimentos e agua VOmito, diarreia (com
Infecc¢ao por E. Escherichia contaminados por matéria sangue ou muco), nausea,
coli coli fecal. Exemplos: vegetais, febre, colicas abdominais.
leite cru, carne moida.
Transmitida pelo consumo de
- Yersinia produtos suinos (lingua, Diarreia, vomito, febre,
Yersiniose oy . ; ; o !
enterocolitica amigdalas, intestino curados célica abdominal.
ou nao), leite e derivados.
. Ingestdo de alimentos e agua : .
Shigelose ) ; . Diarreia com sangue, pus e
. : Shigella contaminados com matéria
(disenteria . . . muco, desconforto
. dysentriae fecal: Exemplos: saladas, ; .
bacilar) T . abdominal, febre, vémito.
vegetais, agua e leite cru.
Ingestao de aflatoxina em Nausea, vémito, dor
. . alimentos contaminados, abdominal, convulsdes,
Aflatoxicose Aspergillus ; . ) L
como leite, cereais variados, hepatotoxicidade,
aguda flavus . . o
sementes oleaginosas, imunotoxicidade e
especiarias e nozes. teratogenicidade.
Ingestéo de alimentos e agua
contaminados com ocratoxina
A (OTA). Alimentos
. . associados incluem, entre Perda de consciéncia, febre,
Ocratoxicose Aspergillus ay . ) . %
outros: vinho, cerveja, café, convulsao, inflamagéao do
ochraceus ] . :
frutas secas, sucos de uva, figado, diarreia.
carne de porco, aves,
laticinios, especiarias e
chocolate.

Fonte: Traduzido de Moi et al., 2022.

A transmissao de microrganismos durante as etapas de fabricacdo, maturacao e
armazenamento de queijos pode ocorrer tanto por contaminagéo direta quanto por
contaminagdo cruzada. Além disso, a exposicao a patégenos pode ocorrer em

diferentes contextos, incluindo ambientes de varejo e doméstico (Jaramillo-Bedoya et
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al., 2021; Possas et al., 2021). Assim, € importante destacar que o manuseio
inadequado e as praticas incorretas como o armazenamento de queijos frescos em
temperaturas superiores a 9 °C pode favorecer a persisténcia de L. monocytogenes e
outros microrganismos patogénicos. Esses fatores, aliados a auséncia de controle
sanitario rigoroso, tornam os queijos artesanais mais suscetiveis a contaminagao e a
proliferagcdo de patdgenos, em comparagado aos produtos de fabricagao industrial
(Evans e Redmond, 2019; Indio6 et al., 2024).

Ainda que o leite ndo pasteurizado seja considerado a principal fonte de
contaminacdo de queijos, a formagdo de biofilme'® bacteriano em ambientes de
processamento de alimentos tem sido relatada como reservatério de patégenos
relacionados as DTHA. Além disso, esses biofilmes podem proporcionar aos
microrganismos maior tolerancia e persisténcia a desinfetantes, além de facilitar a
participagdo em interagbes competitivas'® ou cooperativas'’, tanto entre si quanto com
outras espécies microbianas (Schon et al., 2016).

Patogenos como Salmonella spp. e E. coli estdo frequentemente presentes na
microbiota intestinal animal, ja S. aureus pode ser isolado do ubere dos animais de
ordenha que estdo aparentemente saudaveis e das méaos dos trabalhadores.
Enquanto L. monocytogenes pode estar presente no ambiente, sendo encontrada no
solo. Todos esses patdgenos citados podem contaminar facilmente o leite durante o
processo de coleta, sendo as praticas agricolas, em especial a higiene correta durante
0 processo da ordenha, descrita como procedimento fundamental na redugao da
contaminagao microbiana do leite cru (Costanzo et al, 2020; Perrin et al., 2015).

A bactéria L. monocytogenes, pertencente a familia Listeriaceae, € um bacilo
Gram-positivo com dimensdes entre 0,4 e 0,5um de largura e 0,5 e 1,2um de
comprimento (Figura 4A e B), que geralmente aparece em pares ou cadeias curtas. O
microrganismo L. monocytogenes possui de quatro a seis flagelos peritriquios,
composto por monémeros de flagelina que sdo modificados por glicosilagao (-O-

15 Células bacterianas em biofilmes estdo imersas em uma matriz autoproduzida de material
extracelular, composta por DNA extracelular, proteinas, polissacarideos e outras moléculas inorganicas,
chamada matriz de componente extracelular.

16 Diferentes cepas ou espécies disputam nutrientes, espago ou condigbes ambientais. Esse processo
pode inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis por meio da producdo de substancias
antimicrobianas, como acidos e bacteriocinas.

7 Diferentes espécies ou cepas se beneficiam mutuamente, promovendo crescimento ou
sobrevivéncia. Isso pode envolver a troca de metabdlitos, modificagdo do ambiente (como pH) ou
formacao conjunta de biofilmes.
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ligada. A biossintese dos flagelos €& dependente de temperatura e ocorre
preferencialmente entre 20 — 25 °C. Em temperaturas préximas a 37 °C, tipicas de
organismos hospedeiros, a maioria das cepas de L. monocytogenes nao expressa

flagelos e, consequentemente, perde a motilidade (Lemon et al., 2007).

Figura 4 — Estruturas morfologicas de Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium e Staphylococcus aureus.

el TE ) Ay
100 nm .8 A st

Fonte: American Society for Microbiology, 2011; Greenwood e O’grady, 1972; Nampuak e Tongkhao,
2019.

Legenda: (a) Microscopia Eletronica de Varredura de cepas de Lysteria monocytogenes; (b)
Microscopia Eletronica de Transmissao com visao longitudinal de cepas de L. monocytogenes; (c)
Salomonella typhimurium corada negativamente com 1% de acetato de uranila. Bactéria possuindo
multiplos flagelos; (d) Flagelo de S. typhimurium, corado com 1% de acetato de uranila, mostrando a
natureza helicoidal da estrutura proteica de seus flagelos; (e) Células normais de Staphylococcus
aureus da fase de crescimento logaritmico médio a tardio; (f) Divisdo em S. aureus evidentemente
ocorrendo por crescimento progressivo da parede.

A bactéria L. monocytogenes consegue sobreviver em condicbes de
anaerobiose facultativa, podendo ser isolada diretamente dos alimentos ou de
ambientes de producdo alimentar, incluindo aco inoxidavel, poliestireno ou vidro.
Devido sua capacidade de sobrevivéncia em condigbes adversas (ambientes

refrigerados, baixas temperaturas, alta pressdao osmoética e pH acido), esta
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amplamente disseminada no meio ambiente, incluindo aguas, solos e até mesmo em
efluentes (Silva et al., 2024).

A espécie L. monocytogenes também é capaz de formar biofilmes em
temperaturas que variam de 4 a 37°C, contribuindo para a sua persisténcia em
superficies e potencial contaminagdo de alimentos. Outro fator de viruléncia
importante esta na capacidade de adesao a superficies abidticas por mecanismos
independentes de flagelos e ndo dependentes da temperatura (Osek et al., 2022).

A bactéria L. monocytogenes é responsavel por casos clinicos de listeriose, uma
doenca de origem alimentar em humanos, que pode se manifestar de forma nao
invasiva ou invasiva. A forma néo invasiva, também conhecida como gastroenterite
febril, apresenta sintomas leves como febre, diarreia, dor de cabeca e mialgia. Ja a
listeriose invasiva é a forma mais severa da doenca, sendo de maior risco para
populagdes mais vulneraveis como gestantes, bebés, idosos e pessoas com
comorbidades. Os sintomas da listeriose invasiva geralmente incluem febre, mialgia,
septicemia, meningoencefalite e abortos espontaneos, ja que a bactéria pode ser
transmitida verticalmente pela placenta resultando em morte fetal, septicemia ou
meningite neonatal (Jaramillo-Bedoya et al., 2021).

Os surtos de listeriose sao relatados em todo o mundo, sendo que na Unidao
Europeia durante o periodo de 2022 a 2024 foram identificados 20 casos de listeriose
confirmados apdés o consumo de salmdo. Os surtos ocorreram na Dinamarca (17),
Itélia (2) e Alemanha (1) e todos foram relacionados a mesma cepa, indicando
contaminagao persistente e falhas nos controles de higiene em pontos criticos da
producao e distribuicdo de alimentos na cadeia alimentar europeia (European Centre
for Disease Prevention and Control, 2024). Situagao semelhante ocorreu nos Estados
Unidos durante os anos de 2014 a 2023 onde foram confirmados 26 casos de listeriose
em 11 estados apos o consumo de queijos tipo fresco'® e cotija’®. Foram registrados
dois 6bitos (Califérnia e Texas). Assim como na Unido Europeia, todos os casos
apresentaram a mesma cepa em amostras clinicas, nos produtos e nas fabricas,
evidenciando contaminacéo persistente e falhas nos controles sanitarios (CDC, 2024).

Ja no Brasil, embora L. monocytogenes nao figure entre os principais agentes

18 Queijo branco, macio e fresco (que ndo passa por maturagéo) feito com leite de vaca. E tradicional
da culinaria latino-americana, especialmente a mexicana. Possui sabor suave, levemente acido e
salgado.

9 Queijo mexicano feito com leite de vaca, de sabor salgado e textura firme. Pode ser fresco ou
envelhecido, sendo este ultimo mais seco e usado ralado (muito relacionado ao queijo parmeséo).
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etiolégicos de DTHA (Brasil, 2024b), no ano de 2024 houve um recall queijos
parmesao ralados que estavam potencialmente inseguros, provavelmente
contaminados com L. monocytogenes (Brasil, 2024d). Vale ressaltar que embora a
incidéncia da listeriose seja relativamente baixa, a taxa de mortalidade é elevada,
afetando aproximadamente 20-25% dos pacientes (Osek et al., 2022).

Outro patégeno de elevada importancia em DTHA é a bactéria Salmonella, um
bacilo Gram-negativo com tamanho de 0,7 a 1,5 ym de didmetro por 2 a 5 ym de
comprimento (Figura 4C e D). Salmonella uma bactéria patogénica anaerdbica
facultativa pertencente a familia Enterobacteriaceae e é responsavel por casos
clinicos de salmonelose, febre tifoide e febre paratifoide (Ajmera e Shabbir, 2023;
Qamar et al. 2022).

As duas espécies principais causadoras de salmonelose sdo Salmonella bongori
e a Salmonella enterica (Neyaz et al., 2024). Existem seis tipos de subespécies de S.
enterica: Subsp. enterica (1), Subsp. salamae (ll), Subsp. arizonae (llla),
Subsp. diarizonae (llIb), Subsp. houtenae (IV) e Subsp. indica (VI). A Subsp. enterica
€ a mais relevante para animais de sangue quente com cerca de 2.500 sorotipos.
Entretanto, menos de 100 sorovares sdo capazes de causar infecgdes em humanos,
dentre eles a Salmonella enteritidis, typhimurium, newport e javiana (Ajmera e Shabbir,
2023; Qamar et al. 2022).

Os sorovares de Salmonella enterica typhi e paratyphi causam a febre tifoide e
paratifoide (Ajmera e Shabbir, 2023; Qamar et al. 2022), s&o transmitidos
exclusivamente entre humanos e podem causar doengas graves, pois tem a
capacidade de invadir a corrente sanguinea e se espalhar pelo corpo infectando
outros 6rgaos e secretando endotoxinas. Assim, a febre tifoide pode evoluir para casos
clinicos graves com choque séptico e hipovolémicos com risco de obito. Entretanto a
taxa de letalidade, que geralmente é de 10% a 30%, pode chegar a 1% a 4% com
tratamento medicamentoso adequado (Neyaz et al., 2024; Saha et al., 2023).

No Brasil, entre os anos de 2007 e 2016, foram notificados 6.632 surtos de
salmonelose, das quais foram registrados 118.104 doentes e 109 &bitos. Apesar da
taxa de mortalidade ser de 0,09%, esses dados evidenciam a relevancia critica do
monitoramento e da prevencgao da presenga de Salmonella em alimentos, destacando
a necessidade de rigor nos controles de higiene e seguranga alimentar em toda a

cadeia produtiva (Savariz et al., 2017).
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A transmissao da Salmonella ocorre por via fecal-oral, a partir de alimentos
frescos (frutas e vegetais) ou outros alimentos, como leite ndo pasteurizado, carne
crua e ovos, além de agua contaminada com fezes (Dong et al., 2021). Mesmo com a
limpeza prevista nos protocolos Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC), algumas cepas de S. enterica podem sobreviver, aderir as superficies e
formar biofilmes em areas de dificil higienizagdo. O combo temperatura de 37 °C, pH
7,0 e 0,25% de glicose sao condi¢cbdes que favorecem a formagao de biofilme por S.
enterica, criando um ambiente ideal de persisténcia do microrganismo (Vice et al.,
2025; Brasil, 2004).

No Brasil, a Instrugcdo Normativa n° 161, de 1° de julho de 2022, publicada pela
ANVISA, estabelece os padrdes microbioldgicos para alimentos. De acordo com esse
documento, a presenca de Salmonella spp. € terminantemente proibida em leite e
queijos, independentemente da aplicagdo ou n&o de tratamento térmico durante o
processo de fabricagdo. Portanto, a detecgdo de uma unica unidade formadora de
colénia (UFC) é suficiente para classificar o produto como impréprio para consumo
(Brasil, 2022b).

Produtos alimenticios artesanais, especialmente queijos e carnes, tém
apresentado maior incidéncia de Salmonella spp. em comparagdo aos
industrializados. De forma que esse padrao indica fortemente o descumprimento das
BPF aliada ao uso de leite cru, elevando significativamente o risco de contaminagao
dos queijos feitos de leite cru por patdgenos entéricos (Amorim et al., 2014; Munhoz
etal., 2021).

S. aureus é uma bactéria coco Gram-positiva, frequentemente organizada em
cachos (Figura 4E e F) e pertencente a familia Staphylococcaceae. S. aureus
consegue sobreviver em condi¢gdes de anaerobiose facultativa e pode se desenvolver
tanto como um microrganismo comensal, quanto como um patégeno oportunista. S.
aureus apresenta capacidade de colonizar a regido nasal, boca, pele e superficies
mucosas, podendo estar presente em até 30% dos seres humanos saudaveis, além
de poder colonizar a pele e Ubere das vacas leiteiras saudaveis (Laux et al., 2019;
Margalho et al., 2024; Touaitia et al., 2025).

A colonizagdo assintomatica por S. aureus representa um fator de risco
importante para o desenvolvimento de infeccdes invasivas pelo hospedeiro, onde a

adaptabilidade da bactéria Ihe permite aproveitar falhas nas barreiras de protecdo do
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hospedeiro ou no sistema imunoldgico e estabelecer infec¢des invasivas, podendo o
hospedeiro desenvolver quadros clinicos que variam desde lesdes superficiais da pele
e tecido moles até casos graves e potencialmente fatais como endocardites, artrite
séptica, osteomielite, pneumonia e bacteremia (Laux et al., 2019; Margalho et al.,
2024; Touaitia et al., 2025).

A patogenicidade de S. aureus esta diretamente associada aos seus fatores de
viruléncia, que incluem a producao de proteinas de superficie, secrecado de toxinas e
adaptagdes metabdlicas que permitem ao microrganismo aderir aos tecidos do
hospedeiro, evadir respostas imunes e causar danos celulares (Powers e
Wardenburg, 2014). Além disso, S. aureus esta frequentemente associado a formacéao
de biofilmes em dispositivos médicos e em implantes protéticos, apresentando uma
sobrevivéncia ambiental prolongada, onde através do biofilme ha uma protegao da
bactéria para a resposta imune do hospedeiro e agdo de antimicrobianos (Weber et
al., 2023).

A RAM de S. aureus esta descrita na literatura desde a década de 1940, com o
reconhecimento de cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
em 1962 (Kest e Kaushik, 2019). O surgimento de MRSA nao apenas comprometeu a
eficacia dos tratamentos antibiéticos de primeira linha, como também influenciou no
desenvolvimento de cepas S. aureus com suscetibilidade reduzida a vancomicina
(VRSA) e a farmacos de ultimo recurso. Esses fatores que evidenciam a plasticidade
adaptativa da espécie S. aureus justificam o aumento da morbidade e mortalidade
global (Touaitia et al., 2025).

A grande questdo é que cepas de S. aureus sdao comumente isoladas de
amostras de leite sem pasteurizagao utilizadas na produgao de queijos, principalmente
os artesanais feitos de leite cru, representando uma fonte de introducdao desses
microrganismos na cadeia de producéao de laticinios. E embora S. aureus nao forme
esporos, sua natureza oportunista favorece seu crescimento em uma ampla faixa de
temperatura (7 a 48,5 °C) e de pH (4,2 a 9,3) (Lim et al., 2023).

Além disso, S. aureus esta frequentemente associado a mastite clinica e
subclinica em vacas leiteiras, podendo também ser isolado dos equipamentos de
processamento de laticinios, dos ambientes de produgdo e das maos dos
manipuladores dos alimentos. Apesar de outras espécies de Staphylococcus serem

capazes de produzir enterotoxinas estafilocécicas (EEs), S. aureus é a principal
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espécie associada a intoxicagao alimentar estafilocdcica (Margalho et al., 2024; Johler
et al. 2018).

As principais toxinas produzidas por S. aureus séo as hemolisinas, leucocidinas,
toxinas esfoliativas, toxina da sindrome do choque toxico-1 (TSST-1) e EEs. As cepas
produtoras de EEs s&o as principais responsaveis pela intoxicagdo alimentar
estafilococica, decorrente da ingestdo de alimentos contendo niveis suficientes
dessas toxinas pré-formadas. A sintese dessas toxinas € desencadeada quando a
populacdo bacteriana atinge entre 1 a 10 milhdes de UFC por grama de alimento,
sendo que quantidades pequenas de 20 a 100 ng da toxina ingerida sao capazes de
provocar sintomas gastrointestinais em humanos (Hu et al., 2018).

As EEs podem ser sintetizadas durante a producdo e o armazenamento do
alimento, onde a contaminagdo com S. aureus pode atingir a densidade celular
necessaria para a producao de enterotoxinas. Essas toxinas permanecem estaveis
mesmo apos a pasteurizagao do leite, uma vez que apresentam elevada resisténcia
ao calor e mantém sua atividade biolégica em condi¢cdes usuais de fabricacdo dos
alimentos, causando intoxicagdo alimentar estafilococica ligada ao consumo de
queijos (Aguiar et al., 2024; Lim et al., 2023; Margalho et al., 2024).

Na literatura sao descritos mais de 20 enterotoxinas estafilococicas classificadas
de acordo com a sorotipo, sendo divididas em genes classicos (sea, seb, sec, sed e
see) e genes nao classicos (seg, seh, sei, ser). As propriedades estaveis das EEs, a
alta viruléncia e a baixa dose necessaria de ingestdo para causar os sintomas, faz
com que o consumo de alimentos contaminados com S. aureus enterotoxigénico
cause surtos alimentares. Do ponto de vista genético, a maioria dos genes que
codificam as EEs estdo localizados em elementos méveis, como os plasmideos,
bacteriéfagos ou ilhas de patogenicidade. Isso favorece a disseminagdo dessas
toxinas entre diferentes cepas e potencializa a diversidade de perfis de S. aureus
toxigénicos encontrados em alimentos contaminados (Margalho et al., 2024).

As cepas de S. aureus enterotoxigénicas oriundas de pequenas produgdes
artesanais de queijos também podem carregar genes de resisténcia antimicrobiana e
viruléncia, incluindo mecA/mecC (que conferem resisténcia a meticilina) ou o gene pvi,
que codifica a leucocidina de Panton-Valentine, uma toxina B-formadora de poros
(Johler et al. 2018).
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Casos de intoxicagcado estafilococica associada ao consumo de queijos
artesanais tém sido reportados em todo o mundo, reforgando a importancia desse
microrganismo como patogeno alimentar. Na lItalia, Sicilia, foram relatados quatro
surtos alimentares durante o periodo de 2009 a 2016, relacionados ao consumo de
queijo de cabra tipo primosale?® contaminados com cepas de S. aureus produtoras de
enterotoxina do tipo C. A carga microbiana das amostras chegou a aproximadamente
1,0 x 10° UFC por grama de alimento, evidenciando um grande risco relacionado a
pratica artesanal (Cardamone et al., 2024). No Brasil, um caso classico de surto
documentado de intoxicacdo alimentar por S. aureus em queijo Minas, ocorreu em
julho de 1987, na cidade de Ouro Preto (MG). O queijo estava com uma carga
microbiana de 9,3 x 108 UFC por grama de alimento, com cepas produtoras das
enterotoxinas A, B, D e E (Sabioni et al., 1988).

Um estudo multicéntrico para identificacdo de S. aureus investigou queijos
artesanais de cinco regides brasileiras, incluindo variedades de Minas Artesanal. A
carga microbiana de S. aureus das amostras variou de 3,4 a 6,4 log UFC por grama
de alimentos (2,5%x10% a 2,5x10° UFC/g), sendo que 92,6% dos isolados de S. aureus
tiveram positividade para genes de enterotoxinas classicas. Ainda, do total de cepas
de S. aureus estudadas, 16% resistiram a sanitizagdo com hipoclorito a 0,02%, 87,6%
demonstraram forte adesao a superficie de acgo inoxidavel e 80,5% se mostraram
multirresistentes. Os autores concluiram que a presenca de cepas de S. aureus
enterotoxigénicas e resistentes a antimicrobianos em queijos representa um potencial
risco a saude publica. Esse resultado reforca a necessidade de um controle mais
rigoroso das fontes de contaminacao dos queijos, sendo indispensavel a adogao de
medidas higiénicas para garantir a seguranga dos alimentos. Além disso, deve-se
dedicar maior atengdo ao bem-estar animal e as praticas de higiene em algumas
fazendas leiteiras durante o processo de fabricacdo, a fim de melhorar a qualidade
microbiolégica dos queijos tradicionais (Margalho et al., 2024).

E por fim, a STEC em queijos frescos representa um risco significativo de DTHA.
A determinacgao do potencial de viruléncia de STEC é complexa, pois depende tanto

das caracteristicas da cepa quanto da suscetibilidade da populagdo exposta. Por outro

20 Queijo fresco tradicional da Sicilia, produzido geralmente com leite de ovelha, de cabra ou misturas.
Seu nome significa “primeiro sal”’ e refere-se a etapa inicial de salga em que a massa é submetida. E
um queijo de maturacéo curta (1 a 15 dias), textura macia e Umida e sabor suave.
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lado, as manifestagdes clinicas podem variar desde quadros clinicos leves até os mais
graves, como evolugao para a Sindrome Hemolitico-Urémica (SHU), uma das
principais causas de insuficiéncia renal em criangas (Basak et al., 2024).

O processo de fabricagado do queijo exerce forte influéncia na contaminag¢ao por
STEC, bem como no crescimento e na sobrevivéncia desse microrganismo. Por isso,
o controle da contaminacgao esta diretamente relacionado a aplicagao das BPF, que
devem ser implementadas desde a produgéo do leite na fazenda e mantidas ao longo
de todo o processo de fabricagdo do queijo. Uma vez presente no alimento, a
capacidade da STEC de crescer ou sobreviver depende de fatores que podem ser
monitorados e controlados, como o tempo e a temperatura de armazenamento, o pH
e a atividade de agua do produto. Nesse contexto, a adogéo de sistemas de APPCC
nas fazendas pode ser uma estratégia eficaz para a prevengdo da contaminagao
(Perrin et al., 2015). Considerando sua relevancia e o risco associado ao consumo de

queijos artesanais, E. coli sera discutida com maior profundidade no tépico seguinte.

2.6 Escherichia coli

E. coli € uma bactéria que tem sido extensivamente estudada e se tornou um
dos modelos padrdes em biologia devido a sua facilidade de cultivo, crescimento
rapido e simplicidade do sistema bacteriano (Ruiz e Silhavy, 2022). E. coli é um bacilo
Gram-negativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae, possui metabolismo
anaerobico facultativo, consegue se desenvolver em temperaturas entre 18 e 44 °C,
fermentando glicose e produzindo gas e mede cerca de 1,5 ym de comprimento por
0,5 um de largura. Os processos de colonizagao e infec¢ao por E. coli sdo facilitados
por seu metabolismo de catalase-positiva (que favorece sua sobrevivéncia em
ambientes oxidativos), pela movimentagao por flagelos e pela fixagao por pilli (Figura
5) (Muhamad Hendri et al., 2024; Naidoo e Zishiri, 2025; Sarowska et al, 2019; Swelum
et al., 2021; Wei et al., 2024).
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Figura 5 — Estrutura morfoldgica de Escherichia col.
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Fonte: Andreozzi e Uhlich, 2020; L
Legenda: (a) Micrografia de MEV-FE (Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissado de Campo) de
Escherichia coli ATCC 25922. Ampliagdes de 20.000x; (b) Micrografia de MEV-FE. As setas indicam os
flagelos. (c) Visualizagéo dos pilli da cepa de E. coli por MEV. As setas indicam os pilli.

E. coli é uma bactéria intestinal encontrada em animais de sangue quente,
humanos, agua, no ambiente e, em alguns casos, em alimentos contaminados. E. coli
esta entre as primeiras bactérias colonizadoras do intestino logo apdés o nascimento,
sem causar danos ao hospedeiro, assim, sobrevive de forma comensal nha microbiota
intestinal do hospedeiro e pode participar da digestdo e da sintese de vitaminas do
complexo B e K (Han et al., 2024; Pokharel et al., 2023).

Em hospedeiros imunossuprimidos ou até mesmo individuos saudaveis onde as
barreiras fisicas, anatdmicas e fisioldgicas tenham sido comprometidas, a bactéria E.
coli comensal pode ultrapassar o intestino e alcangar a corrente sanguinea causando
infecgdes sistémicas graves. Além disso, a elevada variabilidade genética da E. coli,
incluindo mecanismos como a transferéncia horizontal de genes, faz com que algumas
cepas de E. coli se diferenciem das formas comensais e passem a carregar fatores
de viruléncia que aumentam sua capacidade patogénica (Han et al., 2024; Pokharel
et al., 2023).

De acordo com os fatores de viruléncia as cepas patogénicas de E. coli podem
ser classificadas em extraintestinais (ExPEC) e diarreiogénicas (DEC) (Braz et al.,

2020). As cepas EXPEC sao patdgenos oportunistas que podem invadir, sobreviver e



55

causar infeccdo em tecidos e fluidos extraintestinais, geralmente atingindo a corrente
sanguinea e o trato urinario. Dentro desse grupo estéo a E. coli uropatogénica (UPEC)
e a E. coli associada a meningite e sepse (MNEC). A UPEC é a causa mais comum
tanto em infec¢des urinarias complicadas quanto ndo complicadas. Isso porque os pilli
do tipo 1, como os pilli fimH ligantes de manose, desempenham um papel central na
adesao inicial as células epiteliais da uretra. Ja a MNEC ¢é a principal causa de
meningite de inicio precoce, representando mais de 30% das infecgbes neonatais.
Nela o antigeno K1 promove resisténcia a fatores sanguineos do soro humano,
sobrevivéncia intracelular e a travessia da barreira hematoencefalica (Duan et al.,
2020; Vanstokstraeten et al., 2022).

As cepas DEC estao relacionadas a infecgbes intestinais e expressam adesinas
invasivas e citotoxinas que atingem o epitélio gastrointestinal, levando a desregulagao
osmotica ou dano celular. As cepas DEC séao classificadas principalmente em sete
patotipos entéricos, incluindo EAEC (E. coli enteroagregativa), STEC ou EHEC (E. coli
enterohemorragica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), EPEC (E. coli enteropatogénica),
ETEC (E. coli enterotoxigénica), DAEC (E. coli aderente difusa) e AIEC (E. coli
aderente-invasiva) (Khuntia et al., 2025; Ohya et al., 2025).

Esses patétipos de E. coli possuem fatores de viruléncia primarios que sao
determinantes centrais de patogenicidade, ou seja, podem causar doenga mesmo
sem outros fatores associados. E os fatores de viruléncia secundarios que por sua vez
nao causam doengas sozinhos, mas ajudam a bactéria a colonizar, persistir ou
escapar da defesa do hospedeiro, aumentando a gravidade da infecgdo (Khuntia et
al., 2025; Ohya et al., 2025).

Os fatores de viruléncia primarios das cepas DEC sao definidos por marcadores
especificos, como por exemplo a presencga das toxinas aggR e AAFs para EAEC, stx
para STEC (stx e eae para EHEC), ipaH e invE para EIEC, eae para EPEC,
enterotoxina termolabil (LT) e enterotoxina termoestavel (ST) para ETEC e a familia
Afa/Dr de adesinas para DAEC. Ja os fatores de viruléncia secundarios das cepas
DEC incluem os fatores de colonizagdo (CFs), que sédo responsaveis pela adesao
bacteriana aos tecidos do hospedeiro, os sistemas de secreg¢do bacterianos, que
secretam toxinas, enzimas e efetores no ambiente circundante ou diretamente em
células hospedeiras e as capsulas na superficie bacteriana, que protegem a bactéria

da fagocitose pelas células do hospedeiro (Khuntia et al., 2025; Ohya et al., 2025).
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A presengca de E. coli em queijos artesanais frescos, além de indicar
contaminagao fecal, tem sido associada a ocorréncia de surtos de origem alimentar
decorrentes do consumo de queijos produzidos com leite cru (Brasil, 2022c; Costanzo
et al., 2020). Embora muitas cepas de E. coli sejam comensais, a presenga potencial
de cepas diarreiogénicas (DEC), especialmente das produtoras de toxina de Shiga
(STEC), representa um risco adicional a seguranca dos alimentos. E importante
destacar que a contaminacédo por STEC esta diretamente relacionada a surtos de
doenca diarreica hemolitica aguda, que podem evoluir para quadros clinicos graves,
como a SHU, frequentemente associada a insuficiéncia renal, sobretudo em
individuos mais vulneraveis (Heinsbroek et al., 2025; Morandi et al., 2024).

Os surtos alimentares causados por STEC estdo associados ao consumo de
alimentos de origem animal contaminados como carnes, leite e derivados, além de
agua. A contaminacgao pode vir de fezes bovinas, racao e até mesmo interagao entre
espécies animais distintas. Os fatores ambientais aliados ao manuseio e
processamento inadequados por pessoal sem treinamento potencializam o risco de
contaminagao dos alimentos por STEC. De acordo com Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (do inglés European Food Safety Authority) no gado existe
um reservatério natural e assintomatico de STEC, fator que representa um veiculo
para infecgdes humanas diretas ou por meio de produtos alimenticios contaminados
(Cortimiglia et al., 2021; EFSA et al., 2020; Ribeiro et al., 2024).

A dose infeciosa de STEC suficiente para causar sintomas é baixa, com uma
média de 10 a 100 UFC viaveis, sendo comum que a transmissédo ocorra dentro de
domicilios e ambientes institucionais, estando associada a laticinios nao
pasteurizados, carnes malcozidas, saladas e alimentos prontos para consumo em
geral (King et al., 2025). Em paises como o Brasil, Canada e Estados Unidos, E. coli
esta entre as principais bactérias associada a diarreia inespecifica (Chacon-Flores et
al., 2023).

Os tratamentos para as doencas causadas por E. coli variam de acordo com a
origem da cepa e da doenga. No caso de DEC leves, o tratamento € basicamente para
manejar os sintomas, sendo recomendado como primeira linha de cuidado a
reidratagc&o oral. Inclusive a reidratagédo oral € recomendada em todos os casos de

diarreias, desde que o paciente tolere a ingestdo. Caso nao seja possivel a
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administracao oral, é indicado a hidratagao intravenosa. Em geral os antibidticos nao
sdo utilizados como tratamento de primeira linha pra DEC (Mueller e Tainter, 2025).

Em caso de DEC graves, na qual os pacientes relatam mais de seis evacuagdes
por dia, a presenca de febre, desidratacdo profunda que seja necessaria
hospitalizagao, episédios de diarreia que duram mais de sete dias ou ainda diarreia
sanguinolenta, os antibioticos podem ser utilizados. Nesses casos, a Sociedade de
Doencas Infecciosas da América (do inglés Infectious Diseases Society of America -
IDSA) e a Sociedade Internacional de Medicina do Viajante (do inglés International
Society of Travel Medicine - ISTM) recomendam o uso de rifaximina, azitromicina e
ciprofloxacina (Mueller e Tainter, 2025). No Brasil, a Sociedade Brasileira de
Infectologia, juntamente ao Ministério da Saude por meio do documento oficial de
“Manejo do Paciente com Diarreia” orientam reidratacdo como base do tratamento,
podendo utilizar azitromicina, ceftriaxona e ciprofloxacina em casos selecionados
(Brasil, 2023a).

Por outro lado, as infeccbes causadas por cepas EXPEC sdo comumente
tratadas com antibiéticos, e nesses casos sao consideradas a localizacao da infecgao
e o resultado dos testes de suscetibilidade antibacteriana. Contudo, o uso excessivo
de antibidticos tem favorecido o aumento da RAM. Essa RAM compromete o
tratamento das cepas de EXPEC, tornando as infecgdes frequentemente um desafio
de saude publica e um fardo econémico significativo (Duan et al., 2020). Além disso,
considera-se que ja exista uma “pandemia silenciosa” de bactérias multirresistentes a
antibidticos, dentre elas cepas de E. coli patogénicas, exigindo agdes imediatas e
eficazes para minimizar os problemas futuros (Ahmed et al., 2024; Pokharel et al.,
2023).

Assim, compreender a emergéncia, a dindmica e 0s riscos associados a
presenca de patdgenos portadores de RAM na cadeia alimentar é fundamental para
o desenvolvimento de estratégias eficazes que reduzam a disseminagao dessas
cepas resistentes por meio do consumo de alimentos contaminados (Aguiar et al.,
2024).
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2.7 RESISTENCIAANTIMICROBIANA (RAM)

A RAM é definida como a capacidade que um microrganismo, seja ele bactéria,
virus, parasita ou fungo, tem de resistir e ndo ser eliminado por um medicamento
antimicrobiano. Como consequéncia as infecgdes ficam mais dificeis de serem
tratadas, em especial as bacterianas, aumentando o risco de transmissao, redugao da
capacidade de prevencao, tratamento das infeccbes e maior evolugdo para casos
graves e oObito (Ho et al., 2025; Lahariya et al., 2024). O desenvolvimento de RAM é
uma preocupagao mundial, urgente e crescente que ja € consolidada como uma grave
ameaca a saude publica do século XXI (Ahmed et al., 2024).

Os antibidticos revolucionaram a medicina humana, salvando milhdes de
pessoas e aumentaram a expectativa de vida humana, porém o uso irracional desses
medicamentos tem aumentado a RAM de muitos patégenos (Patangia et al., 2022).
Apenas no ano de 2019 foram registradas mundialmente 4,95 milhdes de mortes
associadas a infec¢des causadas por microrganismos com RAM. Caso nenhuma
atitude seja tomada, a estimativa € que as mortes por infecgdes causadas por
microrganismos com RAM superem a maioria das outras causas de mortes atuais no
mundo (Ferdinand et al., 2024).

No Brasil e no mundo a utilizagdo de antimicrobianos desempenha um papel
importante na pecuaria. Embora o objetivo principal da utilizagdo de antimicrobianos
na pecuaria seja tratar as infecgbes dos animais, os antibiéticos ainda sao utilizados
em alguns paises como método profilatico. Nesses casos, rebanhos inteiros podem
ser medicados (inclusive animais sem sinais clinicos de enfermidade) com o intuito de
evitar surtos e, em alguns paises, os antibiéticos sdo usados para promover o
crescimento por meio de doses subterapéuticas?! (Liu et al., 2020; Musuka et al.,
2025; Singh et al., 2024). Assim ha uma preocupacgao crescente de que essa pratica
favoreca nao apenas o desenvolvimento de microrganismos resistentes, mas também
a transferéncia dessa RAM para patdégenos capazes de infectar seres humanos. O
uso continuo e inadequado de antimicrobianos exerce intensa pressao seletiva sobre
as populagdes bacterianas, o que contribui para o surgimento e a disseminagao da
RAM em diferentes ambientes (Niveda et al., 2024; Wesguerber et al., 2024).

21 Quantidade insuficiente do medicamento necessaria para eliminar o agente infeccioso, ou tratar uma
doenga, de forma eficaz.
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Como forma de prevenir o desenvolvimento de RAM, desde 1998 o Brasil
proibe o uso de antibidticos com a finalidade de atuar como aditivos de crescimento
e/ou melhoradores de desempenho animal. As substancias antimicrobianas com uso
proibido sdo: avoparcina, anfenicais, tetraciclinas, [ — lactdmicos (benzilpenicilamicos
e cefalosporinas), quinolonas, sulfonamidas sistémicas, espiramicina, eritromicina,
sulfato de colistina, tilosina, lincomicina e tiamulina, deixando claro o uso exclusivo
apenas para tratamento de doencas veterinarias (Brasil, 2023b).

As praticas de criagdo animal participam fortemente da distribuicdo de genes
de RAM e isso se da principalmente devido a alta demanda por proteina animal como
uma tendéncia alimentar, onde o uso de antibidticos possibilitou a produgao de
proteina em larga escala. A China € o pais que mais utiliza antimicrobiano na criagao
dos animais produtores de alimentos, seguida pelo Brasil, india, EUA e Australia,
sendo que esses paises juntos representam 58% do consumo total de antimicrobianos
utilizados na agropecuaria mundial (Ho et al., 2025; Mulchandani et al., 2023; Van
Boeckel et al., 2019).

Projecdes mais recentes sobre a tendéncia de consumo global de antibidticos
na criacdo animal, caso nao haja nenhuma intervengao regulatoria até o ano de 2040,
apontam que sob um cenario business-as-usual??, o uso anual pode chegar a 143.481
toneladas (Acosta et al., 2025). Como forma de evitar que esse cenario acontega, os
governantes mundiais, dentre eles o Brasil, participaram da 792 Assembleia Geral das
Nacdes Unidas apoiando e comprometendo-se a atuar na reducédo de 30 a 50% da
quantidade global de uso de antimicrobianos no sistema agroalimentar até 2030,
conforme estabelecido pelo Manifesto de Mascate?3 (Antibiotic Resistance Coalition,
2022; Brasil, 2024e; United Nations, 2024; United Nations General Assembly, 2024).
E importante destacar que instituicdes multilaterais fazem parte do desenvolvimento
do plano de combate a RAM, incluindo a OMS, Organizagao das Nacdes Unidas para
Alimentacgéao e Agricultura (ONUAA), Organizagdo Mundial da Saude Animal (OMSA),
Organizagao das Nagdes Unidas (ONU), Organizacdo Mundial do Comércio (OMC) e

22 Cenario de projegao que pressupde a continuidade das praticas atuais, sem implementagéo de novas
politicas ou mudangas regulatérias.

28 O Manifesto de Mascate foi firmado em 2022 durante a 32 Conferéncia Ministerial sobre Resisténcia
Antimicrobiana. O evento foi realizado em Mascate - Om3a, e reuniu representantes de mais de 40
paises. O objetivo do manifesto é refor¢ga o compromisso global para redugéo do uso de antimicrobianos
em humanos, animais e meio ambiente até o ano de 2030.



60

posteriormente, o Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA)
(Silva et al., 2020).

A atual demanda por antibiéticos ndo € acompanhada pelo surgimento de
novas classes antimicrobianas. Apds o “periodo de ouro” da descoberta de
antibioticos, que aconteceu na década de 1950, e a sintese de derivados mais
potentes na década de 1970, os programas de desenvolvimento de antibidticos
tornaram-se cada vez mais arriscados para as empresas farmacéuticas devido as
perspectivas de baixo lucro (Cardona et al., 2025).

Como consequéncia, nas ultimas décadas observou-se um declinio continuo
nas aprovagdes de novos antibioticos, com apenas 13 farmacos registrados entre
2017 e 2023 (Cardona et al., 2025). O antibidtico mais recente, langado em 2025, é
um peptideo denominado lariocidina, juntamente com seu derivado ciclico, lariocidina
B, ambos produzidos por Paenibacillus spp. M2. O mecanismo de acao da lariocidina
baseia-se na inibicdo do crescimento bacteriano por meio da ligagdo ao ribossomo e
da consequente interferéncia na sintese proteica (Jangra et al., 2025; Patangia et al.,
2022).

O uso crescente de antibidticos esta associado ao surgimento e a disseminagao
generalizada de bactérias resistentes a antibiéticos (BRA) e de genes de RAM (GRA).
Isso ocorre em grande parte porque os plasmideos, elementos genéticos méveis
presentes em muitos microrganismos, desempenham um papel fundamental na
evolugdo bacteriana. Os plasmideos permitem que os patdégenos adquiram e
disseminem genes de resisténcia. Assim, a capacidade de um plasmideo se manter e
ser transmitido ao longo do tempo depende diretamente dos mecanismos de
transferéncia vertical (entre geragbes de uma mesma linhagem) e horizontal (entre
diferentes espécies ou linhagens bacterianas) (Bethke et al., 2023; Chekole et al.,
2025).

A transferéncia vertical ocorre quando ha a passagem de um plasmideo da
célula-méae para as células-filhas durante a divisao celular. Nessa transferéncia podem
surgir mutagdes espontaneas no genoma bacteriano (Bethke et al., 2023; Bustamante
et al., 2025; Liu et al., 2024; Tao et al., 2022). As mutagées no DNA, como nos casos
de substituicdes e delecdes, geralmente sdo desencadeadas por fatores de estresse
como falta de nutrientes, radiacao ultravioleta ou exposicdo a substancias quimicas
(Galgano et al., 2025; Wang et al., 2022).
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A transferéncia horizontal € comumente considerada como o principal
mecanismo de disseminagcdo de BRA e ocorre quando ha a aquisicao de GRA de
outras bactérias. Os genes de resisténcia estdo localizados dentro dos elementos
genéticos moveis entre bactérias, como os integrons, transposons e plasmideos
conjugativos, e sdo habitualmente transmitidos entre espécies semelhantes ou nao,
ampliando a dispersdo da RAM. Esse fenbmeno ocorre por mecanismo composto por
conjugagao mediada por plasmideos, transformacdo mediada por DNA extracelular,
transdugdo mediada por bacteriéfagos e pela vesiculacdo (Figura 6) que é o
mecanismo de transmissdo de resisténcia mais recente descrito na literatura
(Karkman et al., 2018; Venter et al., 2017).

Figura 6 — Mecanismos de transmiss&o horizontal de resisténcia bacteriana.
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Legenda: (A) processo em que a bactéria doadora entra em contato direto com a bactéria receptora e
formando uma ponte estavel, geralmente por meio de pilli; (B) processo em que as bactérias captam e
integram diretamente fragmentos de DNA que estéo livre do ambiente extracelular; (C) processo em
que os bacteriéfagos, de forma equivocada, empacotam uma parte dos genes da bactéria hospedeira
em suas capsulas e transferem esses genes para outra célula; (D) processo em que ha a liberagao de
vesiculas com fragmentos de DNA que se fundem a nova célula receptora (Liu et al., 2024).

A transferéncia horizontal transforma o resistoma em um ambiente dinamico e
acessivel com estratégias de defesa contra ambientes hostis. Assim, os genes que
eram restritos entre espécies, agora podem ser transferidos coletivamente (Parras-
Molto et al., 2025). Nesse contexto, entre os microrganismos que representam a maior
ameaga na disseminagdo de GRA destacam-se as enterobactérias, com énfase
especial para espécie E. coli. As infecgdes causadas por E. coli estdo se tornando
cada vez mais intrataveis ou exigindo o uso de antibidticos de ultimo recurso (Cabrera
et al., 2025).
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2.7.1 Resisténcia antimicrobiana em Escherichia coli: variabilidade,

transferéncia genética e relevancia epidemioldgica

A bactéria E. coli é reconhecida pela organizagdo mundial tripartite?* como um
patdgeno indicador global com uso indicado para monitorar a RAM (WHO, 2021). E.
coli € um microrganismo versatil, facilmente encontrado na natureza e suscetivel a
alteracdes genéticas naturais ou adquiridas. Essa variabilidade permite a coexisténcia
de cepas comensais e patogénicas dentro da mesma espécie bacteriana, indicando
sua variabilidade genética (Braz et al., 2020).

E. coli atua como um importante reservatoério para a transferéncia horizontal de
GRA, podendo disseminar-se de animais de producdo para os alimentos e,
consequentemente, para os seres humanos por meio da cadeia alimentar (Hofer,
2022). A detecgao dessa bactéria € fundamental para monitorar a prevaléncia, a
diversidade e a mobilidade dos genes de resisténcia, sendo considerada um excelente
indicador para rastrear a circulagdo da RAM entre diferentes hospedeiros (Babines-
Orozco et al., 2024; Muloi et al., 2022).

As classes de antibioticos B-lactdmicos, polimixinas e aminoglicosideos tém
sido utilizadas clinicamente para o tratamento de infecgdes por E. coli devido ao seu
mecanismo de agao especifico, atuando respectivamente na parede celular, na
membrana plasmatica e na sintese proteica (Muhamad Hendri et al., 2024). Porém, o
uso excessivo e inadequado de antibidticos em cepas de E. colitem ampliado os perfis
de RAM para diversos antibiéticos (Xu et al., 2022).

Em 2022, o Sistema Global de Vigilancia de Resisténcia e Uso de
Antimicrobianos (Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System —
GLASS) publicou um relatério com dados atualizados sobre a RAM. Os resultados
indicaram que 42% das cepas de E. coli apresentaram resisténcia as cefalosporinas
de terceira geragao. Além disso, em casos de infecgdes do trato urinario causadas por
E. coli, estima-se que uma em cada cinco infeccdes apresente baixa suscetibilidade a
ampicilina, ao co-trimoxazol e as fluoroquinolonas. Esses dados evidenciam que E.

coli representa um dos principais desafios globais tanto em infecgcbes comunitarias

24 Organizagdo Mundial da Saude (OMS), Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (ONUAA), Organizagdo Mundial da Saude Animal (OMSA), Organizagdo das Nacgdes
Unidas (ONU)
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quanto hospitalares, reforcando a crescente dificuldade em tratar infecgdes comuns
de maneira eficaz (WHO, 2022).

E importante destacar que muitos GRA ndo surgiram por causa da agdo
humana recente, isto &, eles ja existiam na natureza muito antes do uso de antibioticos
na clinica. O que aconteceu foi que as atividades humanas favoreceram a selecéo e
a transferéncia desses genes entre diferentes bactérias, originadas tanto do ambiente
quanto de células hospedeiras, favorecendo a ampla disseminacdo da RAM (Perry et
al., 2016).

Geneticamente, E. coli possui um DNA circular superenovelado com
aproximadamente 1,6 mm de comprimento e 4,64 megapares de bases, confinado em
um esferocilindro de 2 a 4 ym de comprimento (Bera; Mondal, 2024). Essa estrutura
apresenta uma compactac¢ao longitudinal cerca de 1.100 vezes ao longo do eixo
cromossOmico, permitindo que todo o material genético seja adequadamente
organizado dentro da célula (Makela; Sherratt, 2020).

Além do cromossomo, E. coli também contém plasmideos, que sao moléculas
de DNA circular de dupla fita livres no citoplasma. Quando comparados ao tamanho
do cromossomo, os plasmideos representam cerca de 5% do total de DNA celular.
Algumas células podem abrigar mais de 300 plasmideos de origem natural,
evidenciando sua relevancia na variabilidade genética e na adaptacdo bacteriana
(Madigan et al., 2016).

Os plasmideos podem ser classificados de acordo com sua mobilidade em
conjugativos, mobilizaveis e nao mobilizaveis, sendo que o que os diferencia é a
capacidade de se movimentarem e serem transmitidos entre bactérias. Os plasmideos
conjugativos conseguem se transferir sozinhos de uma bactéria para outra por
conjugacgao, pois apresentam todos os elementos necessarios, como a origem de
transferéncia (oriT), a relaxase com relaxossomo (quem reconhece a oriT), o Genes
tra (forma o pilliconexdao entre as células), o T4SS (canal de
transporte/acasalamento/conjugacdo) e o T4CP (proteina de acoplamento). Os
plasmideos mobilizaveis ndo conseguem ser transferidos sozinhos, ja que possuem
apenas a regiao oril, o gene relaxase e uma ou mais proteinas que ajudam na
clivagem. Os plasmideos n&do mobilizaveis ndo conseguem se transferir de forma

alguma por conjugacao, pois n&o apresentam 0 maquinario necessario e por isso sao
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exclusivamente transferidos por transferéncia vertical (Shintani et al., 2015; Smillie et
al., 2010).

Os plasmideos conjugativos sdo, portanto, os principais responsaveis pela
disseminagao dos reservatorios de informagbes genéticas. Isso significa que os
plasmideos apresentam sequéncias genéticas chamadas de fator de fertilidade F (do
inglés Fertility factor), as quais sdo responsaveis por facilitar a replicagdo com
transferéncia de genes para outras bactérias. Em cepas de E. coli comensal, os
plasmideos F sdo os mais comuns e foram os primeiros a serem associados a
resisténcia transmissivel, sendo ainda considerados os elementos genéticos moveis
que mais abrigam genes de resisténcia. A maioria dos plasmideos conjugativos pode
carregar um ou mais GRA, os quais s&o transferidos simultaneamente quando esses
plasmideos se replicam e se espalham. Assim, o transporte de GRA em elementos
transponiveis e plasmideos moveis em cepas comensais de E. coli torna o resistoma
altamente dinamico (Ajayi et al., 2024; Stephens et al., 2020).

Em adi¢cdo, as bactérias Gram-negativas possuem uma estrutura celular
composta por membrana interna, uma camada fina de peptideoglicano e uma
membrana externa associada a lipopolissacarideos (LPS). Essa conformagao de
envelope confere as bactérias Gram-negativas uma barreira de protegao contra os
farmacos, sendo reconhecida como um dos principais determinantes de resisténcia
intrinseca a antibidticos (Hummels et al., 2023; Liu et al., 2025).

As cepas de E. coli sdo classificadas em sorogrupos ou sorotipos, com base na
presenca de diferentes antigenos de superficie: o antigeno ‘O’ (de parede celular), o
antigeno ‘H’ (flagelar) e o antigeno ‘K’ (capsular). A camada de lipopolissacarideos
(LPS) contém o agucar O-polissacarideo, também conhecido como antigeno ‘O’ e ja
foram descritos 181 sorogrupos ‘O’ na literatura. Os sorogrupos ‘O’ estéo
frequentemente associados a sorovares patogénicos especificos de E. coli, como o
sorogrupo 0157, tipico da EHEC (Elder et al., 2021; Nasrollahian et al., 2024). Os
antigenos ‘H’ sdo determinados pela flagelina, principal subunidade proteica do flagelo
e reconhecidos por suas respostas soroldgicas caracteristicas. Atualmente, sao
conhecidos 60 tipos de antigenos ‘H’, além de 80 tipos de antigenos ‘K’ (capsulares)
e 17 tipos de antigenos ‘F’ (relacionados as fimbrias ou pili) (Swelum et al., 2021)
(Figura 7).
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Figura 7 — Estrutura antigénica de Escherichia coli patogénica.
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Legenda: K: capsula; F: fimbrias; H: flagelos; LPS: lipopolissacarideos. O: antigeno do LPS.

Diante desse panorama, a compreensao da RAM em E. coli ndo pode se limitar
aos fendtipos observados, mas deve avancar para a identificagdo e caracterizagao
dos determinantes genéticos envolvidos. Até porque o0 mecanismo de
desenvolvimento de resisténcia mais prevalente continua sendo a aquisicao de genes
por meio da transferéncia horizontal, a qual é facilitada por elementos genéticos
moveis, como plasmideos, integrons, bacteriéfagos e transposons (Nasrollahian et al.,
2024).

Portanto, a presenca de plasmideos conjugativos, elementos transponiveis e
estruturas intrinsecas do envelope celular favorecem a aquisicdo, manutencao e
disseminagdo de genes de resisténcia entre cepas de E. coli comensais e
patogénicas, em diferentes hospedeiros e ambientes. Assim, é essencial examinar os
principais genes associados a RAM em E. coli, seus mecanismos de ag&do e sua

relevancia epidemiolégica (Mangroliya et al., 2025).
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2.7.1.1 Resisténcia antimicrobiana aos B-lactamicos

Os antibidticos B-lactdmicos fazem parte de uma das classes
medicamentosas mais comumente prescritas, respondendo por quase 60% do uso
global de antibidticos, devido ao seu amplo espectro de agdo?® e sdo geralmente
utilizados no tratamento de infeccbes bacterianas como otite, pneumonia, sinusite,
infeccdes de pele e tecidos moles (Pandey; Cascella, 2025; Zhang et al., 2024).

No Brasil, os medicamentos B-lactamicos estdo presentes na Relagao
Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename), demonstrando sua relevancia
clinica e uso prioritario no Sistema Unico de Saude. A Rename classifica o uso de
antibiéticos baseado no sistema AWaRe, o qual foi criado pela OMS, como forma de
orientar o uso responsavel dos antibidticos. Esse sistema é dividido em drogas de
acesso (Acess) que sdo medicamentos de primeira escolha e com baixo potencial de
induzir resisténcia, alerta (Wath) que sdo medicamentos com alto risco de induzir
resisténcia, ndo sao de primeira escolha e devem ser usados com cautela e reserva
(Reserv) que sao aqueles que devem ser usados apenas em situagdes especificas
como em caso de multirresisténcia ou justificativa clinica (Brasil, 2024f).

Os antibidticos B-lactdmicos apresentam um anel de quatro membros (3
carbonos e 1 nitrogénio) em sua estrutura quimica. O grupo dos antibiéticos [3-
lactamicos €& classificado em penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos. Nas penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos, o anel [3-
lactdmico esta fundido a outro anel. Nos monobactamicos, o anel [B-lactamico é
monociclico (Figura 8A) (De Rosa et al., 2021; Ye et al., 2024; Zhang et al., 2024).

Os antibidticos B-lactdmicos atuam inibindo as enzimas transpeptidases (ou
PBP), responsaveis pela ligacdo cruzada do peptideoglicano da parede celular
bacteriana. Normalmente, essas enzimas catalisam a formagédo de ligagcbes entre
cadeias peptidicas do peptideoglicano, um processo que envolve a liberacdo de D-
alanina e a regeneragédo do sitio ativo da enzima (Figura 8B). Os B-lactamicos
mimetizam o substrato natural da transpeptidase (o dipeptideo D-Ala-D-Ala) e, ao se
ligarem covalentemente ao seu sitio ativo, formam um complexo acil-enzima estavel,

blogueando permanentemente a atividade da enzima (Figura 8C). Essa inibigao

25 Antibidtico capaz de atuar contra microrganismos Gram-positivas e Gram-negativas. Seu uso é
comum em infecgdes polimicrobianas ou quando o agente etiolégico ainda nao foi identificado.
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impede a formacado das ligagbes cruzadas do peptideoglicano, enfraquecendo a
parede celular e levando a morte bacteriana (Bush & Bradford, 2016; Mora-Ochomogo
& Lohans, 2021; Halawa et al., 2024).

Figura 8 — Mecanismo de acao dos antibidticos p-lactamicos inibindo a sintese da
parede celular bacteriana.
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Fonte: Traduzido de De Rosa et al., 2021; Mora-Ochomogo; Lohans, 2021.

Legenda: (A) Estruturas centrais de diferentes classes de antibidticos B-lactdmicos. As penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos séo definidas pela fusao do seu nucleo p-lactamico
a outros anéis: a tiazolidina (em penicilinas), a di-hidrotiazina (em cefalosporinas), a pirrolina (em
carbapenémicos). Nos monobactamicos, o anel B-lactdmico permanece isolado (monociclico); (B)
Mecanismo da Transpeptidagdo pela PBP (Sintese da Parede Celular). Papel das transpeptidases
(PBP) na formacao de ligacdes cruzadas do peptideoglicano. A serina nucleofilica da PBP ataca um
pentapeptideo na fita doadora, formando um complexo peptideo-enzima e libertando D-alanina. A partir
da fita aceitadora do peptidoglicano, uma cadeia lateral nucleofilica (L-lisina) reage com o complexo
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peptideo-enzima, formando uma ligagao cruzada e libertando a enzima; (C) Mecanismos de acilagédo
da serina nucleofilica da transpeptidase com um antibiético penicilina, resultando na formacgéao de um
complexo acil-enzima.

A Penicilina G (benzilpenicilina) foi o primeiro farmaco B-lactamico a ser usado
clinicamente com indicagao para tratar infecbes estreptocdcicas. Para ampliar o
espectro de agao frente a patégenos Gram-negativos, foram desenvolvidas penicilinas
de amplo espectro, como a ampicilina e a amoxicilina, introduzidas na década de 1970
e amplamente empregadas tanto na medicina humana quanto na veterinaria.
Inicialmente, essas drogas foram utilizadas no tratamento de infecgbes provocadas
por bactérias da familia Enterobacteriaceae (Bush; Bradford, 2016; Pawtowska et al.,
2024).

A producgao de B-lactamases por diversas espécies de bactérias comprometeu
a eficacia dos B-lactamicos quando utilizados isoladamente em diversos tratamentos.
Como estratégia para contornar essa resisténcia, passou-se a empregar a associagao
de antibidticos B-lactdmicos com inibidores de [(-lactamase, capazes de proteger o
antibiético da degradacao enzimatica (Zhang et al., 2024). No Brasil, tanto a
amoxicilina isolada quanto a sua combinagdo com acido clavulanico integram a
Rename, ambas classificadas na categoria de acesso (Brasil, 2024f).

As cefalosporinas s&o antibidticos B-lactamicos amplamente utilizados devido
ao seu amplo espectro de agao. A escolha dessa classe terapéutica costuma basear-
se em trés aspectos principais: sua eficacia contra uma ampla variedade de
microrganismos, a menor probabilidade de induzir resisténcia bacteriana em
comparagao aos carbapenémicos em infec¢des néo criticas e a sua utilizagao segura
em pacientes com histérico de alergias n&o graves a penicilina (Hardie Boys; Pletzer,
2025).

A primeira cefalosporina desenvolvida, a cefazolina, foi introduzida na clinica
em 1974. Atualmente, sdo reconhecidas cinco geragdes de cefalosporinas, cuja
principal diferenga estd no espectro de acado frente as espécies-alvo. As
cefalosporinas de primeira geragao, que incluem cefazolina, cefalotina, cefapirina,
cefradina, cefadroxil e cefalexina, apresentam atividade predominante contra
bactérias Gram-positivas, embora E. coli se mostre suscetivel a esses farmacos, que
tem menor agédo frente a microrganismos Gram-negativos (Bui et al., 2025; Fong,
2023; Hardie Boys; Pletzer, 2025).
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As cefalosporinas de segunda geracdo sao divididas em dois subgrupos,
sendo o primeiro composto por cefuroxima e cefprozil e o segundo grupo composto
por cefamicina, cefmetazol, cefotetan e cefoxitina. Essa geragdo também apresenta
agao limitada contra bactérias Gram-negativas. Ja as cefalosporinas de terceira
geracao incluem cefotaxima, ceftazidima, cefdinir, ceftriaxona, cefpodoxima,
cefoperazona e cefixima, sendo que esses farmacos apresentam amplo espectro de
agao contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e sédo escolhidos para tratar
infeccbes causadas por microrganismos Gram-negativos que foram resistentes a
primeira e segunda geragao de cefalosporinas ou a outros antimicrobianos [3-
lactamicos (Bui et al., 2025; Fong, 2023; Hardie Boys; Pletzer, 2025).

As cefalosporinas de quarta geragdo tém como principal representante o
cefepime, um farmaco de amplo espectro de acgado, especialmente eficaz contra
bactérias Gram-negativas. Devido ao seu perfil farmacolégico, é geralmente
reservado para o tratamento de infecgdes sistémicas graves causadas por
microrganismos multirresistentes. As cefalosporinas de quinta geragdo, como
ceftarolina e ceftobiprole, apresentam espectro de acdo ampliado, mantendo boa
atividade contra bactérias Gram-negativas (Bui et al., 2025; Fong, 2023; Hardie Boys;
Pletzer, 2025).

Os carbapenémicos constituem um grupo de antibidticos B-lactamicos
frequentemente utilizados como terapia de ultima linha no tratamento de infeccbes
causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes. Entre os principais
representantes estdo o imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, panipenem e
biapenem. As enterobactérias produtoras de carbapenemases correspondem a
bactérias capazes de hidrolisar os carbapenémicos, tornando-os ineficazes. Embora
as carbapenemases tenham sido inicialmente associadas a isolados da familia das
enterobactérias, a producado dessa enzima ja foi identificada em outros patégenos
Gram-negativos, como Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp. (Alvisi et al., 2025).

Os monobactamicos constituem uma classe de antibiéticos p-lactamicos cujo
principal representante é o aztreonam. Esse farmaco destaca-se por sua estabilidade
frente as metalo-B-lactamases, enzimas produzidas por determinadas bactérias
capazes de hidrolisar e inativar outros antibiéticos p-lactamicos. Além disso, o
aztreonam apresenta atividade seletiva contra bactérias Gram-negativas, sendo

frequentemente empregado no tratamento de infecgdes causadas por patdgenos
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resistentes, especialmente quando o uso de outros B-lactdmicos € limitado por
mecanismos de resisténcia ou alergias (Dean et al., 2018).

Como as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) sdo o alvo primario da agéo
dos antibidticos B-lactamicos, qualquer alteragdo em sua estrutura e/ou fungédo pode
resultar em RAM a esses farmacos (Halawa et al., 2024). Em 2017, a OMS publicou
pela primeira vez uma lista de 12 microrganismos prioritarios que representam uma
ameaca significativa a saude humana devido ao seu potencial de desenvolver e
disseminar RAM. Entre eles, destacam-se as bactérias da familia Enterobacteriaceae
produtoras de B-lactamases de espectro estendido ESBL (Extended Spectrum [3-
Lactamase) (Nauta et al., 2021; Willyard, 2017).

Os mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos envolvem a
producdo de B-lactamases, mudanga dos sitios ativos das PBP, regulagdo negativa
das proteinas da membrana externa (OMPs) e superexpressado de bombas de efluxo
(Figura 9) (Zhang et al., 2024).

Figura 9 — Mecanismos de resisténcia antimicrobiana ao grupo dos antibiéticos f3-
lactamicos.
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Fonte: Traduzido de Zhang et al., 2024.
Legenda: PBP — transpeptidase (Proteinas Ligadoras de Penicilina); OMP — proteinas da membrana
externa.

As enzimas ESBL possuem a capacidade de hidrolisar antibidticos [-
lactamicos, especialmente as cefalosporinas de terceira e quarta geragbes, como
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cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima e cefepime, além do monobactamico
aztreonam. Atualmente, mais de 300 variantes de ESBL ja foram descritas em
bactérias Gram-negativas (Ali et al., 2024; Castanheira et al., 2021; Ibrahim et al.,
2021).

Para E. coli as principais ESBLs produzidas pertencem as familias CTX-M,
TEM e SHYV, codificadas, respectivamente, pelos genes blactx-m, blatem € blasqy. O
gene blactx-m aumentou nos ultimos anos, estando entre os tipos mais prevalentes. A
familia blactx-m inclui mais de 130 variantes de B-lactamases classificadas em cinco
grupos distintos: blacrx-m-1, blactx-m-2, blactx-m-s, blactx-m-9 € blactx-m-25. E importante
destacar que todos esses genes estdo frequentemente localizados em plasmideos
(Figura 10) (Ali et al., 2024; Castanheira et al., 2021; Ibrahim et al., 2021).

Figura 10 — Representagao da estrutura genética de Escherichia coli contendo os
genes de resisténcia blacrx-m, blatem € blasny.
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Considerando a frequente presenca de E. coli em queijos artesanais reforga-
se a necessidade de identificar genes associados aos mecanismos de RAM como
blactx-m, blatem € blasnv, a fim de compreender a epidemiologia desses determinantes
genéticos e avaliar o impacto de sua disseminagao sobre a saude publica (Chaudhary
et al., 2023).
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2.7.1.2 Resisténcia antimicrobiana as tetraciclinas

A tetraciclina é um antibidtico descoberto na década de 1940, sendo
caracterizada por sua estrutura de quatro anéis benzénicos condensados (Figura 11A)
(Rusu; Buta, 2021).

Figura 11 — Mecanismo de ac&do das tetraciclinas inibindo a sintese proteica
bacteriana.

A OH 0 OH 0

Fonte: Rusu; Buta, 2021; Krawczyk et al., 2024.

Legenda: A: estrutura quimica geral das tetraciclinas com a numeragéo e posi¢gdes-chave dos anéis; B:
Sitio de ligagao da tetraciclina. Esquerda - sitios funcionais A, P e E; estrutura cinza rRNA; estrutura
azul: tetraciclina; estrutura verde: rRNA interagindo com a tetraciclina; Direita: representagdo da
tetraciclina interagindo com o rRNA.

As tetraciclinas atuam inibindo a sintese proteica bacteriana por meio da

ligagdo de sua molécula a subunidade ribossomal 30S. Essa interagdo ocorre
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especificamente no sitio A do rRNA 16S, onde o antibidtico estabelece ligagbes de
hidrogénio e interagcbes de empilhamento (11-11) com nucleotideos localizados na
hélice 34 (H34). Assim, a H34, presente no rRNA 16S da subunidade 30S,
desempenha um papel fundamental na ancoragem da tetraciclina. Essa regido é
composta principalmente pelos nucleotideos G1195, G1197, G1198 e C1054, que
participam diretamente da interagdo com o farmaco, formando uma “pinga molecular”
que o mantém firmemente ligado ao ribossomo (Figura 11B). Como consequéncia
dessa ligagao, ocorre o bloqueio da entrada do aminoacil-tRNA no sitio A, impedindo
a adicao de novos aminoacidos a cadeia polipeptidica em elongacéo. Dessa forma, a
formagao da cadeia proteica € interrompida, resultando na inibigcdo da sintese proteica
e, consequentemente, na morte celular (Halawa et al., 2024; Krawczyk et al., 2024;
Pioletti et al., 2001).

Embora a tetraciclina tenha sido descoberta na década de 1940, a partir da
estrutura quimica da clortetraciclina, o composto sé foi introduzido no mercado em
1953, apds sucessivas otimizagbes moleculares. Atualmente, as tetraciclinas séo
classificadas em trés geragdes, conforme sua evolugao estrutural e propriedades
farmacolégicas. A primeira geragdo das tetraciclinas inclui os compostos
clortetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina (Laplante et al., 2022; Pearson et al.,
2025).

A segunda geragdo das tetraciclinas surgiu a partir de modificagbes
semissintéticas da estrutura basica da tetraciclina, com o objetivo de melhorar as
propriedades farmacocinéticas e reduzir os efeitos adversos associados aos
compostos da primeira geragdao. Entre os principais representantes estdo a
meticiclina, a doxiciclina e a minociclina. Esses derivados apresentam maior
lipossolubilidade, o que Ihes confere melhor absorg¢ao oral, maior penetragao tecidual
e meia-vida prolongada em comparacao as tetraciclinas da primeira geracao. Além
disso, possuem maior estabilidade em meio acido, reduzindo a degradagao no trato
gastrointestinal. Do ponto de vista clinico, as tetraciclinas de segunda geragéo
mantém amplo espectro de agao contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Essas melhorias tornaram compostos como a doxiciclina amplamente utilizados até
hoje em infecgdes respiratorias e urogenitais (Laplante et al., 2022; Pearson et al.,

2025). Na Rename o unico antibiético da classe das tetraciclinas presente é a
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doxiciclina, como componente basico de atencédo a saude e com classificagao Aware
de acesso (Brasil, 2024f).

Ja a terceira geragédo das tetraciclinas, aprovada nos ultimos 18 anos, é
formada por agentes (licilciclinas e analogos avangados, incluindo tigeciclina,
eravaciclina e omadaciclina, desenvolvidos para superar mecanismos de resisténcia
bacteriana as tetraciclinas classicas. Esses compostos apresentam modificagbes
quimicas no anel D da estrutura tetraciclica, o que Ihes confere maior afinidade pelos
ribossomos bacterianos e resisténcia a acdo das bombas de efluxo e das proteinas
de protecgao ribossomal, dois dos principais mecanismos de resisténcia as tetraciclinas
das geracgoes anteriores. A tigeciclina, primeira glicilciclina aprovada para uso clinico,
exibe amplo espectro de acgao, incluindo ESBL. A eravaciclina e a omadaciclina,
desenvolvidas posteriormente, mantém propriedades semelhantes, mas com melhor
perfil farmacocinético e maior estabilidade quimica, permitindo administragcao
intravenosa ou oral (Laplante et al., 2022; Pearson et al., 2025).

A RAM as tetraciclinas foi observada desde o inicio do seu uso clinico, sendo
relatada tanto em bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Essa resisténcia
ocorre, predominantemente, por meio da transferéncia horizontal de genes, mediada
por plasmideos, transposons e pilli conjugativos, o que facilita a disseminacao desses
GRA entre diferentes espécies bacterianas. A resisténcia as tetraciclinas em
patdgenos humanos tem se caracterizado por ciclos evolutivos recorrentes, nos quais
o desenvolvimento e a introdu¢ao de novas geragdes de tetraciclinas séo rapidamente
seguidos pela emergéncia de novos mecanismos de resisténcia (Blake et al., 2025;
Laplante et al., 2022; Markley; Wencewicz, 2018; Ramirez-Bayard et al., 2023).

Assim, apesar do amplo espectro de agao e da relevancia terapéutica dessa
classe no tratamento de diversas infeccbes humanas e veterinarias como aquelas
causadas por Chlamydia spp., pneumonias atipicas e acne inflamatéria, o uso clinico
das tetraciclinas tem diminuido ao longo das ultimas décadas devido ao aumento da
RAM (Blake et al., 2025; Laplante et al., 2022; Markley; Wencewicz, 2018; Ramirez-
Bayard et al., 2023).

Dentre os mecanismos de resisténcia as tetraciclinas, destacam-se as
bombas de efluxo ativas, a modificacdo enzimatica do alvo ribossomal, a reducao da
permeabilidade da membrana ao farmaco, a degradagao enzimatica do antibiotico e

as mutagdes genéticas (Perewari et al., 2022). As muta¢gdes podem aumentar a
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expressdao de bombas de efluxo ou alterar proteinas ribossomais, reduzindo a
afinidade da tetraciclina por seu sitio de ligagao e, consequentemente, a eficacia do
tratamento. De forma semelhante ao que ocorre com outros antibiéticos como os [3-
lactdmicos, a exposi¢cado prolongada ou inadequada aos antibidticos exerce uma
pressado seletiva sobre as populagdes bacterianas, favorecendo a sobrevivéncia e
multiplicacdo de cepas portadoras de genes de resisténcia (Hoeksema et al., 2019).

As bombas de efluxo representam cerca de 60% de todos os genes
associados a resisténcia as tetraciclinas. Esses sistemas atuam por meio da
codificacdo de proteinas de membrana responsaveis por expulsar ativamente o
antibiético para fora da célula bacteriana, reduzindo assim sua concentracao
intracelular. Com a diminuigao da quantidade de farmaco disponivel no citoplasma, o
ribossomo permanece protegido da ligagdo da tetraciclina, impedindo a inibicdo da
sintese proteica e, consequentemente, evitando a morte celular. Devido a sua ampla
disseminagao e eficacia na neutralizagao da acao do antibiético, as bombas de efluxo
sao reconhecidas como o mais prevalente mecanismo de resisténcia as tetraciclinas
(Bhattacharjee, 2022; Blake et al., 2025).

As proteinas de efluxo de tetraciclina sdo codificadas pelos genes de
resisténcia tet. Assim, sao descritos na literatura nove genes associados a E. coli: tetA,
tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetJ, tetL e tetY. No entanto, os genes tetA, tetB e tetC sao
os mais frequentes em E. coli e costumam aparecer simultaneamente (Ramirez-
Bayard et al., 2023; Ugbo et al., 2025). Os genes tetA e tetB estdo localizados nos
plasmideos bacterianos, portanto, podem se replicar de forma independente do
cromossomo bacteriano. A transferéncia de resisténcia acontece horizontalmente por
conjugacgao (Wang et al., 2024).

As bombas de efluxo de tetraciclina reguladas por repressores sao geralmente
codificadas por dois genes organizados em orientagdes opostas, denominados tetA e
tetR, separados por uma regido intergénica. Essa regido contém dois promotores
divergentes: um responsavel pela expressao de tetR, que codifica a proteina
repressora TetR, e outro que controla a expressao de tetA, que codifica a bomba de
efluxo TetA. A regiao intergénica também apresenta dois sitios operadores (tetO), que
regulam a expressao génica. Na auséncia do antibiético, a proteina TetR permanece
ligada aos sitios tetO, bloqueando a transcricdo de tetA e tetR. Na presencga da

tetraciclina, a molécula do antibiético se liga a TetR, promovendo uma mudancga
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conformacional na proteina. Essa alteragdo reduz a afinidade de TetR pelos
operadores tetO, liberando a regido promotora e permitindo a expressao dos genes
tetA e tetR. Como resultado, a bomba de efluxo TetA é produzida e expulsa ativamente
o antibiotico do interior da célula, conferindo resisténcia (Figura 12) (Jiang et al., 2013;
Mgller et al., 2016).

Figura 12 — Mecanismos de resisténcia as tetraciclinas por bomba de efluxo.

Q tet ®

H*
O - :
@ extrzgi?lj)lar
..Q.QQQQQQQ..Q.Q.C\ @CPOIBRODOOD
g Membrana celular
R RER IR ERERIREREREREIEIERERE) 1 DDOORED @@
1 Citosol
A/ 4
tet + Mg** 5 H* + [tet - Mg*’] : H*
2 3 I'5
|
TetR @ al
O ® |
|
< (eoTo PRI G
R ‘tetO\ tetA
tet ‘\tetO \ et DNA
\ N

\ & s
ans
\
\}G
Fonte: Montoliu, 2020.

Legenda: (1) Tetraciclinas; (2) Repressor tetR impede a transcrigdo do gene tetA, quando ndo tem
tetraciclina no meio; (3) Tetraciclina forma complexos com ions bivalentes (Mg?*); (4) Complexo liga-se
ao tetR (repressor proteico). H4 uma mudanga conformacional na proteina e sua dissociagéo do tetO;
(5) O antiporte tetA, e o préprio tetR, sao sintetizados; (6) tetA exporta os complexos (tetraciclina mais
Mg?*) para fora do citosol, aproveita e importa prétons.

A presenca de genes tet em E. coli isolada de queijo € um forte indicativo de

que essas bactérias receberam plasmideos de outras bactérias presentes na cadeia
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produtiva do queijo ou do ambiente. Portanto, queijos de leite cru com presenca de E.
coli podem ser reservatorios de genes de resisténcia a tetraciclina que podem ser
transferidos horizontalmente para outros hospedeiros (Florez; Mayo, 2017). Para
identificacdo desses genes, frequentemente é utilizada a técnica da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) e o sequenciamento génico para a caracterizagdo molecular
(Beheshti et al., 2020).

2.7.1.3 Resisténcia antimicrobiana as quinolonas

As quinolonas sdo uma classe de antibidticos bactericidas que contém uma
estrutura central biciclica (Figura 13). A quinolona foi descoberta no inicio da década
de 1960 e rapidamente ganhou importancia no tratamento de infecgdes bacterianas
adquiridas tanto na comunidade quanto em ambientes hospitalares (Pham et al.,
2019).

Figura 13 — Estrutura das quinolonas e fluoroquinolonas.
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Fonte: adaptado de Rodrigues; Silva, 2025.
Legenda: acido nalidixico: primeira quinolona.

A descoberta do acido nalidixico, a primeira quinolona sintetizada,
quimicamente descrito como acido 1-etil-7-metil-4-oxo-1,8-naftiridina-3-carboxilico
(Figura 13), marcou o ponto de partida para o desenvolvimento das fluoroquinolonas,
uma subclasse das quinolonas caracterizada pela presenga de um atomo de fluor na
posicado C-6 do anel quinolénico, o que amplia o espectro antibacteriano e melhora as
propriedades farmacocinéticas. A ciprofloxacina (Figura 13) € uma fluoroquinolona que
apresenta maior biodisponibilidade e penetracédo tecidual, atingindo concentragdes

mais elevadas no soro, nos tecidos e no interior das células quando comparada ao
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acido nalidixico e essas caracteristicas conferem maior agao contra bactérias Gram-
negativas (Maris et al., 2021).

Até 2020, quatro geragdes de quinolonas foram desenvolvidas e introduzidas
com sucesso ha pratica clinica, cada uma apresentando aprimoramentos em termos
de espectro de agao, estabilidade e segurancga terapéutica (Dube et al., 2023;
Rodrigues; Silva, 2025). A primeira geracao de quinolonas compreende os compostos
acido nalidixico, acido oxolinico e acido pipemidico, caracterizados por sua atividade
restrita a bactérias Gram-negativas e uso predominante em infec¢des do trato urinario
(Millanao et al., 2021; Pham et al., 2019).

A segunda geracdo de quinolonas inclui norfloxacina, enoxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, rufloxacina, lomefloxacina, pefloxacina e enrofloxacina.
Esses farmacos apresentam melhor penetragdo tecidual, além de um espectro
ampliado, cobrindo diversas espécies de microrganismos Gram-negativos e alguns
Gram-positivos. Na terceira geracdao de quinolonas, destacam-se temafloxacino,
sparfloxacino, grepafloxacino e levofloxacino, que exibem atividade aprimorada contra
bactérias Gram-positivas, incluindo Streptococcus pneumoniae (Millanao et al., 2021;
O’liphant e Green, 2002).

Por fim, a quarta geragdo de quinolonas engloba compostos como
clinafloxacino, trovafloxacino, moxifloxacino, gatifloxacino e sitafloxacino, que se
distinguem por seu amplo espectro de agéo, incluindo atividade contra anaerébios e
microrganismos resistentes as geragdes anteriores (Millanao et al., 2021).

As quinolonas sao amplamente utilizadas no tratamento de infec¢des do trato
urinario e infecgbes respiratérias, além de apresentarem eficacia em outras infecgoes
sistémicas causadas por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. O mecanismo
de acdo dessas moléculas baseia-se na inibicdo da sintese dos acidos nucleicos
bacterianos, por meio da interferéncia nas enzimas DNA girase (topoisomerase Il) e
topoisomerase |IV. Essas enzimas sao essenciais para os processos de replicacao,
transcricao e superenovelamento do DNA bacteriano. A inibicdo de sua atividade
impede a replicacdo do material genético, levando a morte celular bacteriana (Jia;
Zhao, 2021; Kaur et al., 2022).

A DNA girase, também conhecida como topoisomerase Il, € uma enzima
encontrada apenas em bactérias e € conhecida por sua capacidade de converter

substratos de DNA circular fechado e relaxado em moléculas superenoveladas (Figura
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14A). Essa conversdao € essencial para a vida do microrganismo porque o
superenovelamento permite a compactagdo cromossomal, garantindo que o DNA
caiba no interior da célula. O superenovelamento reduz a tenséo torsional gerada
durante a replicagéo, facilitando o desenovelamento local da dupla hélice (condigéo
necessaria para o inicio da transcricdo pela RNA polimerase) (Collin et al., 2011;
Collins; Osheroff, 2024).

Figura 14 — Mecanismo de a¢do da DNA girase e da topoisomerase |V na sintese de
DNA bacteriano e mecanismo de ag¢ao das quinolonas.
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Fonte: traduzido e adaptado de Aragdo, 2023; Collins; Osheroff, 2024.
Legenda: topo IV — topoisomerase IV; (+SC) — superenovelamento positivo; Relaxed — DNA relaxado
(sem tensdo); (-SC) — superenovelamento negativo (subenrolado).

Até 1990, acreditava-se que a enzima topoisomerase |l (DNA girase) era a
unica topoisomerase presente em bactérias. No entanto, estudos de triagem genética
para mutagdes revelaram que cepas de E. coli possuiam uma segunda enzima com
mecanismo de agao homologo ao da DNA girase, denominada topoisomerase IV. Essa
enzima é responsavel pela separacao das moléculas de DNA-filhas, um processo
conhecido como desvinculamento cromossdmico (Collins; Osheroff, 2024; Hirsch e
Klostermeier, 2021).

Embora a DNA girase e a topoisomerase |V compartihem semelhangas
estruturais e funcionais, suas fung¢des especificas durante a replicagdo do DNA
bacteriano diferem. Enquanto a DNA girase atua principalmente no

superenovelamento negativo do DNA, a topoisomerase IV € essencial para a



80

segregacao final dos cromossomos apos a replicagao, fungdes que, em conjunto, se
complementam no controle da topologia do DNA (Collins; Osheroff, 2024 ; Zechiedrich
et al., 1997).

A DNA girase é formada pelas subunidades GyrA, e GyrB,, enquanto a
topoisomerase |V é constituida por ParC, e ParE,. As subunidades GyrA e ParC sao
homologas entre si, assim como GyrB e ParE, refletindo a origem evolutiva comum e
a conservagao funcional dessas enzimas. As subunidades GyrA e ParC contém o
dominio de quebra e reunificacdo do DNA (breakage—reunion domain), responsavel
por reconhecer, dobrar e clivar a dupla-hélice durante o processo de passagem e
religacdo das fitas de DNA. Por sua vez, as subunidades GyrB e ParE abrigam o
dominio ATPase pertencente a superfamilia GHKL (Gyrase, Hsp90, Histidine Kinase,
MutL), que fornece a energia necessaria para a abertura e fechamento dos portoes
cataliticos, religacdo das fitas de DNA e progressdo do ciclo enzimatico. A
coordenacao precisa entre esses dominios estruturais permite que tanto a DNA girase
quanto a topoisomerase |V realizem modificagdes topoldgicas complexas na molécula
de DNA com elevada especificidade e eficiéncia catalitica (Figura 14A) (Hirsch;
Klostermeier, 2021; Hooper; Jacoby, 2016).

Portanto, o mecanismo de agao das quinolonas baseia-se fundamentalmente
na interferéncia com o funcionamento da DNA girase e da topoisomerase |V (Figura
14B). A inibicdo da DNA girase leva ao acumulo de superenrolamentos positivos a
frente das forquilhas de replicagao e transcricdo, o que resulta na redugao da sintese
de DNA e RNA. Ja a inibicao da topoisomerase IV impede o desenredamento e a
separacgao adequada dos cromossomos-filhos apds a replicagao, o que pode culminar
na interrupgao da divisédo celular ou em segregagao cromossdmica incorreta (Bush et
al., 2020).

Entretanto, algumas bactérias conseguem sobreviver a exposicdo as
quinolonas por meio do desenvolvimento de RAM, frequentemente associada a
mutacdes nos genes que codificam as subunidades da DNA girase e da
topoisomerase V. Assim, a resisténcia as quinolonas esta relacionada a alteracoes
estruturais nessas enzimas, que reduzem a afinidade das quinolonas pelos seus alvos
moleculares. Tais alteragdes resultam de mutagdes nas regides determinantes de

resisténcia as quinolonas (QRDR, do inglés Quinolone Resistance-Determining
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Region) dos genes gyrA e parC (Alvarez-Hernandez et al., 2015; Qin et al., 2015;
Spencer; Panda, 2023).

De modo geral, mutagdes nos genes gyrA, gyrB, parC e parE afetam
diretamente a suscetibilidade das cepas as quinolonas (Juraschek et al., 2021). A
substituicdo de um unico aminoacido em qualquer um desses genes pode ser
suficiente para a expressao do fendtipo resistente. Essas modificagdes ocorrem
predominantemente nos dominios amino-terminais das subunidades GyrA e ParC,
regides criticas para a ligagdo das quinolonas (Hooper; Jacoby, 2016). Assim, as
mutacdes promovem alteragdes na conformacao tridimensional das enzimas-alvo, o
que reduz a afinidade do farmaco pelo sitio de ligagcdo. Como consequéncia, o
antibidtico perde sua capacidade de se ligar de forma eficaz, resultando na
manifestagédo do fendtipo de resisténcia (Kivata et al., 2019).

Portanto, observa-se atualmente um aumento na ocorréncia de patégenos
Gram-negativos resistentes as quinolonas (Rodrigues; Silva, 2025). A OMS publicou
uma lista de “antimicrobianos de importancia médica”, com o objetivo de reduzir o risco
de desenvolvimento de RAM decorrente do uso desses farmacos em contextos néo
humanos. Nesse documento, os antimicrobianos sao classificados com base em trés
fatores de priorizacao: (i) o numero de pessoas afetadas por doengas com opgdes
terapéuticas limitadas; (ii) a frequéncia de uso e a probabilidade de desenvolvimento
de resisténcia; e (iii) a existéncia de evidéncias de transmissao de bactérias ou genes
resistentes a partir de fontes ndo humanas, como animais, alimentos e ambiente.
Dessa forma, quando um antimicrobiano atende aos trés critérios de prioridade, ele
deve ser tratado com controle rigoroso e uso altamente restrito, especialmente quando
prescrito para fins ndo humanos como na produgéo animal. As quinolonas integram o
grupo de antimicrobianos classificados como criticos em todos os trés fatores de
priorizagao, o que refor¢a sua importancia e a necessidade de uso prudente (WHO,
2024).

Além disso, cepas de Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli
resistentes as fluoroquinolonas tém sido positivamente correlacionadas ao uso desses
farmacos na producao animal (Fei et al., 2022). No contexto nacional, conforme a
Rename, o Brasil inclui apenas a ciprofloxacina e a oxacilina no componente basico
de saude, ambas classificadas na categoria “Acesso (Access)” segundo o sistema
AWaRe (Brasil, 2024f).
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Considerando a possibilidade de ocorréncia de cepas de E. coli isoladas de
queijos artesanais que apresentem resisténcia as quinolonas, como a ciprofloxacina,
torna-se essencial identificar e caracterizar esses isolados. Essa vigilancia é
fundamental para prevenir a disseminacdo de cepas resistentes e evitar a
contaminagao cruzada ao longo da cadeia alimentar, especialmente por meio do

consumo de leite cru, derivados lacteos e carnes contaminadas (Shoaib et al., 2023).

2.7.1.4 Resisténcia antimicrobiana aos fenicois

Os fenicois constituem uma classe de antibidticos de amplo espectro,
caracterizados pela presenga de um anel benzénico com um grupo hidroxila (—OH)
(Figura 15A). O principal representante dessa classe € o cloranfenicol, embora
também existam derivados sintéticos, como o tianfenicol e o florfenicol, desenvolvidos
para uso principalmente veterinario. O cloranfenicol foi descoberto em 1947 e seu
mecanismo de agao ocorre principalmente pela inibicdo da sintese proteica bacteriana
(Graf et al., 2024).

Figura 15 — Inibicdo do centro da peptidiltransferase do ribossomo pelo antibiotico
cloranfenicol.
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Fonte: traduzido e adaptado de Schwarz et al., 2004; Syroegin et al., 2022.

Legenda: (A) estrutura molecular do cloranfenicol; (R1) radical 1; (R2) radical 2; (R3) radical; (B)
representacao estrutural do mecanismo de inibi¢do do cloranfenicol no centro peptidiltransferase (PTC)
do ribossomo 50S; Rosa) cloranfenicol se liga ao PTC, sobrepondo-se parcialmente aos sitios Ae P e
bloqueando a formagéo da ligacéo peptidica com inibicdo da elongacéo da cadeia polipeptidica.

A molécula do cloranfenicol foi isolada pela primeira vez da bactéria do solo
Streptomyces venezuelae, a qual foi utilizada como protétipo para os seus derivados
como florfenicol (utilizado apenas na medicina veterinaria), tiamfenicol e
azidamfenicol. Todos os derivados foram sintetizados por substituicbes quimicas de
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grupos fluoro e fulfometil. Além de apresentar atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, os antibiéticos dessa classe também sao eficazes contra
micoplasmas, riquétsias e clamidias. Estruturalmente, o cloranfenicol € constituido por
um anel p-nitrobenzeno ligado a uma cadeia dicloroacetil por intermédio de uma
porgao 2-amino-1,3-propanodiol (Figura 15A) (Bale et al., 2023; Tevyashova, 2021).

Embora a origem natural do cloranfenicol tenha permitido a identificacdo e
caracterizacdao da molécula, o processo de producdo industrial ndo utilizou o
microrganismo, sendo o antibidtico obtido por sintese quimica total, dado o baixo
rendimento da via bioldgica. Assim, o cloranfenicol foi o primeiro antibiético natural
isolado a ser completamente sintetizado quimicamente de forma eficiente e comercial,
e usado no tratamento de infecgbes bacterianas em humanos e animais (Graf et al.,
2024; Li et al., 2021).

Atualmente, o uso do cloranfenicol deve ser realizado com cautela, devido aos
seus efeitos adversos potencialmente graves, como anemia aplastica irreversivel,
supressao reversivel da medula éssea e a sindrome do bebé cinzento (em recém-
nascidos). Por esse motivo, o farmaco teve seu uso descontinuado ou severamente
restrito em diversos paises, tanto na medicina humana quanto na veterinaria.
Entretanto, o cloranfenicol ainda é indicado como farmaco de escolha em alguns
casos especificos, como infeccbes oculares ou infeccbes causadas por
microrganismos multirresistentes, nas quais outras terapias s&o ineficazes. Além
disso, permanece uma opc¢ao economicamente acessivel e de facil obtencéo, o que
contribui para sua utilizagdo em contextos de recursos limitados (Graf et al., 2024; Li
etal., 2021).

O cloranfenicol atua inibindo a sintese proteica bacteriana e interferindo na
montagem ribossémica, com agao que provoca um desequilibrio entre a produgao de
rRNA e de proteinas ribossémicas, resultando na desregulacdo da biogénese dos
ribossomos. O farmaco exerce seu efeito especificamente sobre a subunidade 50S do
ribossomo bacteriano, ligando-se ao centro funcional da enzima peptidiltransferase
(Peptidyl Transferase Center— PTC), localizado no nucleo da subunidade ribossémica
maior (50S) dos procariotos. Ao se ligar a esse sitio, o cloranfenicol bloqueia a
formacao de ligagdes peptidicas, interferindo na unidao dos aminoacidos durante a
elongacéao da cadeia polipeptidica. Essa interrupg¢ao do processo de traducéo leva ao

comprometimento da sintese proteica e, consequentemente, a inviabilidade celular
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bacteriana (Figura 15B) (Rohana et al., 2023; Syroegin et al., 2022; Yu; Zeng, 2024;
Watkins et al., 2025).

O desenvolvimento de RAM aos fenicdis envolve mecanismos de inativagao
enzimatica (por meio da acetiltransferase codificada pelos genes cat), expressao de
bomba de efluxo (associada ao gene clma), redugao da permeabilidade da membrana
externa e mutacao ou alteracio do sitio-alvo (Puangseree et al., 2024). E interessante
destacar que alguns microrganismos aparentemente nunca expostos aos fenicois
possuem genes de resisténcia devido a transferéncia horizontal por elementos
genéticos moveis ou integrons (Alcala et al., 2020). Assim, os genes de resisténcia ao
cloranfenicol estdo presentes em transposons e plasmideos (Figura 16A).

O mecanismo de resisténcia ao cloranfenicol mais prevalente esta associado a
producdo enzimatica de acetiltransferase, também conhecida como cloranfenicol
acetiltransferase, codificada pelo gene cat. O mecanismo de agao da acetiltransferase
baseia-se na acetilagdo do grupo hidroxila 3' do antibidtico, utilizando a acetil
coenzima A (AcCoA) como doadora do grupo acetila. Essa modificagdo impede que o
cloranfenicol se ligue a subunidade ribossémica 50S, tornando-o incapaz de inibir a
sintese proteica bacteriana (Alcala et al., 2020; Ghafoori et al., 2021).

A classificagao das enzimas Cat é feita com base na origem (espécie em que é
encontrada), sequéncia e homologia estrutural. Por isso sdo agrupadas em trés tipos
principais, o tipo A (CatA), o tipo B (CatB) e o tipo C (CatC). O tipo A além de ser
considerado uma Cat classica ou nativa, demostra maior afinidade aparente ao
cloranfenicol € comumente encontrada em E. coli (Alcala et al., 2020; Ghafoori et al.,
2021).

Outro mecanismo de resisténcia muito prevalente em cepas de E. coli esta
associado a codificacdo de bombas de efluxo especificas para cloranfenicol,
majoritariamente associadas ao gene cmlA ou cImA (Puangseree et al., 2024). O gene
cmlA integra um cassete génico movel (Figura 16B), o que Ihe confere a capacidade
de deslocar-se entre diferentes elementos genéticos moveis, favorecendo a
disseminagao horizontal da resisténcia ao cloranfenicol. Esse cassete contém um
promotor induzivel, cuja ativagdo ocorre na presenga do antibidtico. Evidéncias
indicam que essa expressao génica é regulada de forma dependente da concentragao
de cloranfenicol no ambiente, ajustando a tradugao conforme o estimulo antibiético
(Bissonnette et al., 1991; George; Hall, 2002).
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Nessa forma de regulagdo pos-transcricional, o antibidtico interfere
parcialmente na tradugcao de uma sequéncia lider do mRNA, promovendo uma
reorganizagao estrutural que permite a sintese completa da proteina CmlA. Como
resultado, a bactéria passa a expressar uma bomba de efluxo codificada por essa
proteina, capaz de expulsar o cloranfenicol do citoplasma, reduzindo sua
concentracao intracelular. Vale ressaltar que essa bomba é funcional apenas na
presenca do antibidtico, refletindo a capacidade adaptativa das bactérias de otimizar
0 uso de energia e manter economia metabdlica em ambientes livres de pressao

seletiva (Bissonnette et al., 1991; George; Hall, 2002).

Figura 16 — Estrutura de vetores de sondagem e do plasmideo de expresséo do
cassete de resisténcia ao cloranfenicol (cmliA).
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Fonte: Bissonnette et al., 1991; George; Hall, 2002.

Legenda: (A) Estrutura dos vetores de sondagem de promotor pLQ896 e pLQ897 usados para verificar
a funcionalidade das encontradas no cassete cmlA de In4. cat*) gene de resisténcia ao cloranfenicol
localizado nos plasmideos; (B) Estrutura do plasmideo com o gene cmlA1 na regido promotora.

No Brasil, o cloranfenicol foi proibido em 2003 para o uso em animais

destinados a produgao de alimentos. Entretanto, o derivado fluorado florfenicol é
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autorizado para o tratamento de infec¢des bacterianas em animais de produgao de
alimentos (Brasil, 2023b). Apesar da proibicdo, € importante reconhecer que as
bactérias podem manter ou continuar a desenvolver RAM, mesmo apds a restricdo do
uso de determinados antimicrobianos (Puangseree et al., 2024). Assim, identificar a
presenca de RAM em microrganismos provenientes de alimentos € essencial para
avaliar o papel desses produtos como possiveis vetores de genes de resisténcia,
contribuindo para o monitoramento dos riscos a saude publica (Chavan; Vashishth,
2025).

2.7.1.5 Resisténcia antimicrobiana as sulfonamidas

As sulfonamidas, também conhecidas como sulfanilamidas, constituem uma
classe de antibioticos sintéticos introduzida na década de 1930, sendo reconhecidas
como os primeiros agentes antimicrobianos sintéticos utilizados com sucesso no
tratamento de infecgdes bacterianas. Estruturalmente, as sulfonamidas séao
compostos organossulfurados que contém o grupo funcional sulfonamida (—SO,NH,)
e/ou sulfonila (—SO,). Os derivados dessa classe sao obtidos por meio da substituicdo
do grupamento R da p-aminobenzenossulfonamida por diferentes anéis heterociclicos
(Figura 17). Essas modificagdes estruturais conferem maior amplitude ao espectro de
acao antibacteriano, possibilitando o desenvolvimento de moléculas com melhor

atividade terapéutica e seletividade (Ovung; Bhattacharyya, 2021; Suo et al., 2022).
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Figura 17 — Estrutura molecular das sulfonamidas e derivados pela substituicdo do
grupamento ‘R’ da p-aminobenzenossulfonamida.
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Fonte: traduzido de National Library of Medicine, 2025; Xie et al., 2024.
Legenda: (A) estrutura molecular da sulfonamida com o grupamento p-aminobenzenossulfonamida; (B)
derivados da sulfonamida.

As sulfonamidas sao antibidticos de amplo espectro de acédo, empregadas no
tratamento de infecgdes causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
tanto em humanos quanto em animais (Chhablani et al., 2025). Além de sua
reconhecida acdo antibacteriana, as sulfonamidas possuem multiplas aplicacdes
terapéuticas, despertando interesse na medicina por suas propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, diuréticas, antitumorais e anticancerigenas, bem como
por sua atividade inibitoria da anidrase carbdnica e da enzima GSK (glycogen
synthase kinase). Compostos derivados dessa classe tém sido estudados ainda no
tratamento da doencga de Alzheimer, além de apresentarem potencial antituberculoso,
antidiabético, anti-HIV, antiviral e antimalarico (Verma et al., 2020).

Dentro da classe das sulfonamidas estdo: sulfanilamida, sulfadiazina,
sulfatiazol, sulfacetamida, sulfisoxazol, sulfapiridina, sulfamerazina, sulfametizol,
sulfametoxazol, sulfadimetoxina, sulfadoxina, sulfametazina (sulfadimidina),
sulfaperina, sulfamonometoxina, sulfametoxipiridazina, sulfametoxidiazina,
sulfacloropiridazina, sulfametaxazol e trimetroprima (Drugbank, 2025; Werth, 2024). A
Rename apresenta apenas o sulfametaxazol e trimetroprima como componente

basico de saude, com classificagdo AWaRe de acesso (Brasil, 2024f).
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O mecanismo de acgao das sulfonamidas baseia-se na inibicdo competitiva da
sintese bacteriana de acido félico, um cofator essencial para o crescimento e a
replicagdo celular. Essas moléculas atuam como analogos estruturais do acido p-
aminobenzoico (PABA) e competem com ele pelo sitio ativo da enzima dihidropteroato
sintetase (DHPS). Ao se ligarem a DHPS, as sulfonamidas substituem o PABA e
formam adutos pterina—sulfa inativos, conhecidos como dead-end complexes, que
impedem a conversdo normal do PABA em acido 7,8-diidropteroico. Dessa forma,
ocorre o bloqueio da via de sintese do acido folico, comprometendo a formacao do
tetraidrofolato (THF), uma molécula fundamental para a sintese de purinas, timidilato,
DNA e RNA bacterianos (Figura 18) (Nacional Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases, 2017; Venkatesan et al., 2023).

Em termos bioquimicos, as sulfonamidas condensam-se com o cofator 6-
hidroximetil-7,8-di-hidropterina pirofosfato (DHPP), originando um produto anémalo e
cataliticamente inativo. Assim, a ligacao da sulfonamida a DHPS inibe o crescimento
bacteriano de forma bacteriostatica. E importante destacar que, como as células
humanas nao sintetizam acido folico, as sulfonamidas atuam seletivamente sobre as
bactérias, apresentando baixa toxicidade ao hospedeiro quando administradas de
maneira adequada (Nacional Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,
2017; Venkatesan et al., 2023).
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Figura 18 — Mecanismo de acao das sulfonamidas sobre a enzima dihidropteroato
sintase.
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Fonte: traduzido de Venkatesan et al., 2023; Yun et al., 2012

Legenda: (A) estrutura mostra a DHPS bacteriana em complexo com o substrato DHP-STZ (derivado
da reagao entre a enzima e a sulfatiazol); atomos em amarelo — molécula da sulfonamida, que imita o
acido p-aminobenzoico (PABA); linhas pontilhadas em vermelho — representam pontes de hidrogénio
entre a sulfonamida e os residuos da enzima (como R68, T67, P69, N120, D184), que estabilizam o
complexo inibitdrio; (B) esquema da via biossintética do acido folico bacteriano; DHPS — Dihidropteroato
sintetase; DHP* — Intermediario carbocationico de diidropterina; PP — Pirofosfato inorgénico; 6-HMP —
6-hidroximetilpterina.

A RAM as sulfonamidas ocorre por mutagdes no gene folP, que codifica a
enzima DHPS e principalmente pela aquisicdo de genes alternativos a DHPS,
conhecidos como genes sul. Os produtos enzimaticos desses genes apresentam
menor afinidade pelas sulfonamidas, preservando a ligagcéo natural ao PABA (Bala et
al., 2023; Shindoh et al., 2023).

Atualmente, sdo descritas quatro variantes génicas, sul1, sul2, sul3 e sul4,
sendo as trés primeiras as mais prevalentes, localizadas tanto em cromossomos
quanto em plasmideos conjugativos. As enzimas codificadas por esses genes
apresentam regides de ligacao ao PABA remodeladas, incluindo um residuo adicional
de fenilalanina que impede o acoplamento da sulfonamida ao sitio ativo, sem afetar a
ligagdo natural do PABA. Dessa forma, as bactérias resistentes mantém a sintese de
folato funcional, neutralizando a agao do antibiético (Hassanein, 2019; Jiang et al.,
2024).
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Os genes sul1 e sul2 sao frequentemente encontrados em aglomerados
génicos associados a integrase de integron de classe 1 (/nt/1) (Figura 19), o que
favorece sua transferéncia horizontal entre patdgenos humanos e animais em escala
global. Apesar de apresentarem estruturas conservadas, as sequéncias nucleotidicas
de sul1 e sul2 exibem cerca de 50% de similaridade entre si. A disseminacéo desses
genes de resisténcia as sulfonamidas ocorre tanto por mecanismos cromossdmicos
quanto por elementos genéticos moveis, via conjugagédo ou transformagdo, o que
facilita a propagacao da resisténcia e representa um desafio significativo para o
controle da RAM (Bala et al., 2023; Hassanein, 2019; Jiang et al., 2024; Shindoh et
al., 2023).

Figura 19 — Estrutura do integron de classe 1 (Tn402) contendo o gene de resisténcia
as sulfonamidas sul1.
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Fonte: traduzido de Waldron; Gillings, 2015.
Legenda: Representacdo esquematica do integron de classe 1 (Tn402). Presenca do gene sul1 na
regido conservada associada dos elementos genéticos méveis.

A RAM as sulfonamidas tornou-se comum, o que reduziu seu uso clinico apés
a introducao de classes mais potentes de antibiéticos, como os B-lactdmicos. Ainda
assim, continuam amplamente utilizadas, especialmente no tratamento de infec¢des
do trato urinario, em associagao com a trimetoprima e no tratamento ou prevencao de
infeccbes parasitarias como toxoplasmose e pneumocistose (Pneumocystis jirovecii)
e malaria resistente a cloroquina (em combinagao com a pirimetamina) (Nacional
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2017).

Devido a sua eficacia terapéutica e baixo custo, as sulfonamidas foram
amplamente utilizadas na producao animal, o que exerceu forte pressao seletiva sobre
as populacdes bacterianas, favorecendo o surgimento e a disseminagao de cepas
resistentes (Xie et al., 2024). Entre elas, cepas de E. coli resistentes as sulfonamidas
tém sido frequentemente detectadas em animais de producdo, representando
potencial via de transferéncia de resisténcia para os seres humanos, por meio do

consumo de alimentos de origem animal e da exposic&do ambiental (Suo et al., 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo caracterizar os perfis fenotipico e genotipico
de resisténcia antimicrobiana em 104 isolados de Escherichia coli obtidos a partir de
22 amostras de queijos Minas Frescal de fabricagdo artesanal comercializados nas

feiras permanentes do Distrito Federal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a confirmacgéo genética das cepas de E. coli por meio da técnica de
reacao de cadeia de polimerase (PCR) através dos genes lacZB e uidA;

e Pesquisar nas cepas de E. coli por meio da técnica PCR os genes de
resisténcia antimicrobiana blacrx-v, blatem € blasny, associados a RAM para
classe dos B-lactamicos;

e Pesquisar nas cepas de E. coli por meio da PCR os genes de resisténcia
antimicrobiana tetA e tetB, associados a RAM para classe das tetraciclinas;

e Pesquisar nas cepas de E. coli por meio da PCR os genes de resisténcia
antimicrobiana cat e cIma, associados a RAM para classe dos fenicdis;

e Pesquisar nas cepas de E. coli por meio da PCR para os genes de resisténcia
antimicrobiana sul1 e sul2, associados a RAM para classe das sulfonamidas;

e Associar a resisténcia genética com a resisténcia fenotipica das cepas de E.

coli analisadas.
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4 METODOLOGIA

Este trabalho trata-se de um estudo observacional, transversal, nao
randomizado com uso de amostras de queijos Minas Frescal de producao artesanal,
comercializados em feiras permanentes do Distrito Federal. Por se tratar de uma
continuidade do estudo desenvolvido no mestrado sobre “Qualidade microbioldgica
de queijos Minas Frescal comercializados no Distrito Federal e determinagao da RAM
de bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas desses queijos”, as
informagdes metodologicas sobre contagem total de bactérias, determinagéo de
coliformes, contagem de S. aureus e identificagado de Salmonella spp. estao descritas

detalhadamente na Dissertacao de Mestrado de Rodrigues (2021).

4.1  COLETA DAS AMOSTRAS DE QUEIJO ARTESANAL MINAS FRESCAL

Um total de 22 amostras de queijo artesanal Minas Frescal foram coletadas em
oito diferentes feiras permanentes do Distrito Federal, Brasil, sendo obtidas duas a
trés amostras de diferentes comerciantes em cada feira. As amostras foram
imediatamente transportadas ao laboratério em uma caixa térmica contendo gelo, e
as analises microbioldgicas foram iniciadas em, no maximo, uma hora apds a coleta.
Todas as amostras foram analisadas em ftriplicata técnica, ou seja, trés aliquotas
foram retiradas de cada embalagem, e os resultados foram expressos em média e

desvio-padréao.

4.2 ENUMERACAO DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES E ISOLAMENTO
DE Escherichia coli

A enumeracéao de coliformes termotolerantes e o isolamento de E. coli foram
realizados de acordo com os métodos descritos por Feng et al. (2020). Para a analise,
25 g de cada amostra foi pesada e diluida em 225 mL de agua peptonada a 0,1%
(p/v). O material foi homogeneizado, resultando na primeira diluicdo (107") e diluigbes
decimais subsequentes (até 107%) foram preparadas a partir dessa dilui¢ao inicial.

A determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes

foi conduzida utilizando a técnica de fermentacdo em tubos multiplos, iniciando-se
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pelo teste presuntivo, no qual cada diluigdo da amostra foi inoculada em caldo Lauril
Sulfato Triptose (HiMedia, Thane, india). Os tubos foram incubados a 37 °C por 24
horas. O resultado positivo foi indicado pela turbidez do caldo acompanhada de
producao de gas nos tubos de Durham.

Aliquotas dos tubos positivos no teste presuntivo foram inoculadas em tubos
contendo caldo Escherichia coli (caldo EC, Kasvi, Madrid, Espanha) para confirmagao
da presenca de coliformes termotolerantes. Esses tubos foram incubados em banho-
maria a 45 °C por 24 horas, € o resultado positivo foi novamente indicado pela turbidez
e producgao de gas. Os resultados foram expressos em log NMP/g.

Para o isolamento de E. coli, aliquotas do caldo EC foram semeadas em Agar
MacConkey (HiMedia, Thane, india) e as placas incubadas a 37 °C por 24 horas. Em
seguida, foram isoladas seis coldnias suspeitas de E. coli (colénias fortemente
fermentadoras de lactose) de cada amostra, cada uma apresentando antibiogramas
distintos, totalizando 132 cepas suspeitas.

Essas cepas suspeitas de E. coli foram submetidas a identificacdo molecular
utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a fim de confirmar a
identidade de E. coli. Ap6s a identificacdo genética, 104 cepas foram confirmadas
como E. coli e o gene uidA nao foi amplificado em 28 cepas, as quais foram

descartadas.

4.3 EXTRAGAO DE DNA BACTERIANO DE Escherichia coli

As colbnias bacterianas isoladas foram cultivadas em caldo Mueller—Hinton
(Kasvi, Madri, Espanha) por 18 a 24 horas. Em seguida, foi realizada a extragao de
DNA utilizando o Purelink Genomic DNA Mini Kit Invitrogen™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), conforme o protocolo do fabricante para bactérias
Gram-negativas.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
2% (p/v), e a concentragdao de DNA foi quantificada utilizando o NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA). Os produtos de DNA foram entao
diluidos em agua Milli-Q até uma concentragcao média de 20 ng/uL.
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4.4 IDENTIFICACAO DE Escherichia coli

Para a identificac&o de E. colifoi utilizado uma associag&o entre os genes lacZB
(Apéndice 1), que codifica a enzima B-galactosidase, com confirmacgéo de que a cepa
€ fermentadora de lactose (Jefferson et al., 1986; Pinto et al., 2021), e o gene uidA
(Apéndice 2), que codifica a enzima B-glucuronidase, um marcador caracteristico da
espécie (Molina et al., 2015). As sequéncias dos primers estao detalhadas no Quadro
2.

Quadro 2 — Sequéncia dos primers e tamanho do produto amplificado para a
identificacdo de Escherichia coli.
Gene Sequéncia oligonucleotidica Tamanho (pb) Condig6es da | Referéncia

(5'-3") termociclagem

Desnaturagao
inicial a 94°C
por 5 min.; 35
ciclos de
desnaturacéo a
F: ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC 94°C por 60s; Molina et
lacZB* 876 anelamentoa | ,; 2915
R: CACCATGCCGTGGGTTTCAATATT 60°C por 60s: '
extenséo a

72°C por 60s;
72°C por 8 min.
para extensao

final

Desnaturagao
inicial a 95°C
por 60s; 25

F: TGGTAATTACCGACGAAAACGGC ciclos de

. desnaturagéo a | Molina et
UidA R: ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG 162 al.. 2015
94°C por 60s; "

anelamento a
50°C por 60s;
extenséo a
72°C por 8 min.

Fonte: elaboragéo propria.
F: forward (5'—3'); R: reverse (5'—3'); bp: pares de bases.

A amplificagdo dos fragmentos génicos foi realizada utilizando os seguintes
termocicladores: Life Express Thermal Cycler (modelo TC-96/G/H(b)), Swift MiniPro
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Thermal Cycler (modelo SWT-MIP-0-2-1) e Life Touch Thermal Cycler (modelo TC-
96/G/H(b)B). Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2% (p/v) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), corados com brometo
de etidio (Sigma-Aldrich-Merck, Darmstadt, Alemanha), sob poténcia de 50 V. Os
resultados foram visualizados sob luz ultravioleta (UV), utilizando um marcador de
peso molecular DNA ladder de 100 pb (Ludwig Biotecnologia, Porto Alegre, Brasil).
Considerando que cada par de primers testado apresenta uma estrutura
especifica e que a otimizagdo da PCR, por meio do ajuste dos componentes
reacionais, desempenha um papel essencial na eficiéncia da amplificagdo do DNA
(New England Biolabs, 2025; Thermo Fisher Scientific, 2025), as concentragdes que

resultaram em melhor rendimento estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3 — Quantidades e reagentes utilizados para a deteccdo de genes de
confirmacao das cepas de Escherichia coli.

Reagente lacZB uidA
Agua MiliQ® 14,60 13,85
Tampao Taq 2,50 2,50
MgClz (mM) 1,25 1,25
dNTP (mM) 1,25 2,00
Oligo F (uM) 0,50 0,50
Oligo R (uM) 0,50 0,50

Taq DNA pol (U/uL) 0,40 0,40
DNA molde 0,80 0,80

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: MgCI2: Cloreto de magnésio; dNTP: trifosfatos desoxinucleotideos de adenina, citosina,
guanina, timina; oligo F: oligo foward; oligo R: oligo reverse; mM: milimolar; uM: micromolar; U/uL:
unidade de massa atdémica por microlitro; ng: Nanograma; pL: microlitro: pmol//uL: picomolar por
microlitro; concentracdo final dos reagente para todas as reacgdes foi de Agua MiliQ® q.s.p 25 uL;
Tampéao Taq 10x; MgCI2 (mM) 50 mM; dNTP (mM) 2,50; Oligo F (uM) 10 pmol/uL; Oligo R (uM) 10
pmol/uL; Tag DNA pol (U/uL) 5 U/ uL; DNA molde 4,00 ng.

45 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE Escherichia coli

O teste de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli foi realizado
utilizando o método padrao de difusdo em disco de Kirby—Bauer (CLSI, 2024). O
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in6culo bacteriano foi preparado a partir de uma suspensao direta do crescimento
microbiano em caldo Mueller—Hinton, ajustado a uma turbidez equivalente ao padrao
0,5 de McFarland. O inéculo foi distribuido uniformemente sobre a superficie de uma
placa de agar Mueller—Hinton utilizando um swab estéril. Apds a secagem do indculo,
foram aplicados os discos contendo os agentes antimicrobianos. Os resultados foram
obtidos apds 24 horas de incubagao a 37 °C, medindo-se os didmetros das zonas de
inibicdo em milimetros. Os antimicrobianos utilizados e os valores de referéncia para
interpretacdo das zonas de inibigdo estdo detalhados no Quadro 4. As cepas de E.
coli que apresentaram resisténcia a trés ou mais agentes antimicrobianos de

diferentes classes foram classificadas como multirresistentes (MDR).

Quadro 4 — Antimicrobianos, concentrag¢des utilizadas e valores de referéncia para a
interpretacdo das zonas de inibicdo no teste de suscetibilidade antimicrobiana de
Escherichia coli.

L . Sensivel | Intermediario | Resistente
Antimicrobiano | Concentragao Classe
(mm) (mm) (mm)
*Amoxicilina 20 +10 ug B-lactamico / <13 14-17 =18
(AMC) Penicilina
Cefotaxima 30 ug B-lactamico / <22 23-25 > 26
(CTX) Cefalosporina
Ceftazidima 30 ug B-lactamico / <17 18-20 =21
(CAZ) Cefalosporina
Ciprofloxacina 5 ug <21 22-25 =226
Quinolona
(CIP)
Cloranfenicol 30 ug <12 13-17 =18
Fenicol
(CLO)
Gentamicina 10 pg ] ] <12 13-14 215
Aminoglicosideo
(GEN)
10 ug B-lactamico / <19 20-22 223
Imipenem (IMP)
Carbapenémico
Sulfonamida 300 ug <13 14-17 =18
Sulfonamida
(SUL)
Tetraciclina 30 pg <22 23-25 =26
Tetraciclina
(TET)

Fonte: adaptado de CLSI, 2024.
Legenda: *Amoxicilina com Acido Clavulanico; mm: milimetros; ug: micrograma; f3: beta.
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46 DETECCAO DOS GENES DE RESISTENCIA EM Escherichia coli

A amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada utilizando o termociclador
Life Express Thermal Cycler (modelo TC-98/G/H(b), BIOER, China). As
concentragbes que resultaram em melhor rendimento estdo descritas no Quadro 5
(Anexos 3 ao 11). Todas as reagdes de PCR foram conduzidas em um volume final
de 25 pL.

Quadro 5 — Quantidades e reagentes utilizados para a deteccdo de genes de
resisténcia das cepas de Escherichia coli.

bla rem  bla snv tetA tetB cat clma sul1 sul2

Reagente bIaMCTX'

Agua MiliQ® 13,35 13,85 15,22 13,85 13,85 13,85 13,35 13,85 15,22
Tampéao Taq 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
MgClz (mM) 0,75 1,25 0,38 1,25 1,25 1,25 0,75 1,25 0,38
dNTP (mM) 2,00 2,00 1,50 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,50
Oligo F (uM) 1,00 0,50 0,60 0,50 0,50 0,50 1,00 0,50 0,60

Oligo R (uM) 1,00 0,50 0,60 0,50 0,50 0,50 1,00 0,50 0,60

TagDNApol | 540 040 020 040 040 040 040 040 0,20
(U/uL)
DNAmolde | 08 08 080 080 08 08 08 080 0,80

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: MgCI2: Cloreto de magnésio; dNTP: trifosfatos desoxinucleotideos de adenina, citosina,
guanina, timina; oligo F: oligo foward; oligo R: oligo reverse; mM: milimolar; uM: micromolar; U/uL:
unidade de massa atbmica por microlitro; ng: Nanograma; pL: microlitro: pmol//uL: picomolar por
microlitro; concentragdo final dos reagente para todas as reacgdes foi de Agua MiliQ® g.s.p 25 uL;
Tampéo Taq 10x; MgCI2 (mM) 50 mM; dNTP (mM) 2,50; Oligo F (uM) 10 pmol/uL; Oligo R (uM) 10
pmol/uL; Tag DNA pol (U/uL) 5 U/ pL;

DNA molde 4,00 ng.

47 PRIMERS UTILIZADOS E CONDIQC)ES DA REA(;AO EM CADEIA DE
POLIMERASE PARA A DETECQAO DE GENES DE RESISTENCIA DAS
CEPAS DE Escherichia coli

As amplificagdes genéticas foram realizadas considerando os parametros
individuais para os ciclos de desnaturagao, anelamento e extensio de cada primer.
Os primers utilizados para a investigagao dos genes de RAM e as condigbes da PCR

estao descritos no Quadro 6.
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Quadro 6 — Desenho dos primers e condi¢des da termociclagem da reagdo em cadeia
de polimerase para a detec¢do de genes de resisténcia das cepas de Escherichia coli.

Gene

Sequéncia oligonucleotidica
(5-3’)

Tamanho

(pb)

Condigdes da
termociclagem

Referéncia

blactx-m

blatem

blasxv

tetA

tetB

cat

F: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
R: TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG

592

Desnaturagéo
inicial a 94°C por
60s; 36 ciclos de

desnaturacéo a
94°C por 30s;

anelamento a

58°C por 60s;
extensdo a 72°C
por 60s; 72°C por

10 min. para
extensao final

Boyd et al.,
2004.

F: TTGGGTGCACGAGTGGGTTA
R: TAATTGTTGCCGGGAAGCTA

506

Desnaturagao
inicial a 95°C por
3min.; 35 ciclos
de desnaturagao
a 94°C por 60s;
anelamento a
55°C por 60s;
extensdo a 72°C
por 1s; 72°C por 7
min. para
extensao final

Gundran et
al., 2019.

F: TCGGGCCGCGTAGGCATGAT
R: AGCAGGGCGACAATCCCGCG

628

Desnaturagao
inicial a 95°C por
3min.; 35 ciclos
de desnaturagéo
a 94°C por 60s;
anelamento a
55°C por 60s;
extensao a 72°C
por 1s; 72°C por 7
min. para
extenséo final

Gundran et
al., 2019

F: GGCGGTCTTCTTCATCATGC
R: CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA

502

Desnaturagao
inicial a 94°C por
60s; 30 ciclos de
desnaturagéo a

95°C por 60s;

anelamento a

55°C por 60s;
extensdo a 72°C
por 60s; 72°C por

8 min. para
extensao final

Belaynehe et
al., 2018

F: TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG
R: GTAATGGGCCAATAACACCG

659

Desnaturagao
inicial a 94°C por
60s; 30 ciclos de
desnaturagéo a

95°C por 30s;

anelamento a

55°C por 30s;
extensdo a 72°C
por 60s; 72°C por

8 min. para
extensao final

Ahmed et
al., 2010

F: AGTTGCTCAATGTACCTATAACC
R: TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC

547

Desnaturacao
inicial a 95°C por
5 min.; 30 ciclos
de desnaturagao
a 94°C por 30s;

anelamento a

50°C por 30s;

Van et al.,
2008
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Gene Sequéncia oligonucleotidica Tamanho Condigdes da Referéncia
(5’-3’) (pb) termociclagem

extensdo a 72°C

por 1s; 72°C por
10 min. para
extenséo final

Desnaturagao
inicial a 95°C por
5 min.; 30 ciclos
de desnaturagéo
a 94°C por 30s;
698 anelamento a

50°C por 30s;
extensao a 72°C
por 1s; 72°C por

10 min. para
extensao final

F: CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC
R: CACCTTGCCTGCCCATCATTAG

Van et al.,

clmA 2008

Desnaturagéo
inicial a 94°C por
5 min; 30 ciclos
de desnaturagéo
it F: CTTCGATGAGAGCCGGCGGC 233 a::elgrgg;goas,
R: GCAAGGCGGAAACCCGCGCC N .
56°C por 60 s;
extensado a 68°C
por 60 s; 72°C por
10min para
extensao final

Qiu et al.,
2019

Desnaturagao
inicial a 95°C por
10 min; 35 ciclos
de desnaturagao

F: GCGCTCAAGGCAGATGGCATT Aue CPOREOSININ 1 rabi of al.,
293 anelamento a

R: GCGTTTGATACCGGCACCCGT 55°C por 50 s; 2015

extensdo a 72°C
por 50 s; 72°C por
10min para
extensao final

sul2

Fonte: elaboragao propria.
Legenda: F: Foward, R: Reverse, pb: pares de base; s: segundos; min.: minutos

4.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

O produto amplificado pela PCR (8 uL) foi homogeneizado com 2 pL de azul de
bromofenol Dinamica® (Lote 88565 — Codigo 1010) e submetido a separagdo pela
técnica de eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v) (Invitrogen Life Technologies,
EUA), sob tensdo constante de 50 V. Os fragmentos de DNA foram corados com
brometo de etidio (EtBr) e visualizados sob iluminagdo UV no transiluminador Kasvi
UV 302NM. Para a classificagao do peso molecular foi utilizado o marcador de 100 pb
(Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil) como padrao de referéncia.
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49 ASSOCIACAO ENTRE A CLASSE ANTIMICROBIANA E OS GENES DE
RESISTENCIA TESTADOS NAS CEPAS DE Escherichia coli

Para cada gene de resisténcia avaliado neste estudo, foi estabelecida uma
correlagao direta com o antimicrobiano correspondente testado no antibiograma. Essa
abordagem possibilitou relacionar os resultados fenotipicos de resisténcia obtidos
previamente as caracteristicas genotipicas investigadas, permitindo uma analise
integrada entre o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e a presenga de
determinantes moleculares de resisténcia (Petrin et al., 2023).

No Quadro 7 estdo descritas as classes de antimicrobianos avaliadas e os
genes-alvo testados pela técnica de PCR em cepas de E. coli. Cada classe
antimicrobiana foi representada por, no minimo, dois genes especificos associados a

mecanismos conhecidos de RAM.

Quadro 7 — Antimicrobianos e genes de resisténcia antimicrobiana testados para as
cepas de Escherichia coli.

Antimicrobiano Classe Gene de resisténcia
Amoxicilina com Acido Clavulanico B-lactamico/Penicilina
Ceftazidima B-lactamico/Cefalosporina blactxm
Cefotaxima B-lactamico/Cefalosporina blarew
blasuv
Imipenem B-lactamico/Carbapenémico
Tetraciclina Tetraciclina tetA
tetB
Cloranfenicol Fenicol cat
Clma
Sulfonamida Sulfonamida sult
sul2

Autoria: elaboragéo propria.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para investigar possiveis associagdes entre as categorias de resisténcia
fenotipica e genotipica entre feiras permanentes e amostras de queijos foram
realizados testes de independéncia qui-quadrado nas principais categorias. O V de
Cramér foi calculado para estimar os tamanhos de efeito e os valores de p foram
ajustados pelo procedimento de Benjamini—Hochberg.
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As analises estatisticas foram conduzidas em Python (versdo 3.11; Python
Software Foundation, Wilmington, DE, EUA).

4.11 UTILIZACAO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL PARA BUSCAR ARTIGOS

A inteligéncia artificial ChatGPT (versao Plus, GPT-5) foi utilizada como
ferramenta auxiliar para otimizagao e sistematizagao da busca bibliografica de artigos
cientificos relevantes ao tema da pesquisa. Para essa finalidade, foi empregado um
prompt estruturado, orientado por critérios explicitos de qualidade, atualidade e
relevancia cientifica.

O prompt utilizado foi:

“Buscar artigos cientificos internacionais, publicados no maximo nos ultimos
cinco anos (com preferéncia para o ano de 2025), que ndo sejam provenientes de
periddicos predatdrios. Considerar exclusivamente artigos cujos periédicos possuam

classificagcdo na Plataforma Sucupira (https://sucupira.capes.qov.br/) como critério de

credibilidade. Os estudos devem abordar obrigatoriamente Escherichia coli e/ou
queijos, incluindo queijos artesanais e/ou queijo Minas Frescal. As sugestées devem
ser acompanhadas do respectivo link de acesso ao artigo.”

Os artigos inicialmente identificados por meio dessa estratégia foram,

posteriormente, validados e aprofundados por meio da plataforma Connected Papers

(https://www.connectedpapers.com/auth), com o objetivo de identificar trabalhos
relacionados, ampliando a compreensdo do estudo e garantindo maior robustez a
reviséo bibliografica.

Essa abordagem combinada permitiu uma busca direcionada, transparente e
reprodutivel, aliando o uso de inteligéncia artificial a verificagao critica da qualidade
editorial dos periddicos e a exploracao sistematica das redes de citagdes cientificas.


https://sucupira.capes.gov.br/
https://www.connectedpapers.com/auth
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  IDENTIFICAGAO DA ESPECIE Escherichia coli (GENES lacZB e uidA)

Foram isoladas 132 cepas com caracteristicas morfotinturiais da espécie E.
coli das 22 amostras de queijos Minas Frescal de producédo artesanal. Apds a
confirmagéo genética por meio da identificagdo molecular pelos dos genes lacZB em
associacao com uidA, 104 cepas foram confirmadas como E. coli. Vale destacar que
todas as cepas foram positivas para o gene lacZB e 21,21% (28/132) das cepas néo
foram positivas para o gene uidA e por isso foram descontinuadas das analises
moleculares.

O gene lacZB codifica a enzima [-galactosidase, a qual € responsavel por
catalisar a hidrdlise da lactose em glicose e galactose no operon lac®® da E. coli
(Jefferson et al., 1986; Pinto et al., 2021). Como a espécie E. coli é reconhecida por
sua capacidade de fermentar lactose e produzir gas (Molina et al., 2015), a presenca
do gene /lacZB na analise molecular permite a detecgdo da atividade natural da -
galactosidase, indicando que a cepa € degradadora de lactose (lac*). Além disso, essa
enzima demonstrou ser altamente expressa em cepas de E. coli, servindo como um
marcador molecular funcional para identificar comunidades microbianas (Shen; Shu,
2025).

Ja a gene uidA é rotineiramente utilizado para confirmar a espécie E. coli visto
sua caracteristica espécie-especifico, apresentando uma sequéncia de DNA
altamente conservada dentro da espécie E. coli (Alsanjary; Sheet, 2022). A enzima
intracelular B-D-glucuronidase que é codificada pelo gene uidA, é usada para
identificar especificamente E. coli (fermentadora de lactose) e Shigella (ndo
fermentadora de lactose). Isso se da porque essa enzima é caracteristica dessas
especies estando presente em praticamente em todas as cepas de E. coli, mas
ausente em outras espécies fermentadoras de lactose do grupo dos coliformes
(Lehniger et al., 2021). A B-D-glucuronidase é uma hidrolase intracelular que catalisa
a hidrolise dos B-D-glicuronideos, liberando glicona que é usada como fonte de

carbono pela bactéria (Candeliere et al., 2022).

26 Sistema de regulagdo génica onde um conjunto de genes estruturais e elementos regulatérios
permitem a Escherichia coli utilizar lactose como fonte de energia quando a glicose esta ausente.
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Considerando que os genes lacZ e uidA sao evolutivamente relacionados e
codificam enzimas capazes de hidrolisar substratos glicosidicos semelhantes, a
utilizacdo combinada de lacZB e uidA na identificagdo molecular de E. coli aumenta a
confiabilidade da detec¢cdo. Enquanto /acZB confirma o fendétipo lactose-fermentador,
o gene uidA, altamente conservado e espécie-especifico, confirma de forma precisa a
identidade de E. coli (Abou-Dobara et al., 2022; Molina et al., 2015; Walker et al., 2017,
Zimon et al., 2024).

Outros estudos na literatura também utilizaram o gene uidA para identificagao
de E. coli em leite e derivados do leite. Zarei Ahmady et al. (2023) apds analisarem
amostras de leite de vaca cru e manteiga nao pasteurizadas recolhidas em laticinios
em Ahvaz, sudoeste do Ira, isolaram 76 cepas suspeitas de serem E. coli. Os autores
detectaram o gene uidA em 65,90% (50/76) das cepas, confirmando a identificagéo
de E. coli. De forma semelhante, Alsanjary e Sheet (2022) analisaram 400 bactérias
recolhidas de rebanhos leiteiros em Nineveh, Iraque, e observaram que 35,00%
(140/400) das cepas testaram positivo para E. coli por meio da identificacdo do gene
uidA.

5.2 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS B-LACTAMICOS E
IDENTIFICACAO DOS GENES blacrx.u, blatem e blassv NAS CEPAS DE

Escherichia coli

Na Tabela 1 estao descritos os valores referentes ao perfil de RAM das 104
cepas de E. coli frente aos antibidticos B-lactamicos. A amoxacilina com acido
clavulanico foi o farmaco que apresentou maior niumero de cepas de E. coli resistentes
(19,23%, 20/104) e perfil somado de cepas de E. coli com resisténcia e resisténcia
intermediaria (23,08%, 24/104). Ja o imipenem foi o farmaco que apresentou menor
numero de cepas de E. coli resistentes (2,88%, 3/104) e perfil somado de cepas de E.

coli com resisténcia e resisténcia intermediaria (6,73%, 7/104).
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Tabela 1 — Perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas de Escherichia coli frente
aos antibiodticos da classe dos -lactamicos.

Antimicrobiano Resisténcia n (%)
Resisténcia a Amoxicilinat 20 (19,23)
Resisténcia somada a resistencia intermediaria* 24 (23,08)
Resisténcia a Cefotaxima 14 (13,46)
Resisténcia somada a resistencia intermediaria® 21 (20,19)
Resisténcia a Ceftadizima 11 (10,58)
Resisténcia somada a resistencia intermediaria* 17 (16,35)
Resisténcia ao Imipenem 3(2,88)
Resisténcia somada a resistencia intermediaria® 7 (6,73)
Perfil Multirresistentet 19 (18,26)

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: *soma dos resultados das cepas de E. coli que apresentaram resisténcia e resisténcia
intermediaria (CLSI, 2024); 1) cepas de E. coli com resisténcia aos B-lactamicos e duas classes distintas
de antibidticos ou mais; F) amoxacilina com acido clavulanico. Os resultados de porcentagem foram
calculados em relagao ao total de 104 cepas de E. coli.

Os estudos na literatura reportam com frequéncia a presencga de cepas de E.
coli isoladas de leite e queijos com resisténcia aos antibidticos da classe dos [3-
lactémicos. Ribeiro et al. (2024) analisaram 106 amostras colhidas das méos dos
ordenhadores, baldes de ordenha, leite cru, queijos artesanais de leite cru e
desnatadeiras em cinco pequenas propriedades leiteiras que produzem queijos
frescos utilizando leite cru, localizadas no nordeste do Estado de Sao Paulo, Brasil.
Apos isolarem 303 cepas de E. coli, os autores mencionaram que cinco isolados eram
cepas produtoras de ESBL/AmpC.

Loeza-Lara et al. (2023) analisaram 100 amostras de queijo fresco coletadas
de 10 pontos de venda localizados em dois mercados municipais de Michoacan,
México e isolaram 60 cepas de E. coli ESBL. Dessas 60 cepas de E. coli ESBL, os
autores observaram 100% de resisténcia a cefotaxima e 68,3% (41/60) de resisténcia
a ceftazidima e todos os isolados eram multirresistentes. Ainda encontraram
resultados semelhantes com o presente estudo em relagdo ao imipenem, com 98,3%
(59/60) das cepas de E. coli sensiveis.

Embora a resisténcia ao imipenem ainda apresente baixa frequéncia em cepas
de E. coli isoladas de alimentos, no presente estudo foram observados 6,73% de
isolados com perfil resistente ou intermediario. Esse achado, ainda que
numericamente reduzido, é relevante, pois indica o emergente surgimento de cepas
de E. coli com resisténcia a carbapenémicos no ambiente alimentar. Considerando

que os carbapenémicos representam antibiéticos de ultima linha para o tratamento de
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infeccbes graves, a detecgdo dessas cepas em alimentos configura um importante
sinal de alerta, contribuindo para a preocupagao crescente com a disseminagao de
bactérias resistentes e para o potencial impacto na seguranca e eficacia das terapias
antimicrobianas disponiveis na pratica clinica (Hoang et al., 2025).

Das 104 cepas de E. coli analisadas, 55,77% (58/104) carregavam ao menos
um gene bla, associado a resisténcia a antibiéticos B-lactamicos. No entanto, apenas
23,99% (13/58) das cepas apresentaram resisténcia fenotipica aos B-lactdmicos
avaliados (Tabela 1). Dessa forma, a maior parte dos isolados positivos para genes
bla, 43,26% (45/104), exibiu perfil sensivel aos antibidticos p-lactamicos no
antibiograma. Apenas 19,23% (20/104) das cepas de E. coli analisadas foram
simultaneamente positivas para genes bla e apresentaram resisténcia fenotipica.

No Grafico 1 é apresentado a frequéncia relativa dos genes de resisténcia aos [3-
lactamicos nas cepas de E. coli, bem como a relagdo entre sua presenca e o perfil
fenotipico observado. O gene de resisténcia da familia bla mais frequente foi o blacTx-
v identificado em 21,15% (22/104) dos isolados. Entre as combinag¢des de genes
detectadas simultaneamente, a associacado blaCTX-M + blaTEM foi a mais frequente,
ocorrendo em 13,46% (14/104) das cepas. Em seguida, observou-se a presenga
conjunta de blaCTX-M, blaTEM e blaSHV em 4,81% (5/104) dos isolados,
evidenciando a circulagdo de cepas portadoras de multiplos mecanismos genéticos

de resisténcia.
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Grafico 1 — Frequéncia relativa da ocorréncia dos genes de resisténcia aos antibiéticos
B-lactdmicos em cepas de Escherichia coli.

Genes de resisténcia aos B-lactamicos (%)
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Fonte: elaboragao propria.

Legenda: *) soma das cepas que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria (CLSI, 2024). 1)
total de cepas de E. coli com a presenca do gene bla: 55,77% (58/104); 11) total de cepas com
resisténcia e resisténcia intermediaria aos B-lactdmicos que também apresentaram genes de
resisténcia bla: 19,23 % (20/104); 1) total de cepas sensiveis ao B-lactamicos, mas que apresentaram
genes de resisténcia bla: 43,26% (45/104).

Na literatura estudos em todo o mundo tém relatado uma alta prevaléncia de
genes de resisténcia a antibidticos B-lactamicos em cepas de E. coli isoladas de leite
e produtos lacteos. Shoaib et al. (2023) isolaram 263 cepas de E. coli resistentes a
cefotaxima de um ambiente de fazenda leiteira em Xinjiang, na China, onde
recolheram amostras de fezes, chorume, agua, leite e solo e observaram que 56,27%
(148/263) das cepas de E. coli carregavam o gene blarem, 25,85% (68/263)
carregavam o gene blaoxa € 22,43% (59/263) carregavam o gene blacrx-wm.

Eldesoukey et al. (2022) examinaram um total de 240 amostras de fezes de
bezerros diarreicos, de leite e de trabalhadores para identificar a prevaléncia de cepas
de EPEC em trés fazendas leiteiras no Egito. Apds isolarem 28 cepas de EPEC,
observaram que 17,90% (5/28) carregavam o gene blasny, 10,70% (3/28) foram
positivas para ambos os genes blatem € blactx-m, 7,10% (2/28) carregavam blatem €
3,60% (1/28) cepas carregavam o gene blactx-u. Os autores ainda mostraram que
houve uma concordancia entre a aquisigdo de genes de resisténcia com a expressao
de resisténcia fenotipica aos antibidticos correspondentes B-lactdmicos em todos os
isolados de EPEC.
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Tabaran et al. (2017) analisaram 200 amostras compostas por leite cru e queijo
nao pasteurizado, para identificacdo de cepas patogénicas de E. coli na Roménia.
Apos isolarem 27 espécies de E. coli verotoxigénica e ETEC, identificaram que 33,3%
(9/27) dessas cepas carregavam o gene blarem. Por outro lado, nenhuma das
amostras testadas foram positivas para o gene blasny.

As bactérias Gram-negativas estao entre as principais causas de resisténcia a
antimicrobianos B-lactamicos devido a producao das enzimas ESBL. Estas bactérias
sdo geralmente multirresistentes, o que aumenta consideravelmente o risco de
mortalidade e prolonga o tempo de internagao hospitalar, comprometendo a eficacia
dos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento de infe¢cdes bacterianas
(Pearce et al., 2023).

Cepas produtoras de ESBL que carregam os genes blatem e blasnv
frequentemente exibem co-resisténcia aos aminoglicosideos e tetraciclinas, sendo
que os determinantes genéticos ndo conferem resisténcia apenas aos [B-lactamicos,
mas também a outras classes de antimicrobianos como as sulfonamidas, quinolonas
e cloranfenicol refletindo a mobilidade e a capacidade desses elementos de se
acumularem em plasmideos multirresistentes (Lobe et al., 2025; Pires et al., 2019).

A aquisicdo de RAM fenotipica e genotipica em E. coli pode estar ligada a
fatores ecoldgicos como as condigdes ambientais em que os microrganismos estao
expostos, fatores do hospedeiro como em caso de terapia antibiética prévia, fatores
genéticos relacionados com a viruléncia ou elementos genéticos moveis ou fatores
técnicos que sao influenciados pelas técnicas de amostragem e deteccado que foram
realizadas (Eldesoukey et al., 2022).

Um fator que pode explicar a identificacdo de genes de resisténcia a
determinado antibiético em cepas de E. coli com sensibilidade fenotipica € a presenga
de “genes silenciosos” ou nao expressos fenotipicamente. Os genes silenciosos sao
descritos como sequéncias de DNA que geralmente estdo inativas ou sdo expressas
em niveis muito baixos, mas que podem ser ativadas por mutacdes, recombinagao ou
quando ocorre a transferéncia para um novo hospedeiro. Além disso, ha o conceito de
RAM adquirida transitoriamente silenciosa (tsaAMR), que descreve a presenga de
genes de resisténcia em isolados cujo fendtipo ainda se encontra dentro da
distribuicdo de susceptibilidade tipica das linhagens do tipo selvagem (wild-type), ou

seja, cepas que nunca foram expostas a antibidticos e que n&o apresentam selegéo
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para expressao do gene. Nesses casos, embora o determinante genético esteja
presente, o nivel de resisténcia permanece abaixo do ponto de corte clinico, fazendo
com que o isolado seja classificado como sensivel no teste fenotipico (Stasiak et al.,
2021).

Dessa forma o gendtipo resistente nem sempre se traduz imediatamente em
um fendtipo ndo suscetivel (Wagner et al., 2023). Alguns genes podem parecer
silenciosos em teste controlados como em laboratérios, mas sdo expressos em
ambientes naturais. Além disso, os genes silenciosos podem se disseminar através
da transferéncia genética horizontal. Isso reforgca a importancia de considerar néo
apenas as cepas com resisténcia fenotipica detectavel, mas também aquelas
fenotipicamente suscetiveis, que podem atuar como reservatérios genéticos com
potencial de transmitir RAM em condigdes favoraveis (Deekshit; Srikumar, 2022;
Wolny-Kotadka; Lenart-Boron, 2016; Wu et al., 2025).

Por fim, a exposi¢gao dos animais produtores de alimentos, sobretudo o gado
leiteiro, aos antibidticos da classe dos (B-lactamicos fornece uma pressao seletiva que
favorece o surgimento e a disseminagao de genes de resisténcia em cepas de E. col.
Além do leite, o esterco do gado também pode atuar como um repositério de genes
de RAM, permitindo sua disseminagao para o solo, corpos d'agua e ecossistemas
proximos. A disseminagao dos genes de RAM permite que se espalhem para outras
bactérias, incluindo patdégenos que vivem em hospedeiros humanos (Ansharieta et al.,
2020; Elsharkawy et al., 2024).

5.3 RESISTENCIA AO ANTIMICROBIANO TETRACICLINA E IDENTIFICACAO
DOS GENES tetA e tetB NAS CEPAS DE Escherichia coli

Na Tabela 2 estao descritos os valores referentes ao perfil de RAM das 104
cepas de E. coli frente a tetraciclina, sendo que 38,46% (40/104) das cepas

apresentaram resisténcia a tetraciclina.
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Tabela 2 — Perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas de Escherichia coli frente a
tetraciclina.

Antimicrobiano Resistente n (%)
Resisténcia a Tetraciclina 40 (38,46)
Resisténcia somada a resisténcia intermediaria* 43 (41,34)
Perfil Multirresistentet 25 (24,03)

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: *) soma dos resultados das cepas que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria
(CLSI, 2024); 1) cepas com resisténcia a tetraciclina e duas classes distintas de antibiéticos ou mais.
Os resultados de porcentagem foram calculados em relagao ao total de 104 cepas de E. coli.

Na literatura estudos em todo o mundo tém relatado uma alta prevaléncia
de genes de resisténcia a tetraciclina em cepas de E. coli isoladas de leite e produtos
lacteos. Hassanien e Shaker (2020) analisaram 150 amostras de produtos lacteos
como queijos e iogurtes, coletados em Sohag, Egito. Os autores encontraram cepas
patogénicas de E. coli O157:H7 em 11,33% (17/150) das amostras, sendo que a maior
frequéncia de contaminacdo ocorreu em amostras de queijo. As cepas de E. coli
O157:H7 apresentaram alta resisténcia a tetraciclina, com uma faixa de 88,23%
(15/17).

Joubrane et al. (2022) analisaram 195 amostras de leite cru coletadas no
Libano. Apods isolarem 100 cepas de E. coli, os autores verificaram que 41,00%
(41/100) das cepas apresentaram resisténcia ao antibiotico tetraciclina. Além disso,
20% (20/100) das cepas apresentaram perfil multirresistente. Os autores confirmaram
que o alto perfil de resisténcia a classe das tetraciclinas indicou o uso indiscriminado
desse farmaco no rebanho bovino.

Na pesquisa de De Campos et al. (2018) foram analisadas um total de 147
amostras de queijo Minas Frescal feito com leite de vaca nao pasteurizado coletados
no Brasil, nos estados do Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e
Bahia. Os autores isolaram 39 cepas de E. coli sendo que 7,7% (3/39) foram
identificadas como E. coli enteropatogénica atipica (aEPEC) e EXPEC. Dentre os
antimicrobianos testados, a maior taxa de resisténcia encontrada foi para a
tetraciclina, com 25,64% (10/39).

As tetraciclinas estdo entre os antimicrobianos mais amplamente utilizados na
producao animal. Em 2020, esse grupo foi o antibiético mais consumido globalmente
em animais de produgao, totalizando 33.305 toneladas, com previsdo de um aumento

adicional de 9% até 2030. Esse volume de uso supera o de outras classes
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importantes, como penicilinas, macrolideos, sulfonamidas e quinolonas (Mulchandani
et al., 2023).

Em Uganda, um estudo nacional sobre consumo de antimicrobianos
veterinarios mostrou que as tetraciclinas se destacaram como a classe mais utilizada,
correspondendo a 44,80% dos antibidticos empregados na medicina veterinaria entre
2018 e 2020. Esses dados evidenciam o papel central das tetraciclinas na pecuaria
intensiva do pais, refletindo sua ampla disponibilidade, baixo custo e uso frequente
para prevencao e tratamento de infecgdes em sistemas produtivos de alta demanda
(Kitutu et al., 2025).

A resisténcia a tetraciclina frequentemente ocorre inserida em perfis de
multirresisténcia antimicrobiana (MDR), como foi observado no estudo de Martinez-
Vazquez et al. (2021) que ao isolarem 213 cepas de E. coli provenientes de fezes e
carcagas bovinas na cidade de Tamaulipas, no México, identificaram um perfil de
multirresisténcia antimicrobiana em 72,76% (155/213) das cepas de E. coli, sendo que
69,01% (147/213) das cepas eram resistentes a tetraciclina. Os autores concluiram
que produtos alimenticios de origem bovina representam potencial fonte de E. coli
MDR, sendo um risco de exposi¢ao para 0 meio ambiente e para os consumidores.

Ja no estudo de Ramirez-Bayard et al. (2023) foram analisadas 150 amostras
provenientes de fezes de gado, suinos, frangos e humanos e de agua coletadas em
trés areas rurais do Panama. Apds isolarem 150 cepas de E. coli, os autores
identificaram que a multirresisténcia antimicrobiana esteve presente em 41,38%
(48/116) das cepas de E. coli, sendo que a resisténcia a tetraciclina estava presente
em todas as cepas de E. coli MDR.

Portanto, a resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é reconhecida como um
problema de Satude Unico (One Health), uma vez que os sistemas pecuario, humano
e ambiental estdo interligados, criando multiplas vias para a disseminagado de
bactérias resistentes. O entendimento dessa perspectiva integrada € essencial para
enfrentar a RAM, incluindo aquela associada ao uso de tetraciclinas (Pandey et al.,
2024).

No Grafico 2 é apresentada a frequéncia relativa dos genes de resisténcia as
tetraciclinas nas cepas de E. coli, bem como a relagao entre sua detecgao e o perfil
fenotipico observado. Do total de cepas analisadas, 65,38% (68/104) foram positivas

para genes de resisténcia da familia tet. Entre essas, observou-se predominancia do
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gene tetA, identificado em 85,29% (58/68) dos isolados, enquanto tetB foi detectado
em 67,64% (46/68). Na correlacao entre os perfis fenotipico e genotipico, 38,46%
(40/104) das cepas apresentaram resisténcia a tetraciclina no antibiograma, ao passo
que 35,56% (37/104) portavam tetA elou tetB. Assim, 92,59% (62/68) das cepas
resistentes no antibiograma possuiam pelo menos um desses genes. Além disso,
29,80% (31/104) das cepas foram fenotipicamente suscetiveis a tetraciclina, mas

ainda assim apresentavam tetA e/ou tetB.

Grafico 2 — Frequéncia relativa da ocorréncia dos genes de resisténcia as tetraciclinas
em cepas de Escherichia coli.
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Fonte: elaboragao propria.

Legenda: *) soma das cepas que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria (CLSI, 2024). 1)
total de cepas de E. coli com a presenga do gene tet: 65,38% (68/104); 11) total de cepas com
resisténcia e resisténcia intermediaria a tetraciclina que também apresentaram genes de resisténcia
tet: 35,56 % (37/104); 1) total de cepas sensiveis as tetraciclinas, mas que apresentaram genes de
resisténcia tet: 29,80% (31/104).

Aresisténcia a tetraciclina esta amplamente disseminada em E. coli isolada de
leite cru e queijos elaborados com leite cru. Ombarak et al. (2018) ap6s avaliarem 187
amostras de leite cru e de queijos populares no Egito, isolaram 222 cepas de E. coli.
Os autores identificaram que 27,47% das cepas (61/222) apresentaram resisténcia a
tetraciclina. Desse total, 86,90% (53/61) portavam o gene de resisténcia tetA, 14,80%
(9/61) carregavam o gene tetB, 1,63% (1/61) portavam o gene tetD e nenhuma cepa
carregava o gene tetC. Os autores concluiram que cepas de E. coli que apresentam

RAM estao amplamente distribuidas no ambiente de producao e processamento de
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leite, podendo contribuir na disseminagao da RAM para outras bactérias patogénicas
e comensais.

Belaynehe et al. (2018) apds analisarem 92 isolados de E. coli com resisténcia
a tetraciclina, verificaram que todos os isolados tiveram a presenga de pelo menos um
gene de resisténcia da familia tet. Do total de cepas analisadas, 51,10% (47/92)
portavam o gene tetA e 44,60% (41/92) abrigavam o gene tetB. Os autores concluiram
que o uso de tetraciclina na pecuaria ndo apenas seleciona resisténcia a propria
droga, mas impulsiona a disseminagdo da multirresisténcia antimicrobiana ao
favorecer cepas de E. coli portadoras de integrons de Classe 1. Além disso, com a
disseminagao por transferéncia horizontal, as cepas de E. coli tornam-se reservatoério
movel de genes MDR no rebanho, representando um risco importante para a cadeia
alimentar e para o ambiente.

No estudo conduzido por Messele et al. (2019), foram analisadas 224 amostras
de leite provenientes de vacas com mastite bovina em fazendas leiteiras da regiao
central da Etiopia. Dentre essas amostras, 7,14% (16/224) apresentaram isolamento
de E. coli. Entre as cepas identificadas, 50,00% (8/16) carregavam o gene de
resisténcia tetA. Além disso, o gene tetA esteve presente nos dois perfis genéticos de
resisténcia mais frequentes encontrados no estudo: 37,5% (6/16) das cepas
apresentaram a combinagao cmlA + tetA, enquanto 25,00% (4/16) exibiram o perfil
aac(3) + tetA.

Portanto, os genes tet mais frequentemente identificados em animais de
produgao e em produtos alimenticios de origem animal sdo aqueles relacionados a
mecanismos de efluxo, especialmente tetA e tetB. A ampla disseminacdo desses
genes entre diferentes espécies bacterianas reforgca seu papel predominante na
resisténcia as tetraciclinas. Ademais, a detecgdo de genes fet mesmo em isolados
fenotipicamente sensiveis indica que a simples presenga do determinante genético
ndo garante sua expressao ou a manifestagao clinica de resisténcia, ressaltando a
necessidade de analises fenotipicas complementares para a correta interpretacao dos
resultados (Vasquez-Jaramillo et al., 2023).

Além dos contextos clinicos, a pecuaria e a aquicultura estdo sendo
reconhecidas cada vez mais como como importantes impulsionadoras do resistoma
global (o conjunto total de genes de resisténcia), independentemente do sistema

produtivo envolvido, seja bovino, caprino, suino ou leiteiro. Observa-se a
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predominancia de familias de genes de resisténcia semelhantes entre esses sistemas,
sobretudo aquelas relacionadas as classes de antimicrobianos sujeitas a maior
pressao seletiva, como tetraciclinas, sulfonamidas e 3-lactamicos. Vale ressaltar que
os elementos genéticos mdveis juntamente com co-seletores como metais pesados,
desinfetantes e microplasticos, contribuem para a manutencao e disseminagao de
cepas MDR, mesmo na auséncia da exposig¢ao direta ao antibiético (Murray et al.,
2024; Piergliacomo et al., 2023; Wojnarowski et al., 2025).

5.4 RESISTENCIAAO ANTIMICROBIANO CLORANFENICOL E IDENTIFICACAO
DOS GENES cat1 e ci/mA NAS CEPAS DE Escherichia coli

Na Tabela 3 estdo descritos os valores referentes ao perfil de RAM das 104
cepas de E. coli frente ao cloranfenicol. Apds as analises, 10,57% (11/104) das cepas
apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria ao cloranfenicol, sendo que
9,61% (10/104) das cepas de E. coli foram classificadas como MDR (cepas com

resisténcia ao cloranfenicol e duas classes distintas de antibidticos ou mais).

Tabela 3 — Perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas de Escherichia coli frente ao
cloranfenicol.

Antimicrobiano Resistente n (%)
Cloranfenicol 8 (7,69)
Perfil resistente* 11 (10,57)
Perfil Multirresistentet 10 (9,61)

Total de cepas 104

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: *) soma dos resultados das cepas que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria
(CLSI, 2024); t) cepas com resisténcia ao cloranfenicol e duas classes distintas de antibiéticos ou mais.
Os resultados de porcentagem foram calculados em relagao ao total de 104 cepas de E. coli.

Alguns estudos tém avaliado a presenga de resisténcia ao cloranfenicol em
cepas de E. coli isoladas de amostras de leite e derivados, entretanto os isolados
geralmente ndo exibem taxas elevadas de resisténcia ao cloranfenicol, resultado
semelhante ao observado em nossos achados. No estudo de Yoon e Lee (2022), foram
avaliados 1.160 lotes de leite de tanque a granel provenientes de 290 fazendas

leiteiras na Coreia. Entre as 183 cepas de E. coli isoladas, 14,10% (9/64)
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apresentaram resisténcia ao cloranfenicol. Além disso, os autores identificaram que
23,43% (15/64) dos isolados foram MDR.

Liu et al. (2021) analisaram 67 isolados de E. coli provenientes de leite cru
isolados de tanque de fazendas leiteiras do Norte da China. Os autores identificaram
que 7,5% (5/67) dessas cepas foram resistentes ao cloranfenicol, permanecendo
como uma das menores taxas de resisténcia entre os antimicrobianos testados. Os
autores ainda identificaram que 19,4% (13/67) das cepas de E. coli foram MDR.

No estudo conduzido por Boudjerdaa e Lahouela (2022), foram analisadas 300
amostras de carne de frango, carne bovina e leite cru coletadas em agougues da
provincia Wilaya de Jijel, no nordeste da Argélia. A partir dessas amostras, os autores
isolaram 235 cepas de E. coli. Os resultados revelaram que 7,32% (17/235) dessas
cepas apresentavam sorotipos patogénicos indicativos de EHEC, ExPEC, EIEC e
EAEC. Além disso, os autores identificaram resisténcia simultédnea a fluoroquinolonas,
gentamicina, estreptomicina e cloranfenicol em 10,21% (24/235) dos isolados,
caracterizando um perfil MDR. Esses achados reforgcam o papel dessas cepas como
importantes indicadores da disseminagdo da RAM ao longo da cadeia de alimentos
de origem animal.

A baixa frequéncia de resisténcia ao cloranfenicol observada em isolados de E.
coli de origem veterinaria pode refletir a diminuicdo e/ou proibicdo do uso desse
antibidtico, levando a perda de determinantes de resisténcia genética, como ja
demonstrado em populacdes de enterobactérias isoladas de humanos, nas quais a
retirada do farmaco resultou em retorno de suscetibilidade ao cloranfenicol (Graf et
al., 2024; Wang et al., 2021).

No Grafico 3 é apresentado a frequéncia relativa dos genes de resisténcia aos
fenicbis nas cepas de E. coli, bem como a relagdo entre sua presenga e o perfil
fenotipico observado. Os genes cat1 e c/mA foram identificados em 22,12% (23/104)
dos isolados de E. coli, sendo que apenas 1,92% (2/104) das cepas apresentaram-se
fenotipicamente resistentes ao cloranfenicol. Por outro lado 20,19% (21/104) das
cepas foram fenotipicamente sensiveis ao cloranfenicol, mas ainda assim carregavam

0s genes de resisténcia.
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Grafico 3 — Frequéncia relativa da ocorréncia dos genes de resisténcia ao
cloranfenicol em cepas de Escherichia coli.
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Fonte: elaboracao propria.

Legenda: *) soma das cepas que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria (CLSI, 2024). 1)
total de cepas de E. coli com a presenga do gene cat1 e/ou cimA: 22,12% (23/104); 1) total de cepas
com resisténcia e resisténcia intermediaria ao cloranfenicol que também apresentaram genes de
resisténcia cat1 elou cimA: 1,92% (2/104); 1) total de cepas sensiveis ao cloranfenicol, mas que
apresentaram genes de resisténcia cat1 e/ou cimA: 20,19% (21/104).

No estudo de Dehkordi et al. (2014) foram analisadas 600 amostras de produtos
lacteos fermentados produzidos artesanalmente, coletados em supermercados e
pontos de vendas do Ira. Do total de amostras, 8,33% (50/600) estavam contaminadas
com E. coli. Entre essas cepas de E. coli, observou-se que 42% (21/50) apresentaram
resisténcia fenotipica ao cloranfenicol. A analise molecular revelou a presenca dos
genes cat1 em 22% (11/50) das cepas de E. coli e cmIA em 24% (12/50) das cepas
de E. coli. Os autores destacaram que as frequéncias de detecgdo dos genes de
resisténcia aos fenicois ndo foram diferentes estatisticamente. Esses dados sugerem
que os genes cat? e o cmlA mantém-se disseminados no reservatério bacteriano,
indicando pressao seletiva continua e circulacdo desses determinantes genéticos em
elementos moveis.

Por outro lado, Puangseree et al. (2024) analisaram 106 cepas de E. coli
resistentes ao cloranfenicol que foram previamente coletadas de fezes de suinos
saudaveis na Tailandia. Os autores descobriram que 50,94% (54/106) dessas cepas
carregavam o gene c/mA e 0,94% (1/106) possuiam simultaneamente os genes catA
e clma. Considerando que todas as cepas de E. coli apresentavam resisténcia

fenotipica ao cloranfenicol, a baixa detecgdo de genes sugere que a expressao
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fenotipica pode nao estar necessariamente associada aos principais genes de
resisténcia aos fenicois tradicionalmente descritos.

Roberts e Schwarz (2016) demonstraram que o gene cat1, quando presente
em plasmideos conjugativos ou integrado ao cromossomo, tende a conferir altos
niveis de resisténcia aos fenicois e, com frequéncia, esta localizado em grandes
plasmideos que abrigam multiplos genes de resisténcia.

Cepas patogénicas de E. coli podem abrigar fatores de viruléncia e genes de
resisténcia a antibiéticos em um mesmo elemento genético movel (Balbuena-Alonso
et al., 2022). Os antibiéticos mais utilizados, e, portanto, associados a selegao desses
genes, sado as quinolonas, aminoglicosideos, macrolideos, cefalosporinas,
sulfonamidas, fluoroquinolonas e tetraciclina. Entre os genes de resisténcia mais
frequentemente detectados em cepas isoladas de amostras diarreicas, alimentos e
animais de criacdo destacam-se qnr: (resisténcia a quinolonas), dfrA1 (resisténcia a
trimetoprima), blasnv, blatem-1 € blactx-m (resisténcia a B-lactamicos), tetA e tetB
(resisténcia a tetraciclinas), aac(6)-Ib (resisténcia a aminoglicosideos como
gentamicina, algumas variantes também reduzem suscetibilidade a ciprofloxacina),
sul (resisténcia a sulfonamidas), cat-1 e cmlA (resisténcia a fenicdis) e aadA1
(resisténcia aos aminoglicosideos estreptomicina e espectinomicina). Esses achados
reforcam que a resisténcia a antibiéticos empregados na produg¢ao animal pode ser
transferida aos humanos, seja pelo contato direto com animais, seja pelo consumo de

produtos de origem animal contaminados (Babines-Orozco et al., 2024).

5.5 RESISTENCIA AO ANTIMICROBIANO SULFONAMIDA E IDENTIFICACAO
DOS GENES sul1 e sul2 NAS CEPAS DE Escherichia coli

Na Tabela 4 estao descritos os valores referentes ao perfil de RAM das 104
cepas de E. coli frente a sulfonamida. Os resultados mostraram que 90,38% (11/104)
das cepas de E. coli apresentaram resisténcia somada a resisténcia intermediaria a

sulfonamida.
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Tabela 4 — Perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas de Escherichia coli frente a
sulfonamida.

Antimicrobiano Resistente n (%)
Sulfonamida 89 (85,57)
Perfil resistente® 94 (90,38)
Perfil Multirresistentet 34 (32,69)
Total de cepas 104

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: *) soma dos resultados das cepas que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria
(CLSI, 2024); 1) cepas com resisténcia a sulfonamida e duas classes distintas de antibiéticos ou mais.
Os resultados de porcentagem foram calculados em relagao ao total de 104 cepas de E. coli.

Varios estudos relatam altas taxas de RAM a sulfonamidas em cepas de E. coli
isoladas de leite cru e queijos. Ribeiro et al. 2024 analisaram 303 cepas de E. coli
isoladas em diferentes etapas da producgao de leite e fabricagdo de queijo, em Sao
Paulo, Brasil. Os autores relataram que 93,06% (282/303) das cepas de E. coli
potencialmente patogénicas foram resistentes ao sulfametoxazol e trimetoprima.

Ja Messele et al. (2019) analisaram 224 amostras de leite cru coletadas de
vacas com mastite em fazendas leiteiras no centro da Etiopia. Apds as analises,
encontraram uma taxa de prevaléncia de E. coli em 7,14% (16/224) das amostras,
com uma taxa de resisténcia fenotipica de 50,00% (8/16) ao sulfametoxazol e
trimetoprima. Além disso, 68,75% (11/16) das cepas apresentaram perfil MDR. Os
autores destacaram que o padrao de resisténcia mais comum encontrado nos isolados
multirresistentes foi ampicilina e sulfametoxazol associado a trimetoprima.

O estudo realizado por Kerluku et al. (2023) analisou 159 amostras de fezes
coletadas de gado leiteiro em fazendas localizadas no Municipio de Debar, Macedénia
do Norte e identificaram que todas as amostras estavam contaminadas com cepas de
E. coli. Ap6s as analises, verificaram que 24,50% (39/159) das cepas de E. coli.
apresentavam resisténcia pelo menos um antibiético testado, sendo que dessas
77,00% (30/39) foram resistentes simultaneamente a ampicilina e ao sulfametoxazol.

A associacdao de sulfonamida e trimetoprima continua sendo amplamente
empregada na medicina veterinaria, principalmente pela sua eficacia e baixo custo.
Porém, as diretrizes do European Antimicrobial Advice Ad Hoc Expert Group
recomendam que combinacbes de sulfonamida e trimetoprima, sulfadiazina e
trimetoprima ou sulfametoxazol e trimetoprima sejam utilizadas com cautela. Isso

porque mesmo que esses farmacos n&o estejam entre os agentes considerados de
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maior impacto direto sobre o desenvolvimento de RAM em humanos atualmente,
ressalta-se que seu uso deve ser racional, até para minimizar pressoes seletivas
desnecessarias e reduzir o risco de disseminacao de genes de resisténcia ao longo
da cadeia de producdo animal (European Medicines Agency, 2018; Gustafsson et al.,
2024).

No Brasil, a utilizagdo de antimicrobianos em animais produtores de alimentos
€ regulamentada pelo MAPA, que estabelece diretrizes especificas para garantir a
seguranga dos alimentos e o controle de residuos. A Instrugcdo Normativa SDA/MAPA
n°® 23/2016 dispde sobre “os critérios e procedimentos necessarios para as alteragoes
de registro de produto de uso veterinario de natureza farmacéutica e biolégica” com o
objetivo de observar periodos de caréncia pés-tratamento, de modo a assegurar que
o produto ndo exceda os limites maximos de residuos permitidos e, assim, evitar riscos
ao consumidor (Brasil, 2016).

Portanto, embora as sulfonamidas ja ndo sejam consideradas antibi6ticos
prioritarios na medicina humana, seu uso continuo na producdo animal mantém
elevada a prevaléncia de genes de resisténcia em cepas de E. coli de origem animal.
Além disso, esses genes, frequentemente localizados em plasmideos, contribuem
para a mobilidade da RAM e para a persisténcia desses determinantes de resisténcia,
mesmo diante da redugao do uso clinico dessas drogas em humanos (Venkatesan et
al., 2023).

Formenti et al. (2021) analisaram 505 cepas de E. coli isoladas de bezerros
recém-nascidos e observaram cepas de E. coli MDR provenientes tanto de animais
tratados com antimicrobianos (406/505) quanto naqueles nao tratados (99/505).
Embora a frequéncia de cepas de E. coli MDR tenha sido significativamente maior nos
bezerros tratados com antimicrobianos, a presenca de E. coli MDR no grupo néao
tratado com antimicrobianos indica que a RAM ja estava estabelecida no ambiente e
pode ter sido adquirida por transmissao horizontal, seja por contato com animais mais
velhos previamente expostos a antimicrobianos, seja por contaminagao ambiental.
Esses resultados reforcam a ideia de que a resisténcia a sulfonamidas persiste ndao
apenas pelo uso direto do farmaco, mas também pela circulacdo dos genes de RAM
no sistema de producao.

No Grafico 4 é apresentado a frequéncia relativa dos genes de resisténcia as

sulfonamidas nas cepas de E. coli, bem como a relacio entre sua presenca e o perfil
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fenotipico observado. No presente estudo, 62,50% (65/104) das cepas de E. coli
analisadas portavam genes de resisténcia a sulfonamida e a maioria das cepas
abrigava o gene sul1 (57,69%, 60/104). Por outro lado, 13,46% (14/104) das cepas de
E. coli portavam o gene sul2. Das cepas que apresentaram resisténcia no
antibiograma, 69,66% (62/89) portavam os genes sul1 e/ou sul2. Além disso, uma
pequena proporcao de 2,8% (3/104) das cepas de E. coli foram fenotipicamente

suscetiveis a sulfonamida, mas ainda assim abrigavam os genes sul71 e/ou sul2.

Grafico 4 —Frequéncia relativa da ocorréncia dos genes de resisténcia a sulfonamida
em cepas de Escherichia coli.

Genes de resisténcia a sulfonamida

sul2+sul2 BRI EHGLS) 0

4,81
sul2 4,81 aallt]

sul1 49,04 45,15 N

2,88

0 20 40 60 80 100 120

E Total de cepas de E. coli com o gene + = Perfil fenotipico resistente* 11 Perfil fenotipico sensivel £

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: *) soma das cepas que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria (CLSI, 2024). 1)
total de cepas de E. coli com a presenga do gene sul: 62,50% (65/104); t1) total de cepas com
resisténcia e resisténcia intermediaria ao cloranfenicol que também apresentaram genes de resisténcia
sul: 59,61% (62/104); 1) total de cepas sensiveis ao cloranfenicol, mas que apresentaram genes de
resisténcia sul: 2,88% (3/104).

Estudos recentes tém confirmado a alta prevaléncia de genes de resisténcia as
sulfonamidas em cepas de E. coli isoladas de leites e laticinios. Kuzeubayeva et al.
(2024) analisaram 207 amostras de trés tipos de queijo produzidos no Cazaquistéo e
observaram que 31,4% (65/207) das amostras de queijo estavam contaminadas com
E. coli. As amostras de queijo fresco produzidas por pequenas fazendas (80% das
amostras) e embaladas no varejo (100%) mostraram o maior nivel de contaminacgao
por E. coli. Das cepas de E. coliisoladas, 30,80% (20/65) portavam o gene sul1, sendo

0 gene de resisténcia mais frequente do estudo.
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Resultados semelhantes foram observados por Gao et al. (2025) que
analisaram 350 amostras de leite cru coletadas de grandes fazendas na China e
obtiveram 81 isolados de E. coli, dos quais 33,33% (27/81) apresentaram
multirresisténcia antimicrobiana. Entre os isolados MDR, 11,10% (3/27) carregaram o
gene sul1 e 25,90% (7/27) abrigavam o gene sulZ.

Ahmed e Bahwerth (2025) investigaram 68 amostras de fezes de ovinos
coletadas na regido Oeste do Reino da Arabia Saudita, a partir das quais foram
isolados 49 microrganismos Gram-negativos, incluindo uma porcentagem de cepas
de E. colide 53,10% (26/49). Os autores relataram que das 80,80% (21/26) cepas de
E. coli com resisténcia a sulfonamida e trimetoprima, 46,20% (12/26) abrigavam o
gene sul1 e 42,30% (11/26) abrigavam o gene sul3.

As sulfonamidas exibem um amplo espectro de atividade contra a maioria das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Como resultado tém sido usadas por
décadas em animais e humanos e os mecanismos de resisténcia a sulfonamida tém
sido frequentemente identificados em cepas de E. coli. A mobilidade genética de
resisténcia a sulfonamida facilita a transferéncia dos genes sul, contribuindo para a
disseminagao da RAM entre diferentes populagdes bacterianas (Jiang et al., 2024;
Los Santos et al., 2021; Sanchez-Osuna et al., 2019).

Os genes sul1 e sul2 estdao entre os determinantes de resisténcia as
sulfonamidas mais frequentemente detectados em cepas de E. coli isoladas de
animais. O gene sul1 apresenta elevada prevaléncia porque esta inserido no
segmento 3'-conservado (3'-CS) dos integrons de classe 1, considerado um elemento
genético movel altamente eficiente na captagdo, recombinacdo e expressdao de
cassetes génicos. Essa localizagao favorece a co-ocorréncia de sul/7 com multiplos
genes de RAM presentes na regido variavel dos integrons, o que contribui para sua
ampla disseminagcao em E. coli. Os integrons de classe 1 portando o gene sul1 tém
sido identificados em E. coli isoladas de animais de produgéo, tanto clinicamente
saudaveis quanto doentes, em diferentes paises, indicando sua circulagdo global
(Catania et al., 2024; Jiang et al., 2024; Los Santos et al., 2021).
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5.6 PADROES GENOTIPICOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
IDENTIFICADOS NAS CEPAS DE Escherichia coli

Um total de 60 padrbes genotipicos de RAM foram identificados nas cepas de
E. coli (Tabela 5), representando 80,77% (84/104) dos isoladas. Os padrbes
genotipicos de RAM mais frequentes foram blacrx.m — sul1— tetA — tetB — blatewm,
observado em 4,81% (5/104) das cepas, e sul1 — tetA — tetB, observado em 3,85%
(4/104) das cepas.

Tabela 5 — Perfis genotipicos de resisténcia antimicrobiana de cepas de Escherichia
coli isoladas de queijos Minas Frescal de produgao artesanal comercializados no
Distrito Federal.

Perfil Padroes de resisténcia n %
1 cImA — blactx.m—sul1 — tetA — tetB — blatem — blasnv 1 0.96%
2 blactx-m— sul1— tetA — tetB — blatem — blasqv 2 1.92%
3 blactx-m— sultl — sul2— tetA — tetB — blastv 1 0.96%
4 blactx.m— sull — sul2 — tetA — tetB — blatem 2 1.92%
5 cImA — blactx.m— sul1— tetA — tetB — blasnv 1 0.96%
6 blactx-m— sull — sul2 — tetA — blasnv 1 0.96%
7 blacrx.m— sul1 — sul2 — tetA — tetB 1 0.96%
8 blactx-m— sul1— tetA — blatem— blasny 1 0.96%
9 blactx.m — sul1— tetA — tetB — blasnv 1 0.96%
10 blactx.m— sul1— tetA — tetB — blatem 5 4.81%
11 blacrx-m— sul1— tetB — blarem, — blasny 1 0.96%
12 cat1 — blactx.m— sul1 — tetB — blarem 1 0.96%
13 cat1 — cImA — sul1 — tetB — blarem 1 0.96%
14 cimA — blacrx.m—sul1— tetA — tetB 1 0.96%
15 clmA — blactx-m— sul1 — sul2 — tetB 1 0.96%
16 cimA — blacTx.m— tetA — tetB — blatem 1 0.96%
17 sul1 — sul2 — tetA — tetB — blasny 1 0.96%
18 sul1 — sul2 — tetA — blatem — blasnv 1 0.96%
19 sul1 — sul2 — tetA — tetB — blasny 1 0.96%
20 sul1— tetA — tetB — blatem — blasnv 1 0.96%
21 blactx.m — sul1— tetA — blarem 1 0.96%
22 blacrx.m— sul2 — tetA — tetB 1 0.96%
23 blactx.m—tetA — tetB — blatem 1 0.96%
24 blactx.m— sul1— tetB — blatem 1 0.96%
25 blactx.m— sul1— tetA — tetB 2 1.92%
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Perfil Padroes de resisténcia n %
26 cat1 — blactx.m— sul1— tetA 1 0.96%
27 clmA — blactx.m— sul2 — blatem 1 0.96%
28 clmA — blactx.m—tetA — tetB 1 0.96%
29 clmA — blactx.u—tetB — blarem 1 0.96%
30 cImA — sul1 —tetA — blasny 1 0.96%
31 cImA — sul1 —tetA — tetB 1 0.96%
32 cimA —tetA — tetB — blasny 1 0.96%
33 sul1 — tetA — blarem — blasny 1 0.96%
34 sul1 — tetA — tetB — blasnv 2 1.92%
35 sul1— tetA — tetB — blarem 3 2.88%
36 blacrx-m— sul1 — sul2 1 0.96%
37 blactx.m— sul1 — tetA 3 2.88%
38 blacrx.m— tetA — blatem 1 0.96%
39 blacrx.m— sul1 — tetB 1 0.96%
40 blactx.m— tetA — tetB 2 1.92%
41 cat1 — blactx.u— tetA 1 0.96%
42 cat1 — sul1 — blarem 1 0.96%
43 cIlmA — sul1- blarem 1 0.96%
44 cimA — sul1 — tetA 1 0.96%
45 clmA — tetA — blatem 1 0.96%
46 sul1 — tetA — tetB 4 3.85%
47 sul1 — tetB — blasny 1 0.96%
48 sul1 — tetB — blarem 1 0.96%
49 blacrx-m— blasuv 1 0.96%
50 blactx.m— sul2 1 0.96%
51 blacrx-m— blatem 1 0.96%
52 blactx.m — tetB 1 0.96%
53 blactx.m — tetA 1 0.96%
54 cImA — blactx-m 3 2.88%
55 clmA — sul2 1 0.96%
56 sul1 — blasxy 3 2.88%
57 sult — blarem 2 1.92%
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Perfil Padroes de resisténcia n %
58 sult — tetA 3 2.88%
59 sul2- tetA 1 0.96%
60 tetA 2 1.92%

Total 84 80.77%

Fonte: elaboragao propria.
Legenda: n) numero de cepas; %) porcentagem de cepas considerando o total de 104 isolados de
Escherichia coli.

No presente estudo, verificou-se que sete cepas de E. coli exibiram um fenétipo
resistente sem, no entanto, portarem nenhum dos genes de resisténcia investigados.
E provavel que estas cepas abriguem outros genes de RAM ndo incluidos na analise
atual, como por exemplo o sul3 para as sulfonamidas (Ombarak et al., 2018), tetC
para as tetraciclinas (Tabaran et al., 2017) e blaCMY para os betalactamicos (Ribeiro
et al., 2016). Por outro lado, varios isolados de E. coli ndo demonstraram resisténcia
fenotipica a determinado antimicrobiano, mas expressaram resisténcia genotipica, o
que pode refletir a presenca de genes silenciosos, baixa expressao génica sob as
condigbes laboratoriais ou limiares de expresséo insuficientes para gerar resisténcia
detectavel pelo método fenotipico (Lipszyc et al., 2022; Stasiak et al., 2021).

Além disso, os mecanismos de resisténcia a antibidticos observados em
bactérias pertencentes ao mesmo grupo ou espécie tém revelado capacidades e
niveis de resisténcia ndo uniformes, fendbmeno conhecido como heterogeneidade
bacteriana. A heterogeneidade fenotipica ocorre quando uma populagdo bacteriana
geneticamente idéntica ndo apresenta o mesmo comportamento. Mesmo sendo
genotipicamente iguais, essas bactérias podem exibir caracteristicas e fungdes
distintas, como diferengas na expressao génica, na taxa de multiplicagao, na produgéo
de proteinas e até mesmo no grau de resisténcia a antibiéticos. Esse tipo de variagéo
€ reconhecido como uma adaptacdo evolutiva dos microrganismos em resposta as
mudangas ambientais imprevisiveis e funciona como uma estratégia de “aposta
segura” (bet-hedging), na qual parte da populagdo adota estados alternativos para
aumentar as chances de sobrevivéncia diante de condi¢des adversas (De Groot et al.,
2023; Reyes Ruiz et al., 2020; Zhu et al., 2024).

Portanto, a discrepéncia da RAM entre gendétipo e fenotipo permanece um

desafio para a bacteriologia clinica, influenciando a precisdo no diagndstico e a
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prescricao racional de antimicrobianos. Essa discordancia entre genétipo e fendtipo
pode levar a decisdes terapéuticas inadequadas, especialmente quando fendétipos
heterogéneos de suscetibilidade ndo sdo devidamente interpretados (Urmi et al.,
2020).

E importante destacar que métodos baseados em PCR detectam apenas a
presencga dos genes de RAM, sem fornecer informacgdes sobre seu nivel de expressao
ou se esses genes estao funcionalmente ativos. Assim, é frequente identificar genes
de RAM mesmo em cepas fenotipicamente sensiveis (Williams et al., 2019).

As analises da distribuicdo da RAM fenotipica e genotipica nas diferentes feiras
permanentes do Distrito Federal onde as amostras de queijos foram coletadas estao
descritas nas Figuras 20 e 21. As associagdes entre feiras permanentes e resisténcia
fenotipica (Figura 20) e genotipica (Figura 21) foram fracas, com pequenos tamanhos
de efeito e valores de qui-quadrado nao significativos (p = 0,43 e p = 0,32,
respectivamente), indicando que os perfis de RAM estavam amplamente distribuidos
entre as feiras permanentes e as amostras de queijo correspondentes, sem diferengas

geograficas aparentes nos padrées de RAM.

Figura 20 - Distribuicdo da resisténcia antimicrobiana fenotipica por feiras
permanentes.
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Fonte: elaboragao propria.

Legenda: amc — amoxacilina com acido clavulanico; caz — ceftazidima; cip — ciprofloxacina; clo —
cloranfenicol; ctx — cefotaxima; gen — gentamicina; ipm — imipenem; sul — sulfonamida; tet — tetraciclina.
Teste Qui-quadrado de Pearson (p = 0,4307).
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Figura 21 — Distribuicdo da resisténcia antimicrobiana genotipica por feiras
permanentes.
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Fonte: elaboracédo propria.
Legenda: market — feiras permanentes; not found — ndo detectado. Teste Qui-quadrado de Pearson (p
=0,3227).

A Figura 22 apresenta a distribuicdo de genes de RAM nas amostras de queijo.
Essa anadlise também mostrou evidéncia limitada de dependéncia (p = 0,98),
sugerindo que os genes de RAM nao estavam agrupados em feiras permanentes ou
amostras de queijo especificos. Esses resultados indicam que a resisténcia fenotipica
e genotipica identificada esteve dispersa nas feiras permanentes a nas amostras de
queijos e ndao houve concentracao significativa de padrdes de resisténcia em locais
ou produtos especificos.
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Figura 22 — Distribuicdo de genes de resisténcia antimicrobiana nas amostras de
queijo.
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Fonte: elaboragao propria.
Legenda: nd — ndo detectado; Teste Qui-quadrado de Pearson (p = 0,3227).

O queijo Minas Frescal possui fatores intrinsecos, como alta umidade, pH
neutro e riqueza de nutrientes, os quais favorecem o crescimento bacteriano. Esses
fatores combinados com o uso de leite cru em sua producgao, resulta em um elevado
nivel de contaminagao por bactérias potencialmente patogénicas, incluindo E. coli. A
situagao é ainda agravada pela presenga simultanea de RAM genotipica e fenotipica
nessas bactérias. Portanto, € essencial implementar programas educacionais para
pequenos produtores de queijo artesanal, enfatizando a proibigdo do uso de leite cru
na fabricagdo de queijos frescos, além de fortalecer a fiscalizagdo desses produtos.
Tais medidas sao fundamentais para melhorar a seguranga desses alimentos e
proteger os consumidores contra potenciais riscos a saude associados ao consumo
desses queijos (Camargo et al., 2021; De Campos et al., 2018; Oliveira et al., 2021;
Pena et al., 2021; Pineda et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foram isoladas 104 cepas de E. coli a partir de 22 amostras de
queijo Minas Frescal artesanal. As maiores taxas de resisténcia fenotipica foram
observadas para sulfonamidas (85,58%, 89/104) e tetraciclinas (38,46%, 40/104). Na
analise genotipica, a maioria dos isolados de E. coli carregava os genes de resisténcia
as sulfonamidas sul1 e/ou sul2 (62,50%, 65/104), os genes de resisténcia a tetraciclina
tetA elou tetB (65,38%, 68/104) e os genes de resisténcia a 3-lactamicos blacrx-um,
blatem elou blasnv (55,77%, 58/104). A discrepancia entre resisténcia fenotipica e
genotipica sugere a presenga de genes silenciosos ou ndo expressos nas cepas de
E. coli.

A alta frequéncia de cepas de E. coli exibindo RAM tanto fenotipica quanto
genotipica em queijo Minas Frescal artesanal levanta preocupagdes de saude publica
devido ao potencial de disseminacao desses determinantes de resisténcia por meio
da cadeia alimentar. Esses achados destacam a necessidade de regulamentacgéo
mais rigorosa e de uma supervisdo mais eficaz dos processos de producédo e
comercializacdo desses queijos artesanais, bem como da implementacdo de
estratégias educativas para os produtores sobre a importancia de pasteurizar o leite
utilizado na produgdo dos queijos frescos para minimizar os riscos microbiolégicos
associados a esses produtos.

Estudos futuros podem trabalhar a investigagao do potencial de disseminacao
dos genes de resisténcia antimicrobiana identificados, avaliando sua associagéo a
elementos genéticos moveis, como plasmideos conjugativos e integrons, bem como
sua capacidade de transferéncia horizontal entre bactérias. Abordagens baseadas em
sequenciamento gendmico total podem ampliar a compreensao do resistoma presente
em cepas de E. coliisolada de queijos Minas Frescal artesanais, permitindo identificar
genes adicionais, mecanismos regulatorios e explicar as discrepancias observadas

entre os perfis fenotipico e genotipico.
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APENDICE

Apéndice 1 - Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacdo do gene de confirmagao
lacZB, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com
marcador de peso molecular de 100 pb.

. = e

GIDIEC gz C

G10.1EC G10.2eC G10.3EC G10.4EC

Fonte: elaboragao prépria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relagcdo as concentragdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 876 pb (Molina et al., 2015).
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Apéndice 2 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificagdo do gene de confirmagéao
uidA, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com marcador
de peso molecular de 100 pb.

LE1.1EC LE2.6EC LE2.6EC LE6.3EC CN

Fonte: elaboragao prépria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relacdo as concentragdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 162 pb (Molina et al., 2015).
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Apéndice 3 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacdo do gene de resisténcia
blactx-m, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com
marcador de peso molecular de 100 pb.

‘- o —-

C.N LE23EC LE33EC LEB3EC LEI4IEC

Fonte: elaboragao prépria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relagcdo as concentragdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 592 pb (Boyd et al.,2004.).
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Apéndice 4 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacdo do gene de resisténcia
blaTenm, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com
marcador de peso molecular de 100 pb.

LE6.1 |E63 LE67 LE68 LE 6.
EC EC EC EC EC

LEG6.3 LE6.7

100pb EC EC

Fonte: elaboragao propria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relacdo as concentragdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 506 pb (Gundran et al., 2019.).
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Apéndice 5 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacdo do gene de resisténcia
blasHy, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com
marcador de peso molecular de 100 pb.

CN G101 G102 G111 G112
EC. EC. EC. EC.

Fonte: elaboragao prépria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relacdo as concentracdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 628 pb (Gundran et al., 2019).
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Apéndice 6 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacéo do gene de resisténcia tetA,
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com marcador de
peso molecular de 100 pb.

100pb SP9  7.2EC 113EC 82EC CN

1000

iy

400
300 % -

200

100

Fonte: elaboragao propria.

Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relagdo as concentragcdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 502 pb (Belaynehe et al.,
2018).
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Apéndice 7 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacéo do gene de resisténcia tetB,
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com marcador de
peso molecular de 100 pb.

6.9 EC ZT1EC

Fonte: elaboragao propria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relagdo as concentragcdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 659 pb (Ahmed et al., 2010).
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Apéndice 8 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacdo do gene de resisténcia
cat1, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com marcador
de peso molecular de 100 pb.

- "

Fonte: elaboragao propria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sao em relagdo as concentragdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 547 pb (Van et al., 2008).
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Apéndice 9 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacdo do gene de resisténcia
c/mA, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com marcador
de peso molecular de 100 pb.

LE 16.1 LE162
E.C E.C

Fonte: elaboragao prépria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relagcdo as concentracdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 698 pb (Van et al., 2008).



188

Apéndice 10 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificagcdo do gene de resisténcia
sul1, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com marcador
de peso molecular de 100 pb.

C.N G11.3EC G121EC G13.2EC G15.2EC

Fonte: elaboragao prépria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relagdo as concentragcdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 238 pb (Qiu et al., 2019).
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Apéndice 11 — Gel de agarose a 2% (p/v) para identificacdo do gene de resisténcia
sul2, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta com marcador
de peso molecular de 100 pb.

C.N LE1.5E.C LE24EC LE8.3.C LE152EC

Fonte: elaboragao prépria.
Legenda: as cores vermelho, verde, azul e amarelo sdo em relagcdo as concentragdes de reagentes
que foram utilizadas; pb: pares de bases. Tamanho esperado do produto: 293 pb (Arabi et al., 2015).
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Abstract

Background/Objectives: This study characterized the phenotypic and genotypic profiles
of antimicrobial resistance in 104 Escherichia coli isolates obtained from 22 samples of arti-
sanal Minas Frescal cheese from the Federal District, Brazil. Methods: The antimicrobial
susceptibility of E. coli isolates was assessed using the disk diffusion method and antimi-
crobial resistance genes were detected using polymerase chain reaction methods with
specific primers. Results: The highest rates of phenotypic antimicrobial resistance were
observed for sulfonamides (85.58%, 89/104) and tetracyclines (38.46%, 40/104). In the
genotypic profiles, most E. coli isolates carried the sulfonamide resistance genes sull/sul2
(62.50%, 65/104), tetracycline resistance genes fefA/fetB (65.38%, 68/104), and p-lactam
resistance genes blaCTX-M/blaTEM /blaSHV (55.77%, 58/104). Most E. coli strains that
presented sulfonamide resistance genes carried the sull gene (49.04%, 51/104) and were
phenotypically sulfonamide-resistant strains (59.61%, 62/104). Regarding the E. coli strains
that carried tetracycline resistance genes, the majority harbored both fetA and tetB genes
(34.61%, 36/104), with 35.56% (37/104) being phenotypically resistant and 29.80% (31/104)
being phenotypically susceptible. For E. coli strains that presented B-lactam resistance
genes, the most frequently detected gene was blaCTX-M (21.15%, 22/104) and, notably,
most E. coli strains (43.26%, 45/104) were phenotypically susceptible. The caf1 and clinA
genes (associated with phenicol resistance) were detected in 22.12% of the E. coli isolates
(23/104), with only two strains (1.92%) being phenotypically resistant to chlorampheni-
col. Conclusion: The high prevalence of E. coli carrying antimicrobial resistance genes in
artisanal cheese raises public health concerns regarding the dissemination of potentially
pathogenic antimicrobial-resistant microorganisms through the food chain.

Keywords: fresh cheese; dairy products; antibiotic resistance; antibiotic resistance genes;
Escherichia coli
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1. Introduction

Brazil is the largest milk producer in South America, the fourth largest in the world,
and one of the top five globally, with an annual production exceeding 34 billion liters [1,2].
Minas Frescal cheese is a typical Brazilian product and ranks third in national cheese
consumption, with high availability and low cost in the domestic market [3].

Minas Frescal cheese is characterized by a raw mass with a soft texture, white ap-
pearance, and a slightly acidic and salty flavor [4]. It is a fresh cheese, meaning it is not
aged, with a high moisture content, medium fat content, and a pH close to neutrality.
It is produced through enzymatic coagulation of cow’s milk using rennet and /or other
appropriate coagulating enzymes [5,6].

According to Brazilian regulations, the production of Minas Frescal cheese must use
milk subjected to pasteurization or an equivalent thermal treatment to ensure the safety
of the product. The commercialization of Minas Frescal cheese made with raw milk is
not permitted, as the cheese does not undergo a maturation process. Due to its lack of
maturation and high moisture content (above 55%), the cheese must be stored at the correct
refrigeration temperature (not exceeding 8 “C) and has a short shelf life (approximately
15 days) [5]-

In Brazil, Minas Frescal cheese is industrially produced in dairy factories using pasteur-
ized milk and is sold in supermarkets in refrigerated shelves and in packaging containing
the seal of the sanitary inspection service. However, the Brazilian market also includes
artisanal Minas Frescal cheeses, which are typically produced on small rural properties
and commonly sold at open-air markets and farmers’ markets. These cheeses are often sold
without branding on the packaging, without refrigeration, and are frequently made from
raw milk and handled under inadequate hygienic conditions, making them susceptible
toa high presence of pathogenic microorganisms, which compromises their quality and
poses a food safety risk to consumers. The main pathogens isolated from these cheeses
are Escherichia coli, Staphylococcus aurens, Salmonella spp., and Listerta monocytogenes, which
frequently cause outbreaks of foodborme diseases worldwide [7-11].

Some studies have shown that artisanal cheeses produced in different regions of Brazil
do not meet the microbiological criteria established by national laws, mainly due to high
levels of 5. qureus and E. coli [8,11,12]. Escherichia coli predominantly lives as a commensal
bacterium in the intestinal microbiota of humans and homeothermic animals. However,
pathogenic strains of E. coli can cause various diseases, with these bacteria being one of
the main causes of gastrointestinal infections in humans, primarily transmitted through
contaminated water and food. Consequently, these bacteria are abundant in feces and are
regularly used as microbial indicators of the presence of enteropathogenic bacteria in water
and food [7,10,13].

E. coli exhibits a high prevalence of antimicrobial resistance, both in commensal
strains and in those that possess virulence factors. Therefore, it is essential to monitor the
antimicrobial resistance profile of E. cofi due to its widespread presence in the environment
and among various hosts, as well as its ability to transfer resistance genes both inter- and
intra-specifically. Consequently, E. colf is commonly used as a microorganism to monitor
antimicrobial resistance, given its capacity to acquire resistance genes through horizontal
transfer [14,15].

Thus, this study aimed to isolate Escherichia coli strains from artisanal Minas Frescal
cheese samples collected at farmers” markets in the Federal District, Brazil. The E. coli
strains were genetically confirmed through the detection of the widA gene. Antimicrobial
susceptibility was assessed using the disk diffusion method (Kirby-Bauer). Recent studies
have emphasized the importance of determining the genotypic profiles of antimicrobial
resistance in both phenotypically resistant and susceptible bacteria, as many carry silent
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genes that are not expressed in the phenotypic profile but can be spread through horizontal
gene transfer to other bacteria and become active in the new host [16-20]. Therefore, while
many studies only determine the genotypic profile for E. coli strains that are phenotypically
resistant to antimicrobials isolated from milk and cheeses [21-23], the present study inves-
tigated the presence of resistance genes in all E. coli strains (phenotypically resistant or
susceptible to antimicrobials), including sull and sul2 (resistance to sulfonamides); fetA and
tetB (resistance to tetracyclines); blaCTX-M, blaTEM, and blaSHV (resistance to p-lactams);
and catl and clmA (resistance to phenicols).

2. Results and Discussion
2.1. Isolation of E. coli from Cheese Samples and Determination of the Phenotypic Profile of
Anftimicrobial Resistance

The results of this study showed that all samples of artisanal Minas Frescal cheese
contained thermotolerant coliforms and E. coli, and 31.8% of artisanal cheeses (7/22)
exceeded the limit imposed by Brazilian legislation of 3.0 log MPN /g for thermotolerant
coliforms [24]. Thermotolerant coliforms are a subgroup of total coliforms that ferment
lactose at temperatures between 44.5 and 45.5 “C, with the main representative being the E.
cali species, which is exclusively of fecal origin [8]. Food contaminated with E. coli is not
strictly associated with foodborne diseases, as this bacterium can commensally inhabit the
intestines of humans and various other animals. However, the presence of pathogenic E.
coli serotypes in food can cause gastrointestinal illnesses in consumers [13,25].

A total of 104 E. coli strains were isolated from the 22 samples of artisanal Minas
Frescal cheese, with genetic confirmation of the uidA and lacZB genes. The widA gene is
used for E. coli confirmation, as it is present in more than 95% of the strains of this bacterium
but absent in other Enterobacteriaceae species, making it a specific gene for the detection of
E. coli [26,27].

Ahmady et al. [28] isolated 76 suspected E. coli strains from raw cow milk and unpas-
teurized butter samples collected from dairy stores in Ahvaz, southwest Iran, detecting
the 11dA gene in 65.9% (50/76) of the strains, which were confirmed to be E. coli. Similarly,
Alsanjary et al. [29] analyzed 4(¥ bacteria collected from various dairy herds in Nineveh,
Irag, and observed that 35.0% (140/400) of the strains tested positive for E. coli through the
identification of the uidA gene.

Table 1 presents the antimicrobial susceptibility profile of the 104 E. coli strains iso-
lated from artisanal Minas Frescal cheese. The highest antimicrobial resistance rates were
observed for sulfonamide (85.58%, 89/104) and tetracycline (38.46%, 40/104).

Table 1. Antimicrobial susceptibility profile of Eschericlia coli isolates.

Antimicrobials R % (n) 1% (n) S % (n)
Amoxicillin * (AMC) 19.23 (20) 3.85 (4) 76.92 (80)
Cefotaxime (CTX) 1346 (14) 6.73(7) 79.81 (83)
Ceftazidime (CAZ) 1058 (11) 5.77 (6) 83.65 (87)
Ciprofloxacin (CIP) 23.08 (24) 1827 (19) 58.65 (61)
Chloramphenicol (CLO) 7.69(8) 2.88(3) 89.43 (93)
Gentamicin (GEN) 8.65 (9) 19.23 (20) 7212 (75)
Imipenem (IMP) 288 (3) 3.85(4) 9327 (97)
Sulfonamide (SUL) 85.58 (89) 481(5) 9.61 (10)
Tetracycline (TET) 38.46 (40) 288(3) 58.65 (61)
* Amoxsaillin and davulanic acd; R: resi [ d S ptible;n = ber of strains; % = percentage
of the total of 1M strains.

In the literature, several studies have reported high antimicrobial resistance rates
to sulfonamides and tetracyclines in E. coli isolated from raw milk and cheeses. Ribeiro
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et al. [30] reported that 93.0% of potentially pathogenic E. coli strains isolated from raw
milk samples in a small Brazilian farm producing fresh raw milk cheese were resistant
to sulfamethoxazole/trimethoprim. Messele et al. [31] analyzed 224 raw milk samples
collected from cows with mastitis at dairy farms in central Ethiopia and found an E. coli
prevalence rate of 7.1% (16), with a phenotypic resistance rate of 50% to sulfamethoxa-
zole/trimethoprim. Shoaib et al. [22] analyzed 209 samples collected from a large dairy farm
in Xinjiang province, China, and found that most of the 338 E. coli strains were resistant to
sulfamethoxazole/ trimethoprim (62.43%, 211/338) and exhibited a tetracycline resistance
rate of 28.99% (98 /338). Hassanien and Shaker [32] found E. coli O157:H7 strains in 11.3%
of dairy product samples, such as cheeses and yogurts, sold in Egypt, and these strains
exhibited high resistance to tetracycline (81.8%). Joubrane et al. [23] analyzed 195 raw
milk samples collected in Lebanon; among the 100 isolated E. coli strains, 41.0% showed
resistance to tetracycline. De Campos et al. [7] reported that, out of a total of 147 samples of
Minas Frescal cheese made from unpasteurized cow's milk in Brazil, 39 E. coli strains were
isolated, with the highest antimicrobial resistance rate found for tetracycline (25.6%).
Antimicrobials such as tetracyclines and sulfonamides are widely used in the treatment
of animal diseases. According to the USA’s Food and Drug Administration, in 2021, the
estimated proportion of antimicrobial drugs sold for use in food-producing animals, based
on therapeutic class, was 67% for tetracyclines, representing the highest sales volume in
the domestic market, with approximately 3916 kg of drugs sold. This was followed by
penicillins at 10% (619 kg), macrolides at 9% (524 kg), and sulfonamides at 5% (302 kg) [34].
It was observed that among the 104 E. coli strains, only 13 (12.5%) were sensitive
to all tested antimicrobials, while 91 (87.5%) exhibited resistance to at least one of the
tested antimicrobials. A total of 33 E. coli strains (31.8%) were identified as resistant to
three or more classes of antimicrobials and were therefore classified as multidrug-resistant
(MDR) bacteria. A total of 31 antimicrobial resistance profiles were identified (Table 2), with
resistance to SUL being the most frequent, being observed in 32.7% of E. wli strains (34/104),
followed by resistance to SUL-TET in 7.7% (8/104) and SUL-TET-CIP in 5.8% (6/104).

Table 2. Phenotypic antimicrobial resistance pattermns of Escherichia coli isolates.

Isolates Antibiotics n (%)

1 SUL 34(32.7)

TET 2(1.92)
3 SUL-AMC 1(0.96)
4 SUL-CAZ 3(2.88)
5 SUL-CIP 4(3.86)
6 SUL-CLO 1(096)
7 SUL-CTX 1(0.96)
8 SUL-GEN 3(2.88)
9 SUL-TET 8(7.69)
10 SUL-IMP 1(0.96)
11 SUL-CTX-CIP 1(0.96)
12 SUL-TET-CIP 6(5.76)
13 SUL-AMC-CIP 2(192)
14 SUL-CTX-AMC 1(0.96)
15 SUL-TET-AMC 2(1.92)
16 SUL-GEN-CIP 1(0.96)
17 SUL-CTX-TET-AMC 2(1.92)
18 SUL-CLO-AMC-CIP 1(0.96)
19 SUL-CTX-AMC-CAZ 3(2.88)
20 SUL-CLO-TET-CIP 1(096)

21 SUL-TET-AMC-CIP 2(1.92)
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Isolates Antibiotics n (%)

22 SUL-TET-GEN-CIP 1(0.96)

23 SUL-CLO-TET-AMC 1(0.96)

24 SUL-CTX-TET-AMC-CIP 1(0.96)

25 SUL-CLO-CTX-TET-CIP 1(0.96)

26 SUL-CLO-TET-IPM-CAZ 2(192)

27 SUL-CTX-TET-GEN-CAZ 1(0.96)

28 SUL-TET-GEN-AMC-CIP 1(0.96)

29 SUL-CTX-TET-AMC-CIP-CAZ 1(0.96)

30 SUL-CTX-TET-GEN-AMC-CIP 1(0.96)

31 SUL-CLO-CTX-TET-GEN-AMC-CAZ 1(0.96)

Total 91 (87.5)
n = number of strains; % = percentage of the total of 104 strains. AMC, amoxicillin/clavulanic acid; CTX,
Cefotaxime; CAZ, ceftazidime; CIF, ciprof) in: CLO, chk phenicol; GEN, g icin: IMP, imip SUL,

sulfonamide; TET, tetracydline.

Several studies from different regions have reported a considerable prevalence of
multidrug-resistant (MDR) E. coli in dairy products. In Egypt, Kasem et al. [35] observed
that 82.4% of 17 E. coli isolates from commonly consumed cheese varieties were MDR. In
Lebanon, Hussein et al. [36] found that 75.0% (89/118) of E. coli strains from 50 white soft
cheese (Akkawi) samples collected from 16 major retail stores in Beirut exhibited multidrug
resistance, particularly in unbranded products lacking proper pasteurization. In Ethiopia,
Messele et al. [31] reported MDR in 68.7% of E. coli isolates obtained from raw milk sampled
at central-region dairy farms, while Adzitey et al. [37] identified MDR in 40.5% (42/250) of
E. coli strains recovered from raw cow milk and related products collected from different
locations in the Saboba district of Ghana.

Multidrug-resistant E. coli has become a significant concern in human and veterinary
medicine. Dairy cattle may serve as reservoirs for zoonotic and antibiotic-resistant strains,
facilitating their spread through contaminated farm environments, milk, meat, or direct
contact with animals [14,22].

2.2. Determination of the Genotypic Profile of Antimicrobial Resistance of E. coli Isolates

In the present study, 65 E. coli strains (62.50%) out of the 104 analyzed carried sul-
fonamide resistance genes (Table 3). Most of the isolated E. coli strains harbored the sull
gene (57.69%, 60/104), with a large proportion of them carrying this gene alone (49.04%,
51/1(4). In total, 14 E. coli strains (13.46%) carried the sul2 gene, of which only 5 E. coli
strains (4.81%) carried sul2 alone. Accordingly, nine E. coli strains (8.65%) harbored both
sull and sul2 genes simultaneously. In the antibiogram analysis, most E. coli strains were
resistant to sulfonamide (85.58%, 89/1(04), and in the genotypic profile, 62 (59.61%) of
these phenotypically sulfonamide-resistant E. coli strains carried the sull and /or sul2 genes.
This result indicates that 69.66% of phenotypically sulfonamide-resistant E. coli strains
carried the sull and /or sul2 genes. Furthermore, a small proportion of E. coli strains (2.88%,
3/104) were phenotypically susceptible to sulfonamide but still harbored the sul1 and /or
sul2 genes.

Sulfonamides exhibit a broad spectrum of activity against most Gram-positive and
Gram-negative bacteria, acting through the competitive inhibition of the enzyme dihy-
dropteroate synthase (DHPS), which is essential for folic acid synthesis in bacteria. Folic
acid is crucial for the construction of bacterial DNA and RNA,; therefore, inhibiting its syn-
thesis prevents bacterial growth and replication. Sulfonamides have been used for decades
in animals and humans and sulfonamide resistance mechanisms have been frequently
identified in Gram-negative bacteria, mainly due to the acquisition of three resistance genes
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(sul1, sul2, and sul3), which encode DHFS isoforms with low affinity for sulfonamides.
These resistance genes have been identified in both bacterial chromosomes and plasmids,
often associated with mobile genetic elements such as transposons and integrons. This
genetic mobility facilitates the transfer of sul genes, contributing to the spread of resistance
among different bacterial populations [35—41].

Table 3. Percentage occurrence of various antibiotic resistance genes in 104 Escherichia cali isolates.

. . . Total of E. coli Phenotypically Phenotypically
Antimicrobial Resistance ™ grains Resistant E. coli  Susceptible E coli
n (%) n %) n (%)
Sul genes
sull 51 (49.04) 45(45.15) 3(288)
sul? 5(4.51) 5(4.81) 0
sull 4 sul2 O (8.65) 9 (8.65) 0
Total sul genes &5 (B250) 62 (59.61) 3(2.88)
Tet genes
tetA 22(21.15) 11 (10.57) 11 {10.57)
fetB 10 (9.61) 3(2.88) 7673
tetA + fetB 36 (34.61) 3(2212) 13 (12.50)
Total tet genes &8 (65.38) 37 (3556) 31 (29.80)
Bln genes
Bl 22 (21.15) 1 (0.59%) 20(20.19)
blaren 9 (8.65) 3(2.88) & {5.77)
blagun, 10 (9.61) 3(2.88) 7673
Bl g pg + Marey 14 (13.46) 5 (7.69) 6 {5.77)
blagr. + Blagy 3(2.88) 1(0.96) 2(192)
bl’.ﬂ'sul,: + bf.ﬂ'rm 3 Q.SE] 1 {ﬂ?&] 2 {1.923
bla g pq + blagea + Bagpy 5 (4.50) 3(2.88) 2{192)
Total bla genes 58 (55.77) 20(1923) 45 {43.26)
Catl and clmA genes
cafl 4 (385) 1 (0.59%) 3 (288)
clmA 18 (17.31) 1 (0.%:) 17 (16.35)
catl + clmA 1 (0.96) o 1 {096)
Total cafl and clmA 23(2212) 2(1.92) 21420.19)

n = number of strains; % = p:rc:‘rm.gcnfﬂ'l.:tﬂlal-nf 14 strains.

The sull and sul? genes are frequently detected in E. coli, while the sul3 gene is
much less common. The sull gene is highly prevalent due to its location within the
J-conserved segment of class 1 integrons. Consequently, it is frequently co-located with
other antimicrobial resistance genes carried on gene cassettes in the variable region of
these integrons. Class 1 integrons containing sul1 have been detected in E. colf from both
healthy and diseased food-producing animals worldwide. The sul2 gene is also widely
distributed among E. cofi isolates from different animal species across various regions of
the world [38,39].

Ombarak et al. [21] evaluated 25 E. coli isolates phenotypically resistant to sulfon-
amides from samples of raw milk and the two most popular cheeses in Egypt and found
that 25 strains (100%) carried the sul? gene, 7 strains (28%) carried sull, and 3 strains
{12%) carnied sul3. Shoaib et al. [22] isolated 211 E. eoli stramns resistant to trimetho-
prim /sulfamethoxazole from a dairy farm environment in Xinjiang, China, and observed
that 142 strains (67.3%) carried sul2, 59 strains (27 9%) carried sull, and 38 strains (18.1%)
carried sul3. Kuzeubaveva et al. [41] analvzed 207 samples of three types of cheese pro-
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duced in Karzakhstan and observed that 31.4% of the cheese samples were contaminated
with E. coli. The samples of soft cheese produced by small farms (80% of the samples) and
packaged at the retail site (100%) showed the highest level of contamination. A total of
65 E. coli strains were isolated, of which 20 strains (30.8%) carried the sull gene.

It was observed that 68 E. coli strains (65.38%) out of the 104 isolates carried tetracycline
resistance genes (Table 3). Among these, 58 E. coli strains (85.29%) harbored the fefA gene,
with 22 E. coli strains (21.15%:) carrying only this gene. Additionally, 46 E. colf strains
(67.64%) carried the fefB gene, with only 10 E. coli strains (9.61%) carrying this gene
exclusively. Finally, 36 E. coli strains (34.61%) simultaneously harbored both tetA and tetB
genes. Regarding the phenotypic profile, 40 E. coli strains (38.46%) exhibited tetracycline
resistance, while in the genotypic profile, 37 of the resistant E. coli strains (35.56%) carried
the fetA and /or fetB genes. Therefore, 92.5% of E. coli strains resistant to tetracycline in the
antibingram carried the fetA and for fefB genes. Additionally, among the 104 E. cofi strains
analyzed, 31 (29.80%) were susceptible to tetracycline in the antibingram, but still carried
the tetA and for tefB genes.

Tetracycline resistance is widespread in E. coli from livestock, mainly mediated by
efflux pumps encoded by fet genes. Among these, tefA and fefB are the most common,
often carried on plasmids assocated with mobile genetic elements such as transposons and
integrons [42—45].

Several studies in the literature have reported the presence of fefA and tetB genes
in E. coli isolated from raw milk and cheeses. Ombarak et al. [21] evaluated 61 E. coli
isolates from 187 samples of raw milk and the two most popular cheeses in Egypt, all
phenotypically resistant to tetracycline, and found that 53 strains (86.9%) carried the fefA
gene, 9 (14.8%) carried fefB, 1 (1.63%) carried tef[), and none carried fefC. Shoaib et al. [22]
analyzed 98 E. coli strains isolated from a large dairy farm in Xinjiang province, China, all
phenotypically resistant to tetracycline, and found a higher presence of the fetB gene in 69 E.
coli strains (70.4%), followed by fetA in 11 E. coli strains (11.2%), and no presence of the fetD
gene. Belaynehe et al. [23] reported that 88 E. coli isolates (95.7%) from cattle farms, out of a
total of 92 tetracycline-resistant isolates, carried tetracycline resistance genes. Among them,
47 E. coli isolates (51.1%) harbored the fetA gene, while 41 (44.6%) harbored tefB. Messele
etal. [31] analyzed 16 E. coli strains isolated from raw milk samples from cows with mastitis
at dairy farms in central Ethiopia and found that eight isolates (50.0%) carried the fefA
gene. Tabaran et al. [46] isolated 27 enterotoxigenic E. coli (ETEC) and verotoxigenic E.
colt (VTEC) strains from 120 raw milk samples and 80 unpasteurized cheese samples sold
in Eomania. Among these, 48.1% of E. coli strains (13/27) tested positive for tetracycline
resistance genes. The tetA and fetB genes were identified in 38.5% of E. coli strains (5,/13),
tetC was identified in 30.8% (4/13), and 23.1% of E. coli strains {3,/13) were positive for fetA,
tetB, and tetC.

A notable finding in this study was the presence of f-lactam antimicrobial resistance
genes (blaCTX-M, blaTEM, and MaSHV) in 58 E. coli strains (55.779%) (Table 3). However,
lower resistance rates were observed in the phenotypic profile for the tested p-lactam
antimicrobials: 19.23% (20/104) for amoxicillin/ clavulanic acid, 13.46% (14 104) for cefo-
taxime, and 10.58% (11/1(4) for ceftazidime. Thus, most E. coli strains (43.26%, 45/104)
that carried (-lactam resistance genes were susceptible in the antibiogram. Meanwhile,
20 E. coli strains (19.23%) were resistant in the antibiogram to amoxicillin/clavulanic acid
and/or cefotaxime and /or ceftazidime and carried p-lactam antimicrobial resistance genes.

The most frequently detected p-lactam antimicrobial resistance gene in E. coli strains
was blaCTX-M (21.15%, 22,/104). Additionally, 14 E. coli strains (13.46%) simultaneously
carried the baCTX-M and blaTEM genes, while 10 (9.61%) harbored only the MaSHV gene.
The blaTEM gene was found in nine strains (8.65%), whereas five (4.81%) carried all three
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genes (blaCTX-M, blaTEM, and blaSHV). Finally, three strains (2.88%) presented a combina-
tion of blaCTX-M and blaSHV genes, and another three (2.88%) carried a combination of
blaSHV and blaTEM genes.

Gram-negative bacteria, especially species such as Escherichia coli and Klebsiella pneumo-
nige from the Enterobacteriaceae family, which produce extended-spectrum $-lactamases
(ESBLs), are among the main causes of resistance to B-lactam antimicrobials. ESBL-
producing bacteria are resistant to penicillin and its derivatives, as well as first-, second-,
and third-generation cephalosporins and monobactams. This resistance is mainly due to the
production of CTX-M, TEM, and SHV B-lactamases, which are encoded by the bla-CTX-M,
bla-SHV, and bla-TEM genes, respectively. The genes encoding ESBLs are frequently located
on plasmids and housed within transposons, facilitating their spread among human and
animal hosts. This phenomenon is a significant concern as it compromises the effectiveness
of commonly used antimicrobials in the treatment of bacterial infections [47-49].

Several studies in the literature have reported a high prevalence of $-lactam antibiotic
resistance genes in E. coli strains isolated from milk and dairy products. Shoaib et al. [22]
isolated 263 E. coli strains resistant to cefotaxime from a dairy farm environment in Xinjiang,
China, and observed that 148 strains (56.3%) carried the blaTEM gene, 68 (25.8%) carried
blaOXA, and 59 (22.4%) carried blaCTX-M. Eldesoukey et al. [50] examined a total of
240 samples (75 from diarrheic calves, 150 from milk samples, and 15 from workers) for
the prevalence of EPEC in three dairy farms in Egypt, and 28 EPEC isolates were detected.
Among these 28 EPEC isolates, 5 strains (17.90%) carried the blaSHV gene, 3 (10.70%) carried
both the blaTEM and blaCTX-M genes, 2 strains (7.10%) carried biaTEM, and 1 strain (3.60%)
carried blaCTX-M, totaling 11 EPEC strains (39.30%) with the presence of the studied genes.

Ombarak et al. [21] reported that among 42 E. coli isolates resistant to ampicillin,
obtained from 187 samples of raw milk and the two most popular cheeses in Egypt,
40 isolates (94.23%) carried the blaTEM gene, 9 (21.42%) carried blaCTX-M, and 3 (7.14%)
carried blaSHV. In the same study, 10 E. coli isolates resistant to ampicillin were identified as
ESBL producers, of which 9 (9%0.00%) carried the blaCTX-M gene, 8 (80.00%) carried blaTEM,
and 1 (10.00%) carried blaSHV. Among these, five ESBL-producing isolates (50.00%) carried
both the blaCTX-M and blaTEM genes. Tabaran et al. [46] reported that, out of 27 pathogenic
E. coli strains isolated from 120 raw milk samples and 80 unpasteurized cheese samples
sold in Romania, 33.3% (n = 9) carried the beta-lactamase gene blaTEM and none of the
samples tested positive for blaSHV.

In this study, the caf1 and cImA genes (associated with resistance to phenicols) were
detected in 23 E. coli isolates (22.12%), with only 2 strains (1.92%) being phenotypically
resistant to chloramphenicol. Most of the strains (20.19%, 21/104) were phenotypically
sensitive to chloramphenicol yet still carried resistance genes to phenicols (Table 3). It was
observed that most of the E. coli strains carried the clmA gene (10/104, 17.31%), while 4 E.
coli (3.85%) carried catl, and 1 (0.96%) carried both catl and clmA.

Phenicols are broad-spectrum antimicrobials commonly used in veterinary practice.
Due to the severe toxicity of chloramphenicol, which can lead to life-threatening blood
disorders such as irreversible aplastic anemia, hypoplastic anemia, thrombocytopenia,
and granulocytopenia, its use in food-producing animals was prohibited in the European
Union in 1994 and in Brazil in 2003. However, the fluorinated derivative florfenicol remains
approved for treating bacterial infections in livestock [14,51].

A total of 60 genotypic antimicrobial resistance patterns of E. coli isolates were iden-
tified (Table 4), representing 80.77% of the isolated E. coli strains (84/104). The most fre-
quent genotypic antimicrobial resistance patterns were blaCTX-M-sull-fet A-tetB-blaTEM,
observed in 4.81% of the strains (5/104), and sull-tetA-tetB, observed in 3.85% of the
strains (4/104).
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Table 4. Genotypic antimicrobial resistance patterns of Escherichin coli solates.
Isolates Genes n Yo
1 clmA-blary pq-s1ull-tet A-tet B—blappp—blagy, 1 196%
2 bl ag-sull—tet A—tet B-blaypy—blagyy 2 1.92%
3 Marry.agswell-sul2-tet A-detB-Blagyy 1 096 %%
4 blacry. ppsull—sul2—tet A—tet B-blarryy 2 1.929%,
5 clmA-blarry g sulltet A—tet B-blagyy, 1 (196%
fr by pp-sul1—sul2—tet A-bla gy 1 (965
7 blarry. pg-sull—sul2—tet A—tetB 1 096 %%
8 Blacy. pp-sull—tet A-blapyg Blaggn, 1 196%
9 blarry.ag-sull-tet A—tetB—bla gy 1 (1965
10 blary. g sull-tet A—tet B-blarrpy ] 4 81%
11 Marry. pp-sull—tef B-blappsy blacyy 1 (0.96%
12 catl-blacry.psul 1-4efB-blatpsy 1 196%
13 caf1—clmA—sul 1-tetB—blayy 1 (965
14 clmA-blarry.pgsull-tetA—tefB 1 096 %%
15 clmA-blary. g sull—sul2—tefB 1 0.96%
16 clmA-bla-y. - tet A-fetB-blatpyy 1 (196%
17 sull—sul2—tetA—tet B—blagyy 1 (965
18 sull—sul2—tetA-blagey—blagyy 1 096 %%
19 sull-sul2—teb A—tet B—blacyn 1 196%
20 sull—tetA—tetB—-bayry—blagyy 1 (1.965%%
21 blagry. ppsull-tet A-blarpyy 1 (965
bl My, pg-sul2—tef Aot B 1 (0.96%
i blary g tet A—tet B—blaryg 1 196%
24 ey ag-swll-tet B-blapy 1 (965
25 My, ag-sull—tef Aot B 2 1.929%
24 cat1-blary pq-sull-tetA 1 196%
27 clmA-blacry.pg-sul2-Blappy 1 (1965
28 clmA-blary. - tetA-tetB 1 (965
29 clmA-blacry. g tetB-Blarpay 1 (0.96%
30 clmA—sull-tet A-blagpy 1 196%
31 clmA-sull-tet A—fetB 1 (196%
32 cimA—tet A-tetB-blacyy 1 096 %%
33 sull-tetA-blarpy—blaguy 1 0.96%
H sull-tet A—fet B—blagyy, 2 1492%
35 sull-tet A—tet B-blayeug 3 2 B8%
36 blarry. g sull—sul2 1 096 %%
a7 blarpy pqsull—tetA 3 2 88%
38 Blacry.p-tetA-blarpy 1 (1965
39 blaryy. pqsull-tetB 1 (965
40 blary. py-tet At B 2 1.929%
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Table 4. Conl.

Isolates Genes n Y
41 catl-blacry.pg-tetA 1 (9%
42 catl-sull-blarpsy 1 0.9%%
43 clmA—sull-blaypy 1 0.96%
44 clmA—sull-tetA 1 (.96%
45 clmA—tetA-blaTpy 1 (9%
i sull—fet A-tetB 4 3.85%
47 sull-tetB-blagyy 1 0.96%
48 sull—tefB—blarpsy 1 (9%
49 Marry.ag-Blacy 1 0.9%%
50 bla-ry. ay-sul2 1 0.96%
51 blacry-a-Maren 1 (965
52 blacry.—tetB 1 0965
53 blarry. s—tetA 1 0.9%%
) clmA-blarry.m 3 288%
55 climA—sul? 1 (.96%
56 sull-blagyyy 3 2 B8%
57 sul1-blary 2 192%
58 sull-tetA 3 2 88%
59 sul2-tetA 1 0965
1] tetA 2 1.92%

Total B4 8077

In the present study, seven E. coli strains were found to exhibit a resistant phenotype
without carrying any of the resistance genes investigated. These strains likely harbor
other antimicrobial resistance genes not included in the current analysis. On the other
hand, several E. coli isolates did not show resistance in the antibiogram but expressed
resistance genes in PCE. Becent studies have been published referring to these genes as

‘silent genes’ [16-20].

Silent genes are DNA sequences that are usually imactive or expressed at very low
levels but can be activated by mutations, recombination, or transfer to a new host [16].
Some genes may appear silent in the laboratory vet are expressed in natural environments.
Like other genes, silent genes can spread via horizontal gene transfer. Studying the full
resistome, including silent genes, is crucial for understanding antibiotic resistance, as both
resistant and phenotypically susceptible strains should be considered [16-20].

Figures 1-3 present the analyses of phenotypic and genotypic resistance categories
across markets and, consequently, cheese samples. The associations between markets
and phenotypic (Figure 1) and genotypic (Figure 2) resistance categories were weak, with
small effect sizes and non-significant chi-square values (p = 043 and p = (.32, respectively),
indicating that resistance profiles were broadly distributed among the markets and their
corresponding cheese samples, without apparent geographical differences in antimicro-
bial resistance patterns. The distribution of antimicrobial resistance genes across cheese
samples (Figure 3) also showed limited evidence of dependence (p = 0.98), suggesting
that resistance genes were not clustered in specific markets or cheese samples. Owverall,
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these results indicate that phenotypic and genotypic resistance traits are dispersed across
the sampled markets, and there is no significant concentration of resistance patterns in
particular locations or products.
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Figure 1. Phemolypic resistance distribution across markets.
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Figure 2. Genotypic resistance distribution across markets. Not found indicates that none of the
investigated genes were detected.

All antibiotics indicates susceptibility to all tested antibiotics. AMC, amodalling davulanic
acid; CAZ, ceftazidime; CIF, ciprofloxacin; CLO, chloramphenicol; CTX, Cefotaxime; GEM,
gentamicin; IMP, imipenem; SUL, sulfonamide; TET, tetracycline

Minas frescal cheese has intrinsic factors, such as high moisture, neutral pH, and
nutrient richness, which favor bacterial growth. This, combined with the use of raw milk in
its production, results in a high level of contamination with potentially pathogenic bacteria,
including E. coli. The situation is further aggravated by the presence of both genotypic
and phenotypic antimicrobial resistance in these bacteria. Therefore, it is essential to
implement educational programs for small-scale artisanal cheese producers, emphasizing
the prohibition of using raw milk in the production of fresh cheeses, and strengthening
market surveillance of these products. Such measures are fundamental to improving
food safety and protecting consumers from potential health risks associated with the
consumption of these cheeses [7.8,10-12].
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Figure 3. Antimicrobial resistance genes distribution across cheese samples. Not found indicates that
none of the investigated genes were detected.

3. Material and Methods
3.1. Sample Collection

A total of 22 samples of artisanal Minas Frescal cheese were collected from 8 different
farmers’ markets in the Federal District, Brazil, between February 2022 and March 2024,
with 2 to 3 samples from different vendors collected at each market. The samples were
immediately transported to the laboratory in a thermal box containing ice, and microbio-
logical amalyses began a maximum of one hour after collection. All samples were analyzed
in triplicate, meaning three aliquots were taken from each package, and the results were
expressed as means and standard deviations.

3.2, Enumeration of Thermotolerant Coliforms and Isolation of E. coli

Enumeration of thermotolerant coliforms and isolation of E. coli were performed
according to the methods described by Feng et al. [52]. For the analysis, 25 g of each
sample was weighed and diluted in 225 mL of (0.1% peptone water (w/v). The material
was homogenized, resulting in the first dilution (107"}, Subsequent decimal dilutions
{up to 10%) were prepared from this initial dilution. The determination of the Most
Frobable Mumber (MFPN) of thermotolerant coliforms was conducted using the multiple-
tube fermentation technique, starting with the presumptive test. This involved inoculating
each sample dilution into Lauryl Sulfate Tryptose Broth (HiMedia, Thane, India). The tubes
were incubated at 37 “C for 24 h. A positive result was indicated by turbidity in the broth
accompanied by gas production in the Durham tubes. Aliquots from the positive tubes
in the presumptive test were inoculated into tubes containing Escherichia colf broth (EC
broth, Kasvi, Madrid, Spain) to confirm the presence of thermotolerant coliforms. The tubes
were incubated in a water bath at 45 °C for 24 h. Again, a positive result was indicated
by turbidity accompanied by gas production. The results were expressed as log MPM /g
For the isolation of E. cofi, aliquots of the EC broth were streaked onto MacConkey Agar
(HiMedia, Thane, India), and the plates were incubated at 37 “C for 24 h. Subsequently,
6 strains suspected of being E. coli (strongly lactose-fermenting colonies) were isolated from
each sample, each presenting distinct antibiograms, totaling 132 suspected strains. These
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strains were subjected to molecular identification using the polymerase chain reaction
(PCR) technique to confirm the presence of E. coli. After genetic identification, 104 strains
were confirmed as E. coli. The uidA gene was not amplified in 28 strains; therefore, these
strains were discontinued.

3.3. Bacterial DNA Extraction

The isolated bacterial colonies were cultured in Mueller-Hinton broth (Kasvi Madrid,
Spain) for 18-24 h. Then, DNA extraction was performed using the Purelink Genomic
DNA Mini Kit Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), following the
manufacturer’s protocol for Gram-negative bacteria. The quality of the extracted DNA was
assessed via electrophoresis on a 2% (w /v) agarose gel, and the DNA concentration was
quantified using the NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). The
DNA products were diluted with Milli-Q water to an average concentration of 20 ng/ul.

3.4. ldentification of E. coli

For the identification of E. coli, the uidA gene, which encodes the enzyme B-glucuronidase,
and the lacZB gene, which encodes the enzyme [B-galactosidase, were used as characteristic
markers of the species [27]. The primers sequences are detailed in Table 5.

Table 5. Primers sequences and amplified product sizes for the identification of Escherichia coli.

Gene Primer Sequence (5" — 3') Product Size (bp) Reference

F: ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC , 3
lacZB . CACCATGCCGTGGGITICAATATT 876 Moliou oral: P17}

F: TGGTAATTACCGACGAAAACGGC

uidA R: ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG 162 Molina etal. [27]

F: foward E[*J'); R: reverse (5'—3'); bp: base pairs.

For the uidA gene, the PCR thermocycling conditions were as follows: initial denatu-
ration at 95 °C for 2 min, 35 cycles of denaturation at 95 °C for 1 min, annealing at 60 °C
for 1 min, and extension at 72 °C for 1 min. For the lacZB gene, the PCR thermocycling
conditions were initial denaturation at 94 “C for 5 min, 35 cycles of denaturation at 94 °C
for 1 min, annealing at 60 “C for 1 min, and extension at 72 °C for 1 min, followed by
a final extension at 72 °C for 8 min. Gene fragment amplification was carried out using
the following thermocyclers: Life Express Thermal Cycler, model TC-96,/G/H(b); Swift
MiniPro Thermal Cycler, model SWT-MIP-0-2-1; and Life Touch Thermal Cycler, model
TC-96/G/H(b)B. The PCR products were subjected to electrophoresis on 2% (w/v) agarose
gel (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), stained with ethidium bromide
(Sigma-Aldrich-Merck, Darmstadt, Germany), at a power setting of 50 W. The results
were visualized under ultraviolet (UV) light using a 100 bp DNA ladder molecular weight
marker (Ludwig Biotecnologia, Porto Alegre, Brazil).

3.5. Antimicrobial Susceptibility Profile of E. coli

The antimicrobial susceptibility test for E. coli strains was performed using the stan-
dard Kirby-Bauer disk diffusion method [53]. The bacterial inoculum was prepared by
a direct suspension of microbial growth in Mueller-Hinton broth, adjusted to a turbidity
equivalent to the 0.5 McFarland standard. The microbial inoculum was spread uniformly
on the surface of a Mueller-Hinton agar plate using a sterile swab. After the inoculum dried,
antimicrobial agent disks were applied. Results were obtained after 24 h of incubation at
37 °C by measuring the inhibition zone diameters in millimeters. The antimicrobials and
reference values for interpreting inhibition zones are detailed in Table 6. E. coli showing
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resistance to three or more antimicrobial agents from different classes were classified as
multidrug-resistant {MDR).

Table 6. Antimicrobials, concenteations used, and refesence values for the interpretation of inhibition
zones in the antimicrobial susceptibility test for Escherichia coli.

Antimicrobials Concentration Class S {mm} I dmm) R {mm}
Amoxicillin * {AMC) 200+ 10 g B-lactam,/ Penicillin <13 14-17 =1B
Cefotaxime (CTX) 30 g p-lactam/ Cephalosporin =22 =25 =2
Ceftaridime [CAF) 30 g fi-lactam / Cephalosporin <17 15-20 i |
Ciprofloxacin (CIF) S5ug Quimalone <21 a5 =26
Chiloramphenicol (CLOY 30 g Mhenicol =12 1517 =18
Gentamicin {GEMN) 10 g Aminoglycoside 12 15314 15
Inﬁpm.:m (I 1 BE B-lachaﬂ_."carbu.pemm <19 h}-22F =%
Sulfonamide (SUL) 300 pg Sulfonamide =13 14-17 =1B
Tetracycline (TET}) 30 g Tetracycline =22 =25 =2

* Amoxicillin and davubanic acid; HE: nticn:vs'nrn; E: resistant; | intermediate; S !.'l.m']:!ﬁb]:: mm: millimeter.

Antimicrobial drugs were selected based on different classes and their importance for
veterinary use (mainly in dairy cattle farming) and /or their relevance for human medicine.
Thus, the drugs with the highest veterinary use include tetracyclines followed by the
penicillin class (such as amoxicillin combined with clavulanic acid), the phenicol class
{although chloramphenicol is banned, the fluorinated derivative florfenicol is licensed for
the treatment of bacterial infections in food-producing animals), and the sulfonamide class
{sulfonamides). On the other hand, the use of drugs such as ciprofloxacin (quinolones) and
cefotaxime and ceftazidime {cephalosporins) in animal disease treatment is more restricted
and controlled due to their critical importance in human medicine [54,55]. Although
gentamicin (aminoglycoside) is permitted for veterinary use in Brazil, as in human medicine,
its use is limited due to the risk of toxicity [56,57]. Finally, imipenem {carbapenem) is
prohibited for use in animal treatment due to its critical importance in human medicine,
where it is considered a last-resort antibiotic [55].

3.6. Detection of Antimicrobial Resistance Genes m E. colf

All104 E. coli strains were examined for the presence of the following antimicrobial
resistance genes: sull and sul? (resistance to sulfonamides); tetA and fefB (resistance to
tetracyclines); BlaCTX-M, blaTEM, and blaSHV {resistance to f-lactams); and cefl and clmA
(resistance to chloramphenicol). The primer sequences and PCR conditions are described
in Table 7. Gene amplification was carried out using the following thermocyclers: Life
Express Thermal Cycler, model TC-96/G/Hib); Swift MiniPro Thermal Cycler, model
SWT-MIP-0-2-1; and Life Touch Thermal Cycler, model TC-9% /G /Hib)B. For agarose gel
electrophoresis, 8 microliters of the PCR amplification products, supplemented with 2 ul
of bromophenol blue (Dindmica Quimica, Sao Paulo, Brazil), was subjected to separation
using 2% (w,v) agarose gel electrophoresis (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) under a constant voltage of 50 V. The DNA fragments were stained with ethidium
bromide (Sigma-Aldrich-Merck, Darmstadt, Germany) and visualized under ultraviolet
(U] light. A 100 bp marker {Ludwig Biotecnologia, Porto Alegre, Brazil) was used as a
maolecular weight reference standard.
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Table 7. Primer sequences for the detection of antimicrobial resistance genes in Escherichia coli and
PCR conditions.

Gene Primer Sequence (5 — 3} F and R bp PCR Conditions Reference

Initial denaturation at 94 “C for
5 min; 30 cycles of denaturation

sull CTTCGATGAGAGCCGLOGGC 338 at ' °C for 60 s; annealing at
GCAAGGCGGAAACCOGOGCC 56 “C for 60 5; extension at 68 "C
for 6 72 “C for 10 min for

final extension

Qiu et al. [59]

Initial denaturation at 95 “C for
10 min; 35 cycles of denaturation
i GOGCTCAAGGCAGATGGCATT 203 at 94 “C for 45 5; annealing at
GOGTTTGATACCGGCACCCGT 55 °C for 50 5; extension at 72 °C
fior 50; 72 °C for 10 min for

final extension

Arabi et al. [60]

Initial denaturation at 94 “C for
60 5; 30 cycles of denaturation at
Lot GGCGGTCTTCTTCATCATGT 5 95 “C for & s; anmealing at 55 °C
COGCAGGCAGAGCAAGTAGA fior 60 5; extension at 72 °C for
&l s 72 °C for 8 min for
final extension

Belaynehe et al. [23]

Initial denaturation at 94 “C for
& 5; 30 cycles of denaturation at
1eB TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG &59 95 “C for 30 s; annealing at 55 “C
GTAATGGGCCAATAACACCG for 30 5; extension at 72 °C for
6 s5: 72 °C for 8 min for
final extension

Ahmed et al. [#1]

Initial denaturation at 94 “C for
60 5: 36 cycles of denaturation at
ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 94" C for 30 5; anmealing at 58 “C
blces.pt TGGGTRAARTARGTSACC AGAAYCAGCGG e fior 60 5; extension at 3§2 “C fior Boyd et al. [&2]
60 s; 72 °C for 10 min for
final extension

Initial denaturation at 95 “C for
3 min; 35 cycles of denaturation
e TIGGGTGCACGAGTGGGTTA 06 at 94 °C for 80 5; annealing at
TEM] TAATTGTTGCOGGGAAGCTA 55 “C for 60 5; extension at 72 °C
for 1 5: 72 °C for 7 min for

final extension

Gundran et al. [58]

Initial denaturation at 95 “C for
3 min; 35 cycles of denaturation
TCGGGOOGCGTAGGCATGAT at 94 °C for 60 s; annealing at
blagyy ACCACGOCGACAATCCCGOG 6B cxoC for60s; extension at 2o ovndranetal [63]
for 15; 72 °C for 7 min for
final extension

Initial denaturation at 94 “C for
5 min; 30 cycles of denaturation
catl AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 547 at 94 °C for 30 5; annealing at
TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC 50 “C for 30 5; extension at 72 “C
for 1 5; 72 °C for 10 min for

final extension

Van et al. [#4]

Initial denaturation at 94 “C for
5 min; 30 cycles of denaturation
COGCCACGGTGTTGTTGTTATC at %4 “C for 30 s; annealing at
CACCTTGCCTGCCCATCATTAG 50 °C for 30 5; extension at 72 °C
far 1 5; 72 %C for 10 min for
final extension

i Van et al. [#4]

F: foward {5 =3k R: mwmlS'—rJ'];bp: base Pai:rs.
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3.7. Statistical Analysis

To investigate potential associations between phenotypic and genotypic resistance
categories across markets and cheeses, chi-square tests of independence were performed
on the main categories. Cramér’s ¥V was computed to estimate effect sizes, and p-values
were adjusted using the Benjamini-Hochberg procedure. The analyses indicated assoa-
ations between market and resistance categories, as well as patterns of phenotypic and
genotypic resistance distribution across cheeses. Statistical analyses were conducted in
Python {version 3.11; Python Software Foundation, Wilmington, DE, USA).

4, Conclusions

In this study, a total of 104 E. coli strains were isolated from 22 samples of artisanal
Minas Frescal cheese, with the highest rates of phenotypic antimicrobial resistance observed
for sulfonamides (85.58%, §9,/104) and tetracyclines (38 46%, 40/104). In the genotypic
profiles, most E. col isolates carried the sulfonamide resistance genes sull and /or sul2
(62.50%, 65/ 104), the tetracycline resistance genes tetA and /or fetB (65.38%, 68,/ 104), and
the j-lactam resistance genes bisCTX-M, blaTEM, and for blaSHV (55.77%, 58/1(4). The
high prevalence of E. coli strains exhibiting both phenotypic and genotypic antimicrobial
resistance in artisanal Minas Frescal cheese raises public health concerns due to the potential
dissemination of these resistance determinants through the food chain. These findings
highlight the need for stricter regulation and more effective oversight of the production
and commercialization processes of these artisanal cheeses, as well as the implementation
of educational strategies for producers regarding the microbiological risks associated with
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