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RESUMO

A microbiota dos queijos é bastante diversificada e sua caracterizacdo pode fornecer
informacdes relevantes sobre qualidade microbiolégica e questbes sanitérias.
Investigacdes sobre o papel dos queijos como reservatério de bactérias resistentes
aos antimicrobianos tem suscitado preocupacdes, a medida que o fenbmeno da
resisténcia ganha visibilidade na abordagem de Saide Unica. Considerando a
relevancia economica e cultural do Queijo Minas Frescal (QMF), o objetivo deste
estudo foi elucidar a identidade de populacdes bacterianas dominantes em sua
microbiota através do sequenciamento de alto rendimento, e investigar o envolvimento
do QMF na ecologia da resisténcia aos antimicrobianos. Para o sequenciamento da
microbiota, o fluxo de trabalho consistiu no processamento das amostras, extracao de
DNA, preparacao da biblioteca de amplicon 16S rRNA, sequenciamento na plataforma
lllumina MiSeq e analise de dados utilizando ferramentas de bioinformética. Além
disso, os padrbes de suscetibilidade bacteriana aos antimicrobianos foram avaliados
para bastonetes Gram-negativos isolados de amostras de QMF em Agar MacConkey.
A extracdo de DNA e pesquisa de integron de classe 1 por técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para os isolados que apresentaram
resisténcia a algum dos antimicrobianos testados. Trés bastonetes Gram-negativos
nao fermentadores de glicose (BGNNF) foram selecionados para o sequenciamento
completo do genoma, baseando-se na relevancia do fendtipo de resisténcia
apresentado e na presenca de integrons de classe 1. Primeiramente, através do
sequenciamento da microbiota do QMF, observou-se que os queijos foram agrupados
em marcas, exibindo perfis bacterianos Unicos que variaram em diversidade e
abundancia de taxons. O filo Proteobacteria foi dominante em todas as amostras,
correspondendo a uma média de 88,7% de todas as sequéncias. Grupos de bactérias
associados a baixa qualidade sanitaria como Pseudomonas, Acinetobacter e Vibrio
foram frequentes na maioria das marcas. A microbiota central comum (core)
compartilhado por 100% das amostras apresentou predominancia de enterobactérias.
Um total de 217 bastonetes Gram negativos foram recuperados por cultura seletiva
das amostras de QMF. O perfil de susceptibilidade dos isolados recuperados
demonstrou que, entre as enterobactérias, 37% foram resistentes a ampicilina, 10% a
cefoxitina e 16% a amoxicilina. Entre os BGNNF, 76% foram resistentes a ampicilina,
71% ao sulfazotrim e 6% a ceftazidima. O gene para integron de classe 1 foi detectado
em trés isolados BGNNF resistentes a ampicilina e sulfazotrim, dos quais dois
pertenciam a mesma linhagem. Os isolados selecionados para o sequenciamento
completo de genoma foram identificados como Acinetobacter ursingii, Pseudomonas
juntendi e Pseudomonas spp. Andlises preliminares dos genomas revelaram a
presenca de genes associados a expressao de bombas de efluxo e resisténcia aos
aminoglicosideos. Em geral, os dados relatados apontam para uma preocupacao
guanto a ocorréncia de patdégenos oportunistas em QMF, 0s quais podem atuar como
hospedeiros de genes de resisténcia aos antimicrobianos, configurando um risco
adicional para os consumidores.

Palavras-chave: Queijo Minas Frescal, Microbiota; Sequenciamento de alto
rendimento; Resisténcia; Antimicrobiano; Integron.



ABSTRACT

The cheese microbiota is highly diverse, and its characterization may provide
knowledge about microbiological quality and sanitary safety issues. Of special interest
concerns are rising on the role of cheeses as reservoir of bacteria resistant to
antimicrobial drugs as the resistance phenomena gain visibility in the One Health
approach. Considering economic and cultural relevance of Minas Frescal Cheese
(MFC), the aim of this study was to elucidate the identity of dominant bacterial
populations in its microbiota through high-throughput sequencing, and to investigate
the involvement of MFC in the ecology of antimicrobial drug-resistance. For microbiota
sequencing, the workflow consisted of sample processing, DNA extraction, 16S rRNA
amplicon library preparation, sequencing on the Illumina MiSeq platform and
bioinformatics data analysis. In a second moment, antimicrobial susceptibility patters
were evaluated for Gram-negative rods isolated in QMF samples on MacConkey Agar.
DNA extraction and class 1 integron screening using the polymerase chain reaction
(PCR) technique were performed for isolates that showed resistance to any of the
antimicrobials tested. Three non-fermenting Gram negative (NFGN) rods were
selected, based on the relevance of their resistance phenotype and presence of classl
integrons, for whole genome sequencing. In high-throughput sequencing analsys, it
was observed that cheeses were brand-clustered, exhibiting unique bacterial profiles
which varied in diversity and abundance of taxa. Proteobacteria dominated in all
samples, corresponding to a mean of 88.7% from all sequences. Bacteria groups
associated with low sanitary quality such as, as Pseudomonas, Acinetobacter and
Vibrio were highly frequent in most of brands. The core microbiome shared by 100%
of the samples showed predominance of enterobacteria. The susceptibility profile of
the recovered isolates demonstrated that, among enterobacteria, 37% were resistant
to ampicillin, 10% to cefoxitin and 16% to amoxicillin. Among NFGN rods, 76% were
resistant to ampicillin, 71% to sulfazotrim and 6% to ceftazidime. The class 1 integron
gene was detected in three NFGN rods resistant to ampicillin and sulfazotrim, of which
two belonged to the same strain. The isolates selected for whole genome sequencing
were identified as Acinetobacter ursingii, Pseudomonas juntendi and Pseudomonas
ssp. Preliminary analyzes indicated the presence of genes associated to efflux pumps
and resistance to aminoglycosides in the genomes. In general, theses data highlight
to a concern regarding the occurrence of opportunistic pathogens in QMF, which can
act as hosts for antimicrobial resistance genes, posing an additional risk for
consumers.

Key Words: Minas Frescal Cheese; High throughput sequencing; Microbiota;
Resistance; Antimicrobial; Integron.
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1. INTRODUCAO

O queijo € um produto lacteo que tem desempenhado um papel importante no
comportamento alimentar humano e, no Brasil, 0 mercado de queijo representa um
importante potencial socioecondmico. Dentre os queijos ndo processados, destaca-se
0 Queijo Minas Frescal (QMF), um queijo fresco popular tradicional amplamente
produzido e comercializado no Brasil. O QMF é produzido por coagulagdo enzimatica
de leite cru ou pasteurizado usando coalho ou coagulante, com ou sem culturas
iniciadoras. Devido ao alto teor de umidade, pH acima de 5,0, baixa concentracéo de
sal, auséncia de culturas iniciadoras definidas e manipulacdo excessiva durante a
fabricacdo, o QMF é um alimento favoravel para o crescimento de microrganismos
putativos contaminantes, torna-o um produto altamente perecivel.

A microbiota dos produtos lacteos é altamente diversificada, e com relagdo a
gualidade microbiolégica dos queijos, sua caracterizacéo pode fornecer conhecimento
sobre questdes higiénico-sanitérias e de seguranc¢a dos alimentos. Apesar dos valores
econdmicos e culturais do QMF, as comunidades microbianas associadas a esse tipo
de queijo ainda sao insuficientemente caracterizadas e, tradicionalmente, tem sido
estudada através de técnicas baseadas em cultura. Considerando a qualidade
microbiologica e questdes higiénico-sanitarias, a maioria dos estudos busca a
ocorréncia de microrganismos indicadores especificos, como Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., coliformes e Staphylococcus coagulase-positivo. Métodos
independentes de cultura baseados em técnicas de fingerprint (impressao digital),
como reagcao em cadeia da polimerase (PCR) associado a eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (PCR-DGGE), também foram aplicados a investigacao da
diversidade bacteriana no QMF. No entanto, esses métodos nao fornecem uma
cobertura abrangente das populacdes microbianas.

O desenvolvimento de plataformas de sequenciamento de alto rendimento
(High Throughput Sequencing - HTS) impactou o campo da ecologia microbiana. A
aplicacao dessa metodologia ganhou atencéo crescente devido ao seu potencial de
fornecer novas informacdes sobre a complexidade microbiana de diversos ambientes,
incluindo agua, solo e intestino humano. As abordagens baseadas no HTS também
foram usadas para investigar e entender as comunidades e a dinamica microbiana em
uma variedade de alimentos fermentados, incluindo diferentes queijos tradicionais,

fornecendo informacgdes valiosas relativas a influéncia da geografia, processos de
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fabricacdo, condi¢cdes higiénico-sanitarias, variacdo sazonal, e uso de leite cru ou
pasteurizado. Esses estudos também levaram a identificacdo de bactérias
anteriormente negligenciadas e deterioradoras de queijos.

Embora a legislacdo sanitaria considere a presenca de grupos microbianos
especificos como indicadores de seguranca e qualidade dos queijos, outros grupos
que até entdo eram negligenciados na cadeia de producdo alimentar, estdo se
tornando preocupantes com o crescimento do fenbmeno da resisténcia
antimicrobiana. Em uma perspectiva ecoldgica, o conhecimento sobre o papel do QMF
como reservatorio de bactérias putativas resistentes aos antimicrobianos tem
crescido, a medida que a rapida disseminacdo de genes de resisténcia ganha
visibilidade na abordagem de Satde Unica (One Health). Essa abordagem envolve a
necessidade de uma visao e gestdo integrativa, considerando a salde humana, a
saude animal e o meio ambiente. A prevencdo e o controle da resisténcia aos
antimicrobianos (RAM) também vém sendo tratados no contexto mundial e nacional
por meio dessa abordagem, sendo que uma das estratégias é estabelecer o
monitoramento de microrganismos resistentes nos alimentos disponiveis nos
estabelecimentos comerciais. Apesar disso, ainda existe uma grande lacuna a
respeito da regulamentacado sanitaria no que tange a potenciais vias de transmissao
dessas bactérias resistentes através dos alimentos, incluindo o QMF.

O controle da RAM e a prevencdo da propagacdo de microrganismos
resistentes requerem primeiramente a compreensao dos mecanismos de resisténcia,
das vias de transmissdo e da epidemiologia desses microrganismos. Devido ao
declinio continuo nos custos associados e a crescente disponibilidade de ferramentas
de bioinformatica, o sequenciamento do genoma completo (whole genome
sequencing - WGS) tem se tornado uma ferramenta util para vigilancia de RAM em
bactérias veiculadas por alimentos, fornecendo uma maior compreensdo da
veiculacdo dessas bactérias e de genes de resisténcia em toda a cadeia de producgéo
alimentar. O uso de WGS pode ampliar a descricdo do perfil de resisténcia dos
microrganismos, conforme tradicionalmente fornecido por testes de sensibilidade
fenotipicos, fornecendo também informacBes sobre a ocorréncia de genes de
resisténcia, bem como a presenca de elementos genéticos que possibilitem sua
mobilizacao.

Em trabalho anterior, o resistoma clinico do QMF foi avaliado por PCR

convencional a partir de DNA metagenémico, destacando esses alimentos como
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importante reservatorio de marcadores genéticos relacionada a resisténcia
antimicrobiana e integrons de classe 1. Considerando a relevancia econémica e
cultural do QMF, bem como a lacuna de conhecimento cientifico ainda existente sobre
sua microbiota, este trabalho teve como objetivos: contribuir para o entendimento
sobre microbiota do QMF, estabelecendo a identidade das populacdes bacterianas
dominantes através do HTS do gene 16S rRNA; suscitar discussao sobre o papel de
QMF na epidemiologia da resisténcia antimicrobiana, em continuidade a essa linha ja
em investigag&o pelo grupo de pesquisa, avaliando a ocorréncia de bastonetes Gram
negativos resistentes aos antimicrobianos e portadores de integrons de classe 1, bem

como determinantes do seu genoma associados a resisténcia antimicrobiana.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Queijos: producédo e consumo

O queijo € uma fonte rica em nutrientes essenciais, em patrticular, proteinas,
peptideos bioativos, aminoacidos, gorduras, acidos graxos, vitaminas e minerais, 0
gue o torna um dos alimentos mais nutritivos que se conhece (WHALTER et al., 2008).
O gueijo tem uma longa histéria na dieta humana e é um dos produtos lacteos mais
consumidos no mundo. Ao longo do tempo, sofreu diversas adaptacdes da técnica de
elaboracao, gerando uma grande diversidade de tipos de queijos existentes (ALVES,
2010). Sua classificagdo fundamenta-se em caracteristicas decorrentes do tipo de
leite utilizado, do tipo de coagulacao, da consisténcia, do teor de gordura, do teor de
umidade, do tempo de maturacao, entre outros fatores (PERRY, 2004). Entende-se
por queijo o produto fresco ou maturado obtido de massa coagulada de leite,
parcialmente dessorada, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, podendo estes
serem consumidos frescos, logo apos sua fabricacéo, ou apos periodo de maturacéo
em que alteracdes bioquimicas e fisicas proporcionam caracteristicas proprias de sua
variedade (MAPA, 1996).

Os queijos representam grande parte do mercado nacional de lacteos, sendo
gue aproximadamente 35% da producéo de leite é transformada em queijo no Brasil
(ABIQ, 2022). No Brasil ha cerca de 2.000 laticinios com registro no Servigos de
Inspecao Federal (SIF) e outro nimero expressivo respondendo pela producéo
artesanal ou até mesmo informal (EMBRAPA, 2021). A existéncia de um grande
namero de pequenos e micro laticinios que atuam regionalmente e fora do ambito do
Servico de Inspecédo Federal do Ministério da Agricultura e Pecuéria (MAPA) dificultam
a obtencdo de informacgbes oficiais sobre a producédo total de queijos no Brasil
(SEBRAE, 2008). Estima-se que em 2022, a producéo de queijo no Brasil foi cerca de
745 mil toneladas, ocupando o 4° lugar na producdo mundial, atras da Unido Europeia
(10.500 toneladas), Estados Unidos (6.379 toneladas) e Russia (1.085 toneladas)
(USDA, 2023).

Com relagédo ao consumo, os Estados Unidos (com 6,1 milhdes de toneladas
por ano) representa 0 maior pais consumidor de queijo no mundo, respondendo por

24% do volume total. O segundo maior consumidor é a Alemanha (com 3 milhdes de
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toneladas) e a terceira posicéo é ocupada pela Franca (com 1,6 milhdes de toneladas).
(ABIQ, 2021). Em 2019 o Brasil ocupou a quarta colocacdo como maior consumidor,
atréds dos paises da Unido Europeia, Estados Unidos e RuUssia, apresentando um
consumo de 1,12 milhdes de toneladas (ABIQ, 2021). Esse consumo representa cerca
de 5,31 kg/habitante/ano e embora seja um consumo expressivo, ainda é inferior ao
consumo per capita (em kg/habitante/ano) de outros paises, como Argentina (11 kg
habitante/ano) e paises europeus, onde o consumo ultrapassa, em média, 20 kg por
habitante/ano (CHAVES et al.,, 2021; ABIQ, 2022). A Associacao Brasileira das
Industrias de Queijo (ABIQ) estabeleceu a meta de aumento do consumo para 2030,
atingindo 9,6 kg de queijo por habitante/ano, por meio de inovacdes e parcerias com
produtores de leite no Brasil (MILKPOINT, 2017).

A diversificacdo dos tipos de queijos produzidos pelo pais foi acentuada nas
trés dltimas décadas. O queijo tipo mucarela estd na preferéncia do consumidor,
principalmente pela intensa utilizacdo em food service e na cozinha doméstica. Depois
dele, a preferéncia se distribui entre queijo Minas Frescal, queijo Prato, queijo Coalho
e tipo Parmeséao. O restante, € composto pelos chamados queijos finos ou especiais
(EMBRAPA, 2021).

2.2 Queijo Minas Frescal (QMF)

Os queijos frescos sdo produzidos mundialmente, e no Brasil, esse tipo de
queijo é denominado Minas Frescal. E considerado um dos queijos mais populares e
acredita-se que tenha sido o primeiro tipo de queijo fabricado no pais, desde o periodo
colonial, com a vinda de familias portuguesas para a regido de Minas Gerais
(PEREIRA, 2007; FURTADO, 2017).

De acordo com a legislacado vigente, entende-se por QMF o queijo fresco obtido
por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou ndo com acédo de bactérias lacticas especificas
(MAPA, 1997). E classificado como um queijo semigordo, de muito alta umidade (55
a 58%), pH 6,6-6,8 e baixo teor de sal (1,4% a 1,6%). Nenhum conservante é
adicionado, de modo que a vida util € de 15 a 20 dias sob refrigeracao (MAPA, 1996;
MAPA, 1997; MAPA, 2004).

Por se tratar de um produto semigordo com baixo teor de gordura saturada e

fonte de proteina de alta digestibilidade, € um queijo frequentemente consumido em
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dietas com restricdo caldrica para perda de peso (NUNES et al., 2016). Além disso, o
QMF pode ser considerado um alimento funcional quando bactérias laticas séo
utilizadas na fabricacdo devido aos seus beneficios a saude (ALMEIDA, TAMIME e
OLIVEIRA, 2008).

O QMF é um dos queijos mais produzidos no Brasil, devido ao seu alto
rendimento, custo de producao relativamente baixo e facil processo de fabricacéo
(DANTAS et al., 2016). Sua fabricacdo pode ocorrer em fabricas de laticinios, mas
também é comumente fabricado por pequenos produtores (NUNES et al., 2016). O
QMF deve atender aos requisitos de qualidade e identidade preconizados pela
Portaria n°® 146 do MAPA, onde sua producdo deve ser feita a partir de leite
pasteurizado, em industria de laticinios ou queijaria, com algum servico de inspecao
(MAPA, 1996).

2.2.1 Processo de producao do QMF

A producdo do QMF fabricado em industrias de laticinios prevé a realizacao de
diferentes etapas tecnoldgicas (Figura 1), embora algumas diversificacdes possam
ser observadas nas linhas de producéao de diferentes industrias. De forma geral, apos
a pasteurizacao do leite, sdo adicionados o fermento, cloreto de calcio e o coalho para
coagular a caseina e gerar a massa do queijo, denominada coalhada (EMBRAPA,
2005).
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Pasteurizagdo do Leite

Coagulagéo

Corte

Mexedura (agitacéo)

Dessoragem

Enformagem e Salga

Embalagem

Armazenamento e Distribuicdo

Figura 1. Fluxograma do processamento do queijo Minas Frescal. Fonte: Adaptado de
PIAZZON GOMES, PRUDENCIO e SILVA, 2010

O fermento lacteo opcionalmente adicionado é uma cultura latica selecionada,
cujo objetivo é a producédo de acido latico, o que reduz o risco de contaminacao por
diminuir e manter o pH &cido. Além disso, as etapas de formacédo da coalhada e
retirada do soro também séo otimizadas com o pH acido. Para a fabricacdo do QMF,
o fermento comumente utilizado é constituido pelas bactérias mesofilas Lactococcus
lactis e Lactococcus cremoris, as quais sédo denominadas culturas starter (EMBRAPA,
2005; JAY, 2005). Alternativamente a esse processo tradicional, onde bactérias
lacticas especificas sao adicionadas para produzir acido lactico, a cultura lactica é
substituida pela adicdo de acido latico industrial, chamado de processo de acidificacédo
direta, para aumentar o rendimento do QMF e reduzir as altera¢des fisico-quimicas e
microbiolégicas durante sua vida util (FURTADO, SOUZA e MUNCK,1980).

A adicao de cloreto de calcio durante a producao do queijo é necessaria, pois
durante o processo de pasteurizacdo, o teor de calcio soluvel no leite é reduzido. O
cloreto de calcio contribui para acelerar a coagulacéo do leite, além de dar elasticidade
a massa do queijo (ROCHA, 2004). O coalho adicionado ao leite € o composto que
promove a sua coagulacao, formando a massa do queijo. Este processo inicia-se apos

a adicdo do coalho e, em geral, o tempo necessario € cerca de 45 minutos. O final da
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coagulacéao inicia-se com a determinacdo do ponto de corte da coalhada e, a partir
disso, comeca o tratamento da massa (EMBRAPA, 2005).

A massa pronta é cortada com a lira, utensilio com laminas dispostas
paralelamente, de forma a deixa-la em varios cubos e possibilitar a retirada do soro.
ApoOs a saida do soro, os cubos séo agitados por 1 minuto e deixados em repouso
durante 3 minutos, processo que se repete por 30 minutos. Apos esse periodo, 0
queijo é enformado, sendo moldado na sua forma caracteristica. Durante a
enformagem, sdo realizadas viragens, e a cada viragem, € dado acabamento ao
queijo, retirando as saliéncias das quinas. Com o queijo enformado, é feita a salga,
gue garante o controle de umidade, a conservacdo e o sabor. Alternativamente, o
processo de salga também pode ser feito diretamente no leite ou na massa.
Finalmente, o queijo € embalado geralmente em sacos de plastico e armazenado em
baixas temperaturas para garantir sua conservacdo (EMBRAPA, 2005; SILVA,
BORTOLUCI e VIVAN, 2019).

2.2.2 Vias de contaminacédo e impactos sobre a microbiota do QMF

A producéo do QMF apresenta muitas vulnerabilidades, exigindo maior grau de
atencdo no que se refere as boas praticas de fabricacao para garantir que o produto
atenda a todos os parametros de qualidade e seguranca ao chegar ao consumidor.
Algumas caracteristicas inerentes ao QMF o tornam um produto propicio a
contaminac¢des, como pH acima de 5,0, baixo teor de sal (1,4 — 1,6 %), auséncia de
conservantes, elevada umidade, auséncia de uma microbiota latica competidora e
abundante (FURTADO et al., 2015; NUNES et al., 2016). A contaminagcdo pode
ocorrer desde antes do inicio do processo produtivo, devido as condi¢cdes sanitarias
do rebanho e a qualidade do leite; durante o processo de producao, devido a falta de
condicdes higiénico-sanitarias dos trabalhadores e equipamentos utilizados; ou apés
0 processamento, durante o transporte, armazenamento e comercializagao (ROCHA,
BUTITI e SAAD, 2006; NUNES et al., 2016).

A qualidade da matéria prima utilizada para fabricacdo do queijo impacta
diretamente na qualidade microbiolégica do produto final. A microbiota inicial do leite
in natura terd uma influéncia direta na qualidade do leite pasteurizado, e
consequentemente, no queijo produzido a partir dele. O pH do leite, a temperatura de
saida do ubere (cerca de 38°C), o seu valor nutricional, além do emprego de
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operacbes manuais, sao fatores que o tornam um alimento propicio ao crescimento
microbiano (MURPHY et al., 2016; TILOCCA et al., 2020). E durante a ordenha que
as contaminacdes se iniciam, caso ndo sejam adotadas medidas preventivas. Os
principais problemas estdo associados a deficiéncia na limpeza e sanitizagdo dos
equipamentos de ordenha, falta de higiene do ordenhador e resfriamento inadequado
do leite (ROCHA, BUTITI e SAAD, 2006; MENEZES et al., 2014). Quando sintetizado
e secretado nos alvéolos da glandula mamaria de um animal saudavel, o leite € estéril,
mas ao ser retirado, manipulado e armazenado, pode contaminar-se com
microrganismos provenientes do interior da glandula mamaria, da superficie dos tetos
e Ubere, dos equipamentos diversos utilizados e de varias outras fontes ambientais
(BRITO, ARCURI e BRITO, 2000).

Para a efetiva fabricacéo industrial do queijo, o leite deve ser pasteurizado, com
0 objetivo de eliminar os microrganismos patogénicos em atendimento a legislacéo
vigente. No entanto, durante o processo produtivo ainda pode ocorrer a contaminacao
pés pasteurizacdo (SILVA et al., 2017). Os queijos sdo, em geral, produtos com alto
grau de manipulagao, principalmente nas etapas de enformagem e viragem, e por este
motivo, passiveis de contaminacado microbiolégica caso ndo haja emprego das boas
praticas de fabricacdo (PINTO et al., 2009).

Além disso, a fabricacdo do QMF, de modo geral, requer a utilizacdo de uma
diversidade de equipamentos e utensilios, como tanques de coagulacdo, mesa de
enformagem, agitadores, liras e formas, que também podem representar fontes de
contaminacgdo. As superficies de processamento podem atuar como reservatorios de
bactérias deteriorantes, potencialmente patogénicas e resistentes a antimicrobianos,
gerando impacto sobre a qualidade e seguranca dos alimentos (MJRETRJ e
LANGSRUD, 2017). Utilizando metodologia independente de cultivo, Abreu e
colaboradores (2021) detectaram a presenca de diversos grupos microbianos
associados a contaminagdo em amostras de swabs provenientes de manipuladores,
do ambiente e de equipamentos (lira, piso, mesa, camara fria, molde, ralos, tabuas,
tanques) utilizados na producao de QMF.

O QMF é caracterizado por ser um produto perecivel e com vida de prateleira
curta, geralmente com validade de 15 a 20 dias, podendo sofrer alteragdes durante o
periodo de armazenamento. Por isso, as temperaturas de refrigeracdo e condi¢cbes
adequadas de estocagem também estdo diretamente relacionadas a qualidade do
produto final (GOMES, FRANCO e MARTINIS, 2013). A prépria embalagem do QMF
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pode ser uma fonte potencial de contaminacdo durante 0 seu armazenamento.
Carvalho e colaboradores (2021) demonstraram que Staphylococcus aureus tem a
capacidade de crescer e formar biofilme na embalagem do QMF na presenca de soro,
mesmo quando armazenado a 5°C. Além disso, as células bacterianas podem se
desprender da embalagem, aumentando a carga microbiana do produto (CARVALHO
et al., 2021).

A qualidade microbiolégica dos alimentos é avaliada pela presenca de alguns
microrganismos indicadores, 0s quais apontam para riscos de contaminacfes e
levantam questdes sobre as condi¢cdes higiénico-sanitarias do processamento, da
producdo e do armazenamento. Os coliformes totais e o0s termotolerantes,
Staphylococcus coagulase positiva, fungos filamentosos e leveduras, Salmonella spp.
e Listeria monocytogenes destacam-se dentre o0s principais microrganismos
indicadores em queijos (FREITAS et al., 2013; AMORIM et al., 2014). A Instrucao
Normativa (IN) n°® 161, de 01 de julho de 2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2022), preconiza que 0s queijos de muito alta umidade (> 55%),
como o QMF, devem respeitar 0s seguintes critérios e padrdes microbioldgicos:
auséncia de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes em 25g, nimero mais provavel
por grama de coliformes inferior a 103 (NMP/g) e 103 unidades formadoras de coldnias
por grama (UFC/g) de Staphylococcus coagulase positivo.

Apesar da existéncia de parametros microbioldgicos, muitos estudos tém
relatado o isolamento e identificacdo desses microrganismos em amostras de QMF
(FREITAS et al., 2013; APOLINARIO, SANTOS e LAVORATO 2014; NUNES et al.,
2016). Apolinario, Santos e Lavorato (2014), avaliaram a presenca de coliformes totais
e termotolerantes, Salmonella spp, Staphylococcus coagulase positivo e L.
monocytogenes em QMF de indUstrias fiscalizadas pelo servigco de inspecao federal,
estadual e municipal. Na totalidade, 80% das amostras se apresentaram improprias
para consumo, com contagens acima do preconizado pela legislacao para coliformes
totais, coliformes termotolerantes, estafilococos e L. monocytogenes. Dias e
colaboradores (2016), observaram que 70% e 100% das amostras de QMF avaliadas
apresentaram contagem acima do limite maximo permitido para coliformes
termotolerantes e totais, respectivamente. Essas observagcdes sugerem a utilizacéo
de matéria prima de ma qualidade e/ou falhas ao longo do processo de fabricacéo e

armazenamento do produto.
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Embora a legislacdo sanitaria atual considere a presenca de grupos
microbianos especificos como indicadores de seguranca e qualidade, outros grupos
considerados potencialmente patogénicos muitas vezes sao negligenciados
(FONTES et al.,, 2013; RESENDE et al.,, 2018). A ocorréncia de géneros como
Klebsiella, Morganella, Vibrio, Acinetobacter e Psedomonas na cadeia de producao
alimentar pode representar um risco subestimado, especialmente considerando-se o
crescimento da resisténcia aos antimicrobianos (RAM) (JONNALA et al., 2018;
QUINTIERI, FANELLI, e CAPUTO, 2019).

2.3 Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

2.3.1 Principais antimicrobianos e seus mecanismos de acao

Os agentes antimicrobianos sdo complexos sintéticos, semissintéticos ou
naturais que interferem em processos especificos essenciais para o0 crescimento e
divisdo da célula bacteriana, seja por atividade bactericida ou bacteriostatica (WALSH,
2003; ABUSHAHEEN et al., 2020). Eles podem ser separados em classes de acordo
com 0s mecanismos de acado, que estdo relacionados principalmente a: inibicdo da
sintese da parede celular; inibicdo da sintese de proteinas; inibicdo da sintese de

acido nucleico e inibicdo de vias metabdlicas e enzimas bacterianas (Tabela 1).
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Tabela 1. Mecanismos de acao dos principais antimicrobianos

Classe

Mecanismo de acao

Exemplos

B-lactamicos

Glicopeptideos

Aminoglicosideos

Tetraciclina

Fenicois

Quinolonas e

Fluoroquinolonas

Inibidores da via
folato

Inibicdo da sintese da
parede celular

Inibicdo da sintese da

parede celular

Inibicdo da sintese de

proteina

Inibicdo da sintese de

proteina

Inibicdo da sintese de

proteina

Inibicdo da sintese de

acido nucléico

Inibicdo metabdlica

¢ Penicilinas: Penicilina, penicilina
G, ampicilina, piperacilina,
oxacilina, meticilina,

e Cefalosporinas: Cefazolina,
Cefalotina, Cefalexina, Cefaclor,
Cefotaxima, Ceftriaxona,
Ceftazidima, Cefepime,
Cefoxitina,

e Monobactamicos: Aztreonam

e Carbapenémicos: Ertapenem,
Imipenem, Meropenem,

Doripenem

Vancomicina, Teicoplamina

Amicacina, gentamicina,
canamicina, estreptomicina,

tobramicina

Doxiciclina, minociclina, tetraciclina

Clorafenicol

Acido nalidixico, norfloxacino,

ciprofloxacino, levofloxacino

Sulfonamidas, trimetoprim,

trimetoprim-sulfametoxazol

Fonte: adaptado de Koneman et. al, 2014, Levy e Marshall, 2004 e Reygaert, 2018
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Os pB-lactamicos sdo o0s agentes antimicrobianos mais frequentemente
prescritos devido a sua seguranca, eficacia e espectro de acdo (BUSH e BRADFORD,
2020). Esses antimicrobianos séo caracterizados pela presenca do anel 3-lactamico,
responsavel pela acdo antimicrobiana, e podem ser classificados em 4 grupos
segundo a ligacdo do anel B-lactamico a estruturas adjacentes: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (Tabela 1). De forma geral, agem
ligando-se de forma irreversivel as proteinas ligadoras de penicilina (PBP)
necessérias para a etapa final da sintese de peptideoglicano, o que impede a
construcdo da parede celular bacteriana (KAPOOR, SAIGAL e ELONGAVAN, 2017).
As demais classes de antimicrobianos estdo englobadas no grupo dos
antimicrobianos nao B-lactamicos, compreendendo o0s aminoglicosideos, as
tetraciclinas, as fluoroquinolonas e quinolonas, os inibidores de folato e os fenicoéis
(ANDRADE e DARINI, 2017).

Os antimicrobianos envolvidos na inibicdo da sintese de proteinas, como 0s
aminoglicosideos e tetraciclinas, atuam interagindo com as subunidades 30S ou 50S
do ribossomo bacteriano, bloqueando a ligagao do RNA transportador (RNAt), levando
a leitura incorreta e término prematuro da traducdo do RNA mensageiro (RNAmM)
(KAPOOR, SAIGAL e ELONGAVAN, 2017). A inibicdo da sintese proteica interrompe
ou retarda o crescimento da célula bacteriana.

O comprometimento da sintese de &cido nucléico bacteriano esta relacionado
ao efeito inibitdério que as quinolonas e fluoroquinolonas exercem sobre as enzimas
DNA girase e topoisomerases, cruciais nas etapas de inicio da replicacdo e
enovelamento do DNA. A inativacdo dessas enzimas leva a formacdo anormal de
DNA, quebra da fita dupla de sua estrutura e, consequentemente, morte celular.
Dentre outros antimicrobianos de importancia clinica, destaca-se também a Polimixina
B e Colistina, cujo principal mecanismo de acdo envolve a ruptura e/ou
permeabilizacdo da membrana citoplasmatica de bactérias Gram-negativas
(ABUSHAHEEN et al., 2020).

2.3.2 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo uma das classes mais significativas de produtos
farmacéuticos e uma das descobertas médicas mais influentes do século XX,

representando um marco historico (DAVIES e DAVIES, 2010). Uma nova era no
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tratamento de doencas infecciosas abriu-se com a descoberta acidental da penicilina
por Alexander Fleming, em 1928. Entre as décadas de 1940 e 1970, a descoberta de
outros antimicrobianos como estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclina logo se
seguiu, e esse periodo foi conhecido como a “era de ouro” dos antibiéticos
(GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010). Como resultado desse sucesso inicial, as
doencas bacterianas foram ingenuamente consideradas como permanentemente
eliminadas (PENESYAN GILLINGS e PAULSEN, 2015; LEKSHMI et al., 2017). No
entanto, a observacdo de bactérias apresentando resisténcia aos efeitos inibitorios
dos antibioticos tornou-se cada vez mais comum. Consequentemente, a eficacia inicial
dos antibiéticos foi comprometida, a medida que sua introducéo e uso disseminado
selecionava variantes que possuiam mecanismos de resisténcia intrinsecos ou
adquiridos (VERRAES et al., 2013).

A resisténcia intrinseca esta relacionada a existéncia de caracteristicas
estruturais ou funcionais Unicas de alguns grupos bacterianos que proporcionam
resisténcia a certos antimicrobianos (KOSTYANEV e CAN, 2017). Essa resisténcia
intrinseca pode ser devido a auséncia de parede celular, como ocorre em Mycoplasma
sSpp e espécies relacionadas, tornando-as resistentes a todos os medicamentos que
tém como alvo a parede celular, incluindo B-lactamicos e glicopeptideos. A barreira de
permeabilidade exercida pela presenca de membrana externa e extrusdo do
antimicrobiano pela presenga natural de bombas de efluxo codificadas
cromossomicamente também s&o mecanismos comuns de resisténcia intrinseca
(PETERSON e KAUR, 2019; ABUSHAHEEN, et al., 2020). Diferentes géneros,
espécies ou linhagens exibem perfis fenotipicos de resposta a antimicrobianos. Na
pratica, o conhecimento da resisténcia intrinseca de um patégeno é essencial para
evitar terapia antimicrobiana inadequada (UDDIN et al., 2021).

Por outro lado, algumas bactérias naturalmente susceptiveis podem obter a
capacidade de resistir a atividade de um determinado agente antimicrobiano como
resultado de mutacdes ou através da aquisicao de genes via transferéncia horizontal.
Os mecanismos de transferéncia horizontal de genes de resisténcia incluem
transformacao, conjugacéo e transducédo, dos quais a conjugacdao é o modo mais
importante e amplamente encontrado em bactérias (KOSTYANEV e CAN, 2017,
REYGAERT, 2018). A conjugacéo envolve transferéncia de material genético de uma
bactéria doadora para uma bactéria receptora por meio do contato fisico direto entre

células. Na transformacdo, o DNA extracelular de bactérias doadoras lisadas é
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absorvido por bactérias receptoras, e no processo de transducdo, um bacteriofago
atua como transportador de DNA cromossOmico e extracromossémico de uma
bactéria doadora para a bactéria receptora (TAO et al.,, 2022). A transferéncia
horizontal de genes é mediada por elementos genéticos moveis, que promovem a
mobilidade do DNA intracelular (do cromossomo a um plasmideo ou entre
plasmideos), bem como aqueles que permitem a mobilidade do DNA intercelular
(PARTRIDGE et al., 2018). Muitos genes que conferem resisténcia aos
antimicrobianos sdo encontrados nesses elementos genéticos moveis, que incluem
as sequencias de insercao, transposons, integrons e plasmideos, permitindo a ampla
disseminacdo de multiplos genes de resisténcia (GILLINGS, 2013; PERRY e
WRIGHT, 2013; PARTRIDGE et al., 2018).

De forma geral, os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
enquadram-se em quatro categorias principais: inativacdo do antimicrobiano,
alteracdo no alvo do antimicrobiano, superexpressdo de sistemas de efluxo e
alteracdes na permeabilidade celular (REYGAERT, 2018).

Os dois principais mecanismos pelos quais as bactérias inativam os
antimicrobianos € pela sua degradacédo enzimatica ou pela transferéncia de um grupo
quimico que modifica sua estrutura. As B-lactamases, enzimas altamente
diversificadas com diferentes espectros de atividade, sdo capazes de hidrolisar o anel
dos B-lactdmicos, sendo este o principal mecanismo envolvido na resisténcia
bacteriana a essa classe de antimicrobiano (ARZANLOU, CHAI e VENTER, 2017,
ABUSHAHEEN et al., 2020). A inativacao por transferéncia de um grupo quimico, mais
comumente os grupos acetil, fosforil e adenil, impede que o antimicrobiano se ligue a
sua proteina alvo como resultado de um impedimento estérico. Os aminoglicosideos
sdo particularmente susceptiveis a essa modificacao, pois tendem a ser moléculas
grandes com muitos grupos hidroxila e amida expostos (BLAIR et al.,, 2015;
REYGAERT, 2018)

Alteracbes na estrutura alvo que impedem a ligacédo eficiente do antibiotico,
mas que ainda permitem que o alvo desempenhe a sua funcdo normal na célula
bacteriana, também podem conferir resisténcia (ABUSHAHEEN et al., 2020). Um dos
mecanismos de resisténcia aos medicamentos 3-lactdmicos envolve alteragbes na
estrutura e/ou numero de proteinas ligadoras de penicilinas. A resisténcia a
antimicrobianos que tém como alvo as subunidades ribossGmicas, como O0s

aminoglicosideos e tetraciclinas, pode ocorrer por meio de mutagéo ribossémica ou
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metilacdo da subunidade ribossémica (KAPOOR, SAIGAL e ELONGAVAN, 2017). Para
medicamentos como fluoroquinolonas, que tém como alvo a sintese de acido nucleico
bacteriano, a resisténcia se da por meio de modificacbes na DNA girase ou ha
topoisomerase, levando a incapacidade do antimicrobiano de se ligar a esses
componentes (BLAIR et al., 2015; REYGAERT, 2018).

As bombas de efluxo sé@o proteinas que expelem os antimicrobianos da célula
bacteriana, diminuindo assim sua concentracdo para niveis subinibitérios. S&o os
principais contribuintes para a resisténcia intrinseca das bactérias Gram negativas, e
quando superexpressas, também podem conferir resisténcia a antimicrobianos
anteriormente eficazes (BLAIR et al., 2015; ARZANLOU, CHAI e VENTER, 2017). O
aumento da expressao de genes que codificam as bombas de efluxo pode estar
relacionado a mutacdes na rede reguladora que controla a sua expressdo ou como
resultado da inducé&o em resposta a sinais ambientais e em condi¢cdes em que a sua
funcdo é necessaria (REYGAERT, 2018). Uma caracteristica importante € a sua
capacidade de extrusar uma ampla variedade de compostos estruturalmente
diferentes, resultando no desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas. Além
disso, alguns genes que codificam as bombas de efluxo podem ser mobilizados em
plasmideos e, portanto, transferidos entre espécies (ARZANLOU, CHAI e VENTER,
2017).

Em comparacdo com as espécies Gram positivas, as bactérias Gram negativas
sdo intrinsecamente menos permedaveis a muitos antimicrobianos, uma vez que a sua
membrana externa forma uma barreira de permeabilidade (BLAIR et al., 2015;
ARZANLOU, CHAI e VENTER, 2017). Os antibi6ticos hidrofilicos atravessam a
membrana externa difundindo-se através das proteinas da membrana externa,
chamadas de porinas A reducdo da permeabilidade da membrana externa e a
limitacdo da entrada do antimicrobiano na célula bacteriana sdo alcancadas pela
regulacéo negativa das porinas ou por mutacdes que alteram a seletividade do canal
da porina, tornado-as mais seletivas (REYGAERT, 2018). Em Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., as redugbes na expressao de porinas
contribuem significativamente para a resisténcia a medicamentos como
carbapenémicos e cefalosporinas, aos quais a resisténcia é geralmente mediada pela

degradacéo enzimatica (BLAIR et al., 2015).
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2.3.3 Abordagem da resisténcia bacteriana no contexto de Satde Unica (One
Health)

A resisténcia antimicrobiana pde em risco a efichcia da prevencdo e do
tratamento de um numero cada vez maior de infec¢coes. Novos mecanismos de
resisténcia emergem e disseminam-se rapidamente, representando um problema de
saude publica global (O’'NEILL, 2016; WALL, 2019). Estima-se que, em 2019, a
resisténcia aos antimicrobianos causou 1,27 milhdes de mortes diretamente e
contribuiu indiretamente para 4,95 milhdes de mortes em todo o mundo. No ritmo
atual, estima-se que 10 milhdes de pessoas morrerdo durante o ano de 2050 como
resultado da resisténcia aos antimicrobianos (MURRAY et al., 2022). O surgimento de
bactérias apresentando multipla resisténcia revive memdarias da era pré-antibiotica e
levanta preocupacfes sobre uma possivel era pés-antibiotica (LAMMIE e HUGHES,
2016).

Na etiologia multifacetada da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, as
atividades humanas impulsionam a geracdo de reservatorios ambientais de genes
associados a essa condicdo (DAVIES e DAVIES, 2010). Isso envolve uso excessivo
e indiscriminado de antimicrobianos, diagnosticos tardios e ineficazes, prescricbes
inadequadas, falta de adesdo do paciente ao tratamento e automedicacdo, mas
condi¢bes de higiene publica, fluxo continuo de viajantes pelo mundo e uso de
antimicrobianos de forma excessiva na agropecuaria (LAXMINARAYAN et al., 2013;
VENTOLA, 2015; UDDIN et al., 2021). Todos esses fatores exercem uma pressao
seletiva e resultam no enriqguecimento de determinantes de resisténcia nas
populacbes bacterianas. Diante desse cenéario, identificar os caminhos e o0s
impulsionadores para a evolugéo da transmissdo da resisténcia aos antimicrobianos
€ essencial para entender e gerenciar esse problema.

Sabe-se que 0s genes de resisténcia aos antimicrobianos néo estédo confinados
no ambiente clinico, mas sdo amplamente distribuidos em diferentes populacdes
bacterianas em diversos tipos de ambientes. Esses genes, através dos elementos
genéticos moveis, circulam entre espécies bacterianas e sao integrados a microbiota
de seres humanos, animais, alimentos, esgoto, solo e ambientes aquaticos (MCEWEN
e COLLIGNON, 2018; BAQUERO et al., 2019). Nesse fluxo continuo, os genes de
resisténcia frequentemente se movem a partir de grupos nao patogénicos para

patogénicos, apresentando risco elevado a salde humana. Essa atividade tem sido
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um dos principais fatores na evolucdo de patdgenos resistentes a antimicrobianos
(ZHANG et al., 2022).

A complexidade do desafio da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e a
sua capacidade de impactar a saude, a economia, a seguranca alimentar e o meio
ambiente em todo o mundo, exige um olhar sob a perspectiva de Satde Unica para o
combate ao problema (LAMMIE e HUGHES, 2016; OGAWA et al., 2019; ASLAM et
al., 2021). A abordagem de Salde Unica esta relacionada a uma visio e gest&o
integrativa considerando a salde humana, a saude animal e o meio ambiente. O
conceito ndo é novo, tendo sido promovido por Rudolf Virchow e outros no final do
século XIX. Embora tenha recebido relativamente pouca aten¢éo durante grande parte
do século XX, nos Ultimos anos, o movimento Satde Unica gerou um interesse
crescente na abordagem de questbes de salde publica, incluindo a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos (LAMMIE e HUGHES, 2016; WIND et al., 2021).

A prevencdo e o controle da resisténcia aos antimicrobianos vém sendo
tratados no contexto mundial e nacional por meio da abordagem de Salide Unica,
combinando abordagens de vigilancia, relatérios e intervencdes em ambientes
humanos e veterinarios (ASLAM et al., 2021). O Brasil publicou, em 2018, o seu “Plano
de Acao Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no
Ambito da Saude Unica” (PAN-BR). O PAN-BR define objetivos, intervencoes
estratégicas e atividades a serem executadas, de forma multidisciplinar, para o

bY

combate a RAM no pais (MAPA, 2018). Uma das intervencdes estratégicas
preconizadas pelo PAN-BR, € estabelecer o monitoramento de microrganismos
resistentes nos alimentos disponiveis nos estabelecimentos comerciais (MAPA,
2018). Embora essa acdo esteja contemplada no plano nacional, programas
especificos de vigilancia de alimentos no varejo para determinar a exposicdo do
consumidor a bactérias resistentes aos antimicrobianos via alimentos raramente séo
implementados de forma sistematica. A integracdo dos alimentos a nivel retalhista
contribuiria para a identificacdo de potenciais vias de transmissao dessas bactérias
entre animais e humanos e permitiria uma maior otimizacdo das estratégias de

mitigacdo da RAM no ambito do conceito One Health (JANS et al., 2018).
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2.3.4 Bactérias resistentes aos antimicrobianos veiculadas por alimentos

As bactérias associadas aos alimentos constituem um grupo heterogéneo e
estendem-se a todos os nichos ecoldgicos onde sdo produzidos e manuseados
alimentos para consumo humano. Esses ambientes incluem o solo, plantas, pecuéria,
animais, ecossistemas marinhos, peixes, aves selvagens e outros animais silvestres,
ou areas com impacto humano como indastrias de producdo de alimentos,
restaurantes, mercados ou efluentes de esgoto (FRIEDMAN, 2015). No entanto, um
problema de salde emergente que representa uma séria ameaca a saude publica em
todo o mundo é a resisténcia a antimicrobianos associado a essas bactérias.

A transmissdo via alimentos é quantitativamente o modo mais importante de
transmissdo de bactérias resistentes a antimicrobianos para o ser humano,
especialmente se o0s padrdes higiénico-sanitarios apropriados ndo forem
consistentemente aplicados em toda a cadeia alimentar, desde a fazenda até a mesa
do consumidor (SAMTIYA et al., 2022). A transmissao de bactérias resistentes aos
antimicrobianos para 0 trato gastrointestinal humano € preocupante devido a
infeccdes diretas ou a possibilidade de transferéncia horizontal de genes com outros
membros potencialmente patogénicos da microbiota intestinal, favorecida pelas altas
densidades celulares encontradas no intestino (COLLIGNON et al., 2016; JANS et al.,
2018).

Alimentos de origem animal industrializados sdo uma fonte potencial de bactérias
putativas e resistentes a antimicrobianos (KIRBIS e KRIZMAN, 2015; SAMTIYA et al.,
2022). Escherichia coli, por exemplo, embora seja uma espécie integrante da
microbiota residente do intestino humano e animal, pode contaminar produtos
alimenticios durante a evisceracdo animal no abate ou durante a manipulacado de
alimentos. Além disso, configurando um risco adicional, E. coli pode transferir genes
de resisténcia para outras bactérias patogénicas no intestino (FAIRBROTHER e
NADEAU, 2006; MARTINS e BEUTIN, 2011).

O principal meio para prevenir a transferéncia de bactérias resistentes aos
antimicrobianos através da cadeia de produgdo alimentar € 0 mesmo que para 0S
contaminantes e patdgenos veiculados por alimentos: aplicacdo de boas préticas de
higiene ao longo de todo o processo produtivo (CAPITA e ALONSO-CALLEJA, 2013).
Os manipuladores de alimentos sao frequentemente associados a disseminacao de

bactérias resistentes, condi¢cdo resultante de mas praticas de higiene ou
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contaminacgdo cruzada pelo manuseio de alimentos contaminados (SAMTIYA et al.,
2022). Estudos tém relatado o isolamento de bactérias resistentes aos
antimicrobianos nas méos de trabalhadores envolvidos na manipulacdo de alimentos
em diferentes estabelecimentos, como restaurantes, feiras e cozinhas de hospitais
(TAN, LEE e MAHYUDIN, 2014; SILVA et al., 2015; CASTRO et al., 2016). Atravées da
caracterizacao fenotipica de linhagens de E. coli isoladas de manipuladores de QMF
em um laticinio, Campos e colaboradores (2006) identificaram isolados bacterianos
do nariz e das maos com resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos
(CAMPOS et al., 2006). Por isso, é importante a conscientizacdo de trabalhadores
envolvidos na manipulacdo na matéria prima, producéo, processamento, fabricacéo,
preparacao e comércio de alimentos (KIRBIS e KRIZMAN, 2015; CASTRO et al.,
2016).

O uso de antimicrobianos em animais também tem um grande impacto na
incidéncia de resisténcia a antimicrobianos em humanos. No Brasil, embora a
proibicdo do uso de antimicrobianos importantes na medicina humana para promocao
de crescimento de animais produtores de alimentos tenha sido determinada em
diversas Instrucbes Normativas (MAPA, 2020), os antimicrobianos ainda sao
amplamente usados em animais de producdo para prevenir e tratar doencas
infecciosas. Sob pressao seletiva persistente, bactérias comensais no gado tornam-
se reservatorios de genes de resisténcia a antimicrobianos, e podem ser transmitidos
através do consumo de carne e outros produtos de origem animal (por exemplo, leite
e seus derivados) (CAPITA e ALONSO-CALLEJA, 2013; SABINO et al., 2019;
BLANCO-PICAZO et al., 2022).

Estudos publicados relatam bactérias resistentes aos antimicrobianos
associadas a diversos tipos de alimentos (VERRAES et al., 2013; FRIEDMAN, 2015;
JANS et al., 2018; SAMTIYA et al., 2022). Jans e colaboradores (2018) relataram que
carne crua, leite, frutos do mar e produtos lacteos como o gueijo, apresentaram alta
prevaléncia de RAM em patdégenos alimentares Gram-negativos e Gram-positivos
veiculados por alimentos A maior abundancia relativa de amostras positivas para
bactérias resistentes foi observada em produtos de carne, seguido por queijos (JANS
et al., 2018)

Os produtos lacteos, especialmente, podem ser considerados importantes
veiculos de disseminacédo de grupos bacterianos relevantes e seus marcadores de
resisténcia aos antimicrobianos (DAMACENO et al., 2015; FRAQUEZA, 2015).
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Hassani e colaboradores (2022) relataram alta prevaléncia de contaminacéao do leite
bovino com patdgenos resistentes a antimicrobianos, como E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes e Salmonella spp. (HASSANI et al., 2022). Genes de resisténcia aos
antimicrobianos foram relatados em diferentes géneros de bactérias laticas (BAL)
isoladas de produtos lacteos (ERGINKAYA, TURHAN e TATLI, 2018; WANG et al.,
2019). Embora a maioria das linhagens de BAL n&o seja patogénica, os genes de
resisténcia que abrigam podem ser disseminados para outros microrganismos
(MATHUR e SINGH, 2005).

Nos queijos em patrticular, a resisténcia aos antimicrobianos ja foi relatada em
diversos estudos, utilizando abordagens variadas. Através do teste de
susceptibilidade, utilizando o método de disco difusdo (Kirby Bauer), um estudo
demonstrou que 100% das amostras de queijos oferecidos em um hospital oncoldgico
apresentaram microrganismos Gram-negativos resistentes a 5 antimicrobianos
(ampicilina, ampicilina-sulbactam, gentamicina, ceftazidima e sulfametoxazol-
trimetoprima), de um total de 11 testados. Os antimicrobianos cloranfenicol e
tetraciclina chegaram a totalizar resisténcia em 87,5% das amostras, seguido pelo
ertapenem, que apresentou 75% (MELO et al., 2022). Em outro estudo realizado por
Silva e colaboradores (2020), o teste de susceptibilidade com 10 discos de
antimicrobianos diferentes revelou que 100% das amostras de QMF apresentaram
microrganismos Gram negativos resistentes a 6 antimicrobianos (clorafenicol,
tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol, ceftazidima, ampicilina e ampicilina-
sulbactam). Além disso, esses microrganismos também apresentaram perfil de
resisténcia ao ertapenem em 86,7% das amostras de queijos, a gentamicina em
66,7%, a cefepime em 46,7% e a ciprofloxacina em 33,3%.

Genes de resisténcia a antimicrobianos também ja foram identificados tanto no
DNA microbiano total, quanto em bactérias isoladas, utilizando metodologias de
biologia molecular. Resende e colaboradores (2018) relataram a ocorréncia de genes
de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, detectados em isolados
bacterianos de amostras de QMF industrializados, produzidos em diferentes laticinios.
Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, 19 marcadores de resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos foram detectados por PCR em DNA
metagendmico de amostras de QMF industrializados (PAULA et al., 2018). Outros
estudos relataram genes que codificam resisténcia a tetraciclina, eritromicina,

estreptomicina, aminoglicosideos, cloranfenicol dentre outros (FLOREZ et al., 2014;
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FLOREZ, VAZQUEZ e MAYO, 2017). Além disso, através do sequenciamento do
genoma, foi demonstrado que muitos desses genes sao carreados por plasmideos e

outros elementos genéticos méveis (FLOREZ et al., 2021).

2.3.5 Transmissédo de genes de resisténcia: papel dos integrons de classe 1

Embora seja estimado que a maior parte da resisténcia adquirida aos
antimicrobianos é mediada por plasmideos (ALANIS, 2005), as bactérias também
podem adquirir genes de resisténcia através da disseminagdo de transposons ou
integrons. Os integrons representam uma classe importante de elementos genéticos,
capazes de integrar genes de resisténcia a diversos antimicrobianos, expressa-los e
dissemina-los entre as bactérias (CAMBRAY, GUEROUT e MAZEL, 2010). Os
integrons tem sido detectados em mais de 15% de genomas bacterianos, onde
geralmente se encontram em cromossomos, embora também sejam comumente
transportados em plasmideos. A histdria evolutiva dos integrons sugere que integrons
cromossomais (IC) séo transferidos para bactérias clinicamente relevantes atraves da
sua associagcdo com transposons e plasmideos conjugativos. Isso permitiu a
disperséo eficiente de integrons inter e intra-espécies, e assim, sua classificacdo como
integrons moveis (IMs) (RAVI et al., 2014; ESCUDERO, 2015; GILLINGS, 2017).

Os integrons sdo elementos genéticos capazes de capturar e expressar genes
exdgenos na forma de cassetes génicos méveis. Eles possuem duas regides
estratégicas localizadas na regido conservada 5’ (5°CS) capazes de mobilizar e inserir
cassetes: gene intl, que codifica uma recombinase sitio-especifica, denominada
integrase e a regido attl, sitio onde a integrase catalisa a recombinac¢éo, insercéo ou
excisao dos cassetes génicos. O segmento conservado de 3’ (3'CS), regido posterior
aos cassetes génicos inseridos, consiste nos genes sull e gacEA1, os quais codificam
resisténcia a sulfonamida e compostos de aménio quaternario, respectivamente
(GILLINGS, 2014, DENG et al., 2015; ESCUDERO et al., 2015).

A regido variavel dos integrons inclui um ou mais cassetes génicos (Figura 2). Os
cassetes génicos sao pequenos elementos genéticos moveis capazes de integrar-se
e excisar-se dos integrons. Os cassetes génicos sao unidades compostas por uma
sequéncia de leitura seguida de um sitio de recombinacao, chamado attC. A integrase
catalisa a recombinagédo entre o sitio attl e o sitio attC. A recombina¢do de multiplos

cassetes com o sitio attl resulta na producéo de arranjos que podem conter mais de
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200 cassetes. Os cassetes génicos nao possuem um promotor, portanto, os integrons
Sao essenciais para a transcricdo desses genes. Este sistema de captura de genes
permite a geracdo de complexidade gendmica e aquisi¢cdo de fenétipos adaptativos,
incluindo resisténcia a quase todas as classes conhecidas de antimicrobianos
(GILLINGS, 2014, DENG et al., 2015; ESCUDERO et al., 2015).

B Cassete génico circular

attC
I Recombinagao
attl
S OISO <>—-_-)

Pc L,

Expansdo do arranjo de cassetes

intl attl attC attC attC

f————— Arranjo de cassetes ——— -

Figura 2. Estrutura do integron. A plataforma basica do integron consiste em: intl, um gene para
a integrase; Pc, um promotor constitutivo; attl, um sitio de recombinacé&o; e cassetes génicos,
inseridos sequencialmente através da recombinacdo entre o sitio attl e os locais de
recombinacéo associados aos cassetes (attC). Fonte: Adaptado de Gillings, 2014.

Com base na diversidade das sequéncias do gene integrase, existem diversas
classes de integrons em bactérias ambientais. Neste grupo diversificado, apenas
algumas classes de integrons tornaram-se significativas em contextos clinicos, e
destas, a classe 1 € a mais importante (GILLINGS et al., 2015; GILLINGS, 2017).
Segundo Gillings (2017), o caminho mais provavel para 0 movimento de integrons de
classe 1 de ambientes naturais para a microbiota humana é através da agua ou de
bactérias veiculadas por alimentos. Diversos estudos tém reportado a ocorréncia de
integrons de classe 1 em bactérias isoladas de diversos tipos de alimentos (JONES-
DIAS et al., 2016; GHALY et al., 2017; REHMAN et al., 2017). Estudo anterior do
NOSSO grupo investigou a presenca de genes de resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos e de integrons de classes 1, 2 e 3 em amostras de QMF, de forma
independente de cultivo, baseado em PCR qualitativo. Os resultados revelaram a
presenca de diversos genes de resisténcia, além da presenca de integrons de classe

1 em 77% das amostras (PAULA et al., 2018). Os resultados encontrados ratificam a
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concepcao de que os alimentos estdo associados com a dispersdo de integrons e
outros determinantes de resisténcia. Entretanto, as técnicas utilizadas ndo permitem
a caracterizacdo da estrutura dos integrons e dos cassetes génicos que podem
transportar, além de ndo possibilitar a identificacdo dos grupos microbianos

associados a presenca deles.

2.4 Abordagens de sequenciamento para o estudo da microbiota dos queijos

2.4.1 Sequenciamento da microbiota: relevancia para a seguranca dos

alimentos

Os queijos apresentam uma comunidade microbiana diversa e que desempenha
um papel fundamental no desenvolvimento de suas propriedades sensoriais,
composicao de nutrientes, vida de prateleira e seguranca (CHOI et al., 2020; WALSH,
et al., 2020). Além disso, 0s queijos podem atuar como reservatério de bactérias
potencialmente patogénicas e resistente aos antimicrobianos, configurando um risco
ao consumidor. Portanto, compreender a composi¢ao desta microbiota e seu impacto
na qualidade e seguranca destes alimentos é de grande relevancia (ERCOLINI, 2020).

Historicamente, técnicas de microbiologia baseadas em cultura foram usadas para
obter uma compreensdo da composicdo microbiana do queijo. No entanto, tornou-se
cada vez mais claro que esta abordagem pode ser limitada em sua capacidade de
detectar microrganismos “dificeis de cultivar’ ou subdominantes (SEKSE et al., 2017,
REUBEN et al., 2023). Por isso, as abordagens independentes de cultivo tornaram-se
cada vez mais utilizadas. Essas abordagens envolvem métodos moleculares
baseados no DNA e, ocasionalmente, no RNA, com o HTS ganhando atencao
especial em virtude do seu potencial para fornecer uma visdo da comunidade
microbiana total do queijo (JONNALA et al., 2018; WALSH, et al., 2020).

Nos ultimos anos, a aplicacdo do HTS tem contribuido para a caracterizacdo da
microbiota de diferentes queijos, fornecendo informacdes valiosas relativas a
influéncia da geografia, processos de fabricacdo, condicbes higiénico-sanitarias,
variacdo sazonal, uso de leite cru ou pasteurizado (ESCOBAR-ZEPEDA, SANCHEZ-
FLORES e BARUCH, 2016; JIN et al., 2018; CHOI et al., 2020; ABREU et al., 2021;
TILOCCA et al.,, 2022; REUBEN et al.,, 2023). Dependendo da profundidade do

sequenciamento, ele pode facilitar a detecgcéo de taxons presentes em niveis baixos,
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uma caracteristica de grande valor no contexto microrganismos putativos,
deteriorantes ou patogénicos. Essas informacdes podem ser aproveitadas pelos
produtores para otimizar a qualidade, a seguranca e o valor comercial de seus
produtos (JONNALA et al., 2018).

A aplicacdo do HTS para andlise de comunidade microbiana pode envolver trés
abordagens priméarias. No sequenciamento de amplicon, um fragmento de gene
altamente conservado, idealmente com regides variaveis nele, € usado para
sequenciamento, em comparagdo com bancos de dados que permitem atribuicdo
taxondmica. O gene 16S rRNA é mais frequentemente usado e fornece uma visao
sobre a composicado bacteriana das amostras (geralmente para o nivel de género)
(LIU et al, 2021). O sequenciamento metagendmico Shotgun, envolve o
sequenciamento nao direcionado de todos os genomas microbianos presentes em
uma amostra, podendo fornecer perfis de genes funcionais e alcan¢ar uma resolucéo
maior de anotacdo taxondmica (QUINCE et al., 2017). Na metatranscriptdmica
(RNASeq), o mRNA total na amostra é sequenciado (ap8s ser primeiro convertido em
cDNA) para revelar a extensdo em que diferentes genes sdo expressos e, por sua
vez, a atividade relativa de diferentes componentes da comunidade. Esses trés
procedimentos experimentais diferem no que diz respeito a preparacao da biblioteca,
estratégia de sequenciamento e as abordagens adotadas para a andlise
bioinformética (JONNALA et al., 2018). A figura 3 apresenta uma visdo geral das
diferentes abordagens de sequenciamento aplicaveis a microbiologia de alimentos
(WALSH et al, 2017).

Alguns dos resultados mais comuns dessas metodologias estéo relacionados alfa
(a) diversidade, beta (B) diversidade e a determinacdo da abundéancia relativa de
diferentes taxons, possibilitando analises de comparacdes e correlagdes. A a
diversidade é uma medida de diversidade, como o numero total de espécies, dentro
de uma amostra e normalmente, medidas como os indices de diversidade de Simpson
e Shannon sdo empregadas. A diversidade [ reflete as diferengas na diversidade em
diferentes amostras, com Bray-Curtis e UniFrac entre as métricas de distancia mais
utilizadas (JONNALA et al., 2018).

Embora existam muitas vantagens associadas ao uso do HTS, algumas barreiras,
como a deteccdo de sequéncias de DNA de bactérias ndo viaveis, custo-beneficio, e

a experiéncia em analise bioinformatica precisam ser superadas antes que esses
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beneficios possam ser aplicados extensivamente em toda a industria (SEKSE et al.,
2017; JONNALA et al., 2018).

2.4.2 Sequenciamento completo de genoma: vigilancia da resisténcia

antimicrobiana em bactérias veiculadas por alimentos

A possibilidade de veiculacdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos
através da cadeia de producao alimentar revela que esta € uma questao de seguranca
dos alimentos, o que torna fundamental a compreensdo dos mecanismos de
resisténcia, das vias de transmissdo e da epidemiologia desses microrganismos
(OMS, 2011; JANS et al., 2018; ONICIUC et al., 2018). A analise padronizada da
suscetibilidade bacteriana aos agentes antimicrobianos baseia-se em diferentes
testes fenotipicos de linhagens clinicas, ambientais e alimentares isoladas, como o0s
métodos de micro e macrodiluicdo em caldo ou ensaios de difusdo em disco
(KAHLMETER et al., 2013; NIHR, 2020). Esta abordagem, que determina se isolados
bacterianos cultivados crescem in vitro na presenca de uma concentracdo especifica
de um determinado agente antimicrobiano, ainda pode ser muito valiosa na vigilancia
de RAM, e continua a ser amplamente utilizada em estudos de epidemiologia
molecular envolvendo linhagens resistentes de varios patégenos de origem alimentar,
como Escherichia coli (LI et al., 2020), Salmonella spp. (MONTE et al., 2019) e
Staphylococcus aureus (SILVA, RODRIGUES e SILVA, 2020).

O sequenciamento completo de genoma (whole genome sequencing — WGS)
tem sido utilizado para refinar a descricdo do perfil de resisténcia de linhagens
bacterianas, permitindo ndo sé a detec¢éo de genes de resisténcia presentes em seu
genoma, mas também fornecendo um panorama acerca da sua localizacdo em
elementos genéticos moveis (COLLINEAU et al., 2019). Além disso, 0 WGS pode
determinar outras caracteristicas de importancia para a saude publica, como aspectos
relacionados a evolucéo, origens, rotas de transmisséo e viruléncia. Essa metodologia
pode ser uma adicdo valiosa a um sistema de vigilancia nacional e um complemento
a vigilancia fenotipica (HUNT et al., 2017; MCARTHUR e TSANG, 2017; BAKER et
al., 2018; OMS, 2020).

Devido ao declinio continuo nos custos associados e a crescente
disponibilidade de ferramentas de bioinformatica, WGS microbiano tem se tornado

uma tecnologia mais acessivel. De fato, um numero cada vez maior de genomas
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bacterianos tem sido publicado, oferecendo uma grande fonte de informacédo em
relacdo a dinamica dos genes de resisténcia no contexto clinico, ambiental e alimentar
(ROSSEN, FRIEDRICH e MORAN-GILAD, 2018; COLLINEAU et al., 2019). No
entanto, a aplicacdo do WGS para levantamento de RAM especificamente em
alimentos e amostras relacionadas a alimentos ainda ndo €& tdo extensa,
representando 12,6% de todos as publicacdes revisadas por pares relacionadas a
WGS que tratam da RAM. Além disso, a maioria de suas aplicagBes para vigilancia
de RAM em alimentos disponiveis na literatura sdo focadas em patdgenos de alta
prioridade transmitidos por alimentos, como Salmonella, Campylobacter spp, E. coli,
Listeria monocytogenes ou S. aureus (ONICIUC et al., 2018). Espera-se que ao longo
do tempo, 0o WGS melhore a vigilancia da RAM, fornecendo uma maior compreensao
da veiculacdo de bactérias resistentes e genes de resisténcia em toda a cadeia de
producao alimentar (HENDRIKSEN, et al., 2019; HURTADO et al., 2022).

Isolado microbiano Comunidade microbiana

/0 s

VA\Y/A\Y/A\V/A\N VA\Y/A\Y/A\V/A\N VAVAVAVAN

Extracdo de DNA Extracdo de DNA Extracdo de RNA

’ L

Amplificacéo do

gene alvo
Sequenugmfentlogo | Sequenciamentoshotgun Ll
genoma do 1solado Sequenciamento do metagenoma P
do amplicon
I L . «
o Composigdo microbianaa  Expressdo de gene
Sequéncia do genoma Composigao microbiana nivel de espécie e microbiano
completo a nivel de género potencial metabélico

Figura 3. Visao geral das diferentes abordagens de sequenciamento aplicaveis a microbiologia
de alimentos. Fonte: adaptado de Walsh et al, 2017.
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3. OBJETIVOS

3.1 Parte 1

3.1.1 Objetivo geral

Caracterizar a microbiota de amostras de queijo Minas Frescal (QMF) com selo de

inspecéo federal (SIF) por sequenciamento metagenémico.

3.1.2 Objetivos especificos

e Obter DNA metagendmico e preparar bibliotecas de amplicons do gene 16S

rRNA para sequenciamento a partir de amostras de QMF.

e Estabelecer por andlise de bioinformatica, a identidade das populacbes
bacterianas dominantes no metagenoma das amostras de QMF e realizar

inferéncias sobre alfa (a) e beta (B8) diversidade;

e Avaliar a distribuicdo microbiana entre as amostras de QMF para estabelecer

relacdo de ocorréncia microbiana, seguranca e qualidade microbiolégica;

3.2 Parte 2

3.2.1 Objetivo geral

Isolar bastonetes Gram negativos de amostras de QMF com selo de inspecao federal
(SIF) para determinacdo do seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos,

potencial de mobilidade génica e sequenciamento completo de genoma.

3.2.2 Objetivos especificos

e |Isolar por cultura seletiva quantitativa e caracterizar presuntivamente

bastonetes Gram negativos (enterobactérias e bastonetes ndo fermentadores
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de glicose) a partir de amostras de QMF adquiridas no varejo em Juiz de Fora-
MG;

Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos entre os Gram

negativos isolados e caracterizados presuntivamente;

Avaliar a ocorréncia de integrons de classe 1 nos isolados Gram-negativos

resistentes aos antimicrobianos através de PCR convencional;

Selecionar isolados bacterianos representativas com resisténcia aos
antimicrobianos e potencial de mobilidade génica para preparacdo de

bibliotecas para sequenciamento completo de genoma,;
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4.2 Parte 1

4.2.1 Processamento das amostras e extracédo de DNA total

Um total de 28 amostras de QMF de sete diferentes marcas comerciais (A, B, C,
D, E, F e G) foram adquiridas no varejo de Juiz de Fora (MG) no periodo de abril a
julho de 2016. Todos os queijos foram fabricados na regido da Zona da Mata de Minas
Gerais com Selo de Inspecéo Federal. Seguindo este regulamento, os queijos foram
elaborados a partir de leite bovino pasteurizado. Apds a aquisicdo, as amostras foram
mantidas sob refrigeracdo e enviadas ao laboratério para processamento imediato,
conforme descrito por Paula et al. (2018). Por¢cdes de 25 g de cada amostra foram
pesadas e homogeneizadas em tampao citrato de sédio estéril (225 mL de uma
solucéo a 2% (p/v), pH 7,5). Posteriormente, aliquotas de 50 mL foram centrifugadas
(14.000 x g, 10 min), e o sobrenadante contendo a camada de gordura foi descartado.
O pellet obtido foi colocado em solu¢gdo com 10 mL de Tris-EDTA (TE) (10 mmol/L
Tris, 1 mmol/L de acido etilenodiaminotetracético - EDTA, pH 8) e depois centrifugado
a 14.000 x g por 10 min. Essa etapa foi repetida duas vezes e o pellet obtido foi
ressuspenso em 200 pL de tampao TE. O DNA foi extraido do pellet de células usando
o kit QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com as instru¢des do
fabricante. A concentracédo de DNA foi medida por fluorimetria usando um fluorémetro
Qubit 2.0, com o kit Qubit dsDNA HS Assay (Life Technologies, EUA). A integridade
do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. O DNA purificado
resultante foi armazenado a -70 °C até o uso.

4.2.2 Preparacao da biblioteca e sequenciamento de amplicons do 16S rRNA

Quatro amostras de cada marca de QMF - as quais em estudo anterior do nosso
grupo apresentaram alta similaridade da comunidade microbiana por analise de
fingerprint (PAULA et al.,, 2018) - foram selecionadas para sequenciamento
metagenbmico. As regibes hipervaridveis V3-V4 do gene 16S rRNA foram
amplificadas usando o par de primers 341F e 806R (Klindworth et al., 2013). Os
primers foram modificados para conter uma sequéncia overhang (em destaque
sublinhada) complementar ao indice Nextera XT (lllumina, EUA), da seguinte forma:
341F (5' TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
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CCTACGGGNGGCWGCAG -3 e 806R (5'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC
C-3'). Areacéao de PCR foi realizada em volume final de 25 uL contendo 1X KAPA HiFi
HotStart ReadyMix, 2,5 uM de cada primer e 12,5 ng de DNA. As condi¢des do ciclo
foram 95°C (3 min), seguido por 25 ciclos de 95°C (30 s), 55°C (30 s), 72°C (30 s) e

uma extensao final de 72°C (5 min ).

As bibliotecas foram purificadas usando esferas AMPure XP (Beckman Coulter,
EUA) de acordo com o protocolo da biblioteca de sequenciamento metagendmico
lllumina 16S. Os amplicons foram ligados a uma sequéncia de indice durante uma
segunda PCR, contendo 25 pL de 2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 5 yL de cada
index Nextera XT, 5 uL do produto purificado por PCR e 10 yL de agua ultrapura
(volume final de 50 uL). As condigdes do ciclo foram 95 °C (3 min), seguido de 8 ciclos
de 95 °C (30 s), 55 °C (30 s), 72 °C (30 s), com uma extenséo final de 72 °C (5 min).
As bibliotecas foram novamente purificadas usando esferas magnéticas e o tamanho
foi verificado pelo Bioanalyzer DNA 1000 Assay (Agilent, EUA). A quantificacao foi
realizada com o KAPA Library Quantification Kit Illumina (Roche, Suica) e
posteriormente, as bibliotecas de DNA foram normalizadas e agrupadas. As
bibliotecas foram sequenciadas em pares (2 x 300) em uma Unica corrida na
plataforma Miseq (lllumina, EUA). O sequenciamento foi realizado na plataforma Next
Generation Sequencing do Instituto René Rachou (CPgRR/FIOCRUZ-MG).

4.2.3 Andlise de dados

Os dados do sequenciamento foram analisados de acordo com o pipeline
recomendado pelo Brazilian Microbiome Project, disponivel em
http://brmicrobiome.org (PYLRO et al., 2014). O controle de qualidade da sequéncia
foi realizado com Trimmomatic v0.32 (BOLGER, LOHSE, e USADEL, 2014), e as
sequéncias foram truncadas para o tamanho de 100 bp. As sequéncias Unicas
(singletons) foram removidas. O agrupamento de sequéncias foi realizado seguindo o
método UPARSE em 97% de similaridade de corte (EDGAR, 2013). A taxonomia foi
atribuida com SILVA 132 (QUAST et al.,, 2013) utilizando o QIIME v. 1.9.1
(CAPORASO et al., 2010).
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A estimativa da diversidade foi realizada pelo pacote QIIME (BOLGER et al.,

2014). Curvas de rarefacdo foram construidas com base na riqueza de unidades
taxonOGmicas operacionais (OTU) em fungédo da profundidade de sequenciamento,
para avaliar o esforco do sequenciamento. Para a diversidade alfa, foram
considerados os indices de rigueza Chaol, Shannon e Simpson. A analise de
variancia (ANOVA) foi realizada para os valores dos indices usando o GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA), seguido de um teste de Tukey a 1% de
probabilidade. Para estimativas de g diversidade, a analise de coordenadas principais
(PCoA) foi realizada usando as métricas de distancia ponderada UniFrac.
Os dados de sequéncia foram submetidos as bases de dados do GenBank e estédo
sob 0s nUmeros de acesso SAMN10721671, SAMN10721672, SAMN10721673,
SAMN10721674, SAMN10721675, SAMN10721676, SAMN10721677,
SAMN10721678, SAMN10721679, SAMN10721680, SAMN10721681,
SAMN10721682, SAMN10721683, SAMN10721684, SAMN10721685,
SAMN10721686, SAMN10721687, SAMN10721689, SAMN10721689,
SAMN10721690, SAMN10721691, SAMN10721692, SAMN10721693,
SAMN10721694, SAMN10721695, SAMN10721696, SAMN10721697,
SAMN10721698.
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4.3 Parte 2

4.3.1 Isolamento de bastonetes Gram-negativos

Amostras de QMF correspondentes as mesmas marcas comerciais
selecionadas para o sequenciamento da microbiota (Parte 1) foram adquiridas no
varejo de Juiz de Fora (MG) no periodo de abril a agosto de 2018, totalizando 14
amostras. Partes de toda extensdo dos queijos foram colocadas em frasco estéril e
pesadas. Uma amostra de 25g de queijo foi adicionada a 225 mL de agua peptonada
0,1% (m/v) (BD-Difco/Brasil), constituindo a diluicdo 101. Essa diluicdo foi
homogeneizada por 5 minutos a 180 rpm em Agitador G26 (Didatica SP/Brasil), e
posteriormente, foram realizadas as diluicGes 102, 103, 10* e 10° Para a
recuperacao de bastonetes Gram negativos (BGN), uma aliquota de 0,1 mL de cada
uma das diluicBes foi inoculada por esgotamento (spread-plate) em placa de Petri
contendo Agar MacConkey (MAC - Kasvi, Brasil), em duplicata, com a utilizacéo de
alca de Drigalski. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas e
as contagens de unidades formadoras de colbnias foram realizadas em placas
apresentando entre 30 e 300 colbnias. Ap6s a contagem, 3 a 5 colénias de cada
morfotipo presente nas placas foram selecionadas e cultivadas em Agar Brain-Heart
Infusion (BHI — Kasvi, Brasil). A partir do subcultivo em &gar BHI, as caracteristicas
morfotintoriais das colbnias foram avaliadas pela coloracdo de Gram. Procedeu-se
também a inoculacdo em agar Triple Sugar Iron (TSI — Kasvi, Brasil) para identificacdo
presuntiva (Item 4.3.2) e, posteriormente, os isolados foram armazenados por

congelamento a -20°C em caldo BHI adicionado de glicerol a 20% (Figura 5).
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Figura 5. Subcultivo dos isolados em Agar Infusdo Cérebro Coracdo (BHI) e experimentos

posteriores. Fonte: préprio autor

4.3.2 Identificacdo presuntiva de bastonetes Gram-negativos

Os bastonetes Gram negativos isolados foram presuntivamente identificados
quanto a sua capacidade de fermentacdo de glicose, sacarose e lactose, bem como
a capacidade de producéo de gas em meio de cultura agar Triple Sugar Iron (TSI —
Kasvi, Brasil). Para isso, os isolados foram inoculados em agar TSI e incubadas a
36°C por 24 horas. Levando em consideracéo os resultados observados, os isolados
identificados como enterobactérias e ndo fermentadores de carboidratos foram

separados em grupos de identificacdo presuntiva.

4.3.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os isolados congelados em caldo BHI adicionado de glicerol (20%) foram
reativados para a realizacdo do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, o qual
foi realizado de acordo com o método de disco difusdo descrito por Kirby-Bauer
(BAUER et al., 1966), em agar Mueller Hinton (Kasvi - Brasil) e com a utilizagéo de
discos impregnados com o0s antimicrobianos de interesse clinico humano
comercialmente disponiveis (DME/Brasil). Dentre os antimicrobianos recomendados
para as enterobactérias, foram testados: ampicilina (AMP, 10 pg), aztreonam (ATM,
30 pg), amoxicilina/acido clavulanico (AMC, 30 ug), gentamicina (GEN,10 ug),
ciprofloxacina (CIP, 5 pg), cefoxitina (CFO, 30 pug), ceftazidima (CAZ, 30 pg),
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ceftriaxona (CRO, 30 pug), cefepime (CPM, 30 pug), ertapenem (ERT 10 ug)
sulfametoxazol/trimetoprim (SUT, 25 ug) e tetraciclina (TET, 30 pg). Para os isolados
do grupo de bastonetes n&do fermentadores (BGNNF) foram testados: imipenem (IPM,
10 pg), ceftazidima (CAZ, 30 ug), ampicilina/sulbactam (APS, 20 ug), cefepime (CPM,
30 ug), sulfametoxazol/trimetoprim (SUT, 25 pg), amicacina (AMI, 30 ug),
levofloxacina (LEV, 5 ug), meropenem (MPM, 10 ug), ciprofloxacina (CIP, 5 ug),
gentamicina (GEN, 10 ug) e piperacilina/tazobactam (PIT, 110 pg).

ApGs incubacéo por 24 horas a 37°C, os halos formados foram medidos e os
valores comparados com a tabela padrédo descrita pela 312 edicédo do protocolo M100
do CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) do ano de 2021, categorizando
as amostras como sensivel, sensibilidade intermediaria ou resistente. A classificacdo
proposta por Magiorakos e colaboradores (2011), que define o fendtipo de
multirresisténcia aos antimicrobianos como a néo suscetibilidade a pelo menos um
agente em trés ou mais classes antimicrobianas distintas, foi utilizada para determinar
quais isolados poderiam ser considerados multirresistentes aos antimicrobianos
testados.

Um isolado com fendtipo de resisténcia a cefalosporina de terceira geracao foi
selecionado para a identificacdo por uma empresa terceirizada através do sistema
Vitek 2 (BioMérieux, Franca), que realiza a identificacdo bacteriana automatizada por
meio de testes bioquimicos com identificacdo colorimétrica a partir de suspensao
bacteriana ajustada para a escala de McFarland 0,5.

4.3.4 Extracdo de DNA e deteccéao de integron de classe 1

O DNA total dos isolados que apresentaram resisténcia a algum dos
antimicrobianos testados foi extraido usando o kit comercial Promega Wizard® DNA
Extraction, de acordo com as instru¢cées do fabricante. A concentracdo do DNA
gendmico foi determinada por espectrofotometria usando o espectrofotbmetro Thermo
Scientific™ NanoDrop™ Lite, de acordo com as instrugcbes do fabricante. A
integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampéo
TBE (Tris-HCI-Borato-EDTA), o qual foi corado com brometo de etidio e analisado em
transluminador de luz ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido). O DNA extraido foi
aliquotado e armazenado em freezer a -70°C.



49

O gene para integrase intl (amplicon de 470 pb) foi pesquisado a partir do DNA
extraido. As reacdes de PCR para deteccao de integron foram realizadas em volumes
de 25 pL, contendo 1 X Go Tag® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA),
0,4 pM de primer forward (HS464 - ACATGCGTGTAAATCATCGTCG), 0,4 uM de
primer reverse (HS463a - CTGGATTTCGATCACGGCACG) e 1 uL de DNA (~20
ng/uL). As reacOes foram realizadas em termociclador automatizado (Biometra T1
Thermal Cycler, Gttingen, Alemanha) sob as seguintes condi¢des: 3 min a 94°C; 35
ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C, 1 min e 30 seg a 72°C; e uma extensao final
de 5 min a 72 °C. Apés eletroforese em gel de agarose 1,5%, o gel foi corado com
brometo de etidio e visualizado em transluminador ultravioleta (GE Healthcare, Reino
Unido). Foi utilizado o padrao de peso molecular 100pb DNA ladder (Promega, USA).
O branco foi realizado a partir de reagdes sem DNA molde e para o controle positivo,
utilizou-se amostra de DNA metagendmico previamente positiva para o gene intl (de
PAULA et al., 2018).

A técnica de fingerprinting, atravées da amplificacdo de sequéncias
palindrémicas repetitivas extragénicas por reacdo em cadeia da polimerase (rep-PCR)
foi utilizada para comparar o perfil genémico dos isolados portadores de integrons de
classe 1, e verificar se pertenciam a mesma linhagem. A analise rep-PCR foi realizada
utilizando o DNA extraido dos isolados positivos para o gene intl. As reacdes foram
realizadas de acordo com Gaber e colaboradores (2015), utilizando um Gnico primer
(GTG)5 (5'-GTGGTGTGGTGGTG-3'). Areacao da PCR continha 1 X Go Tag® Green
Master Mix (Promega, USA), 0, 8 uM do primer, 1 uL de DNA (~20 ng/uL) e 4gua
ultrapura para PCR (Promega, EUA) foi adicionada para um volume final de 25 uL. As
condi¢cbes da PCR foram: 5 min a 94°C; 30 ciclos de 1 min a 94°C; 1 min a 50°C; 2,5
min a 72°C; e uma extenséao final de 10 min a 72°C. Os produtos de PCR foram
verificados por eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v) por 2 h a uma voltagem
constante de 100 V em tampé&o Tris/Acetato/EDTA 1x (TAE). Foi utilizado o padrao de
peso molecular 100pb DNA ladder (Promega, Madison, WI, USA). Os géis foram
corados com brometo de etidio e as imagens foram visualizadas em transiluminador

de luz ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido).
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4.3.5 Sequenciamento completo do genoma

Para a caracterizacao por sequenciamento completo do genoma, trés isolados
presuntivamente identificados como BGNNF foram selecionados, baseados na
relevancia do fenotipo de resisténcia apresentado ou na presenca de integrons de
classel: um isolado (Q1) previamente identificado pelo sistema Vitek2 com fenoétipo
de resisténcia a ceftazidima (item 4.3.3); e dois isolados (Q2 e Q3) positivos para o
gene intl previamente detectado por PCR (item 4.3.4). As amostras de DNA gendmico
dos trés isolados previamente extraidas (conforme descrito no item 4.3.4) foram
ajustadas seguindo recomendacfes da empresa responsavel pelo sequenciamento
(concentracdo mensurada no Qubit 2.0, com o kit Qubit dsDNA HS Assay, superior a
20ng/ul e volume de aproximadamente 20 uL) (GenONe, Brasil). As etapas de preparo
de biblioteca, controle de qualidade da biblioteca e sequenciamento foram realizadas
por empresa terceirizada (GenONe, Brasil). As bibliotecas quantificadas foram
agrupadas e sequenciadas na plataforma HiSeq 2500 (Illumina, EUA), com leituras
paired end (2 x 150 pb).

4.3.6 Analises preliminares dos dados genémicos

Os dados brutos obtidos do sequenciamento foram previamente avaliados com
o programa FastQC (https://github.com/s-andrews/FastQC) de acordo com o valor
médio de Phred na posicdo de cada base do conjunto de dados. O controle de
qualidade visando a remocdo das sequéncias de baixa qualidade foi realizado
utilizando a ferramenta Trimmomatic v0.39
(https://github.com/usadellab/Trimmomatic).

@] genoma foi montado utilizando o] software SPAdes
(https://github.com/ablab/spades) com os seguintes parametros: o tamanho dos k-
mers foi 21, 33, 55, 77, 99, 127 e foram reservados quatro processadores para a
analise. O software seqtk (https://github.com/Ih3/seqtk) foi usado para excluir os
contigs com tamanho menor que 500 pb. O programa QUAST
(https://github.com/ablab/quast) foi utilizado para a verificacdo da qualidade da
montagem dos genomas através das métricas de N50, nUmero de contigs, maior
contig, % GC e outros. O software também foi utilizado para predizer as regides
codificadoras do gene 16S rRNA.
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A identificacdo dos genomas seguiu a seguinte estratégia: 1) alinhamento,
através do BLAST (Basic Alignment Tool), das sequéncias codificadoras dos genes
16S rRNA, extraidas de cada genoma, contra o banco de dados do GenBank. Para o
refinamento da identificacdo taxondmica dos resultados inconclusivos dentro de uma
ou mais espécies e/ou géneros, foi feita uma busca pelos seus genomas de
referéncias no site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ utilizando o database de genomas.
Em seguida, os respectivos genomas de referéncia foram baixados em formato
FASTA; 2) Em posse dos arquivos contendo os contigs e dos genomas de referéncia
para cada identificacdo ou suspeita de identificacdo, foi realizada uma analise de
identidade média de nucleotideo (Average Nucleotide Identity) baseada em BLAST
(ANIb) através do programa JSspecieWS
(https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/#home) (RICHTER et al., 2016).

Os arquivos contendo os contigs maiores que 500 pb foram utilizados para a
anotacdo automatica através do PATRIC (https://www.bv-brc.org/). A busca de
replicons de plasmideos e genes de resisténcia a antimicrobianos foi realizada, com
uma identidade e cobertura minima de 95%, por meio do software ABRicate, que
utiliza os bancos de dados ARG-ANNOT, PlasmidFinder, NCBI “Bacterial
Antimicrobial Resistance Reference Gene”, MEGARES e CARD.
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5 RESULTADOS

5.1 Parte 1

5.1.1 Sequenciamento e estimativas de diversidade

Um total de 2.025.720 sequéncias de boa qualidade do gene 16S rRNA foram
obtidas de 27 amostras de QMF, correspondendo a 181.220, 185.578, 188.554,
555.235, 368.456, 432.871 e 113.806 reads das marcas A, B, C, D, E, F e G
respectivamente (Tabela 2). Como a qualidade das sequéncias de uma amostra de
QMF da marca B nao atendeu aos critérios de qualidade esperado, esta foi excluida
do estudo. O gréfico de rarefacdo indicou que o esfor¢o geral do sequenciamento foi
suficiente para alcancar a diversidade bacteriana dentro das amostras de QMF
independentemente das marcas, uma vez que as curvas obtidas tenderam a atingir
uma assintota (Figura 6).

A diversidade de espécies (a-diversidade) revelou alta riqueza (Chaol) e uma
microbiota diversificada (indice de Shannon e Simpson) (Tabela 2). Ao comparar as
diferentes marcas de QMF, a marca C apresentou uma riqueza e diversidade de
espécies significativamente menor em relacédo as outras (Tabela 2). A analise de [3-
diversidade resultante do UniFrac PCoA ponderado sugere diferentes padrbes
microbianos entre as amostras de queijo, mas um padréao semelhante dentro de uma
marca, levando a diferentes aglomerados microbianos de acordo com as diferentes
marcas de QMF (Figura 7). Os padrfes de microbiota de todas as réplicas das marcas
A, B, C, F e G foram agrupados dentro de um mesmo quadrante, se comparados com
as marcas D e E (Figura 7).
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Tabela 2. Numeros de leitura obtidos de sequenciamento, numero de de unidades
taxondmicas operacionais (OTUs), estimadores de riqueza e indices de diversidade
das marcas, normalizados para 15.000 leituras.

indice de riqueza

indice de diversidade

Marca N° reads N° OTUs Chaol Shannon Simpson
A 181220 982,400 +47,504 1262.564 +46.379 a 7,547 a 0,983 a
185578 1000,533 + 18,372 1270.903 £ 11.007 a 7,537 a 0,982 a
C 188554 720.650 +16.468 989.441 +18.514b 6,734 b 0,963 a
D 555235 1005.375 + 12.422 1262.553 +12.206 a 7,755 a 0,987 a
E 368456 975.775 +80.532 1244.113+74.163a 7,601 a 0,982 a
F 432871 1052.775 + 19.415 1284.424 +34.412 a 7,956 a 0,988 a
G 113806 1050.025 + 13.587 1303.633 + 28.896 a 7,913 a 0,990 a
observed otus: Type
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Figura 6. Curvas de rarefacdo de diferentes marcas de Queijo Minas Frescal (QMF). A rarefacéo
foi estimada usando o software QIIME com base no numero de unidades taxondmicas
operacionais (OTUs) observado (normalizado para 15.000) de cada marca.
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Figura 7. Analise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades bacterianas das amostras
de queijo Minas Frescal (QMF), geradas com matriz de distancia ponderada Unifrac. As cores
referem-se & Marca A (vermelho), Marca B (azul escuro), Marca C (laranja), Marca D (verde),
Marca E (roxo), Marca F (amarelo), Marca G (azul claro).

5.1.2 Perfil taxondmico das amostras de Queijo Minas Frescal (QMF)

A distribuicédo taxondmica de bactérias € mostrada na figura 8a em nivel de filo.
Pequenas diferencas na abundancia de tdxons bacterianos foram observadas entre
as marcas de MFC. A atribuicdo filogenética dos dados de sequenciamento mostrou
a ocorréncia de treze diferentes filos de bactérias. Proteobacteria foi o mais
representativo em todas as amostras de queijo, correspondendo a uma média de
88,7% de todas as sequéncias lidas. Firmicutes foi o segundo filo de bactérias mais
abundante, compreendendo 8,4% de todas as sequéncias lidas, mas com maior
contagem em amostras de queijo pertencentes as marcas D e F (29-31% e 17-27%,
respectivamente). Bacteroidetes (2,5%) e filos menos dominantes também foram
detectados, mas em menor frequéncia (representados na figura 8a como outros filos).
As OTUs nao atribuidas indicadas na figura 8a representam as OTUs que n&o foram

classificadas no nivel de Filo.
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Considerando o nivel de género, as diferencas entre 0s queijos tornam-se mais
evidentes. A figura 8b mostra os géneros bacterianos que contribuiram com 1% ou
mais (= 1%) para a distribuicdo geral nas marcas. Cerca de 10 a 31% das sequéncias
de cada marca analisada correspondiam a OTUs néo atribuidos, que ndo foram
classificados no nivel de género, mas estavam presentes nos niveis superiores. Os
resultados mostraram que bactérias dos géneros Pseudomonas, Acinetobacter e
Vibrio constituiram os principais grupos apresentados na maioria das amostras e por
marcas.

Em nivel de género, os membros do filo Firmicutes correspondiam, quase que
exclusivamente, a Enterococcus. Os resultados indicam que as frequéncias de
deteccgéo de Enterococcus foram maiores nas amostras das marcas D e F do que nas
demais marcas. Em geral, foi observada baixa abundancia para o grupo de bactérias
laticas em todas as marcas. Dentro deste grupo (abundancia = 1%) Enterococcus foi
observado nas marcas A (1%), D (16%) e F (14%), enquanto Lactococcus foi
observado nas marcas D (2%) e F (1%) e Streptococcus foi observado na marca D
(1%).

Considerando as populacbes subdominantes, os dados recuperados
mostraram uma série de outros grupos notaveis. Psychrobacter, Aeromonas,
Marinomonas, Escherichia-Shigella, Moraxella, Chryseobacterium e
Pseudoalteromonas foram encontrados entre as marcas de QMF avaliadas. Foi
perceptivel, no entanto, que as amostras pertencentes a Marca C abrigavam um perfil
bacteriano significativamente diferente. Esta marca apresentou menor diversidade
(Tabela 2), dominada claramente por Pseudomonas (74% das sequéncias), embora
outros géneros estivessem presentes, incluindo Escherichia-Shigella, Moraxella,
Azobacter e Stenotrophomonas.
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Figura 8. Abundancias relativas de bactérias no (a) nivel de filos (b) e nivel de géneros. Os
resultados sao mostrados como uma média de leituras geradas a partir de amostras individuais
de queijo de cada marca. Apenas filos e géneros com abundéncia relativa maior ou igual a 1%
(2 1%) foram incluidos. Todas as unidades taxonémicas operacionais (OTUs) com menor
abundancia foram agrupadas como “outras”.



5.1.3 Microbiota central comum “core”
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Para evidenciar a microbiota central comum do QMF, uma analise mais

refinada foi realizada. Um total de cento e noventa OTUs estavam presentes em todas

as amostras de QMF e foram consideradas como membros centrais da microbiota. A

figura 9a resume as 20 mais abundantes e inclui OTUs em nivel de familia

(Enterobacteriaceae), nivel de género (Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia,

Escherichia-Shigella, Enterococcus e Moraxella) e nivel de espécie (Serratia

plymuthica e Dickeya chrysanthemi).

Notavelmente, os membros da familia Enterobacteriaceae dominaram entre as

OTUs mais abundantes da microbiota central comum, correspondendo a 41% das

leituras, seguidas pela familia Pseudomonadaceae, com 32% (Fig. 9b). Os géneros

da familia Moraxellaceae (Acinetobacter e Moraxella) e da familia Enterococcaceae

(Enterococcus) corresponderam a 14% e 13% das OTUs mais abundantes

encontradas na microbiota central comum, respectivamente.
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b)

M Pseudomonadaceae M Enterobacteriacea M Moraxellaceae M Enterococcaceae

Figura 9. Microbiota core. (a) Box plots exibindo a mediana, minimo, maximo, primeiro e terceiro
guartis do nimero de leituras atribuidas as 20 unidades taxondmicas operacionais (OTUs) mais
abundantes da microbiota central comum detectada em todas as amostras de queijo. (b)
Abundancias relativas das familias correspondentes as 20 OTUs mais abundantes do
microbioma central comum. As cores referem-se arepresentantes da familia Enterobacteriaceae
(laranja), familia Psedomonadaceae (azul), familia Enterococaceae (verde) e familia
Moraxellaceae (cinza).
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5.2 Parte 2
5.2.1 Caracterizagao dos morfotipos bacterianos

Apos isolamento em meio Agar MacConkey, as coldnias foram caracterizadas
morfologicamente e 14 diferentes morfotipos foram observados (Tabela 3). Foram

selecionados de trés a cinco isolados de cada morfotipo, resultando em um estoque
de 226 isolados bacterianos.

Tabela 3: Caracterizacdo e quantidade dos morfotipos obtidos em agar MacConkey

Identificacao Morfologia Total
M1 Média, irregular, transparente, opaca, seca 4
M2 Média, circular, transltcida, rosa, imida, ponto rosa forte no

centro 41
M3 Média, irregular, opaca, rosa, membranosa, seca 38
M4 Média, irregular, opaca, rosa (forte), seca 35
M5 Média, circular, translicida, rosa, umida 36
M6 Média, irregular, translicida, rosa, Umida, halo amarelado 7
M7 Grande, irregular, opaca, rosa, seca 5
M8 Pequena, irregular, opaca, rosa, seca 9
M9 Média, circular, translicida, rosa, umida, halo rosa forte 6
M10 Média, circular, opaca, rosa, seca, halo amarelado 5
M1l Pequena, circular, opaca, branca/transparente, seca, halo 21
amarelado
M12 Pequena, puntiforme, rosa (pink), umida 6
M13 Pequena, circular, translicida, rosa, umida 5
M14 Pequena, circular, opaca, rosa, seca 8
TOTAL 226

5.2.2 Identificagdo presuntiva dos bastonetes Gram-negativos

Considerando os resultados obtidos a partir da inoculagéo dos isolados no meio

Agar TSI, foram formados 5 grupos de identificacio presuntiva dos bastonetes Gram
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negativos (Tabela 4), sendo 4 grupos pertencentes a ordem Enterobacterales (192
isolados) e o outro grupo de isolados ndo fermentadores (34 isolados). O grupo G1,
que sugere Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Providencia, ou Serratia,
compreende a maioria dos integrantes, com 155 isolados (69%). O segundo grupo
com mais integrantes corresponde ao grupo de bactérias Gram negativas nao
fermentadoras (BGNNF), com 34 isolados (15%), seguido pelo grupo sugestivo de
Escherichia ou Serratia, com 28 isolados (12%). Os grupos em menor prevaléncia
foram sugestivos de Salmonella, Edwardsiella, Citrobacter, ou Proteus, com 7 isolados
(3%) e Shigella, Salmonella, Proteus, Providencia, Serratia ou Yersinia, com 2

isolados (1%).

Tabela 4: Identificacdo presuntiva dos bastonetes Gram negativos isolados de queijo
Minas Frescal (QMF).

. o . N° /%
Grupo Leitura Diagnostico presuntivo )
de isolados
*» Fermentacgdo da glicose Escherichia, Klebsiella,
G1 = Fermentacdo de lactose  Enterobacter, Providencia, 155 / 69
e/ou sacarose Serratia, Citrobacter

= Producgéo de CO;

= Fermentagdo da glicose

G2 = Fermentacao de lactose Escherichia, Serratia 28 /12
e/ou sacarose

=  Auséncia de CO;

Salmonella, Edwardsiella,

= Fermentacao da glicose

G3 . Presenga%le COf Citrobacter, Proteus 713
=  Fermentacdo da glicose Shigella, Saimonelia,

G4 ¢ 9 Proteus, Providencia, 2/1

" Auséncia de CO; Serratia, Yersinia

A Nao fermentadores
= A nci .
G5 usencia (Ee (Ex. Acinetobacter, 34/15
fermentacgéo
Pseudomonas)

Fonte: Adaptado de Anvisa, 2013 e Procop et al., 2017.
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5.2.3 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e deteccéo de integron de
classe 1

Apés a reativagdo dos isolados congelados em BHI com glicerol (20%), 12
isolados de enterobactérias e 17 isolados de BGNNF se mostraram inviaveis. Por isso,
do total de 226 isolados obtidos, apenas os 197 isolados viaveis foram submetidos ao
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos.

Os resultados indicaram que para as enterobactérias, a resisténcia foi mais
frequentemente encontrada em resposta a ampicilina, sendo 37% dos isolados
resistentes (Figura 10). Um total de 16% dos isolados apresentou resisténcia a
amoxacilina+clavulanato e 10% a cefoxitina. A resisténcia intermediéaria foi identificada
para ampicilina (22%) e tetraciclina (1%). Para o grupo dos BGNNF, 76% dos isolados
apresentaram resisténcia a ampicilina+subactam, 71% ao sulfazotrim e 6% a
ceftazidima (Figura 11).

De modo geral, para as enterobactérias, 42% dos isolados apresentou
resisténcia a alguma das drogas, sendo que destes, 29% eram resistentes a apenas
uma e 6% a duas (Tabela 5). Os microrganismos resistentes a trés antimicrobianos
testados, todos pertencentes a classe dos beta-lactamicos, corresponderam a 7% dos
isolados. Considerando a classificacdo proposta por Magiorakos e colaboradores
(2012), que define o fendtipo de multirresisténcia aos antimicrobianos como a nao
suscetibilidade a pelo menos um agente em trés ou mais classes antimicrobianas, néo
foram encontrados isolados com perfil multirresistente no presente estudo.

Para o grupo dos BGNNF, 83% dos isolados apresentou resisténcia a alguma
das drogas, sendo 12% resistente a apenas uma e 71% a duas. Nenhum isolado foi
resistente a trés ou mais antimicrobianos (Tabela 5).

A relevancia do fenétipo de resisténcia a ceftazidima, observada em um isolado
BGNNF, levou a identificacdo desse isolado utilizando sistema Vitek 2 (bioMérieux /
Franca). A identidade do isolado foi definida como Acinetobacter ursingii, o qual foi
submetido ao sequenciamento completo do genoma para analise no presente estudo
(identificado como isolado Q1) (item 5.2.4).
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Figura 10. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das enterobactérias isoladas.
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Figura 11. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos bacilos Gram-negativos
fermentadores (BGNNF) isolados.
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Tabela 5. Distribuicéo dos fenétipos de resisténcia aos antimicrobianos selecionados

para o estudo.

Grupo Fendtipos de Resisténcia n (%)
AMP 47 (26%)
3 AMC 4 (2%)
@
[&]
S CFO 1 (1%)
o
]
£ AMP + AMC 7 (4%)
AMC + CFO 3 (2%)
AMP + AMC + CFO 13 (7%)
1 0,
g CFZ 1 (6%)
S € o
O 8 3 AMP 1 (6%)
0w =2
2 8 O
g 8 E SUL + AMP 12 (71%)
m ¢ @

Legenda: AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; CFO: cefoxitina CFZ:

cefatazidima; SUT: sulfazotrim;

A avaliacdo da presenca de integrons baseada na PCR foi realizada utilizando
primer especifico para o gene intl1, o qual foi detectado em trés isolados BGNNF com
fenotipo de resisténcia a ampicilina e sulfazotrim. Dois deles foram considerados como
pertencentes a mesma linhagem (clones), pois os padrbes de impressdo digital
(fingerprint) obtidos pela rep-PCR se apresentaram iguais. O sequenciamento do
completo do genoma de dois isolados pertencentes a linhagens diferentes
(identificados como isolados Q2 e Q3) foi realizado, visando a elucidacdo dos genes
de resisténcia presentes em seu genoma. As analises referentes aos aspectos

estruturais e evolutivos do integron de classe 1 seréo realizadas e estudos posteriores.
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5.2.4 Analises gendmicas preliminares

Os dados brutos provenientes do sequenciamento dos 3 isolados selecionados
(Q1, Q2 e Q3), de forma geral, exibiram 6tima qualidade apds o processo de trimagem.
A figura 12 exemplifica a qualidade das sequéncias da amostra Q1. Em relacdo as
métricas de qualidade da montagem dos genomas, foi possivel observar variagdo no
tamanho dos genomas das amostras e dos numeros de contigs das montagens,
principalmente para a amostra Q1, que apresentou oS menores valores para essas

métricas (Tabela 6).

Quality scores across all bases (Sanger / Illumina 1.9 encoding)
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Figura 12. Qualidade da sequéncia por base da amostra Q1 ap6s a trimagem. Fonte: Elaborado

pela autora

Tabela 6. Métricas da qualidade de montagem dos genomas dos isolados de queijos
Minas Frescal (QMF).

Tamanho  Numero de Maior
Amostra _ _ N50 %GC
total (Mb) contigs contig
Q1 3,6 65 393.332 168715 39,95
Q2 5,86 173 195.922 73586 62,07
Q3 6,07 102 495.542 160960 61,06

Fonte: Elaborado pela autora
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Em relacdo as sequéncias codificadoras do gene 16S rRNA, foi encontrado
apenas uma copia do gene nos trés genomas. A identificacdo obtida através do
BLAST utilizando o banco de dados do NCBI para a amostra Q1 foi Acinetobacter
ursingii, com 100% de identidade e cobertura, confirmando a identificagéo realizada
anteriormente pelo Vitek2. Visando o refinamento da identificacdo taxondmica das
amostras Q2 e Q3, a qual foi inconclusiva pelo alinhamento através do BLAST, foi
utilizado o par@metro de identidade média de nucleotideo (ANI) a partir dos genomas
de referéncia para cada identificacdo ou suspeita de identificacdo obtidas pelo gene
16S rRNA (Pseudomonas juntendi, Pseudomonas putida e Pseudomonas monteilii).
Considerando que, valores de ANIb acima de 95% indicam mesma espécie, a
identificacéo para a amostra Q2 foi definida como Pseudomonas juntendi (97,81% de
identidade e 79,54% de alinhamento). A amostra Q3 foi identificada a nivel de género
como Pseudomonas spp., considerando que o valor de ANIb foi inferior a 95% (Tabela
7).

Tabela 7. Identificacdo das amostras Q2 e Q3 pelo parametro de identidade média de
nucleotideo (ANI).

: Q2 Q3
Genoma de referéncia _ _
(ANI / Alinhamento [%]) (ANI / Alinhamento [%])
Pseudomonas juntendi 97,81 /79,54 86,61/ 65,53
Pseudomonas putida 87,15/ 68,60 89,15/71,49
Pseudomonas monteilii 87,08 /68,87 88,67 /71,26

Fonte: elaborado pela autora

As caracteristicas gendmicas referentes ao numero de genes codificadores de
proteinas (coding DNA sequence — CDS) e genes codificadores de tRNA e rRNA,
obtidas pela anotacdo, estdo resumidas da tabela 8. As andlises preliminares
referentes a deteccdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos por meio do
software ABRIicate, permitiram a identificacdo de 7 diferentes genes, 0s quais estéo
relacionados a expressao de bombas de efluxo (genes mex e CpxR) e resisténcia a
aminoglicosideos (ant(3")-lic) (tabela 9). Nao foi detectado nenhum plasmideo nos

genomas avaliados.
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Tabela 8. Caracteristicas gendmicas obtidas pela anotacdo automatica através do
PATRIC

Amostra CDS tRNA rRNA
Q1 3.471 61 11
Q2 5.700 66 6
Q3 5.864 68

Fonte: elaborado pela autora

Tabela 9. Genes de resisténcia encontrados nos genomas dos isolados de queijos
Minas Frescal (QMF) por meio do software ABRicate

Mecanismos de
resisténcia

Q1 (Acinetobacter ursingii) ant(3")-llc Inativacao de
aminoglicosideos

Amostra Genes de resisténcia

Q2 (Pseudomonas juntendi)  mexW, mexF, mexE, Presenca de subunidades

mexK, mexB de bombas de efluxo
CpxR Regulacao positiva da
expressdo de bombas de
efluxo
Q3 (Pseudomonas spp.) mexF, mexK, mexB Presenca de subunidades

de bombas de efluxo

CpxR Regulacao positiva da
expressao de bombas de
efluxo

Fonte: elaborado pela autora; adaptado de Alcock et al. (2023).
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6 DISCUSSAO

A microbiota dos queijos desempenha um papel fundamental na determinacao
das suas propriedades sensoriais, composicdo nutricional, qualidade e seguranca. O
conhecimento acerca de sua composicao traz informacdes cruciais sobre como a
microbiota impacta esses aspectos (JONNALA et al.,, 2018). Neste estudo, o
sequenciamento de alto rendimento (high throughput sequencing - HTS) do gene 16S
rRNA forneceu um perfil detalhado sobre a microbiota do QMF, revelando tanto grupos
microbianos ja descritos, assim como grupos microbianos ndo descritos anteriormente
para este tipo especifico de queijo.

As amostras pertencentes a uma mesma marca e lote de QMF, apresentaram
um perfil de agrupamento microbiano préximo, exceto a amostra 23 da Marca E. Esse
resultado ratifica o estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, no
qual as mesmas amostras também se agruparam de maneira semelhante utilizando
técnica de fingerprinting (PAULA et al., 2018). Esta observacdo fundamenta a
reprodutibilidade das amostras, uma vez que produtos de um mesmo lote séo
processados sob condi¢cdes semelhantes e, portanto, expostos a mesma condi¢ao
microbiolégica. Sob a perspectiva das diferentes marcas de queijos, os perfis
taxondmicos bacterianos de cada marca agruparam-se separadamente. Lusk e
colaboradores (2012), através do sequenciamento do gene 16S rRNA, também
observaram comunidade microbiana contrastante entre trés amostras de queijo tipo
fresco pertencentes a marcas diferentes (LUSK et al., 2012). Estes dados podem
sugerir que, embora sejam queijos do mesmo tipo, a matéria-prima e as condicdes de
producdo de cada laticinio desempenham um papel importante na composicdo
microbiana do produto final, contribuindo para uma estrutura bacteriana Unica de cada
marca.

Com relacao a distribuicdo taxondémica dos grupos bacterianos (Fig. 7), embora
diversos estudo relatem a prevaléncia do filo Firmicutes em diferentes queijos (LUSK
et al., 2012; PLANY et al., 2016; RIQUELME et al., 2015; ESCOBAR-ZEPEDA,
SANCHEZ-FLORES e BARUCH, 2016; SULLIVAN et al., 2015), em nosso estudo,
Proteobacteria foi o filo mais representativo em todas as amostras de QMF. A menor
abundancia de Firmicutes observada estd em concordancia com a baixa abundéncia
de BAL, que neste estudo, caracterizou-se como populagdo subdominante. Quigley e

colaboradores (2012) observaram que o nivel de maturacdo do queijo tem influéncia
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significativa nas populacfes de Lactobacillus. O sequenciamento de alto rendimento
revelou que em queijos maturados, a abundancia de Lactobacillus sdo maiores em
comparacao com os queijos frescos (QUIGLEY et al., 2012). Em outro estudo, a baixa
incidéncia de BAL, associado a uma maior abundancia relativa de bactérias
contaminantes, foi observado na ricota, um tipo de queijo fresco que ndo passa por
maturacdo (STELLATO, et al., 2015).

A alta taxa de Firmicutes observada principalmente nas marcas D e F esta
relacionada a prevaléncia de Enterococcus. A presenca de Enterococcus na
microbiota intestinal de mamiferos suscita questfes relativas a contaminacao, que
pode resultar em riscos sanitarios para os consumidores, especialmente devido ao
surgimento de espécies resistentes aos antimicrobianos (HAMMAD, HASSAN, e
SHIMAMOTO, 2015). O proprio ambiente de ordenha é uma fonte potencial de
Enterococcus no leite e, portanto, nos produtos lacteos. Esse risco aplica-se mesmo
gquando a pasteurizacdo é utilizada de forma correta respeitando o binémio
tempo/temperatura, uma vez que este género apresenta alta resisténcia ao tratamento
térmico (ISPIRLI, DEMIRBAS e DERTLI, 2017; DAPKEVICIUS et al., 2021).

Sob a perspectivas da distribuicdo dos géneros bacterianos, destaca-se a
ocorréncia de Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. Nos produtos lacteos frescos
refrigerados, esses grupos bacterianos ja foram relatados por estudos que utilizaram
abordagens independentes e dependentes de cultivo microbiano (COTON et al., 2012;
DAMACENO et al., 2015; LI et al., 2016; STELLATO et al., 2015; SULLIVAN et al.,
2015). Através do sequenciamento de amplicon do gene 16S rRNA, Stellato e
colaboradores (2015) relataram que Pseudomonas e Acinetobacter foram as bactérias
mais abundantes associadas a microbiota central comum em ambiente de
processamento de laticinios, com abundancia relativa acima de 50% (STELLATO et
al.,, 2015). Algumas bactérias Gram negativas potencialmente patogénicas,
especialmente Pseudomonas e Acinetobacter, contaminam naturalmente os
alimentos e seu ambiente de processamento, e essa ocorréncia provavelmente se
deve a capacidade de crescimento em baixas temperaturas, formacao de biofilmes,
baixo requerimento nutricional e versatilidade metabdlica (M@RETRZ e LANGSRUD,
2017; QUINTIERI, FANELLI, e CAPUTO, 2019). Além disso, esses géneros séo
reconhecidos como deterioradores de alimentos e indesejaveis em ambientes de
processamento. A producdo de enzimas extracelulares termoestaveis por essas

bactérias pode ser prejudicial & qualidade do queijo, causando alteracdes no sabor e
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prejudicando as propriedades de coagulacdo do leite. Além disso, € importante
salientar que alguns membros destes grupos bacterianos sao clinicamente e
epidemiologicamente importantes, principalmente considerando-se o aumento da
resisténcia aos antimicrobianos (ARSLAN, EYI, e OZDEMIR, 2011; STELLATO et al.,
2015).

O género Vibrio também foi um dos mais abundantes detectados neste estudo.
Juntamente com outras populacbes subdominantes, como Psychrobacter,
Aeromonas, Marinomonas e Pseudoalteromonas, estes microrganismos Ssao
considerados Proteobactérias halotolerantes e podem contaminar o QMF durante a
salga. Embora esses grupos microbianos ja tenham sido previamente associados a
queijos frescos e maturados (COTON et al., 2012; ESCOBAR-ZEPEDA et al., 2016;
QUIGLEY et al., 2012; RIQUELME et al., 2015; STELLATO et al., 2015), a relevancia
da sua ocorréncia no produto final ndo é muito clara, particularmente nos niveis
encontrados no presente estudo. Nao foram relatados efeitos negativos para a saude
resultantes do consumo de queijos em associacao com estas bactérias halotolerantes,
embora 0s grupos Psychrobacter e Aeromonas possam estar envolvidos em
processos de deterioracao dos alimentos.

A ocorréncia de Escherichia-Shigella em todas as marcas € relevante,
considerando que esse grupo microbiano compreende espécies que sdo potenciais
patbgenos humanos e possivelmente estd associado a contaminacdo pés-
pasteurizacdo. Esses microrganismos ja foram previamente relatados como
contaminantes importantes em diversos produtos lacteos, incluindo o QMF (AHMED
e SHIMAMOTO, 2014; ARAUJO et al., 2002; CARVALHO et al., 2014; FREITAS et
al., 2013; GARCIA-FULGUEIRAS et al., 2001; OKURA e MARIN, 2014). Em estudo
realizado por Campos e colaboradores (2006), linhagens de E. coli isoladas de
amostras de QMF e das maos de trabalhadores de um laticinio foram consideradas
idénticas, sugerindo entdo contaminacéo do produto final pela manipulacdo (CAMPOS
et al., 2006).

A utilizacao de leite in natura ou pasteurizado pode ter influéncia direta sobre a
microbiota dos queijos. Ja foram observadas diferencas entre as comunidades
microbianas de queijos feitos a partir de leite ndo pasteurizado em comparagdo com
queijos feitos com leite pasteurizado, sugerindo maior diversidade de bactérias em
gueijos feitos com leite in natura (DELCENSERIE et al., 2014). O processamento

térmico na cadeia produtiva de laticinios objetiva a seguranga microbiologica e evita
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contaminacdo enddgena dos alimentos com bactérias potencialmente patogénicas,
reduzindo a carga bacteriana (LADO e YOUSEF, 2002). No entanto, a garantia de um
leite pasteurizado seguro requer um processo de pasteurizagdo adequado, além da
prevencdo de contaminacdo pos-pasteurizacdo (SARKAR, 2015). Embora as
amostras de QMF do presente estudo tenham sido produzidas a partir de leite
pasteurizado, os dados encontrados sugerem que a cadeia produtiva do QMF esta
vulnerdvel a contaminacdo pos-pasteurizagcdo por bactérias potencialmente
patogénicas. Estas observagdes nao se restringiram a apenas uma marca de queijo,
mas a todas as marcas avaliadas adquiridas em diversas lojas de varejo.

A caracterizacdo da microbiota de queijos usando HTS, possibilita a
determinacdo de uma microbiota central (nlcleo) comum entre todas as amostras de
queijos avaliadas, a qual é denominada “microbiota core” (QUIGLEY et al., 2012;
FILIPPIS et al., 2014; FILIPPIS et al., 2017). O presente estudo caracterizou a
microbiota core do QMF, revelando a predominancia da familia Enterobacteriaceae
entre as OTUs comuns. Essa prevaléncia pode estar relacionada aos valores de pH,
atividade de agua e concentracdes de NaCl no QMF. A presenca desse grupo
bacteriano em produtos lacteos € frequentemente associada a mas condicdes
sanitarias durante o processo de fabricacdo, além de serem reconhecidos como
deteriorantes em muitos tipos de alimentos (COTON et al., 2012; HADDAD e YAMANI,
2017 ; MORETR® E LANGSRUD, 2017). A producédo de gases e enzimas lipoliticas
e proteoliticas por algumas espécies da familia Enterobacteriaceae podem afetar
adversamente as caracteristicas organolépticas do queijo (TABLA et al., 2016).

Em queijos com alto teor de umidade, como o QMF, a ocorréncia de alguns
grupos microbianos encontrados neste estudo ndo estd preconizada nos requisitos
microbiolégicos estabelecidos por legislacdo. Apesar disso, a possibilidade desses
grupos apresentarem resisténcia a antimicrobianos de importancia clinica configura
um risco adicional, e muitas vezes negligenciado, para a saude dos consumidores
(VERRAES et al., 2013). De fato, a cadeia de producéo dos alimentos desempenha
um papel crucial na propagacao da resisténcia aos antimicrobianos, a medida que
atua como ponte para transferéncia de bactérias e seus genes de resisténcia aos
antimicrobianos para o meio ambiente, animais e seres humanos (BENGTSSON-
PALME, 2017).

Em trabalho anterior, varios genes de resisténcia aos antimicrobianos foram

detectados por PCR a partir do DNA total extraido das mesmas amostras de queijo
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utilizadas no presente estudo (PAULA et al., 2018). Alguns desses genes geralmente
apresentam forte correlacdo com os grupos microbianos mais abundantes detectados
por HTS. O gene blaTEM, um dos principais responsaveis pela producdo de beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL), foi detectado em 91,4% das amostras
avaliadas de QMF. A ocorréncia desse gene esta fortemente associada a espécies de
Enterobacteriaceae, sendo codificado principalmente em plasmideos e elementos
genéticos moéveis (TEKINER e OZPINAR, 2016).

Considerando o0s principais grupos microbianos detectados por HTS e
objetivando aprofundar discussées sobre o papel de QMF na epidemiologia da
resisténcia, o presente estudo também se propds a avaliar especificamente a
ocorréncia de bastonetes Gram negativos resistentes aos antimicrobianos. As
amostras de QMF foram processadas e cultivadas em meio seletivo MacConkey para
recuperacao de bastonetes Gram negativos e a caracterizacdo macro morfolégica das
colénias foi utilizada como forma preliminar para identificar diferentes morfotipos
isolados. Cabe ressaltar que a caracterizacdo morfotipica néo reflete dados de uma
identificacdo de espécies ou grupos, uma vez que uma mesma espécie pode
apresentar caracteristicas morfolégicas das col6énias distintas (MALAJOVICH, 2015).

A identificacdo bioquimica presuntiva através da avaliacdo da fermentacéo de
glicose, sacarose e/ou lactose, producdo de CO:2 durante a fermentacéo da glicose e
producdo de sulfeto de hidrogénio, permite estimar o género dos isolados de
bastonetes Gram negativos (Tabela 3) (PROCOP et al.,, 2017). Essa estimativa
sugeriu a ocorréncia de géneros que apresentam importancia clinica por serem
considerados potencialmente patogénicos ao ser humano, além de apresentarem
resisténcia intrinseca a uma gama de antimicrobianos. O grupo G1, representado por
géneros como Escherichia, Klebisiella e Serratia, foi 0 mais representativo, com 155
isolados (69%). Espécies bacterianas pertencentes a esses géneros foram
previamente isoladas em amostras de QMF em diversos estudos anteriores,
resultados que evidenciam relevancia do ponto de vista da seguranca microbiologica
(CAMPOS et al., 2006; FREITAS et al., 2013; DAMASCENO et al., 2015; SILVA et al.,
2023).

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou que a resisténcia a
ampicilina foi a mais frequentemente observada tanto no grupo das enterobactérias
como nos BGNNF, encontrada em 37% e 76% dos isolados, respectivamente. Melo e

colaboradores (2022) relataram que, 100% das amostras analisadas de QMF servido
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em um hospital oncologico apresentaram bactérias Gram negativas resistentes a
ampicilina. Resultado semelhante foi observado por Silva e colaboradores (2020), que
relataram resisténcia a ampicilina em bactérias Gram negativas de todos os queijos
avaliados no estudo, os quais foram adquiridos em varejo. Outros estudos também
tém relatado a ocorréncia de isolados Gram negativos apresentando ampla resisténcia
a ampicilina em amostra de queijo Minas Frescal industriais (DIAS et al., 2012;
CERESER et al., 2013; PIRES et al., 2019). Embora o uso de ampicilina seja proibido
como agente promotor de crescimento na agropecuaria brasileira, a seu uso
disseminado na medicina humana e veterinaria exerce significativa pressao seletiva
no contexto de Salde Unica, podendo ser responséavel pela prevaléncia desse
fendtipo observado (MAPA, 2009; LI et al., 2019).

A resisténcia ao sulfazotrim e ampicilina observada em 71% e 76% dos
isolados BGNNF, respectivamente, revela alta prevaléncia de resisténcia a essas
classes de antimicrobianos. Os BGNNF séo intrinsecamente resistentes a importantes
classes de antimicrobianos como a ampicilina, cefalosporinas, macrolideos e
sulfonamidas (DIENE e ROLAIN, 2013; BATISTA e ESMERINO, 2023). Essa
resisténcia intrinseca deve-se principalmente a permeabilidade reduzida da
membrana externa, em comparacdo com a membrana externa de outras bactérias
Gram-negativas. A expressdo de bombas de efluxo cromossomais também
contribuem significativamente para a resisténcia intrinseca exibida pelos membros
deste grupo. Apesar da possibilidade de haver resisténcia intrinseca associada, a
aquisicdo de genes de resisténcia transferidos por elementos genéticos moveis,
também tém impulsionado o aumento desses fendtipos entre BGNNF (MCGOWAN,
2006; ANVISA, 2020).

A resisténcia intermediéria foi identificada para ampicilina e tetraciclina em 22%
e 1% dos isolados, respectivamente. A definicdo da categoria intermediaria inclui
situacdes em que, no contexto clinico, ha alta probabilidade de eficacia terapéutica se
a exposicao ao antimicrobiano for aumentada por ajuste do regime posoldgico ou por
maior concentragcdo no local da infeccdo (susceptibilidade dose dependente)
(HUMPHRIES, 2021; DIAS, ROBLES e MOYA, 2022). No entanto, como as taxas de
resposta ainda sdo menores quando comparado a isolados susceptiveis, significando
certo grau de incerteza na sua eficacia terapéutica, alguns estudos avaliam dados de
susceptibilidade aos antimicrobianos somando a categoria intermediaria com a
categoria resistente (MELO et al. 2022; SILVA et al, 2023). No presente estudo, isso
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significaria um aumento na taxa de resisténcia a ampicilina entre os isolados e a
presenca de dois isolados considerados resistentes a tetraciclina no grupo das
Enterobacteriaceae.

Considerando a classificagéo proposta por Magiorakos e colaboradores (2012),
que define o fendtipo de multirresisténcia aos antimicrobianos como a néao
susceptibilidade a pelo menos um agente de trés ou mais classes antimicrobianas,
nao foram encontrados isolados com perfil de multirresisténcia no presente estudo
(MAGIORAKOS et al.,, 2012). Em contrapartida, outros estudos ja relataram a
ocorréncia de bactérias Gram negativas multirresistentes em amostras de QMF
(DAMASCENO et al., 2015; MELO et al., 2022). De forma geral, os isolados deste
trabalho demonstraram auséncia ou baixos niveis de resisténcia a alguns
antimicrobianos em comparagdo com outros estudos. Melo e colaboradores (2022)
detectaram altos niveis de resisténcia a antimicrobianos como cloranfenicol,
tetraciclina, gentamicina, ceftazidima e ertapenem em bactérias Gram-negativas de
QMF. Apesar disso, as amostras de queijos analisadas no presente estudo ainda
demonstraram ser potenciais veiculos de microrganismos resistentes a
antimicrobianos de relevancia clinica.

A presenca do gene intll, que codifica a integrase dos integrons de classe 1, foi
investigada entre isolados que apresentaram resisténcia a algum dos antimicrobianos
testados. A deteccdo em apenas trés isolados bacterianos contrasta com dados
obtidos em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, onde uma alta
prevaléncia do gene intl, além de genes de resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos, foram detectados no metagenoma de amostras de QMF utilizando
técnica de PCR (PAULA et al., 2018). No entanto, vale ressaltar que abordagens
independentes de cultivo, envolvem métodos moleculares baseados na detecgéo de
DNA, os quais abrangem microrganismos subdominantes ou dificeis de cultivar in
vitro, além de serem capazes de detectar acidos nucleicos de células ndo viaveis
(JONNALA et al., 2018; WALSH, et al., 2020

Elevadas taxas de resisténcia a ceftazidima ja foram anteriormente relatadas
em bactérias Gram-negativas de QMF (MELO et al. 2022; SILVA et al, 2023). Embora
apenas um isolado no presente estudo tenha apresentado resisténcia a ceftazidima,
a relevancia desse fenoétipo impulsionou a sua identificagcdo prévia utilizando sistema
automatizado Vitek2, o qual foi identificado como Acinetobacter ursingii e confirmado

pelo sequenciamento completo do seu genoma.
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Acinetobacter ursingii € um patdégeno oportunista raro, associado
principalmente a quadros de bacteremia em pacientes imunocomprometidos e outras
infecgdes nosocomiais (NEMEC et al., 2001; LOUBINOUX et al., 2003). Isolados
apresentando resisténcia a diversos antimicrobianos, incluindo cefalosporinas de
terceira e quarta geracao e carbapenémicos ja foram descritas em alguns estudos
(DORTET et al., 2006; HORII et al., 2011; CHIU et al., 2015; FACCONE et al., 2019).

Embora mais comumente associada a amostras clinicas, a presenca de
Acinetobacter ursingii também ja foi relatada em outros tipos de amostras, como carne
de porco e leite de cabra. Li e colaboradores (2016) isolaram A. ursingii em amostras
de carne de porco na China, o qual era portador do gene blaTEM, responsavel por
codificar ESBL (LI et al., 2016). Ramos e Nascimento (2019) analisaram 21 amostras
de leite de cabra adquiridas diretamente de produtores de diversas regides do estado
do Rio de Janeiro. Dez isolados de Acinetobacter spp. foram obtidos e trés
identificados como A. ursingii, dos quais dois foram caracterizados como produtores
de ESBL, e um como produtor de carbapenemase (gene KPC) (RAMOS e
NASCIMENTO, 2019). No entanto, ndo héa relatos sobre a deteccdo dessa espécie
em amostras de queijos, especialmente apresentando resisténcia aos
antimicrobianos.

Algumas caracteristicas gendmicas obtidas pelo sequenciamento do genoma
de A. ursingii isolado de QMF foram semelhantes as caracteristicas do estudo
realizado por Palkova e colaboradores (2018), o qual relatou um tamanho de genoma
de 3,5 Mb, 3226 genes codificadores de proteinas, 78 genes de RNA, 40% de
contetido GC (PALKOVA, MINARIK e SOLTYS, 2018).

Com relacéo a deteccao de genes de resisténcia, embora a presenca de genes
relacionados a producao de beta-lactamases e carbapenemases ja tenha sido descrita
no genoma de A. ursingii em outros estudos (PALKOVA, MINARIK e SOLTYS, 2018;
HENDRICKX et al., 2022), a andlise preliminar do presente trabalho detectou apenas
0 gene ant(3")-llc.

Os genes tipo ant (aminoglicosideo nucleotidiltransferase) sdo amplamente
encontrados em regides cromossdmicas conservadas no género Acinetobacter, e
estdo associados a producdo de enzimas que modificam os aminoglicosideos,
conferindo resisténcia a essa classe de antimicrobianos (ZHANG et al., 2017). A
auséncia do fendtipo de resisténcia aos aminoglicosideos testados no teste de

susceptibilidade, pode estar associada a falta de expresséo génica ou a uma eventual
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mutac&o que tornou o gene nao funcional. Destaca-se ainda, a auséncia da deteccao
de genes especificos relacionados ao fendtipo de resisténcia a ceftazidima encontrado
no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. A base genética da resisténcia a
ceftazidima é complexa e multifatorial, podendo estar associada ndo apenas presenca
de genes que conferem a superexpressdo de bombas de efluxo e R-lactamases
AmpC, mas também a mutacdes relacionadas ao alvo do antimicrobiano (PBPs) e até
mesmo dele¢cdes no genoma (KOS, MCLAUGHLIN e GARDNER, 2016; SANZ-
GARCIA, HERNANDO-AMADO e MARTINEZ, 2018; RAMSAY et al., 2023). Dessa
forma, sdo necessarias novas analises genémicas voltadas para a caracterizacdo de
mutacdes e delecdes no genoma do isolado de A. ursingii, elucidando a hipotese de
que o fendtipo de resisténcia a ceftazidima observado pode ser resultado de tais
alteracdes genéticas.

O sequenciamento completo do genoma de 2 isolados previamente positivos
para o gene intl (Q2 e Q3) gerou a identificacdo a nivel de espécie para o isolado Q2
(Pseudomonas juntendii) e a nivel de género para Q3 (Pseudomonas spp.). Tohya e
colaboradores (2019) foram os primeiros a realizar uma identificacéo sisteméatica de P.
juntendi isolada de amostra de escarro de um paciente no Japao, nomeando
oficialmente esta espécie (TOHYA et al., 2019). A ocorréncia dessa espécie em
alimento é rara, tendo sido relatada apenas em amostras de molho de tempero a base
de tremoco, na Alemanha (LULF et al., 2023). No entanto, a recente reidentificac&o
baseada na identidade média de nucleotideos (ANI) de isolados anteriormente
identificados como Pseudomonas putida (MARIMOTO et al., 2020; GIRARD et al.,
2021; TOHYA et al., 2022), pode sinalizar que a ocorréncia de P. juntendi em amostras
de alimentos foi até entéo, subestimada.

Zheng e colaboradores (2022) analisaram informacdes de 14 linhagens
isoladas de amostras clinicas anotadas como P. juntendi no GenBank, e relataram
tamanho do genoma variando entre 5,42 a 6,2 Mb e conteddo GC em torno de 62%,
valores que se assemelham aos dados do presente estudo. Os genes tipo mex e CpxR
detectados no genoma dos isolados identificados como pertencentes ao género
Pseudomonas, estéo relacionados a expresséo e regulacdo de bombas de efluxo,
respectivamente (ALCOCK, 2023). Os sistemas de efluxo podem ser responsaveis
pela resisténcia a varias classes de antimicrobianos quimicamente distintos, sendo
este 0 mecanismo provavel relacionado aos fenotipos de resisténcia a ampicilina e

sulfazotrim encontrados no teste de susceptibilidade para esses isolados.
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A familia de bombas de efluxo do tipo RND (Resistance Nodulation Division)
contribui significativamente para a resisténcia intrinseca em Pseudomonas spp.,
sendo ja identificados doze sistemas de efluxo da familia RND em genomas desse
género bacteriano (DREIER e RUGGERONE, 2015). A estrutura desse sistema é
composta por trés proteinas diferentes: uma proteina de fuséo localizada no espaco
periplasmatico, como MexA, MexX, MexC, MexE, MexJ e MexV; uma proteina
transportadora inserida na membrana citoplasmatica e que desempenha o papel de
bomba, como MexB, MexY, MexD, MexF, MexK e MexW; e proteinas de membrana
externa ou porinas, que formam o canal de extrusdo, como OprM, OprJ ou OprN.
(AESCHLIMANN, 2003; LORUSSO et al., 2022). Os genes de resisténcia detectados
no presente estudo estdo relacionados a expressao das proteinas constituintes
desses sistemas. Em concordancia com esses dados, genes do tipo mex foram
previamente detectados por PCR a partir do DNA total extraido de amostras de QMF
(PAULA et al., 2018).

Embora o sequenciamento completo dos genomas selecionados tenha
revelado auséncia de plasmideos, a detecdo prévia de integron de classe 1 por PCR
nos isolados Q2 (P. juntendi) e Q3 (Pseudomonas spp.) sinaliza o potencial de
mobilidade génica nas bactérias avaliadas, considerando que esses elementos podem
integrar genes de resisténcia a antimicrobianos, expressa-los e dissemina-los entre
as bactérias. Analises referentes aos aspectos estruturais e evolutivos do integron de
classe 1 desses isolados serdo realizadas em estudos posteriores, elucidando a
presenca de cassetes génicos e sua possivel associacdo com os fendtipos de

resisténcia observados no teste de susceptibilidade.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizagdo da composicdo da microbiota do QMF utilizando HTS,
destacou a alta abundéancia de Acinetobacter e Pseudomonas em todas as marcas de
gueijo e a baixa incidéncia de BAL, bem como uma microbiota central comum com
predominéancia da familia Enterobacteriaceae. Em geral, estas informacdes podem ser
importantes na busca de estratégias para otimizar a qualidade e seguranca do QMF,
reforcando o seu valor comercial.

Estudos anteriores tém demonstrado que o QMF pode atuar como reservatorio
de bactérias potencialmente patogénicas que carreiam genes de resisténcia aos
antimicrobianos. Essa observacéo foi ratificada pelos resultados relatados na segunda
parte do presente trabalho, que demonstrou o isolamento de bactérias Gram negativas
resistentes a antimicrobianos de relevancia clinica, bem como portadoras de integrons
de classe 1. A identificacdo por sequenciamento completo do genoma das espécies
Acinetobacter ursingii e Pseudomonas juntendi, ainda ndo relatada anteriormente em
queijo Minas Frescal, destacam a relevancia da vigilancia epidemiologica de
patdgenos nao classicos em amostras de alimentos, principalmente devido ao
potencial desses microrganismos de apresentar mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos clinicamente importantes.

De forma geral, a presenca dos grupos microbianos relatados no QMF sugere
um risco adicional para os consumidores e levanta questdes a respeito de seguranca
microbiolégica. Como mencionado, esses microrganismos podem atuar como
reservatorios de genes de resisténcia aos antimicrobianos e esses genes podem ser
mobilizados e transferidos entre animais, seres humanos e meio ambiente. O papel
da cadeia de producao de alimentos na disseminacao da resisténcia antimicrobiana
destaca a importancia de uma abordagem multissetorial integrada e holistica, baseada
no contexto de Saude Unica, na luta contra este importante problema de salde

publica.
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CONCLUSAO

O sequenciamento da microbiota do QMF destacou a alta abundancia de
Acinetobacter e Pseudomonas em todas as marcas de queijo e baixa incidéncia

de bactérias lacticas;

A microbiota central comum (core) das amostras apresentou predominéancia de

membros da familia Enterobacteriaceae;

Embora bactérias Gram negativas MDR ndo tenham sido isoladas nas
amostras de QMF avaliadas, foi observada a ocorréncia de bactérias com
fendtipo de resisténcia a antimicrobianos de interesse clinico e veterinario,

como ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, ceftazidima e sulfazotrim;

O sequenciamento completo do genoma de trés isolados selecionados levaram
a identificacdo das espécies Acinetobacter ursingii e Pseudomonas juntendi,

ainda nao relatadas em QMF,;

Genes associados a resisténcia aos amiglicosideos e expressao de bombas de
efluxo foram identificados nos genomas de Acinetobacter ursingii e

Pseudomonas juntendi / Pseudomonas spp., respectivamente.

Andlises adicionais sdo necessarias para elucidar as caracteristicas genémicas
associadas aos fenotipos de resisténcia encontrados no teste de
susceptibilidade, bem como para caracterizar a estrutura de integrons de classe
1 detectados previamente por PCR convencional.
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The knowledge about microbiota from cheeses plays a key role in safety Improvement and quallty enhancement
of the final product. We used a high throughput sequencing methodology to provide insights into the microbial
compaosition of Minas Frescal Cheese (MFC), The results obtained from the analysis of 28 cheese samples showed
that cheeses were brand-clustered, exhibiting unique bacterial profiles which varied [n diversity and abundance
of taxa, Proteobacteria dominated in all samples, corresponding to a mean of 88.7% from all sequences, Groups
associated with contamination, as Pseudomonas, Acinetobacter and Vibrio were highly frequent in most of brands,
Low abundance of lactic acld bacteria was also observed. The core microbiome shared by 1005 of the samples
indicated predominance of Enterobacteriaceae family. Our data point to a concern regarding the occurrence of
potential spoil age microbiota and opportunistic pathogens in cheeses, This metataxonomic study suggests cor-
relations between putative bacteria and antimicrobial resistance phenomenon in foodstuflf, as already reported
for MFC. Together these data highlight that productive chain of MFEC might be related to spread of medically
important bacteria, which are underestimated for their possible impact on human health, The observations may

also relnforee the importance of food safety regulations facing the One Health point of view.

1. Introduction

Cheese is a dairy product which has played an important role in
human feeding behavior, Considering the regional, social and economic
importance of the unprocessed-cheese market into the growing dairy
industry, Minas Frescal Cheese (MFC) figures as a popular and tradi-
tional fresh cheese produced and widely commercialized in Brazil
(Gomes, Franco, & De Martinis, 201 3), MFC is classified as soft, semi-fat,
unripened cheese with high water activity, It is produced by enzymatic
coagulation of rmw or pasteurized milk using rennet or coagulants, with
or without starter cultures (Damaceno et al., 2015). Due to the high
moisture content, pH levels above 5.0, low salt concentration, absence of
defined starter cultures and excessive hand manipulation during
manufacture, MFC is a favorable environment to the growth of
contaminating microorganisms becoming highly perishable (Brito et al.,
2008; Carvalho, Viotto, & Kuaye, 2007; Furtado, Todorov, Landgraf,

Destro, & Franco, 2015),

The microbiota of dairy products is highly diverse and with regards
to the cheese microbiological quality, its characterization may provide
knowledge about sanitary and food safety issues (Jonnala, Mesweeney,
Sheehan, & Cotter, 2018). However, besides the economic and cultural
values of MFC, the associated microbial communities are still insuffi-
ciently characterized, Traditionally, microbiota of MFC has been studied
through culture-based techniques. Most studies seek the occurrence of
specific microorganisms included among the hygiene and safety regu-
latory microbial targets established for MFC, such as Listeria mono-
cytogenes, Salmonella  spp., coliforms and  coagulase-positive
staphylococc (Sant’Ana et al., 2013 Apolinario, Santos, & Lavorato,
2014; Brito et al., 2008). Culture-independent methods based on genetic
fingerprinting techniques, such as PCR-denaturing gradient gel elec-
trophoresis (DGGE), were also routinely applied to investigation of
bacterial diversity in MFC, but these methods do not provide a
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comprehensive coverage of microbial populations (Arcurl, El Sheilha,
Rychlik, Piro-metayer, & Montet, 2013; Paula et al., 2018; Perin et al.,
2015; Perin, Savo Sardaro, Nero, Neviani, & Gatti, 2017). The dewvel-
opment of High Throughput Sequencing (HTS) platforms has impacted
the field of microbial ecology. The application of HTS has gained
increasing attention due to its potential to provide new insights into
microbial com plexity of environments, including water, soil, human gut,

as well as fermented foods (Ercolini, Filippis, Storia, & lacono, 2012;
Escobar-Zepeda, Sanches-Flores & Baruch, 2016; Galazka et al., 2018;
Losasso et al., 2018; Lusk et al., 2012; Plany et al., 2016; Quigley et al.,
2012 Tan et al,, 2015).

In an ecological perspective, considering the lack of sanitary regu-
lations, the knowledge is rising on the role of MFC as reservoir of bac-
teria resistant to antimicrobial drugs as the resistance phenomena gain
visibility worldwide in the One Health approach (Fontes et al., 2013;
Paula et al,, 2018). One Health approach are related to the integrative
view and management considering human health, animal health, and
environment, as well as adoption of effective public policies to prevent
and control diseases which might include food safety, zoonosis, and
antimicrobial-resistance control (Ozawa, Shah, Hughes, & King, 2019;
Sanderson et al., 2019), .

Considering economic and cultural relevance, and the lack of sci-
entific knowledge on the entire MFC microbiota, the aim of this study
was to understand the structure of microbial community in MFC,
establishing the identity of dominant bacterial populations. In this study
as a novelty, high throughput sequencing of 165 rRNA gene was used as
methodological approach. . Previously, the clinical resistome of MFC
based on metagenomic DNA using the same cheese samples were
investigated and highlighted the role of MFC in the antimicrobial
resistance epidemiology as an important reservoir of antimicrobial-
resistance related genetic markers and class-1 integrons (Paula et al.,
2018).

2. Materials and methods
2.1. Sample processing and DNA extraction

Samples from 28 MFC from seven different commercially manufac-
tured and trademarked brands (A, B, C, D, E, F, and G) were purchased in
retail market in Juiz de Fora (Minas Gerais State, Brazil). All the cheeses
were manufactured in the region of Zona da Mata from Minas Gerais
State in Brazil. GPS locations for the manufacturing sites are given in
Supplementary Material (Fig. 51). All brands have trade license and
sanitary certification, according to the Brazilian regulations, Following
this regulation, the cheeses were made from pasteurized bovine milk.
After acquisition, the samples were kept in an ice box and sent to the
laboratory for immediate processing, as previously described (Paula
el al., 2018), Briefly, 25-g cheese portions of each sample were weighed
and homogenized in sterile sodium citrate buffer (225 mL of a 2% (w/v)
solution, pH 7.5). Further, aliquots of 50 mL were centrifuged (14,
000=g, 10 min), and the supernatant containing the fat layer was dis-
carded. The pellet obtained was brought in solution with 10 mL of
Tris-EDTA (TE) (10 mmol /L Tris, 1 mmol/L ethylenediaminetet raacetic
acid - EDTA, pH B) and then centrifuged at 14,0005g for 10 min. This
step was repeated twice, and the obtained pellet was resuspended in 200
pL of TE buffer. DNA was extracted from the cells pellet using the
QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Germany) according to the man-
ufacturer’s instructions. DNA concentration was accessed by fluorimetry
using a Qubit 2.0 fluorometer, with the Qubit dsDNA HS Assay kit (Life
Technologies, USA), DNA integrity was checked by 0.8% agarose gel
electrophoresis. The resulting purified DNA was stored at —70 °C until
USE.

2.2, 165 rRNA amplicon library preparation and sequencing

Four samples of each cheese brand, which presented high similarity
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in previous fingerprinting analysis to access the overall microbial com-
munity (Paula et al, 2018), were selected for meataxonomic
sequencing. The V3-V4 hypervariable regions of the 165 rRNA gene
were amplified using the primer pair 341F and B06R (Klindworth et al,,
2013). The primers were modified to contain an overhang sequence
(underlined highlighted) that were complementary to the Nextera XT
Index (Tllumina, USA) as follows: M41F (5
TCGTCGGCAGCGTCAGATGT GTATAAGAGACAGCCTACGGG NG GCW -
GCAG-3') and BO06R (5 GTCTCGTGGGCTOGGAGATGTGTATA
AGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3'). The PCR reaction was
performed in 25 pL of final volume containing, 1X KAPA HiFi HotStart
ReadyMix, 2,5 uM of primer and 12.5 ng of DNA, Cycle conditions were
95 °C (3 min), then 25 cycles of 95 °C (30 8), 55 °C (30 5), 72 °C (30 5),
and a final extension of 72 °C (5 min).

Libraries were purified using AMPure XP beads (Beckman Coulter,
USA) according to the Ilumina 165 metagenomic sequencing library
protocol, The amplicons were ligated to an index sequence during a
second PCR, containing 25 pL of 2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 5 pL
of each Nextera XT index, 5 pL of the PCR purified product and 10 pL of
ultrapure water (50 pL final volume). Cycle conditions were 95 °C (3
min), then 8 cycles of 95 °C (30 s), 55°C (30s), 72 °C (30 s), with a final
extension of 72 °C (5 min). Libraries were again purified using magnetic
beads and the size of the libraries was checked by Bioanalyzer DNA 1000
Assay (Agilent, USA). Quantification was carried with KAPA Library
Quantification Kit Mlumina (Roche, Switzerland) and further DNA Li-
braries were normalized and pooled. The libraries were paired-end
sequenced (2 = 300) in a single run on Miseq platform (Ilumina,
USA). Sequencing was performed on the Next Generation Sequencing
platform of the René Rachou Institute (CPgRR/FIOCRUZ-MG).

2.3. Data analysis

The 168 rRNA gene data was analyzed according to the pipeline
recommended by Brazilian Microbiome Project, available at hip
/bmicrobiome.org (Pylro et al, 2014). Briefly, quality control of
the sequence was realized with Trimmomatic v0.32 (Bolger, Lohse, &
Usadel, 2014), and the sequences were truncated to 100 bp size, The
unique sequences (singletons) were removed. Sequence clustering was
performed following the UPARSE method at 97% similarity cutoff
(Edgar, 2013) Taxonomy was assigned with SILVA 132 (Quast et al.,
2013) using the QIME v. 1.9.1 (Caporaso et al., 2010).

Diversity estimative was carred out by QIIME package (Bolger eral.,
2014), Rarefaction curves were constructed based on the operational
taxonomic unit (OTU) richness as a function of sequencing depth, to
evaluate the sequencing effort, For alpha diversity, the richness esti-
mator Chaol, Shannon and Simpson indices were considered, Analysis
of variance (ANOVA) were performed to indices values using GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA), followed by a Tukey test
at 1% probability, For beta-diversity estimations, principal coordinates
analysis (PCoA) were performed using the weighted UniFrac distance
metrics.

The sequence data were submitted to the GenBank databases and are
under accession nos. SAMNLO721671, SANNLO721672,
SAMNIOZ721673, SAMN10721674, SAMN10721675, SAMN1O721676,
SAMN10721677, SAMN10721678, SAMNI10721679, SAMN10721680,
SAMN10721681, SAMNIOT21682, SAMNI10721683, SAMN10721684,
SAMNIOZ721685, SAMN10721686, SAMN10721687, SAMN1O721689,
SAMN10721689, SAMN10721690, SAMN10721691, SAMN10721692,
SAMN10721693, SAMNI0721694, SAMNI10721695, SAMN10721696,
SAMN1O0721697, SAMNLO721698,

3. Results
3.1. Sequencing output and diversity estimates

A total of 2,025,720 good-quality sequences from 165 rRNA gene
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were obtained from 27 samples of MFC, corresponding to 181,220,
185,578, 188,554, 555,235, 368,456, 432,871 and 113,806 reads from
brands A, B, C, DE, F and G respectively (Supplementary Table 51). As
the sentence quality of one cheese sample from brand B failed to meet
the expected good-quality sequences, it was excluded from the study.
Rarefaction plot indicated that the overall sequencing effort was enough
1o active the bacterial biodiversity within MFC regardless all brands,
since the curves obtained tend to reach an asymptote (Supplementary
Fig. $2).

Species diversity (o-diversity) revealed high richness (Chaol) and a
diverse microbiota (Shannon and Simpson index) (Supplementary
Table 51). By comparing the different cheese brands, the brand C
showed to harbor significantly lower species richness and diversity
compared to others, in accordance to a lower equitability of microbial
community observed for these cheeses samples (brand C) (Supplemen-
tary Table S1). The [-Diversity analysis resulted from weighted UniFrac
PCoA suggests different microbial patterns between cheese samples, but
a similar pattern within a brand leading to different microbial clusters
according to the different MFC brands (Fig. 1), The microbiota patterns
from brand B and C were grouped closely together inside the cluster if
compared to the other brands.

Overall the samples were clearly brand-clustered. Considering the
origin of the MFC samples, [-diversity evaluation might be highly
related to the standardization along the production chain, and the
sampling of this study was reproducible. This result is in agreement with
the expected, since the products from the same batch are supposed to be
processed under similar conditions.

3.2. Taxonomic profile of Minas Frescal Cheeses

The taxonomic distribution of Bacteria is shown in Fig. 2a at phylum
level. Slight differences in the abundance of bacterial taxa were
observed between the MFC brands. Phylogenetic assignment of
sequencing data showed the occurrence of thirteen different bacteria
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phyla. Proteobacteria was the most representative in all cheese samples,
corresponding an average of 88,7% of all sequence reads. Firmicutes was
the second most abundant bacteria phylum, comprising 8.4% of the all
sequence reads, but with higher count in cheese samples belonging
brands D and F (20-31% and 17-27% respectively). Bacteroidetes
(2.5%) and less-dominant populations were also detected, but occa-
sionally (represented in Figz. 2a as other phyla). Unassigned OTUSs indi-
cated on Fig. 2a represent OTUs that were not classified at the phyla
level.

Considering genus level, differences between the cheeses become
maore evident, Fig, 2bshows the bacterial genus that contributed >1% to
the overall distribution in the brands. Around 10-31% of sequences from
each brand analyzed, corresponded to unassigned OTUS, which were not
classified at the genus level but were at the higher ones, The results
showed that bacteria belonging to Psendomonas, Acinetobacter and Vibrio
constituted the main groups presented in most of the samples and per
brands.

At the genus level, members of Firmicutes phylum corresponded,
almost exclusively, to Enterococcus. Detection frequencies of Entero-
coccus were higher in the brand D and F samples than in the other
brands. In general, low abundance for lactic acid bacteria group was
observed in all brands. Within this group (abundance > 1%) Entero-
coccus was observed in brands A (1%), D (16%) and F (14%), whereas
Lactoceccus was observed in brands D (2% ) and F (1%), and Streptococcus
was observed in brand D (1%).

Considering the subdominant populations, the data retrieved showed
a number of other notable groups. Psychrobacter, Aeromonas, Mar-
inomaonas, Escherichia-Shigella, Moraxella, Chryseobacterium and Pseu-
doaiteromonas were found among the tested cheese brands. It was
noticeable, however, that samples belonging Brand C harbored a
significantly different bacterial profile. This brand showed less diversity
(Supplementary Table 51), dominated clearly by Psewdomonas (74% of
the sequences), although other genera were present, including Escher-
ichia-Shigella, Moraxella, Azobacter and Stenotrophomaonas.
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Fig. 1. Principal coordinate analysis (PCoA) of the bacterial communities of cheese samples, generated with Weighted Unifrac distance matrix. The colors refer to
Brand A (red), Brand B (dark blue), Brand C (orange), Brand D (green), Brand E (purple), Brand F (yellow), Brand G (light blue). (For interpretation of the references
ta color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article,)
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Fig. 2. Relative abundances of bacteria at the (a) phyla level (b) and genera level, Results are disclosed as an average of reads generated from individual samples
cheese fram each brand. Only phyla and genera with relative abundance greater than 1% were included. All OTUs with lower abundance were grouped as “other”.

3.3. Microbiota core

In order to evidence the microbiota core of MFC, a more refined
analysis was performed. One hundred ninety OTUs were present in all
cheese samples and were considered as core members of the microbiota,
Fig. 5a summarizes the 20 most abundant, and includes OTUs at family
level (Enterobacteriaceae), genus level (Pseudomonas, Acinetobacter,
Serratia, Escherichia-Shigella, Enterococcus and Moraxella) and species
level (Serratia plymuthica and Dickeya chrysanthemi).

Notably, members of the Enterobacteriaceae family dominated
among the most abundant OTUs of the core microbiota, corresponding
to 41% of the reads, followed by Pseudomonadaceae family, with 32%
(Fig. 3b). The genera of Moraxellaceae family (Acinetobacter and Mor-
axella) and Enterococcaceae family (Enterococcus) corresponded to 14%

and 13% of the most abundant OTUs found in the core microbiota,
respectively.

4. Discussion

The microbiota of cheese plays a key role in determining its organ-
oleptic properties, nutrient composition, shelflife and safety. Under-
standing the impact of this community on theses aspects is crucial to
increasing the quality of cheeses (Jonnala et al., 2018). In this study, the
high throughput sequencing of 16S rRNA gene provided detailed in-
sights into the microbiota of Minas Frescal Cheese, which presented
several microbial groups not previously described for this specific cheese
type.

As expected, all replicates within each cheese brand clustered well,
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Fig. 3. (a) Box plots displaying the median, minimum, maximum, Arst and third quartiles of number of reads assigned to the 20 0TUs most abundant of the core
microbiome detected in all cheese samples. (b) Relative abundances of the families corresponding to the 20 OTUs most abundant of the core microbiome. The colors
refer to representatives of Enterobacter family (orange), Psedomonadacese family (blue), Enterococacceae family (green) and Moraxellaceae family (gray). (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader Is referred to the Web version of this article.)

except for sample 23 in Brand E, This observation is in accordance with a
study previously performed by our group (Paula et al., 2018), in which
the same samples also clustered in a similar way wsing fingerprinting
technique. The brand-clusterization of the samples is a good parameter
to evaluate reproducibility in food production chain, during cheese
mamufacture, since the products from the same batch are processed
under similar conditions, and therefore exposed to the same microbio-
logical quality. Inaddition, as long as the five cheese brands used in this
study were similar in style, color and texture, the bacterial taxonomic
profiles of each brand, in turn, were different. It was already demon-
strated for Latin-style cheeses also using next-generation sequencing, a
contrasting microbial community among three soft cheeses samples
belonging different brands (Lusk et al., 2012), These data may suggest
that despite similarity of cheese type, raw materials and cheese making
conditions seems to play an Important and critical role in the microbial
composition of the final product, thus contributing to the unique bac-
terial structure of each brand.

Regarding the taxonomic distribution of bacteria groups (Fig 2),
several studies have already reported prevalence of Firmicutes in
different cheeses (Lusk et al., 2012; Plany et al., 2016; Riquelme et al.,
2015; Escobar-zepeda, Sanchez-flores, & Baruch, 2016; Sullivan et al.,
2015), unlike our study in which Proteobacteria was the most repre-
sentative in all tested MFC samples, being Psendomonas spp. and Aci-
netobacter spp. more frequently identified. The lower abundance of
Firmicutes observed is in agreement with the low incidence of lactic acid
bacteria (LAB), counting for subdominant population. It was previously
observed that the level of cheese maturation has a significant influence
on Lactebacililus populations (Quicley et al., 2012), In hard cheeses,
Lactobacillus populations are increased compared to those in soft
cheeses, what may suggests positive comrelations between the level of
cheese maturation and the development of lactic acid bacterda (Quigley
et al., 2012), Add to that, lower incidence of LAB in ricotta, a fresh soft
cheese that does not undergo fermentation or ripening, was previously
associated with a higher relative abundance of contaminating bacteria
from the surfaces and the related manufacturing plant (Stellato, De
Filippis, La Storia, & Ercolini, 2015), Therefore, it is interesting to hy-
pothesize that the establishment of LAB could have a valuable effect

toward protection against spoilage bacteria found in this study, Besides
as long as most of the Firmicutes in this study are related to Enterococcus
in all tested MFC samples from different commercial brands, it is
reasonable to rise issues regarding widespread contamination which
may result in sanitary risks to consumers, especially due emergence of
antibiotic-resistant strains (Hammad, Hassan, & Shimamoto, 2015),

It has been demonstrated that non-pathogenic Gram-negative bac-
teria, especially Pseudomonas and Acinetobacter, naturally contaminate
foods and their processing environment (Meretns & Langsrud, 2017).
These predominance and persistence is likely due to growth at low
temperatures, ability to form biofilms, low growth requirements and
metabolic versatility (Moretrs & Langsrud, 2017; Quintieri, Fanelli, &
Caputo, 2019), With regards to refrigerated fresh dairy products, these
bacterial groups were already reported by both culture-dependent and
-independent appfca(‘hes (Coton et al., 2012: Damaceno et al., 2015; L
et al,, 2016; Stellato et al., 2015 Sullivan et al., 2015), By using 165
rRNA amplicon sequencing, other authors have reported that Pseudo-
monas and Acinetobacter were the most abundant bacteria associated to
core microbiota in a dairy processing plant, with a relative abundance
above 50% (Stellato et al., 2015). Psendomonas and Acinetobacter are
recognized as major food spoilage microorganisms and undesirable in
food processing environments (Arslan, Eyi, & Ozdemir, 2011; Stellato
et al., 2015). The production of heat-stable extracellular enzymes can be
detrimental to the quality of cheese by causing bitter or rancid flavors
and by impairing the coagulation properties of the milk, Furthermore, it
is important to point out that some members of these bacterial groups
are clinically and epidemiologically important bacteria and are under
continuous selective pressure in hospital settings, Vibrio sp. were also
detected as one of the most abundant bacteria in this study. Along with
other subdominant populations such as Psychrobacter, Aeromonas, Mar-
inomonas and Pseudoalteromonas which are considered halotolerant
Proteobacteria, these microorganisms might generally reach MFC dur-
ing brining, with salt acting as the source for contamination. These
microbial groups were previously associated with soft, semihard and
hard cheeses (Coton et al., 2012; Escobar-zepeda et al., 2016; Quigley
et al., 2012; Riquelme et al., 2015 Stellato et al., 2015). However, the
significance of their occurrence in the final product is not clear so far,
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particularly at the high levels reported here as components of MFC
microbiome. No negative health effects resulting from consumption of
cheeses in association with these halotolerant bacteria have been re-
ported, although Psychrobacier and Aeromonas can be involved in food
spailage.

The occurrence of Escherichio-Shigella in all brands is a concem. This
microbial group comprises species which are potential human patho-
gens and may be highly associated to common post-pasteurization
contaminant., Previously, these microorganisms had been reported as
important contaminants in dairy products including milk and different
cheese types, worldwide, including MFC in Brazil (Ahmed & Shima-

moto, 2014; Aragjo, Pagliares, Queiroz & Freitas-Ameida, 2002; Car
valho et al, 2014; Freitas, Brito, Nero, & Carvalho, 2013;
Garcia-Fulgueiras et al, 2001; Okura & Marin, 2014), The Escher

ichia-Shigella group was also related to raw milk and food handlers in a
dairy processing plant (Campos et al., 20009).

The use of raw or pasteurized milk is assumed to affect the micro-
biota of cheeses. It was already observed differences between microbial
communities from raw compared to pasteurized milk cheeses, suggest-
ing higher bacteria diversity in cheese made out of raw milk (Deleens-
erie et al., 2014), The thermal processing in dairy production chain is
preconized as microbiological safety to aveid endogenous contamina-
tion of foodstufl with potentially pathogenic bacteria and to reduce the
bacterial burden (Lado & Yousel, 2002), To ensure safe pasteurized milk
on the other hand, is important a proper pasteurization and prevention
of post-pasteurization contamination (Sarkar, 2015), Our data may
suggest that although considering the use of pasteurized milk, the pro-
duction chain of MFC becomes vulnerable to post-pasteurization
contamination with environmental potentially pathogenic bacteria.
These ohservations were, however, not restricted to just one cheese
brand, but also to all evaluated brands which were purchase in several
retail food stores.

Some studies focusing on cheese microbiota using HTS, defined a
common core microbiome from cheese-making units within the same
broad geographic area (Filippis, Parente, & Ercolini, 2017; Filippis,
Toria, Stellato Gatti, & Ercolini, 2014; Quigley et al., 2012). Here we
also investigated the core microbiome of MFC, A predominance of the
Enterobacteriaceae family among the commaon OTUs in this study may
be related to the values of pH, water activity, and NaCl concentrations.
According to the literature the presence of Enterobacteriaceae in dairy
products generally indicates direct or indirect fecal contamination of the
milk or the product during manufacture process and thus, have been
linked to poor hygiene conditions (Coton et al, 2012 Haddad &
Yamani, 2017; Meretrs & Langsrud, 2017), This bacterial group is also
recognized as spoilage organisms in many types of food. Lipolytic and
proteolytic  enzymes produced by some Enterobacteriaceae can
adversely affect organoleptic features of cheese and gas-producing
strains have been related to texture and flavour defects (Tabla et al.,
2016).

In addition, these bacteria are highly relate to the antimicrobial
resistance phenomenon and may become available through food con-
sumption, figuring an additional risk factor to consumers (Verraes et al.,
20135). Based on a direct analysis of total DNA, De Paula and collabo-
rators (2018) previously detected several resistance genes from the same
cheese samples used in this study (Pavla et al, 2018), The genotypic
characterization by PCR assays revealed that one of the major genes
responsible for extended spectrum lactamases (ESBL) production, bla-
TEM gene, was detected in 91.4% of the samples. This gene is strongly
associated with Entercbacteriaceae species and is mainly encoded by
plasmids and mobile genetic elements such as integrons, insertion se-
quences, transposons and plasmids (Tekiner & Ozpmar, 2016). These
results highlight the potential contribution of the main group in the MCF
core microbiome to human health risks by dissemination of ESBLs genes,
Others studies showed that ESBL-producing Enterobacteriaceae strains
and their mobile genetic elements can be transmitted to humans, espe-
cially through meat, milk, and other foods of animal origin (Galler,
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Gwida, Samra, & Ashmawy, 2019; Husan & Cadirci, 2019; Tekiner &
Ozpinar, 2016),

Psendomonas spp., widely studied for food spoilage effects, are
instead underestimated for their possible impact on human health, Fresh
dairy products can be considered a reservoir of Psendomonas spp.
resistome, potentially transmittable to consumers (Arslan et al., 20171;
Quintierd et al, 2019) In P aeruginosa, the multidrug resistance
phenotype is largely conferred by efflux systems coded by mex genes,
contributing to the intrinsic resistance in this specie (Kievit et al., 2001;
Rocha et al., 2019), The clinical resistome of MFC investigated by De
Paula and collaborators (2018) also revealed the presence of mex genes
in 30-50% of the samples (Paula et al., 2018).

Many factors favor the spread of antibiotic resistance and the food
chain play a crucial role, connecting environmental, animal and human
habitats for pathogenic, opportunistic, and spoilage bacteria, which can
carry resistance genes (Bengisson-Palme, 2017) The human population
may be exposed indirectly to antibiotic-resistant bacteria and antibiotic
resistance genes via contact with or consumption of contaminated food
products (Founou, Founou, & Essack, 2016; Lammie & Hughes, 2016).
In cheeses with high moisture content, such as Minas cheese, some
spoilage bacteria found in this study are notincluded among the hygiene
and safety regulatory microbial targets (Visotto, Oliveira, Prado, &
Bergamini, 2011). Therefore, the occurrence of resistant foodborne
bacteria within this specific group, generally ingested alive through
refrigerated fresh dairy products, raise possible risks for human health
and poses a number of issues which are overlooked.

5. Conelusion

This study presents a first look at the microbial composition of MFC
using High Throughput Sequencing. We highlighted the high abundance
of Acinetobacter and Pseudomonas in cheese brands and low incidence of
lactic acid bacteria, as well as a core microbiome with predominance of
Enterobacteriaceae family, In general, these information may be crucial
in formulate strategies to optimize the quality and safety, extend shelf-
life and reinforce commercial value of Minas Frescal Cheese, as well
as to preserve a traditional food that supports the economy of local
producers,

Although here sequencing has not been applied to food safety
assessment of resistant bacteria, it was demonstrated in recent study that
the same samples of MFC also act as a reservoir of genes coding for
antibiotic resistance, These findings suggest an additional risk for con-
sumers, since the bacterial groups found in the Minas Cheese micro-
biome, including spoilage, can act as hosts for these genes and provide a
likely route for the entry of antibiotic-resistant bacteria and mesistance
genes into the community and healthcare environments. The roe of food
chain in the dissemination of antimicrobial resistance highlight the
importance of an integrated and holistic multisectoral One Health
approach in struggle this major public health issue.
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