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RESUMO 

A microbiota dos queijos é bastante diversificada e sua caracterização pode fornecer 

informações relevantes sobre qualidade microbiológica e questões sanitárias. 

Investigações sobre o papel dos queijos como reservatório de bactérias resistentes 

aos antimicrobianos tem suscitado preocupações, à medida que o fenômeno da 

resistência ganha visibilidade na abordagem de Saúde Única. Considerando a 

relevância econômica e cultural do Queijo Minas Frescal (QMF), o objetivo deste 

estudo foi elucidar a identidade de populações bacterianas dominantes em sua 

microbiota através do sequenciamento de alto rendimento, e investigar o envolvimento 

do QMF na ecologia da resistência aos antimicrobianos. Para o sequenciamento da 

microbiota, o fluxo de trabalho consistiu no processamento das amostras, extração de 

DNA, preparação da biblioteca de amplicon 16S rRNA, sequenciamento na plataforma 

Illumina MiSeq e análise de dados utilizando ferramentas de bioinformática. Além 

disso, os padrões de suscetibilidade bacteriana aos antimicrobianos foram avaliados 

para bastonetes Gram-negativos isolados de amostras de QMF em Ágar MacConkey. 

A extração de DNA e pesquisa de integron de classe 1 por técnica de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para os isolados que apresentaram 

resistência a algum dos antimicrobianos testados. Três bastonetes Gram-negativos 

não fermentadores de glicose (BGNNF) foram selecionados para o sequenciamento 

completo do genoma, baseando-se na relevância do fenótipo de resistência 

apresentado e na presença 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 únicos que variaram em diversidade e 

abundância de táxons. O filo Proteobacteria foi dominante em todas as amostras, 

correspondendo a uma média de 88,7% de todas as sequências. Grupos de bactérias 

associados a baixa qualidade sanitária como Pseudomonas, Acinetobacter e Vibrio 

foram frequentes na maioria das marcas. A microbiota central comum (core) 

compartilhado por 100% das amostras apresentou predominância 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 à 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 três 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. Análises preliminares dos genomas revelaram a 

presença de genes associados a expressão de bombas de efluxo e resistência aos 

aminoglicosídeos. Em geral, os dados relatados apontam para uma preocupação 

quanto à ocorrência de patógenos oportunistas em QMF, os quais podem atuar como 

hospedeiros de genes de resistência aos antimicrobianos, configurando um risco 

adicional para os consumidores.  

Palavras-chave: Queijo Minas Frescal; Microbiota; Sequenciamento de alto 

rendimento; Resistência; 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 class1 
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. INTRODUÇÃO 

O queijo é um produto lácteo que tem desempenhado um papel importante no 

comportamento alimentar humano e, no Brasil, o mercado de queijo representa um 

importante potencial socioeconômico. Dentre os queijos não processados, destaca-se 

o Queijo Minas Frescal (QMF), um queijo fresco popular tradicional amplamente 

produzido e comercializado no Brasil. O QMF é produzido por coagulação enzimática 

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 concentração de 

sal, ausência de culturas iniciadoras definidas e manipulação excessiva durante a 

fabricação, o QMF é um alimento favorável para o crescimento de microrganismos 

putativos contaminantes, torna-o um produto altamente perecível. 

A microbiota dos produtos lácteos é altamente diversificada, e com relação à 

qualidade microbiológica dos queijos, sua caracterização pode fornecer conhecimento 

sobre questões higiênico-sanitárias e de segurança dos alimentos. Apesar dos valores 

econômicos e culturais do QMF, as comunidades microbianas associadas a esse tipo 

de queijo ainda são insuficientemente caracterizadas e, tradicionalmente, tem sido 

estudada através de técnicas baseadas em cultura. Considerando a qualidade 

microbiológica e questões higiênico-sanitárias, a maioria dos estudos busca a 

ocorrência de microrganismos indicadores específicos, como Listeria monocytogenes, 

Salmonella spp., coliformes e Staphylococcus coagulase-positivo. Métodos 

independentes de cultura baseados em técnicas de fingerprint (impressão digital), 

como reação em cadeia da polimerase (PCR) associado a eletroforese em gel com 

gradiente desnaturante (PCR-DGGE), também foram aplicados à investigação da 

diversidade bacteriana no QMF. No entanto, esses métodos não fornecem uma 

cobertura abrangente das populações microbianas. 

O desenvolvimento de plataformas de sequenciamento de alto rendimento 

(High Throughput Sequencing - HTS) impactou o campo da ecologia microbiana. A 

aplicação dessa metodologia ganhou atenção crescente devido ao seu potencial de 

fornecer novas informações sobre a complexidade microbiana de diversos ambientes, 

incluindo água, solo e intestino humano. As abordagens baseadas no HTS também 

foram usadas para investigar e entender as comunidades e a dinâmica microbiana em 

uma variedade de alimentos fermentados, incluindo diferentes queijos tradicionais, 

fornecendo informações valiosas relativas à influência da geografia, processos de 
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fabricação, condições higiênico-sanitárias, variação sazonal, e uso de leite cru ou 

pasteurizado. Esses estudos também levaram à identificação de bactérias 

anteriormente negligenciadas e deterioradoras de queijos.  

Embora a legislação sanitária considere a presença de grupos microbianos 

específicos como indicadores de segurança e qualidade dos queijos, outros grupos 

que até então eram negligenciados na cadeia de produção alimentar, estão se 

tornando preocupantes com o crescimento do fenômeno da resistência 

antimicrobiana. Em uma perspectiva ecológica, o conhecimento sobre o papel do QMF 

como reservatório de bactérias putativas resistentes aos antimicrobianos tem 

crescido, à medida que a rápida disseminação de genes de resistência ganha 

visibilidade na abordagem de Saúde Única (One Health). Essa abordagem envolve a 

necessidade de uma visão e gestão integrativa, considerando a saúde humana, a 

saúde animal e o meio ambiente. A prevenção e o controle da resistência aos 

antimicrobianos (RAM) também vêm 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 disponíveis nos 

estabelecimentos comerciais. Apesar disso, ainda existe uma grande lacuna a 

respeito da regulamentação sanitária no que tange a potenciais vias de transmissão 

dessas bactérias resistentes através dos alimentos, incluindo o QMF. 

O controle da RAM e a prevenção da propagação de microrganismos 

resistentes requerem primeiramente a compreensão dos mecanismos de resistência, 

das vias de transmissão e da epidemiologia desses microrganismos. Devido ao 

declínio contínuo nos custos associados e a crescente disponibilidade de ferramentas 

de bioinformática, o sequenciamento do genoma completo (whole genome 

sequencing - WGS) tem se tornado uma ferramenta útil para vigilância de RAM em 

bactérias veiculadas por alimentos, fornecendo uma maior compreensão da 

veiculação dessas bactérias e de genes de resistência em toda a cadeia de produção 

alimentar. O uso de WGS pode ampliar a descrição do perfil de resistência dos 

microrganismos, conforme tradicionalmente fornecido por testes de sensibilidade 

fenotípicos, fornecendo também informações sobre a ocorrência de genes de 

resistência, bem como a presença de elementos genéticos que possibilitem sua 

mobilização.  

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

convencional a partir de DNA metagenômico, destacando esses alimentos como 
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importante reservatório de marcadores genéticos relacionada a resistência 

antimicrobiana e integrons de classe 1. Considerando a relevância econômica e 

cultural do QMF, bem como a lacuna de conhecimento científico ainda existente sobre 

sua microbiota, este trabalho teve como objetivos: contribuir para o entendimento 

sobre microbiota do QMF, estabelecendo a identidade das populações bacterianas 

dominantes através do HTS do gene 16S rRNA; suscitar discussão sobre o papel de 

QMF na epidemiologia da resistência antimicrobiana, em continuidade a essa linha já 

em investigação pelo grupo de pesquisa, avaliando a ocorrência de bastonetes Gram 

negativos resistentes aos antimicrobianos e portadores de integrons de classe 1, bem 

como determinantes do seu genoma associados a resistência antimicrobiana. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Queijos: produção e consumo 

 

O queijo é uma fonte rica em nutrientes essenciais, em particular, proteínas, 

peptídeos bioativos, aminoácidos, gorduras, ácidos graxos, vitaminas e minerais, o 

que o torna um dos alimentos mais nutritivos que se conhece (WHALTER et al., 2008). 

O queijo tem uma longa história na dieta humana e é um dos produtos lácteos mais 

consumidos no mundo. Ao longo do tempo, sofreu diversas adaptações da técnica de 

elaboração, gerando uma grande diversidade de tipos de queijos existentes (ALVES, 

2010). Sua classificação fundamenta-se em características decorrentes do tipo de 

leite utilizado, do tipo de coagulação, da consistência, do teor de gordura, do teor de 

umidade, do tempo de maturação, 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 agregação de substâncias alimentícias e/ou 

especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, podendo estes 

serem consumidos frescos, logo após sua fabricação, ou após período de maturação 

em que alterações bioquímicas e físicas proporcionam características próprias de sua 

variedade (MAPA, 1996).  

Os queijos representam grande parte do mercado nacional de lácteos, sendo 

que aproximadamente 35% da produção de leite é transformada em queijo no Brasil 

(ABIQ, 2022). No Brasil há cerca de 2.000 laticínios com registro no Serviços de 

Inspeção Federal (SIF) e outro número expressivo respondendo pela produção 

artesanal ou até mesmo informal (EMBRAPA, 2021). A existência de um grande 

número de pequenos e micro laticínios que atuam regionalmente e fora do âmbito do 

Serviço de Inspeção Federal do Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) dificultam 

a obtenção de informações oficiais sobre a produção total de queijos no Brasil 

(SEBRAE, 2008). Estima-se que em 2022, a produção de queijo no Brasil foi cerca de 

745 mil toneladas, ocupando o 4° lugar na produção mundial, atrás da União Europeia 

(10.500 toneladas), Estados Unidos (6.379 toneladas) e Rússia (1.085 toneladas) 

(USDA, 2023).  

Com relação ao consumo, os Estados Unidos (com 6,1 milhões de toneladas 

por ano) representa o maior país consumidor de queijo no mundo, respondendo por 

24% do volume total. O segundo maior consumidor é a Alemanha (com 3 milhões de 
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toneladas) e a terceira posição é ocupada pela França (com 1,6 milhões de toneladas). 

(ABIQ, 2021). Em 2019 o Brasil ocupou a quarta colocação como maior consumidor, 

atrás dos países da União Europeia, Estados Unidos e Rússia, apresentando um 

consumo de 1,12 milhões 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 países, como Argentina (11 kg 

habitante/ano) e países europeus, onde o consumo ultrapassa, em média, 20 kg por 

habitante/ano (CHAVES et al., 2021; ABIQ, 2022). A Associação Brasileira das 

Indústrias de Queijo (ABIQ) estabeleceu a meta de aumento do consumo para 2030, 

atingindo 9,6 kg de queijo por habitante/ano, por meio de inovações e parcerias com 

produtores de leite no Brasil (MILKPOINT, 2017).  

A diversificação dos tipos de queijos produzidos pelo país foi acentuada nas 

três últimas décadas. O queijo tipo muçarela está na preferência do consumidor, 

principalmente pela intensa utilização em food service e na cozinha doméstica. Depois 

dele, a preferência se distribui entre queijo Minas Frescal, queijo Prato, queijo Coalho 

e tipo Parmesão. O restante, é composto pelos chamados queijos finos ou especiais 

(EMBRAPA, 2021). 

2.2  Queijo Minas Frescal (QMF)  

 

Os queijos frescos são produzidos mundialmente, e no Brasil, esse tipo de 

queijo é denominado Minas Frescal. É considerado um dos queijos mais populares e 

acredita-se que tenha sido o primeiro tipo de queijo fabricado no país, desde o período 

colonial, com a vinda de famílias portuguesas para a região de Minas Gerais 

(PEREIRA, 2007; FURTADO, 2017).  

De acordo com a legislação vigente, entende-se por QMF o queijo fresco obtido 

por coagulação enzimática do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes 

apropriadas, complementada ou não com ação de bactérias lácticas específicas 

(MAPA, 1997). É 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 útil é de 15 a 20 dias sob refrigeração (MAPA, 1996; 

MAPA, 1997; MAPA, 2004).  

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

fonte de proteína de alta digestibilidade, é um queijo frequentemente consumido em 

https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/digestibility
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dietas com restrição calórica para perda de peso (NUNES et al., 2016). Além disso, o 

QMF pode ser considerado um alimento funcional quando bactérias láticas são 

utilizadas na fabricação devido aos seus benefícios à saúde (ALMEIDA, TAMIME e 

OLIVEIRA, 2008).  

O QMF é um dos queijos mais produzidos no Brasil, devido ao seu alto 

rendimento, custo de produção relativamente baixo e fácil processo de fabricação 

(DANTAS et al., 2016). Sua fabricação pode ocorrer em fábricas de laticínios, 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 nº 146 do MAPA, onde sua produção deve ser feita a partir de leite 

pasteurizado, em indústria de laticínios ou queijaria, com algum serviço de inspeção 

(MAPA, 1996). 

 
2.2.1 Processo de produção do QMF 

 

A produção do QMF fabricado em indústrias de laticínios prevê a realização de 

diferentes etapas tecnológicas (Figura 1), embora algumas diversificações possam 

ser observadas nas linhas de produção de diferentes indústrias. De forma geral, após 

a pasteurização do leite, são adicionados o fermento, cloreto de cálcio e o coalho para 

coagular a caseína e gerar a massa do queijo, denominada coalhada (EMBRAPA, 

2005).  
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Figura 1. Fluxograma do processamento do queijo Minas Frescal. Fonte: Adaptado de 

PIAZZON GOMES, PRUDÊNCIO e SILVA, 2010 

 

O fermento lácteo opcionalmente adicionado é uma cultura lática selecionada, 

cujo objetivo é a produção de ácido lático, o que reduz o risco de contaminação por 

diminuir e manter o pH ácido. Além disso, as etapas de formação da coalhada e 

retirada do soro também são otimizadas com o pH ácido. Para a fabricação do QMF, 

o fermento comumente utilizado é constituído pelas bactérias mesófilas Lactococcus 

lactis e Lactococcus cremoris, as quais são denominadas culturas starter (EMBRAPA, 

2005; JAY, 2005). Alternativamente a esse processo tradicional, onde bactérias 

lácticas específicas são adicionadas para produzir ácido láctico, a cultura láctica é 

substituída pela adição de ácido lático industrial, chamado de processo de acidificação 

direta, para aumentar o rendimento do QMF e reduzir as alterações físico-químicas e 

microbiológicas durante sua vida útil (FURTADO, SOUZA e MUNCK,1980). 

A adição de cloreto de cálcio durante a produção do queijo é necessária, pois 

durante o processo de pasteurização, o teor de cálcio solúvel no leite é reduzido. O 

cloreto de cálcio contribui para acelerar a coagulação do leite, além de dar elasticidade 

à massa do queijo (ROCHA, 2004). O coalho adicionado ao leite é o composto que 

promove a sua coagulação, formando a massa do queijo. Este processo inicia-se após 

a adição do coalho e, em geral, o tempo necessário é cerca de 45 minutos. O final da 
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Corte 
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coagulação inicia-se com a determinação do ponto de corte da coalhada e, a partir 

disso, começa o tratamento da massa (EMBRAPA, 2005). 

A massa pronta é cortada com a lira, utensílio com lâminas dispostas 

paralelamente, de forma a deixá-la em vários cubos e possibilitar a retirada do soro. 

Após a saída do soro, os cubos são agitados por 1 minuto e deixados em repouso 

durante 3 minutos, processo que se repete por 30 minutos. Após esse período, o 

queijo é enformado, sendo moldado na sua forma característica. Durante a 

enformagem, são realizadas viragens, e a cada viragem, é dado acabamento ao 

queijo, retirando as saliências das quinas. Com o queijo enformado, é feita a salga, 

que garante o controle de umidade, a conservação e o sabor. Alternativamente, o 

processo de salga também pode ser feito diretamente no leite ou na massa. 

Finalmente, o queijo é embalado geralmente em sacos de plástico e armazenado em 

baixas temperaturas para garantir sua conservação (EMBRAPA, 2005; SILVA, 

BORTOLUCI e VIVAN, 2019). 

 

2.2.2 Vias de contaminação e impactos sobre a microbiota do QMF 

 

A produção do QMF apresenta muitas vulnerabilidades, exigindo maior grau de 

atenção no que se refere as boas práticas de fabricação para garantir que o produto 

atenda a todos os parâmetros de qualidade e segurança ao chegar ao consumidor. 

Algumas características inerentes ao QMF o tornam um produto propício a 

contaminações, como pH acima de 5,0, baixo teor de sal (1,4 – 1,6 %), ausência de 

conservantes, elevada umidade, ausência de uma microbiota lática competidora e 

abundante (FURTADO et al., 2015; NUNES et al., 2016). A contaminação pode 

ocorrer desde antes do início do processo produtivo, devido às condições sanitárias 

do rebanho e à qualidade do leite; durante o processo de produção, devido à falta de 

condições higiênico-sanitárias dos trabalhadores e equipamentos utilizados; ou após 

o processamento, durante o transporte, armazenamento e comercialização (ROCHA, 

BUTITI e SAAD, 2006; NUNES et al., 2016). 

A qualidade da matéria prima utilizada para fabricação do queijo impacta 

diretamente na qualidade microbiológica do produto final. A microbiota inicial do leite  

in natura terá uma influência direta na qualidade do leite pasteurizado, e 

consequentemente, no queijo produzido a partir dele. O pH do leite, a temperatura de 

saída do úbere (cerca de 38ºC), o seu valor nutricional, além do emprego de 
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operações manuais, são fatores que o tornam um alimento propício ao crescimento 

microbiano (MURPHY et al., 2016; TILOCCA et al., 2020). É durante a ordenha que 

as contaminações se iniciam, caso não sejam adotadas medidas preventivas. Os 

principais problemas estão associados a deficiência na limpeza e sanitização 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 glândula mamária de um animal saudável, o leite é estéril, 

mas ao ser retirado, manipulado e armazenado, pode contaminar-se com 

microrganismos provenientes do interior da glândula mamária, da superfície dos tetos 

e úbere, dos equipamentos diversos utilizados e de várias outras fontes ambientais 

(BRITO, ARCURI e BRITO, 2000).  

Para a efetiva fabricação industrial do queijo, o leite deve ser pasteurizado, com 

o objetivo de eliminar os microrganismos patogênicos em atendimento a legislação 

vigente. No entanto, durante o processo produtivo ainda pode ocorrer a contaminação 

pós pasteurização (SILVA et al., 2017). Os queijos são, em geral, produtos com alto 

grau de manipulação, principalmente nas etapas de enformagem e viragem, e por este 

motivo, passiveis de contaminação microbiológica caso não haja emprego das boas 

práticas de fabricação (PINTO et al., 2009).  

Além disso, a fabricação do QMF, de modo geral, requer a utilização de uma 

diversidade de equipamentos e utensílios, como tanques de coagulação, mesa de 

enformagem, agitadores, liras e formas, que também podem representar fontes de 

contaminação. As superfícies de processamento podem atuar como reservatórios de 

bactérias deteriorantes, potencialmente patogênicas e resistentes a antimicrobianos, 

gerando impacto sobre a qualidade e segurança dos alimentos (MØRETRØ e 

LANGSRUD, 2017). Utilizando metodologia independente de cultivo, Abreu e 

colaboradores (2021) detectaram a presença de diversos grupos microbianos 

associados a contaminação em amostras de swabs provenientes de manipuladores, 

do ambiente e de equipamentos (lira, piso, mesa, câmara fria, molde, ralos, tábuas, 

tanques) utilizados na produção de QMF. 

O QMF é caracterizado por ser um produto perecível e com vida de prateleira 

curta, geralmente com validade de 15 a 20 dias, podendo sofrer alterações durante o 

período de armazenamento. Por isso, as temperaturas de refrigeração e condições 

adequadas de estocagem também estão diretamente relacionadas a qualidade do 

produto final (GOMES, FRANCO e MARTINIS, 2013). A própria embalagem do QMF 
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pode ser uma fonte potencial de contaminação durante o seu armazenamento. 

Carvalho e colaboradores (2021) demonstraram que Staphylococcus aureus tem a 

capacidade de crescer e formar biofilme na embalagem do QMF na presença 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 microbiológica dos alimentos é avaliada pela presença de alguns 

microrganismos indicadores, os quais apontam para riscos de contaminações e 

levantam questões sobre as condições higiênico-sanitárias do processamento, da 

produção e do armazenamento. Os coliformes totais e os termotolerantes, 

Staphylococcus coagulase positiva, fungos filamentosos e leveduras, Salmonella spp. 

e Listeria monocytogenes destacam-se dentre os principais microrganismos 

indicadores em queijos (FREITAS et al., 2013; AMORIM et al., 2014). A Instrução 

Normativa (IN) nº 161, de 01 de julho de 2022 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA, 2022), preconiza que os queijos de muito alta umidade (> 55%), 

como o QMF, devem respeitar os seguintes critérios e padrões microbiológicos: 

ausência de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes em 25g, número mais provável 

por grama de coliformes inferior a 103 (NMP/g) e 103 unidades formadoras de colônias 

por grama (UFC/g) de Staphylococcus coagulase positivo.   

Apesar da existência de parâmetros microbiológicos, muitos estudos têm 

relatado o isolamento e identificação desses microrganismos em amostras de QMF 

(FREITAS et al., 2013; APOLINÁRIO, SANTOS e LAVORATO 2014; NUNES et al., 

2016). Apolinário, Santos e Lavorato (2014), avaliaram a presença de coliformes totais 

e termotolerantes, Salmonella spp, Staphylococcus coagulase positivo e L. 

monocytogenes em QMF de indústrias fiscalizadas pelo serviço de inspeção federal, 

estadual e municipal. Na totalidade, 80% das amostras se apresentaram impróprias 

para consumo, com contagens acima do preconizado pela legislação 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 máximo permitido para coliformes 

termotolerantes e totais, respectivamente. Essas observações sugerem a utilização 

de matéria prima de má qualidade e/ou falhas ao longo do processo de fabricação e 

armazenamento do produto. 
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Embora a legislação sanitária atual considere a presença de grupos 

microbianos específicos como indicadores de segurança e qualidade, outros grupos 

considerados potencialmente patogênicos muitas vezes são negligenciados 

(FONTES et al., 2013; RESENDE et al., 2018). A ocorrência de gêneros como 

Klebsiella, Morganella, Vibrio, Acinetobacter e Psedomonas na cadeia de produção 

alimentar pode representar um risco subestimado, especialmente considerando-se o 

crescimento da resistência aos antimicrobianos (RAM) (JONNALA et al., 2018; 

QUINTIERI, FANELLI, e CAPUTO, 2019). 

2.3  Resistência bacteriana aos antimicrobianos 

2.3.1 Principais antimicrobianos e seus mecanismos de ação 

 

Os agentes antimicrobianos são complexos sintéticos, semissintéticos ou 

naturais que interferem em processos específicos essenciais para o crescimento e 

divisão da célula bacteriana, seja por atividade bactericida ou bacteriostática (WALSH, 

2003; ABUSHAHEEN et al., 2020). Eles podem ser separados em classes de acordo 

com os mecanismos de ação, que estão relacionados principalmente a: inibição da 

síntese da parede celular; inibição da síntese de proteínas; inibição da síntese de 

ácido nucleico e inibição de vias metabólicas e enzimas bacterianas (Tabela 1). 
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Tabela 1. Mecanismos de ação dos principais antimicrobianos 

Classe Mecanismo de ação Exemplos 

β-lactâmicos 
Inibição da síntese da 

parede celular 

• Penicilinas: Penicilina, penicilina 

G, ampicilina, piperacilina, 

oxacilina, meticilina, 

• Cefalosporinas: Cefazolina, 

Cefalotina, Cefalexina, Cefaclor, 

Cefotaxima, Ceftriaxona, 

Ceftazidima, Cefepime, 

Cefoxitina,  

• Monobactâmicos: Aztreonam 

• Carbapenêmicos: Ertapenem, 

Imipenem, Meropenem, 

Doripenem 

Glicopeptídeos 
Inibição da síntese da 

parede celular 
Vancomicina, Teicoplamina 

Aminoglicosídeos 
Inibição da síntese de 

proteína 

Amicacina, gentamicina, 

canamicina, estreptomicina, 

tobramicina 

Tetraciclina 
Inibição da síntese de 

proteína 
Doxiciclina, minociclina, tetraciclina 

Fenicóis 
Inibição da síntese de 

proteína 
Clorafenicol 

Quinolonas e 

Fluoroquinolonas 

Inibição da síntese de 

ácido nucléico 

Ácido nalidíxico, norfloxacino, 

ciprofloxacino, levofloxacino 

Inibidores da via 

folato 
Inibição metabólica 

Sulfonamidas, trimetoprim, 

trimetoprim-sulfametoxazol 

Fonte: adaptado de Koneman et. al, 2014, Levy e Marshall, 2004 e Reygaert, 2018 
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Os β-lactâmicos são os agentes antimicrobianos mais frequentemente 

prescritos devido a sua segurança, eficácia e espectro de ação (BUSH e BRADFORD, 

2020). Esses antimicrobianos são caracterizados pela presença do anel β-lactâmico, 

responsável pela ação antimicrobiana, e podem ser classificados em 4 grupos 

segundo a ligação do anel β-lactâmico a estruturas adjacentes: penicilinas, 

cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos (Tabela 1). De forma geral, agem 

ligando-se de forma irreversível às proteínas ligadoras de penicilina (PBP) 

necessárias para a etapa final da síntese de peptídeoglicano, o que impede a 

construção da parede celular bacteriana (KAPOOR, SAIGAL e ELONGAVAN, 2017). 

As demais classes de antimicrobianos estão englobadas no grupo dos 

antimicrobianos não β-lactâmicos, compreendendo os aminoglicosídeos, as 

tetraciclinas, as fluoroquinolonas e quinolonas, os inibidores de folato e os fenicóis 

(ANDRADE e DARINI, 2017).  

Os antimicrobianos envolvidos na inibição da síntese de proteínas, como os 

aminoglicosídeos e tetraciclinas, atuam interagindo com as subunidades 30S ou 50S 

do ribossomo bacteriano, bloqueando a ligação do RNA transportador (RNAt), levando 

a leitura incorreta e término prematuro da tradução do RNA mensageiro (RNAm) 

(KAPOOR, SAIGAL e ELONGAVAN, 2017). A inibição da síntese proteica interrompe 

ou retarda o crescimento da célula bacteriana.  

O comprometimento da síntese de ácido nucléico bacteriano está relacionado 

ao efeito inibitório que as quinolonas e fluoroquinolonas exercem sobre as enzimas 

DNA girase e topoisomerases, cruciais nas etapas de início da replicação e 

enovelamento do DNA. A inativação dessas enzimas leva a formação anormal de 

DNA, quebra da fita dupla de sua estrutura e, consequentemente, morte celular. 

Dentre outros antimicrobianos de importância clínica, destaca-se também a Polimixina 

B e Colistina, cujo principal mecanismo de ação envolve a ruptura e/ou 

permeabilização da membrana citoplasmática de bactérias Gram-negativas 

(ABUSHAHEEN et al., 2020). 

2.3.2 Mecanismos de resistência aos antimicrobianos 

 

Os antimicrobianos são uma das classes mais significativas de produtos 

farmacêuticos e uma das descobertas médicas mais influentes do século XX, 

representando um marco histórico (DAVIES e DAVIES, 2010). Uma nova era no 
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tratamento de doenças 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 período foi conhecido como a “era de ouro” dos antibióticos 

(GUIMARÃES, MOMESSO e PUPO, 2010). Como resultado desse sucesso inicial, as 

doenças bacterianas foram ingenuamente consideradas como permanentemente 

eliminadas (PENESYAN GILLINGS e PAULSEN, 2015; LEKSHMI et al., 2017). No 

entanto, a observação de bactérias apresentando resistência aos efeitos inibitórios 

dos antibióticos tornou-se cada vez mais comum. Consequentemente, a eficácia inicial 

dos antibióticos foi comprometida, à medida que sua introdução e uso disseminado 

selecionava variantes que possuíam mecanismos de resistência intrínsecos ou 

adquiridos (VERRAES et al., 2013).  

A resistência intrínseca está relacionada a existência de características 

estruturais ou funcionais únicas de alguns grupos bacterianos que proporcionam 

resistência a certos antimicrobianos (KOSTYANEV e CAN, 2017). Essa resistência 

intrínseca pode ser devido à ausência de parede celular, como ocorre em Mycoplasma 

spp e espécies relacionadas, tornando-as resistentes a todos os medicamentos que 

têm como alvo a parede celular, incluindo β-lactâmicos e glicopeptídeos. A barreira de 

permeabilidade exercida pela presença de membrana externa e extrusão do 

antimicrobiano pela presença natural de bombas de efluxo codificadas 

cromossomicamente também são mecanismos comuns de resistência intrínseca 

(PETERSON e KAUR, 2019; ABUSHAHEEN, et al., 2020). Diferentes gêneros, 

espécies ou linhagens exibem perfis fenotípicos de resposta a antimicrobianos. Na 

prática, o conhecimento da resistência intrínseca de um patógeno é essencial para 

evitar terapia antimicrobiana inadequada (UDDIN et al., 2021). 

Por outro lado, algumas bactérias naturalmente susceptíveis podem obter a 

capacidade de resistir à atividade de um determinado agente antimicrobiano como 

resultado de mutações ou através da aquisição de genes via transferência horizontal. 

Os mecanismos de transferência horizontal de genes de resistência incluem 

transformação, conjugação e transdução, dos quais a conjugação é o modo mais 

importante e amplamente encontrado em bactérias (KOSTYANEV e CAN, 2017; 

REYGAERT, 2018). A conjugação envolve transferência de material genético de uma 

bactéria doadora para uma bactéria receptora por meio do contato físico direto entre 

células. Na transformação, o DNA extracelular de bactérias doadoras lisadas é 
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absorvido por bactérias receptoras, e no processo de transdução, um bacteriófago 

atua como transportador de DNA cromossômico e extracromossômico de uma 

bactéria doadora para a bactéria receptora (TAO et al., 2022). A transferência 

horizontal de genes é mediada por elementos genéticos móveis, que promovem a 

mobilidade do DNA intracelular (do cromossomo a um plasmídeo ou entre 

plasmídeos), bem como aqueles que permitem a mobilidade do DNA intercelular 

(PARTRIDGE et al., 2018). Muitos genes que conferem resistência aos 

antimicrobianos são encontrados nesses elementos genéticos móveis, que incluem 

as sequencias de inserção, transposons, integrons e plasmídeos, permitindo a ampla 

disseminação de múltiplos genes de resistência (GILLINGS, 2013; PERRY e 

WRIGHT, 2013; PARTRIDGE et al., 2018). 

 De forma geral, os mecanismos de resistência aos antimicrobianos 

enquadram-se em quatro categorias principais: inativação do antimicrobiano, 

alteração no alvo do antimicrobiano, superexpressão de sistemas de efluxo e 

alterações na permeabilidade celular (REYGAERT, 2018).   

Os dois principais mecanismos pelos quais as bactérias inativam os 

antimicrobianos é pela sua degradação enzimática ou pela transferência de um grupo 

químico que modifica sua estrutura. As β-lactamases, enzimas altamente 

diversificadas com diferentes espectros de atividade, são capazes de hidrolisar o anel 

dos β-lactâmicos, sendo este o principal mecanismo envolvido na resistência 

bacteriana a essa classe de antimicrobiano (ARZANLOU, CHAI e VENTER, 2017; 

ABUSHAHEEN et al., 2020). A inativação por transferência de um grupo químico, mais 

comumente os grupos acetil, fosforil e adenil, impede que o antimicrobiano se ligue à 

sua proteína alvo como resultado de um impedimento estérico. Os aminoglicosídeos 

são particularmente susceptíveis à essa modificação, pois tendem a ser moléculas 

grandes com muitos grupos hidroxila e amida expostos (BLAIR et al., 2015; 

REYGAERT, 2018) 

Alterações na estrutura alvo que impedem a ligação eficiente do antibiótico, 

mas que ainda permitem que o alvo desempenhe a sua função normal na célula 

bacteriana, também podem conferir resistência (ABUSHAHEEN et al., 2020). Um dos 

mecanismos de resistência aos medicamentos β-lactâmicos envolve alterações na 

estrutura e/ou número de proteínas ligadoras de penicilinas. A resistência a 

antimicrobianos que têm como alvo as subunidades ribossômicas, como os 

aminoglicosídeos e tetraciclinas, pode ocorrer por meio de mutação ribossômica ou 
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metilação da subunidade ribossômica (KAPOOR, SAIGAL e ELONGAVAN, 2017). Para 

medicamentos como fluoroquinolonas, que têm como alvo a síntese de ácido nucleico 

bacteriano, a resistência se dá por meio de modificações na DNA girase ou na 

topoisomerase, levando a incapacidade do antimicrobiano de se ligar a esses 

componentes (BLAIR et al., 2015; REYGAERT, 2018). 

As bombas de efluxo são proteínas que expelem os antimicrobianos da célula 

bacteriana, diminuindo assim sua concentração para níveis subinibitórios. São os 

principais contribuintes para a resistência intrínseca das bactérias Gram negativas, e 

quando superexpressas, também podem conferir resistência a antimicrobianos 

anteriormente eficazes (BLAIR et al., 2015; ARZANLOU, CHAI e VENTER, 2017). O 

aumento da expressão de genes que codificam as bombas de efluxo pode estar 

relacionado a mutações na rede reguladora que controla a sua expressão ou como 

resultado da indução em resposta a sinais ambientais e em condições em que a sua 

função é necessária (REYGAERT, 2018). Uma característica importante é a sua 

capacidade de extrusar uma ampla variedade de compostos estruturalmente 

diferentes, resultando no desenvolvimento de resistência a múltiplas drogas. Além 

disso, alguns genes que codificam as bombas de efluxo podem ser mobilizados em 

plasmídeos e, portanto, transferidos entre espécies (ARZANLOU, CHAI e VENTER, 

2017). 

Em comparação com as espécies Gram positivas, as bactérias Gram negativas 

são intrinsecamente menos permeáveis 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 antibióticos hidrofílicos atravessam a 

membrana externa difundindo-se através das proteínas da membrana externa, 

chamadas de porinas  A redução da permeabilidade da membrana externa e a 

limitação da entrada do antimicrobiano na célula bacteriana são alcançadas pela 

regulação negativa das porinas ou por mutações que alteram a seletividade do canal 

da porina, tornado-as mais seletivas (REYGAERT, 2018). Em Enterobacteriaceae, 

Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., as reduções na expressão de porinas 

contribuem significativamente para a resistência a medicamentos como 

carbapenêmicos e cefalosporinas, aos quais a resistência é geralmente mediada pela 

degradação enzimática (BLAIR et al., 2015). 
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2.3.3 Abordagem da resistência bacteriana no contexto de Saúde Única (One 

Health) 

 

A resistência antimicrobiana põe em risco a eficácia da prevenção e do 

tratamento de um número cada vez maior de infecções. Novos mecanismos de 

resistência emergem e disseminam-se rapidamente, representando um problema de 

saúde pública global (O’NEILL, 2016; WALL, 2019). Estima-se que, em 2019, a 

resistência aos antimicrobianos causou 1,27 milhões de mortes diretamente e 

contribuiu indiretamente para 4,95 milhões de mortes em todo o mundo. No ritmo 

atual, estima-se que 10 milhões de pessoas morrerão durante o ano de 2050 como 

resultado da resistência aos antimicrobianos (MURRAY et al., 2022). O surgimento de 

bactérias apresentando múltipla resistência revive memórias da era pré-antibiótica e 

levanta preocupações sobre uma possível era pós-antibiótica (LAMMIE e HUGHES, 

2016). 

Na etiologia multifacetada da resistência bacteriana aos antimicrobianos, as 

atividades humanas impulsionam a geração de reservatórios ambientais de genes 

associados a essa condição (DAVIES e DAVIES, 2010). Isso envolve uso excessivo 

e indiscriminado de antimicrobianos, diagnósticos tardios e ineficazes, prescrições 

inadequadas, falta de adesão do paciente ao tratamento e automedicação, más 

condições de higiene pública, fluxo contínuo de viajantes pelo mundo e uso de 

antimicrobianos de forma excessiva na agropecuária (LAXMINARAYAN et al., 2013; 

VENTOLA, 2015; UDDIN et al., 2021). Todos esses fatores exercem uma pressão 

seletiva e resultam no enriquecimento de determinantes de resistência nas 

populações bacterianas. Diante desse cenário, identificar os caminhos e os 

impulsionadores para a evolução da transmissão da resistência aos antimicrobianos 

é essencial para entender e gerenciar esse problema. 

Sabe-se que os genes de resistência aos antimicrobianos não estão confinados 

no ambiente clínico, mas são amplamente distribuídos em diferentes populações 

bacterianas em diversos tipos de ambientes. Esses genes, através dos elementos 

genéticos móveis, circulam entre espécies bacterianas e são integrados à microbiota 

de seres humanos, animais, alimentos, esgoto, solo e ambientes aquáticos (MCEWEN 

e COLLIGNON, 2018; BAQUERO et al., 2019). Nesse fluxo contínuo, os genes de 

resistência frequentemente se movem a partir de grupos não patogênicos para 

patogênicos, apresentando risco elevado à saúde humana. Essa atividade tem sido 
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um dos principais fatores na evolução de patógenos resistentes a antimicrobianos 

(ZHANG et al., 2022). 

A complexidade do desafio da resistência bacteriana aos antimicrobianos e a 

sua capacidade de impactar a saúde, a economia, a segurança alimentar e o meio 

ambiente em todo o mundo, exige um olhar sob a perspectiva de Saúde Única para o 

combate ao problema (LAMMIE e HUGHES, 2016; OGAWA et al., 2019; ASLAM et 

al., 2021). A abordagem de Saúde Única está relacionada a uma visão e gestão 

integrativa considerando a saúde humana, a saúde animal e o meio ambiente. O 

conceito não é novo, tendo sido promovido por Rudolf Virchow e outros no final do 

século XIX. Embora tenha recebido relativamente pouca atenção durante grande parte 

do século XX, nos últimos anos, o movimento Saúde Única gerou um interesse 

crescente na abordagem de questões de saúde pública, incluindo a resistência 

bacteriana aos antimicrobianos (LAMMIE e HUGHES, 2016; WIND et al., 2021).  

A prevenção e o controle da resistência aos antimicrobianos vêm sendo 

tratados no contexto mundial e nacional por meio da abordagem de Saúde Única, 

combinando abordagens de vigilância, relatórios e intervenções em ambientes 

humanos e veterinários (ASLAM et al., 2021). O Brasil publicou, em 2018, o seu “Plano 

de Ação Nacional de Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos no 

Âmbito da Saúde Única” (PAN-BR). O PAN-BR define objetivos, intervenções 

estratégicas e atividades a serem executadas, de forma multidisciplinar, para o 

combate à RAM no país (MAPA, 2018). Uma das intervenções estratégicas 

preconizadas pelo PAN-BR, é estabelecer o monitoramento de microrganismos 

resistentes nos alimentos disponíveis nos estabelecimentos comerciais (MAPA, 

2018). Embora essa ação esteja contemplada no plano nacional, programas 

específicos de vigilância de alimentos no varejo para determinar a exposição do 

consumidor a bactérias resistentes aos antimicrobianos via alimentos raramente são 

implementados de forma sistemática. A integração dos alimentos a nível retalhista 

contribuiria para a identificação de potenciais vias de transmissão dessas bactérias 

entre animais e humanos e permitiria uma maior otimização das estratégias de 

mitigação da RAM no âmbito 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 heterogêneo e 

estendem-se a todos os nichos ecológicos onde são produzidos e manuseados 

alimentos para consumo humano. Esses ambientes incluem o solo, plantas, pecuária, 

animais, ecossistemas marinhos, peixes, aves selvagens e outros animais silvestres, 

ou áreas com impacto humano como indústrias de produção de alimentos, 

restaurantes, mercados ou efluentes de esgoto (FRIEDMAN, 2015). No entanto, um 

problema de saúde emergente que representa uma séria ameaça à saúde pública em 

todo o mundo é a resistência a antimicrobianos associado a essas bactérias.  

A transmissão via alimentos é quantitativamente o modo mais importante de 

transmissão de bactérias resistentes a antimicrobianos para o ser humano, 

especialmente se os padrões higiênico-sanitários apropriados não forem 

consistentemente aplicados em toda a cadeia alimentar, desde a fazenda até a mesa 

do consumidor (SAMTIYA et al., 2022). A transmissão de bactérias resistentes aos 

antimicrobianos para o trato gastrointestinal humano é preocupante devido a 

infecções diretas ou à possibilidade de transferência horizontal de genes com outros 

membros potencialmente patogênicos da microbiota intestinal, favorecida pelas altas 

densidades celulares encontradas no intestino (COLLIGNON et al., 2016; JANS et al., 

2018).  

Alimentos de origem animal industrializados são 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 

alimentícios durante a evisceração animal no abate ou durante a manipulação de 

alimentos. Além disso, configurando um risco adicional, E. coli pode transferir genes 

de resistência para outras bactérias patogênicas no intestino (FAIRBROTHER e 

NADEAU, 2006; MARTINS e BEUTIN, 2011). 

O principal meio para prevenir a transferência de bactérias resistentes aos 

antimicrobianos através da cadeia de produção alimentar é o mesmo que para os 

contaminantes e patógenos veiculados por alimentos: aplicação de boas práticas de 

higiene ao longo de todo o processo produtivo (CAPITA e ALONSO-CALLEJA, 2013). 

Os manipuladores de alimentos são frequentemente associados à disseminação de 

bactérias resistentes, condição resultante de más práticas de higiene ou 
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contaminação cruzada pelo manuseio de alimentos contaminados (SAMTIYA et al., 

2022). Estudos têm relatado o isolamento de bactérias resistentes aos 

antimicrobianos nas mãos de trabalhadores envolvidos na manipulação 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). Através da 

caracterização fenotípica de linhagens de E. coli isoladas de manipuladores de QMF 

em um laticínio, Campos e colaboradores (2006) identificaram isolados bacterianos 

do nariz e das mãos com resistência a diferentes classes de antimicrobianos 

(CAMPOS et al., 2006). Por isso, é importante a conscientização de trabalhadores 

envolvidos na manipulação na matéria prima, produção, processamento, fabricação, 

preparação e comércio de alimentos (KIRBIS e KRIZMAN, 2015; CASTRO et al., 

2016). 

O uso de antimicrobianos em animais também tem um grande impacto na 

incidência de resistência a antimicrobianos em humanos. No Brasil, embora a 

proibição do uso de antimicrobianos importantes na medicina humana para promoção 

de crescimento de animais produtores de alimentos tenha sido determinada em 

diversas Instruções Normativas (MAPA, 2020), os antimicrobianos ainda são 

amplamente usados em animais de produção para prevenir e tratar doenças 

infecciosas. Sob pressão seletiva persistente, bactérias comensais no gado tornam-

se reservatórios de genes de resistência 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 lácteos como o queijo, apresentaram alta 

prevalência de RAM em patógenos alimentares Gram-negativos e Gram-positivos 

veiculados por alimentos A maior abundância relativa de amostras positivas para 

bactérias resistentes foi observada em produtos de carne, seguido por queijos (JANS 

et al., 2018) 

Os produtos lácteos, especialmente, podem ser considerados importantes 

veículos de disseminação de grupos bacterianos relevantes e seus marcadores de 

resistência aos antimicrobianos (DAMACENO et al., 2015; FRAQUEZA, 2015). 
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Hassani e colaboradores (2022) relataram alta prevalência de contaminação do leite 

bovino com patógenos resistentes a antimicrobianos, como E. coli, S. aureus, L. 

monocytogenes e Salmonella spp. (HASSANI et al., 2022). Genes de resistência aos 

antimicrobianos foram relatados em diferentes gêneros de bactérias láticas (BAL) 

isoladas de produtos lácteos (ERGINKAYA, TURHAN e TATLI, 2018; WANG et al., 

2019). Embora a maioria das linhagens de BAL não seja patogênica, os genes de 

resistência que abrigam podem ser disseminados para outros microrganismos 

(MATHUR e SINGH, 2005). 

Nos queijos em particular, a resistência aos antimicrobianos já foi relatada em 

diversos estudos, utilizando abordagens variadas. Através do teste de 

susceptibilidade, utilizando o método de disco difusão (Kirby Bauer), um estudo 

demonstrou que 100% das amostras de queijos oferecidos em um hospital oncológico 

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 resistência 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 

resistência ao ertapenem em 86,7% das amostras de queijos, à gentamicina em 

66,7%, à cefepime em 46,7% e à ciprofloxacina em 33,3%. 

Genes de resistência a antimicrobianos também já foram identificados tanto no 

DNA microbiano total, quanto em bactérias isoladas, utilizando metodologias de 

biologia molecular. Resende e colaboradores (2018) relataram a ocorrência de genes 

de resistência a diferentes classes de antimicrobianos, detectados em isolados 

bacterianos de amostras de QMF industrializados, produzidos em diferentes laticínios. 

Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, 19 marcadores de resistência a 

diferentes classes de antimicrobianos foram detectados por PCR em DNA 

metagenômico de amostras de QMF industrializados (PAULA et al., 2018). Outros 

estudos relataram genes que codificam resistência à tetraciclina, eritromicina, 

estreptomicina, aminoglicosídeos, cloranfenicol dentre outros (FLORÉZ et al., 2014; 
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FLÓREZ, VÁZQUEZ e MAYO, 2017). Além disso, através do sequenciamento do 

genoma, foi demonstrado que muitos desses genes são carreados por plasmídeos e 

outros elementos genéticos móveis (FLORÉZ et al., 2021). 

 

2.3.5 Transmissão de genes de resistência: papel dos integrons de classe 1 

 

Embora seja estimado que a maior parte da resistência adquirida aos 

antimicrobianos é mediada por plasmídeos (ALANIS, 2005), as bactérias também 

podem adquirir genes de resistência através da disseminação de transposons ou 

integrons. Os integrons representam uma classe importante de elementos genéticos, 

capazes de integrar genes de resistência a diversos antimicrobianos, expressá-los e 

disseminá-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 plasmídeos. A história evolutiva dos integrons sugere que integrons 

cromossomais (IC) são transferidos para bactérias clinicamente relevantes através da 

sua associação com transposons e plasmídeos conjugativos. Isso permitiu a 

dispersão eficiente de integrons inter e intra-espécies, e assim, sua classificação como 

integrons móveis (IMs) (RAVI et al., 2014; ESCUDERO, 2015; GILLINGS, 2017). 

Os integrons são elementos genéticos capazes de capturar e expressar genes 

exógenos na forma de cassetes gênicos móveis. Eles possuem duas regiões 

estratégicas localizadas na região conservada 5’ (5’CS) capazes de mobilizar e inserir 

cassetes: gene intI, que codifica uma recombinase sítio-específica, denominada 

integrase e a região attI, sítio onde a integrase catalisa a recombinação, inserção ou 

excisão dos cassetes gênicos. O segmento conservado de 3’ (3’CS), região posterior 

aos cassetes gênicos inseridos, consiste nos genes sul1 e qacEΔ1, os quais codificam 

resistência a sulfonamida e compostos de amônio quaternário, respectivamente 

(GILLINGS, 2014, DENG et al., 2015; ESCUDERO et al., 2015).  

A região variável dos integrons inclui um ou mais cassetes gênicos (Figura 2).  Os 

cassetes gênicos são pequenos elementos genéticos móveis capazes de integrar-se 

e excisar-se dos integrons. Os cassetes gênicos são unidades compostas por uma 

sequência de leitura seguida de um sítio de recombinação, chamado attC. A integrase 

catalisa a recombinação entre o sítio attI e o sítio attC. A recombinação de múltiplos 

cassetes com o sítio attI resulta na produção de arranjos que podem conter mais de 
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200 cassetes. Os cassetes gênicos não possuem um promotor, portanto, os integrons 

são essenciais para a transcrição desses genes. Este sistema de captura de genes 

permite a geração de complexidade genômica e aquisição de fenótipos adaptativos, 

incluindo resistência a quase todas as classes conhecidas de antimicrobianos 

(GILLINGS, 2014, DENG et al., 2015; ESCUDERO et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura do integron. A plataforma básica do integron consiste em: intI, um gene para 

a integrase; Pc, um promotor constitutivo; attI, um sítio de recombinação; e cassetes gênicos, 

inseridos sequencialmente através da recombinação entre o sítio attI e os locais de 

recombinação associados aos cassetes (attC). Fonte: Adaptado de Gillings, 2014. 

 

Com base na diversidade das sequências do gene integrase, existem diversas 

classes de integrons em bactérias ambientais. Neste grupo diversificado, apenas 

algumas classes de integrons tornaram-se significativas em contextos clínicos, e 

destas, a classe 1 é a mais importante (GILLINGS et al., 2015; GILLINGS, 2017). 

Segundo Gillings (2017), o caminho mais provável para o movimento de integrons de 

classe 1 de ambientes naturais para a microbiota humana é através da água ou de 

bactérias veiculadas por alimentos. Diversos estudos têm reportado a ocorrência 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 presença de genes de resistência 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 

presença de diversos genes de resistência, além da presença de integrons de classe 

1 em 77% das amostras (PAULA et al., 2018). Os resultados encontrados ratificam a 
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concepção de que os alimentos estão associados com a dispersão de integrons e 

outros determinantes de resistência. Entretanto, as técnicas utilizadas não permitem 

a caracterização da estrutura dos integrons e dos cassetes gênicos que podem 

transportar, além de não possibilitar a identificação dos grupos microbianos 

associados a presença deles. 

2.4 Abordagens de sequenciamento para o estudo da microbiota dos queijos  

2.4.1 Sequenciamento da microbiota: relevância para a segurança dos 

alimentos 

 

Os queijos apresentam uma comunidade microbiana diversa e que desempenha 

um papel fundamental no desenvolvimento de suas propriedades sensoriais, 

composição de nutrientes, vida de prateleira e segurança (CHOI et al., 2020; WALSH, 

et al., 2020). Além disso, os queijos podem atuar como reservatório de bactérias 

potencialmente patogênicas e resistente aos antimicrobianos, configurando um risco 

ao consumidor. Portanto, compreender a composição desta microbiota e seu impacto 

na qualidade e segurança destes alimentos é de grande relevância (ERCOLINI, 2020). 

Historicamente, técnicas de microbiologia baseadas em cultura foram usadas para 

obter uma compreensão da composição microbiana do queijo. No entanto, tornou-se 

cada vez mais claro que esta abordagem pode ser limitada em sua capacidade de 

detectar microrganismos “difíceis 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 atenção 

especial em virtude do seu potencial para fornecer uma visão da comunidade 

microbiana total do queijo (JONNALA et al., 2018; WALSH, et al., 2020). 

Nos últimos anos, a aplicação do HTS tem contribuído para a caracterização da 

microbiota de diferentes queijos, fornecendo informações valiosas relativas à 

influência da geografia, processos de fabricação, condições higiênico-sanitárias, 

variação 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 detecção de táxons presentes em níveis baixos, 
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uma característica de grande valor no contexto microrganismos putativos, 

deteriorantes ou patogênicos. Essas informações podem ser aproveitadas pelos 

produtores para otimizar a qualidade, a segurança e o valor comercial de seus 

produtos (JONNALA et al., 2018). 

A aplicação do HTS para análise de comunidade microbiana pode envolver três 

abordagens primárias. No sequenciamento de amplicon, um fragmento de gene 

altamente conservado, idealmente com regiões variáveis nele, é usado para 

sequenciamento, em comparação com bancos de dados que permitem atribuição 

taxonômica. O gene 16S rRNA é mais frequentemente usado e fornece uma visão 

sobre a composição bacteriana das amostras (geralmente para o nível de gênero) 

(LIU et al., 2021). O sequenciamento metagenômico Shotgun, envolve o 

sequenciamento não direcionado de todos os genomas microbianos presentes em 

uma amostra, podendo fornecer perfis de genes funcionais e alcançar uma resolução 

maior de anotação taxonômica (QUINCE et al., 2017). Na metatranscriptômica 

(RNASeq), o mRNA total na amostra é sequenciado (após ser primeiro convertido em 

cDNA) para revelar a extensão em que diferentes genes são expressos e, por sua 

vez, a atividade relativa de diferentes componentes da comunidade. Esses três 

procedimentos experimentais diferem no que diz respeito à preparação da biblioteca, 

estratégia de sequenciamento e as abordagens adotadas para a análise 

bioinformática (JONNALA et al., 2018). A figura 3 apresenta uma visão geral das 

diferentes abordagens de sequenciamento aplicáveis à microbiologia de alimentos 

(WALSH et al, 2017). 

Alguns dos resultados mais comuns dessas metodologias estão relacionados alfa 

(α) diversidade, beta (β) diversidade e à determinação da abundância relativa de 

diferentes táxons, possibilitando análises de comparações e correlações. A α 

diversidade é uma medida de diversidade, como o número total de espécies, dentro 

de uma amostra e normalmente, medidas como os índices de diversidade de Simpson 

e Shannon são empregadas. A diversidade β reflete as diferenças na diversidade em 

diferentes amostras, com Bray-Curtis e UniFrac entre as métricas de distância mais 

utilizadas (JONNALA et al., 2018). 

Embora existam muitas vantagens associadas ao uso do HTS, algumas barreiras, 

como a detecção de sequências de DNA de bactérias não viáveis, custo-benefício, e 

a experiência em análise bioinformática precisam ser superadas antes que esses 
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benefícios possam ser aplicados extensivamente em toda a indústria (SEKSE et al., 

2017; JONNALA et al., 2018). 

2.4.2 Sequenciamento completo de genoma: vigilância da resistência 

antimicrobiana em bactérias veiculadas por alimentos 

 

A possibilidade de veiculação de microrganismos resistentes aos antimicrobianos 

através da cadeia de produção alimentar revela que esta é uma questão de segurança 

dos alimentos, o que torna fundamental a compreensão dos mecanismos de 

resistência, das vias de transmissão e da epidemiologia desses microrganismos 

(OMS, 2011; JANS et al., 2018; ONICIUC et al., 2018). A análise padronizada da 

suscetibilidade bacteriana aos agentes antimicrobianos baseia-se em diferentes 

testes fenotípicos de linhagens clínicas, ambientais e alimentares isoladas, como os 

métodos de micro e macrodiluição em caldo ou ensaios de difusão em disco 

(KAHLMETER et al., 2013; NIHR, 2020). Esta abordagem, que determina se isolados 

bacterianos cultivados crescem in vitro na presença de uma concentração específica 

de um determinado agente antimicrobiano, ainda pode ser muito valiosa na vigilância 

de RAM, e continua a ser amplamente utilizada em estudos de epidemiologia 

molecular envolvendo linhagens resistentes de vários patógenos 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 descrição do perfil de resistência de linhagens 

bacterianas, permitindo não só a detecção de genes de resistência presentes em seu 

genoma, mas também fornecendo um panorama acerca da sua localização em 

elementos genéticos móveis (COLLINEAU et al., 2019). Além disso, o WGS pode 

determinar outras características de importância para a saúde pública, como aspectos 

relacionados a evolução, origens, rotas de transmissão e virulência. Essa metodologia 

pode ser uma adição valiosa a um sistema de vigilância nacional e um complemento 

à vigilância fenotípica (HUNT et al., 2017; MCARTHUR e TSANG, 2017; BAKER et 

al., 2018; OMS, 2020). 

Devido ao declínio contínuo nos custos associados e a crescente 

disponibilidade de ferramentas de bioinformática, WGS microbiano tem se tornado 

uma tecnologia mais acessível. De fato, um número cada vez maior de genomas 
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bacterianos tem sido publicado, oferecendo uma grande fonte de informação em 

relação à dinâmica dos genes de resistência no contexto clínico, ambiental e alimentar 

(ROSSEN, FRIEDRICH e MORAN-GILAD, 2018; COLLINEAU et al., 2019). No 

entanto, a aplicação do WGS para levantamento de RAM especificamente em 

alimentos e amostras relacionadas a alimentos ainda não é tão extensa, 

representando 12,6% de todos as publicações revisadas por pares relacionadas a 

WGS que tratam da RAM. Além disso, a maioria de suas aplicações para vigilância 

de RAM em alimentos disponíveis na literatura são focadas em patógenos 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, o WGS melhore a vigilância da RAM, fornecendo uma maior compreensão 

da veiculação de bactérias resistentes e genes de resistência em toda a cadeia de 

produção alimentar (HENDRIKSEN, et al., 2019; HURTADO et al., 2022).  

 

 

Figura 3. Visão geral das diferentes abordagens de sequenciamento aplicáveis à 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 

inspeção federal (SIF) por sequenciamento metagenômico. 

3.1.2 Objetivos específicos  

 

● Obter DNA metagenômico e preparar bibliotecas de amplicons do gene 16S 

rRNA para sequenciamento a partir de amostras de QMF.  

 

● Estabelecer por análise de bioinformática, a identidade das populações 

bacterianas dominantes no metagenoma das amostras de QMF e realizar 

inferências sobre alfa (α) e beta (β) diversidade; 

 

● Avaliar a distribuição microbiana entre as amostras de QMF para estabelecer 

relação de ocorrência microbiana, segurança e qualidade microbiológica; 

 

3.2 Parte 2 

3.2.1 Objetivo geral 

 

Isolar bastonetes Gram negativos de amostras de QMF com selo de inspeção federal 

(SIF) para determinação do seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, 

potencial de mobilidade gênica e sequenciamento completo de genoma. 

 

3.2.2 Objetivos específicos 

 

● Isolar por cultura seletiva quantitativa e caracterizar presuntivamente 

bastonetes Gram negativos (enterobactérias e bastonetes não 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 ocorrência de integrons de classe 1 nos isolados Gram-negativos 

resistentes aos antimicrobianos através de PCR convencional;  

 

● Selecionar isolados bacterianos representativas com resistência aos 

antimicrobianos e potencial de mobilidade gênica para preparação de 

bibliotecas para sequenciamento completo de genoma;  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Delineamento Experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Delineamento experimental. Fonte: elaborado pela autora. 
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4.2 Parte 1 

 

4.2.1 Processamento das amostras e extração 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 período de abril a 

julho de 2016. Todos os queijos foram fabricados na região da Zona da Mata de Minas 

Gerais com Selo de Inspeção Federal. Seguindo este regulamento, os queijos foram 

elaborados a partir de leite bovino pasteurizado. Após a aquisição, as amostras foram 

mantidas sob refrigeração e enviadas ao laboratório para processamento imediato, 

conforme descrito por Paula et al. (2018). Porções de 25 g de cada amostra foram 

pesadas e homogeneizadas em tampão citrato de sódio estéril (225 mL de uma 

solução a 2% (p/v), pH 7,5). Posteriormente, alíquotas 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 solução com 10 mL de Tris-EDTA (TE) (10 mmol/L 

Tris, 1 mmol/L de ácido 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 μL de tampão TE. O DNA foi extraído do pellet de células usando 

o kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com as instruções do 

fabricante. A concentração de DNA foi medida por fluorimetria usando um fluorômetro 

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 Preparação 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 análise de 

fingerprint (PAULA et al., 2018) - foram selecionadas para sequenciamento 

metagenômico. As regiões hipervariáveis 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 sequência overhang (em destaque 

sublinhada) complementar ao Índice Nextera XT (Illumina, EUA), da seguinte forma: 

341F (5' TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG 
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CCTACGGGNGGCWGCAG -3') e 806R (5' 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC

C-3′). A reação de PCR foi realizada em volume final de 25 μL contendo 1X KAPA HiFi 

HotStart ReadyMix, 2,5 μM de cada primer e 12,5 ng de DNA. As condições 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 extensão 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 metagenômico 

Illumina 16S. Os amplicons foram ligados a uma sequência de índice durante uma 

segunda PCR, contendo 25 μL de 2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 5 μL de cada 

index Nextera XT, 5 μL do produto purificado por PCR e 10 μL de água ultrapura 

(volume final de 50 μL). As condições 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 extensão 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 quantificação foi 

realizada com o KAPA Library Quantification Kit Illumina (Roche, Suíça) e 

posteriormente, as bibliotecas de DNA foram normalizadas e agrupadas. As 

bibliotecas foram sequenciadas em pares (2 × 300) em uma única corrida na 

plataforma Miseq (Illumina, EUA). O sequenciamento foi realizado na plataforma Next 

Generation Sequencing do Instituto René Rachou (CPqRR/FIOCRUZ-MG). 

 

4.2.3 Análise de dados 

 

Os dados do sequenciamento foram analisados de acordo com o pipeline 

recomendado pelo Brazilian Microbiome Project, disponível em 

http://brmicrobiome.org (PYLRO et al., 2014). O controle de qualidade da sequência 

foi realizado com Trimmomatic v0.32 (BOLGER, LOHSE, e USADEL, 2014), e as 

sequências foram truncadas para o tamanho de 100 bp. As sequências únicas 

(singletons) foram removidas. O agrupamento de sequências foi realizado seguindo o 

método UPARSE em 97% de similaridade de corte (EDGAR, 2013). A taxonomia foi 

atribuída 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 rarefação foram construídas com base na riqueza de unidades 

taxonômicas operacionais (OTU) em função da profundidade de sequenciamento, 

para avaliar o esforço do sequenciamento. Para a diversidade alfa, foram 

considerados os índices de riqueza Chao1, Shannon e Simpson. A análise de 

variância (ANOVA) foi realizada para os valores dos índices usando o GraphPad 

Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA), seguido de um teste de Tukey a 1% de 

probabilidade. Para estimativas de β diversidade, a análise de coordenadas principais 

(PCoA) foi realizada usando as métricas de distância ponderada UniFrac. 

Os dados de sequência foram submetidos às bases de dados do GenBank e estão 

sob os números 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 período de abril a agosto de 2018, totalizando 14 

amostras. Partes de toda extensão dos queijos foram colocadas em frasco estéril e 

pesadas. Uma amostra de 25g de queijo foi adicionada à 225 mL de água peptonada 

0,1% (m/v) (BD-Difco/Brasil), constituindo a diluição 10-1. Essa diluição foi 

homogeneizada por 5 minutos à 180 rpm em Agitador G26 (Didática SP/Brasil), e 

posteriormente, foram realizadas as diluições 10-2, 10-3, 10-4 e 10-5. Para a 

recuperação de bastonetes Gram negativos (BGN), uma alíquota de 0,1 mL de cada 

uma das diluições foi inoculada por esgotamento (spread-plate) em placa de Petri 

contendo Ágar MacConkey (MAC - Kasvi, Brasil), em duplicata, com a utilização de 

alça de Drigalski. Posteriormente, as placas foram incubadas à 37ºC, por 24 horas e 

as contagens de unidades formadoras de colônias foram realizadas em placas 

apresentando entre 30 e 300 colônias. Após a contagem, 3 a 5 colônias de cada 

morfotipo presente nas placas foram selecionadas e cultivadas em Ágar Brain-Heart 

Infusion (BHI – Kasvi, Brasil). A partir do subcultivo em ágar BHI, as características 

morfotintoriais das colônias foram avaliadas pela coloração de Gram. Procedeu-se 

também a inoculação em ágar Triple Sugar Iron (TSI – Kasvi, Brasil) para identificação 

presuntiva (Item 4.3.2) e, posteriormente, os isolados foram armazenados por 

congelamento a -20ºC em caldo BHI adicionado de glicerol a 20% (Figura 5). 
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Figura 5. Subcultivo dos isolados em Ágar Infusão Cérebro Coração (BHI) e experimentos 

posteriores. Fonte: próprio autor 

 

4.3.2 Identificação presuntiva de bastonetes Gram-negativos  

 

Os bastonetes Gram negativos isolados foram presuntivamente identificados 

quanto à sua capacidade de fermentação de glicose, sacarose e lactose, bem como 

a capacidade de produção de gás em meio de cultura ágar Triple Sugar Iron (TSI – 

Kasvi, Brasil). Para isso, os isolados foram inoculados em ágar TSI e incubadas a 

36ºC por 24 horas. Levando em consideração os resultados observados, os isolados 

identificados como enterobactérias e não fermentadores de carboidratos foram 

separados em grupos de identificação presuntiva. 

4.3.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Os isolados congelados em caldo BHI adicionado de glicerol (20%) foram 

reativados para a realização do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, o qual 

foi realizado de acordo com o método de disco difusão descrito por Kirby-Bauer 

(BAUER et al., 1966), em ágar Mueller Hinton (Kasvi - Brasil) e com a utilização de 

discos impregnados com os antimicrobianos de interesse clínico humano 

comercialmente disponíveis (DME/Brasil). Dentre os antimicrobianos recomendados 

para as enterobactérias, foram testados: ampicilina (AMP, 10 µg), aztreonam (ATM, 

30 µg), amoxicilina/ácido clavulânico (AMC, 30 µg), gentamicina (GEN,10 µg), 

ciprofloxacina (CIP, 5 µg), cefoxitina (CFO, 30 µg), ceftazidima (CAZ, 30 µg), 
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ceftriaxona (CRO, 30 µg), cefepime (CPM, 30 µg), ertapenem (ERT 10 µg) 

sulfametoxazol/trimetoprim (SUT, 25 µg) e tetraciclina (TET, 30 µg). Para os isolados 

do grupo de bastonetes não fermentadores (BGNNF) foram testados: imipenem (IPM, 

10 µg), ceftazidima (CAZ, 30 µg), ampicilina/sulbactam (APS, 20 µg), cefepime (CPM, 

30 µg), sulfametoxazol/trimetoprim (SUT, 25 µg), amicacina (AMI, 30 µg), 

levofloxacina (LEV, 5 µg), meropenem (MPM, 10 µg), ciprofloxacina (CIP, 5 µg), 

gentamicina (GEN, 10 µg) e piperacilina/tazobactam (PIT, 110 µg).  

Após incubação por 24 horas a 37ºC, os halos formados foram medidos e os 

valores comparados com a tabela padrão descrita pela 31ª edição do protocolo M100 

do CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) do ano de 2021, categorizando 

as amostras como sensível, sensibilidade intermediária ou resistente. A classificação 

proposta por Magiorakos e colaboradores (2011), que define o fenótipo de 

multirresistência aos antimicrobianos como a não suscetibilidade a pelo menos um 

agente em três ou mais classes antimicrobianas distintas, foi utilizada para determinar 

quais isolados poderiam ser considerados multirresistentes aos antimicrobianos 

testados.  

Um isolado com fenótipo de resistência a cefalosporina de terceira geração foi 

selecionado para a identificação por uma empresa terceirizada através do sistema 

Vitek 2 (BioMérieux, França), que realiza a identificação bacteriana automatizada por 

meio de testes bioquímicos com identificação colorimétrica a partir de suspensão 

bacteriana ajustada para a escala de McFarland 0,5. 

4.3.4 Extração de DNA e detecção de integron de classe 1 

 

O DNA total dos isolados que apresentaram resistência a algum dos 

antimicrobianos testados foi extraído usando o kit comercial Promega Wizard® DNA 

Extraction, de acordo com as instruções do fabricante. A concentração do DNA 

genômico foi determinada por espectrofotometria usando o espectrofotômetro Thermo 

Scientific™ NanoDrop™ Lite, de acordo com as instruções do fabricante. A 

integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampão 

TBE (Tris-HCl-Borato-EDTA), o qual foi corado com brometo de etídio e analisado em 

transluminador de luz ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido). O DNA extraído foi 

aliquotado e armazenado em freezer a -70°C. 
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O gene para integrase int1 (amplicon de 470 pb) foi pesquisado a partir do DNA 

extraído. As reações de PCR para detecção de integron foram realizadas em volumes 

de 25 µL, contendo 1 X Go Taq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 

0,4 µM de primer forward (HS464 - ACATGCGTGTAAATCATCGTCG), 0,4 µM de 

primer reverse (HS463a - CTGGATTTCGATCACGGCACG) e 1 µL de DNA (~20 

ng/µL). As reações foram realizadas em termociclador automatizado (Biometra T1 

Thermal Cycler, Gttingen, Alemanha) sob as seguintes condições: 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 extensão final 

de 5 min a 72 °C. Após eletroforese em gel de agarose 1,5%, o gel foi corado com 

brometo de etídio e visualizado em transluminador ultravioleta (GE Healthcare, Reino 

Unido). Foi utilizado o padrão de peso molecular 100pb DNA ladder (Promega, USA). 

O branco foi realizado a partir de reações sem DNA molde e para o controle positivo, 

utilizou-se amostra de DNA metagenômico previamente positiva para o gene int1 (de 

PAULA et al., 2018). 

A técnica de fingerprinting, através da amplificação de sequências 

palindrômicas repetitivas extragênicas por reação em cadeia da polimerase (rep-PCR) 

foi utilizada para comparar o perfil genômico dos isolados portadores de integrons de 

classe 1, e verificar se pertenciam a mesma linhagem. A análise rep-PCR foi realizada 

utilizando o DNA extraído dos isolados positivos para o gene int1. As reações foram 

realizadas de acordo com Gaber e colaboradores (2015), utilizando um único primer 

(GTG)5 (5'-GTGGTGTGGTGGTG-3'). A reação da PCR continha 1 X Go Taq® Green 

Master Mix (Promega, USA), 0, 8 μM do primer, 1 µL de DNA (~20 ng/µL) e água 

ultrapura para PCR (Promega, EUA) foi adicionada para um volume final de 25 μL. As 

condições 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 extensão 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 tampão Tris/Acetato/EDTA 1x (TAE). Foi utilizado o padrão de 

peso molecular 100pb DNA ladder (Promega, Madison, WI, USA). Os géis foram 

corados com brometo de etídio 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 caracterização por sequenciamento completo do genoma, três isolados 

presuntivamente identificados como BGNNF foram selecionados, baseados na 

relevância do fenótipo de resistência apresentado ou na presença de integrons de 

classe1: um isolado (Q1) previamente identificado pelo sistema Vitek2 com fenótipo 

de resistência a ceftazidima (item 4.3.3); e dois isolados (Q2 e Q3) positivos para o 

gene int1 previamente detectado por PCR (item 4.3.4). As amostras de DNA genômico 

dos três isolados previamente extraídas (conforme descrito no item 4.3.4) foram 

ajustadas seguindo recomendações da empresa responsável pelo sequenciamento 

(concentração mensurada no Qubit 2.0, com o kit Qubit dsDNA HS Assay, superior à 

20ng/ul e volume de aproximadamente 20 µL) (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 × 150 pb).  

 

4.3.6 Análises preliminares dos dados genômicos 

 

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 posição de cada base do conjunto de dados. O controle de 

qualidade visando a remoção das sequências de baixa qualidade foi realizado 

utilizando a ferramenta Trimmomatic v0.39 

(https://github.com/usadellab/Trimmomatic). 

O genoma foi montado utilizando o software SPAdes 

(https://github.com/ablab/spades) com os seguintes parâmetros: o tamanho dos k-

mers foi 21, 33, 55, 77, 99, 127 e foram reservados quatro processadores para a 

análise. O software seqtk (https://github.com/lh3/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 verificação da qualidade da 

montagem dos genomas através das métricas de N50, número de contigs, maior 

contig, % GC e outros. O software também foi utilizado para predizer as regiões 

codificadoras do gene 16S rRNA.  
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A identificação dos genomas seguiu a seguinte estratégia: 1) alinhamento, 

através do BLAST (Basic Alignment Tool), das sequências codificadoras dos genes 

16S rRNA, extraídas de cada genoma, contra o banco de dados do GenBank. Para o 

refinamento da identificação taxonômica dos resultados inconclusivos dentro de uma 

ou mais espécies e/ou gêneros, foi feita uma busca pelos seus genomas de 

referências no site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ utilizando o database de genomas. 

Em seguida, os respectivos genomas de referência foram baixados em formato 

FASTA; 2) Em posse dos arquivos contendo os contigs e dos genomas de referência 

para cada identificação ou suspeita de identificação, foi realizada uma análise de 

identidade média de nucleotídeo (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 

anotação automática através do PATRIC (https://www.bv-brc.org/). A busca de 

replicons de plasmídeos e genes de resistência à antimicrobianos foi realizada, com 

uma identidade e cobertura mínima 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 sequências 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 sequências de uma amostra de 

QMF da marca B não atendeu aos critérios de qualidade esperado, esta foi excluída 

do estudo. O gráfico de rarefação indicou que o esforço geral do sequenciamento foi 

suficiente para alcançar a diversidade bacteriana dentro das amostras de QMF 

independentemente das marcas, uma vez que as curvas obtidas tenderam a atingir 

uma assíntota (Figura 6). 

A diversidade de espécies (α-diversidade) revelou alta riqueza (Chao1) e uma 

microbiota diversificada (índice 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 relação às outras (Tabela 2). A análise de β-

diversidade resultante do UniFrac PCoA ponderado sugere diferentes padrões 

microbianos entre as amostras de queijo, mas um padrão semelhante dentro de uma 

marca, levando a diferentes aglomerados microbianos de acordo com as diferentes 

marcas de QMF (Figura 7). Os padrões 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. Números de leitura obtidos de sequenciamento, número de de unidades 
taxonômicas operacionais (OTUs), estimadores de riqueza e índices de diversidade 
das marcas, normalizados para 15.000 leituras. 

 

 

 

Figura 6. Curvas de rarefação de diferentes marcas de Queijo Minas Frescal (QMF). A rarefação 
foi estimada usando o software QIIME com base no número de unidades taxonômicas 
operacionais (OTUs) observado (normalizado para 15.000) de cada marca. 

 

 

 

 

   Índice de riqueza  Índice de diversidade 

Marca Nº reads Nº OTUs Chao1  Shannon Simpson 

A 181220 982,400   ± 47,504 1262.564 ± 46.379 a  7,547 a 0,983 a 

B 185578  1000,533 ± 18,372 1270.903 ± 11.007 a  7,537 a 0,982 a 

C 188554 729.650   ± 16.468 989.441   ± 18.514 b  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 ± 74.163 a  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 
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Figura 7. Análise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades bacterianas das amostras 
de queijo Minas Frescal (QMF), geradas com matriz de distância ponderada Unifrac. As cores 
referem-se à 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 taxonômico das amostras de Queijo Minas Frescal (QMF) 

 

A distribuição taxonômica de bactérias é mostrada na figura 8a em nível de filo. 

Pequenas diferenças na abundância de táxons bacterianos foram observadas entre 

as marcas de MFC. A atribuição filogenética dos dados de sequenciamento mostrou 

a ocorrência 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 sequências lidas. Firmicutes foi o segundo filo de bactérias mais 

abundante, compreendendo 8,4% de todas as sequências lidas, mas com maior 

contagem em amostras de queijo pertencentes às marcas D e F (29–31% e 17–27%, 

respectivamente). Bacteroidetes (2,5%) e filos menos dominantes também foram 

detectados, mas em menor frequência (representados na figura 8a como outros filos). 

As OTUs não atribuídas indicadas na figura 8a representam as OTUs que não foram 

classificadas no nível de Filo. 



55 
 

Considerando o nível de gênero, as diferenças entre os queijos tornam-se mais 

evidentes. A figura 8b mostra os gêneros bacterianos que contribuíram com 1% ou 

mais (≥ 1%) para a distribuição geral nas marcas. Cerca de 10 a 31% das sequências 

de cada marca analisada correspondiam a OTUs não atribuídos, que não foram 

classificados no nível de gênero, mas estavam presentes nos níveis superiores. Os 

resultados mostraram que bactérias dos gêneros Pseudomonas, Acinetobacter e 

Vibrio constituíram os principais grupos apresentados na maioria das amostras e por 

marcas. 

Em nível de gênero, os membros do filo Firmicutes correspondiam, quase que 

exclusivamente, a Enterococcus. Os resultados indicam que as frequências de 

detecção de Enterococcus foram maiores nas amostras das marcas D e F do que nas 

demais marcas. Em geral, foi observada baixa abundância para o grupo de bactérias 

láticas em todas as marcas. Dentro deste grupo (abundância ≥ 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 populações subdominantes, os dados recuperados 

mostraram uma série de outros grupos notáveis. Psychrobacter, Aeromonas, 

Marinomonas, Escherichia-Shigella, Moraxella, Chryseobacterium e 

Pseudoalteromonas foram encontrados entre as marcas de QMF avaliadas. Foi 

perceptível, no entanto, que as amostras pertencentes à Marca C abrigavam um perfil 

bacteriano significativamente diferente. Esta marca apresentou menor diversidade 

(Tabela 2), dominada claramente por Pseudomonas (74% das sequências), embora 

outros gêneros estivessem presentes, incluindo Escherichia-Shigella, Moraxella, 

Azobacter e Stenotrophomonas. 
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Figura 8. Abundâncias relativas de bactérias no (a) nível de filos (b) e nível de gêneros. Os 
resultados são mostrados como uma média de leituras geradas a partir de amostras individuais 
de queijo de cada marca. Apenas filos e gêneros com abundância relativa maior ou igual a 1% 
(≥ 1%)  foram incluídos. Todas as unidades taxonômicas operacionais (OTUs) com menor 
abundância foram agrupadas como “outras”. 
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5.1.3 Microbiota central comum “core” 

 

Para evidenciar a microbiota central comum do QMF, uma análise 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 nível de família 

(Enterobacteriaceae), nível de gênero (Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, 

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

plymuthica e Dickeya chrysanthemi). 

Notavelmente, os membros da família Enterobacteriaceae dominaram entre as 

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

leituras, seguidas pela família Pseudomonadaceae, com 32% (Fig. 9b). Os gêneros 

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

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

encontradas na microbiota central comum, respectivamente. 

 

a) 
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b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Microbiota core. (a) Box plots exibindo a mediana, mínimo, máximo, primeiro e terceiro 
quartis do número de leituras atribuídas às 20 unidades taxonômicas operacionais (OTUs) mais 
abundantes da microbiota central comum detectada em todas as amostras de queijo. (b) 
Abundâncias relativas das famílias correspondentes às 20 OTUs mais abundantes do 
microbioma central comum. As cores referem-se a representantes da família Enterobacteriaceae 
(laranja), família Psedomonadaceae (azul), família Enterococaceae (verde) e família 
Moraxellaceae (cinza). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

5.2  Parte 2 

 

5.2.1 Caracterização dos morfotipos bacterianos 

 

Após isolamento em meio Ágar MacConkey, as colônias foram caracterizadas 

morfologicamente e 14 diferentes morfotipos foram observados (Tabela 3). Foram 

selecionados de três a cinco isolados de cada morfotipo, resultando em um estoque 

de 226 isolados bacterianos. 

 

Tabela 3: Caracterização e quantidade dos morfotipos obtidos em ágar MacConkey 

Identificação Morfologia Total 

M1 Média, irregular, transparente, opaca, seca 4 

M2 Média, circular, translúcida, rosa, úmida, 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, translúcida, rosa, úmida 36 

M6 Média, irregular, translúcida, rosa, úmida, halo amarelado 7 

M7 Grande, irregular, opaca, rosa, seca 5 

M8 Pequena, irregular, opaca, rosa, seca 9 

M9 Média, circular, translúcida, rosa, úmida, halo rosa forte 6 

M10 Média, circular, opaca, rosa, seca, halo amarelado 5 

M11 Pequena, circular, opaca, branca/transparente, seca, halo 
amarelado 

21 

M12 Pequena, puntiforme, rosa (pink), úmida 6 

M13 Pequena, circular, translúcida, rosa, úmida 5 

M14 Pequena, circular, opaca, rosa, seca 8 

TOTAL 226 

 

5.2.2 Identificação presuntiva dos bastonetes Gram-negativos  

 

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

Ágar TSI, foram formados 5 grupos de identificação 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 não 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 não 

fermentadoras (BGNNF), com 34 isolados (15%), seguido pelo grupo sugestivo de 

Escherichia ou Serratia, com 28 isolados (12%). Os grupos em menor prevalência 

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: Identificação presuntiva dos bastonetes Gram negativos isolados de queijo 

Minas Frescal (QMF). 

Grupo Leitura Diagnóstico presuntivo 
Nº / % 

de isolados 

G1 

▪ Fermentação da glicose 
▪ Fermentação de lactose 

e/ou sacarose 
▪ Produção de CO2 

Escherichia, Klebsiella, 

Enterobacter, Providencia, 

Serratia, Citrobacter 
155 / 69 

G2 

▪ Fermentação da glicose 
▪ Fermentação de lactose 

e/ou sacarose 
▪ Ausência de CO2 

Escherichia, Serratia 28 / 12 

G3 ▪ Fermentação da glicose 
▪ Presença de CO2 

Salmonella, Edwardsiella, 

Citrobacter, Proteus 7 / 3 

G4 
▪ Fermentação da glicose 
▪ Ausência de CO2 

Shigella, Salmonella, 
Proteus, Providencia, 

Serratia, Yersinia 
2 / 1 

G5 
▪ Ausência de 

fermentação 

Não fermentadores       
(Ex. Acinetobacter, 

Pseudomonas) 
34 / 15 

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

classe 1 

 

Após a reativação dos isolados congelados em BHI com glicerol (20%), 12 

isolados de enterobactérias e 17 isolados de BGNNF se mostraram inviáveis. Por isso, 

do total de 226 isolados obtidos, apenas os 197 isolados viáveis foram submetidos ao 

teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. 

Os resultados indicaram que para as enterobactérias, a resistência foi mais 

frequentemente encontrada em resposta à ampicilina, sendo 37% dos isolados 

resistentes (Figura 10). Um total de 16% dos isolados apresentou resistência à 

amoxacilina+clavulanato e 10% a cefoxitina. A resistência intermediária foi identificada 

para ampicilina (22%) e tetraciclina (1%). Para o grupo dos BGNNF, 76% dos isolados 

apresentaram resistência a ampicilina+subactam, 71% ao sulfazotrim e 6% a 

ceftazidima (Figura 11). 

De modo geral, para as enterobactérias, 42% dos isolados apresentou 

resistência a alguma das drogas, sendo que destes, 29% eram resistentes a apenas 

uma e 6% a duas (Tabela 5). Os microrganismos resistentes a três antimicrobianos 

testados, todos pertencentes a classe dos beta-lactâmicos, corresponderam a 7% dos 

isolados. Considerando a classificação proposta por Magiorakos e colaboradores 

(2012), que define o fenótipo de multirresistência aos antimicrobianos como a não 

suscetibilidade a pelo menos um agente em três ou mais classes antimicrobianas, não 

foram encontrados isolados com perfil multirresistente no presente estudo. 

 Para o grupo dos BGNNF, 83% dos isolados apresentou resistência a alguma 

das drogas, sendo 12% resistente a apenas uma e 71% a duas. Nenhum isolado foi 

resistente a três ou mais antimicrobianos (Tabela 5).  

A relevância do fenótipo de resistência a ceftazidima, observada em um isolado 

BGNNF, levou a identificação desse isolado utilizando sistema Vitek 2 (bioMérieux / 

França). A identidade do isolado foi definida como Acinetobacter ursingii, o qual foi 

submetido ao sequenciamento completo do genoma para análise no presente estudo 

(identificado como isolado Q1) (item 5.2.4). 

 

 

 

 



62 
 

 

  Figura 10. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das enterobactérias isoladas. 

 

Figura 11. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos bacilos Gram-negativos não 
fermentadores (BGNNF) isolados. 
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Tabela 5. Distribuição dos fenótipos de resistência aos antimicrobianos selecionados 

para o estudo. 

Legenda: AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina/ácido clavulânico; CFO: cefoxitina CFZ: 

cefatazidima; SUT: sulfazotrim;  

 

A avaliação da presença de integrons baseada na PCR foi realizada utilizando 

primer específico para o gene intI1, o qual foi detectado em três isolados BGNNF com 

fenótipo de resistência a ampicilina e sulfazotrim. Dois deles foram considerados como 

pertencentes a mesma linhagem (clones), pois os padrões de impressão 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 elucidação dos genes 

de resistência presentes em seu genoma. As análises referentes aos aspectos 

estruturais e evolutivos do integron de classe 1 serão realizadas e estudos posteriores.  
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CFO 1 (1%) 

AMP + AMC 7 (4%) 
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AMP 1 (6%) 

SUL + AMP 12 (71%) 
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5.2.4 Análises genômicas preliminares 

 

Os dados brutos provenientes do sequenciamento dos 3 isolados selecionados 

(Q1, Q2 e Q3), de forma geral, exibiram ótima qualidade após o processo de trimagem. 

A figura 12 exemplifica a qualidade das sequências da amostra Q1. Em relação às 

métricas de qualidade da montagem dos genomas, foi possível observar variação no 

tamanho dos genomas das amostras e dos números de contigs das montagens, 

principalmente para a amostra Q1, que apresentou os menores valores para essas 

métricas (Tabela 6). 

 

Figura 12. Qualidade da sequência por base da amostra Q1 após a trimagem. Fonte: Elaborado 

pela autora 

 

Tabela 6. Métricas da qualidade de montagem dos genomas dos isolados de queijos 

Minas Frescal (QMF). 

Amostra 
Tamanho 

total (Mb) 

Número de 

contigs 

Maior 

contig 
N50 %GC 

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 relação as sequências codificadoras do gene 16S rRNA, foi encontrado 

apenas uma cópia do gene nos três genomas. A identificação 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 identificação realizada 

anteriormente pelo Vitek2. Visando o refinamento da identificação taxonômica das 

amostras Q2 e Q3, a qual foi inconclusiva pelo alinhamento através do BLAST, foi 

utilizado o parâmetro de identidade média de nucleotídeo (ANI) a partir dos genomas 

de referência para cada identificação ou suspeita de identificação obtidas pelo gene 

16S rRNA (Pseudomonas juntendi, Pseudomonas putida e Pseudomonas monteilii). 

Considerando que, valores de ANIb acima de 95% indicam mesma espécie, a 

identificação para a amostra Q2 foi definida como Pseudomonas juntendi (97,81% de 

identidade e 79,54% de alinhamento). A amostra Q3 foi identificada a nível de gênero 

como Pseudomonas spp., considerando que o valor de ANIb foi inferior a 95% (Tabela 

7). 

 

Tabela 7. Identificação das amostras Q2 e Q3 pelo parâmetro de identidade média de 

nucleotídeo (ANI). 

Genoma de referência 
Q2  

(ANI / Alinhamento [%]) 

Q3 

(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 características genômicas referentes ao número de genes codificadores de 

proteínas (coding DNA sequence – CDS) e genes codificadores de tRNA e rRNA, 

obtidas pela anotação, estão resumidas da tabela 8. As análises preliminares 

referentes a detecção de genes de resistência aos antimicrobianos por meio do 

software ABRicate, permitiram a identificação de 7 diferentes genes, os quais estão 

relacionados a expressão de bombas de efluxo (genes mex e CpxR) e resistência a 

aminoglicosídeos (ant(3'')-IIc) (tabela 9). Não foi detectado nenhum plasmídeo nos 

genomas avaliados. 
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Tabela 8. Características genômicas obtidas pela anotação automática através do 
PATRIC 

Amostra CDS tRNA rRNA 

Q1 3.471 61 11 

Q2 5.700 66 6 

Q3 5.864 68 7 

Fonte: elaborado pela autora 

 

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

Amostra Genes de resistência 
Mecanismos de 

resistência 

Q1 (Acinetobacter ursingii) ant(3'')-IIc Inativação de 
aminoglicosídeos 

Q2 (Pseudomonas juntendi) mexW, mexF, mexE, 
mexK, mexB 

Presença de subunidades 
de bombas de efluxo 

CpxR Regulação positiva da 
expressão de bombas de 

efluxo 

Q3 (Pseudomonas spp.) mexF, mexK, mexB Presença de subunidades 
de bombas de efluxo 

 

CpxR Regulação positiva da 
expressão de bombas de 

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

 

A microbiota dos queijos desempenha um papel fundamental na determinação 

das suas propriedades sensoriais, composição nutricional, qualidade e segurança. O 

conhecimento acerca de sua composição traz informações 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 já descritos, assim como grupos microbianos não descritos anteriormente 

para este tipo específico de queijo. 

As amostras pertencentes a uma mesma marca e lote de QMF, apresentaram 

um perfil de agrupamento microbiano próximo, 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 observação fundamenta a 

reprodutibilidade das amostras, uma vez que produtos de um mesmo lote são 

processados sob condições semelhantes e, portanto, expostos à mesma condição 

microbiológica. Sob a perspectiva das diferentes marcas de queijos, os perfis 

taxonômicos bacterianos de cada marca agruparam-se separadamente. Lusk e 

colaboradores (2012), através do sequenciamento do gene 16S rRNA, também 

observaram comunidade microbiana contrastante entre três 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 condições de 

produção de cada laticínio desempenham um papel importante na composição 

microbiana do produto final, contribuindo para uma estrutura bacteriana única de cada 

marca. 

Com relação à distribuição taxonômica dos grupos bacterianos (Fig. 7), embora 

diversos estudo relatem a prevalência do filo Firmicutes em diferentes queijos (LUSK 

et al., 2012; PLANÝ 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 

abundância de Firmicutes observada está em concordância com a baixa abundância 

de BAL, que neste estudo, caracterizou-se como população subdominante. Quigley e 

colaboradores (2012) observaram que o nível de maturação do queijo tem influência 
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significativa nas populações de Lactobacillus. O sequenciamento de alto rendimento 

revelou que em queijos maturados, a abundância de Lactobacillus são maiores em 

comparação com os queijos frescos (QUIGLEY et al., 2012). Em outro estudo, a baixa 

incidência de BAL, associado a uma maior abundância relativa de bactérias 

contaminantes, foi observado na ricota, um tipo de queijo fresco que não passa por 

maturação (STELLATO, et al., 2015).  

A alta taxa de Firmicutes observada principalmente nas marcas D e F está 

relacionada a prevalência de Enterococcus. A presença de Enterococcus na 

microbiota intestinal de mamíferos suscita questões relativas à contaminação, que 

pode resultar em riscos sanitários para os consumidores, especialmente devido ao 

surgimento de espécies resistentes aos antimicrobianos (HAMMAD, HASSAN, e 

SHIMAMOTO, 2015). O próprio ambiente de ordenha é uma fonte potencial de 

Enterococcus no leite e, portanto, nos produtos lácteos. Esse risco aplica-se mesmo 

quando a pasteurização é utilizada de forma correta respeitando o binômio 

tempo/temperatura, uma vez que este gênero apresenta alta resistência ao tratamento 

térmico (İSPIRLI, DEMIRBAŞ e DERTLI, 2017; DAPKEVICIUS et al., 2021). 

Sob a perspectivas da distribuição dos gêneros bacterianos, destaca-se a 

ocorrência de Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. Nos produtos lácteos frescos 

refrigerados, esses grupos bacterianos já 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 à microbiota central comum em ambiente de 

processamento de laticínios, com abundância relativa acima de 50% (STELLATO et 

al., 2015). Algumas bactérias Gram negativas potencialmente patogênicas, 

especialmente Pseudomonas e Acinetobacter, contaminam naturalmente os 

alimentos e seu ambiente de processamento, e essa ocorrência provavelmente se 

deve a capacidade de crescimento em baixas temperaturas, formação de biofilmes, 

baixo requerimento nutricional e versatilidade metabólica (MØRETRØ e LANGSRUD, 

2017; QUINTIERI, FANELLI, e CAPUTO, 2019). Além disso, esses gêneros são 

reconhecidos como deterioradores de alimentos e indesejáveis em ambientes de 

processamento. A produção de enzimas extracelulares termoestáveis por essas 

bactérias pode ser prejudicial à qualidade do queijo, causando alterações no sabor e 
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prejudicando as propriedades de coagulação do leite. Além disso, é importante 

salientar que alguns membros destes grupos bacterianos são clinicamente e 

epidemiologicamente importantes, principalmente considerando-se o aumento da 

resistência aos antimicrobianos (ARSLAN, EYI, e ÖZDEMIR, 2011; STELLATO et al., 

2015). 

O gênero Vibrio também foi um dos mais abundantes detectados neste estudo. 

Juntamente com outras populações subdominantes, como Psychrobacter, 

Aeromonas, Marinomonas e Pseudoalteromonas, estes microrganismos são 

considerados Proteobactérias halotolerantes e podem contaminar o QMF durante a 

salga. Embora esses grupos microbianos já 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 relevância 

da sua ocorrência no produto final não é muito clara, particularmente nos níveis 

encontrados no presente estudo. Não foram relatados efeitos negativos para a saúde 

resultantes do consumo de queijos em associação com estas bactérias halotolerantes, 

embora os grupos Psychrobacter e Aeromonas possam estar envolvidos em 

processos de deterioração dos alimentos. 

A ocorrência de Escherichia-Shigella em todas as marcas é relevante, 

considerando que esse grupo microbiano compreende espécies que são potenciais 

patógenos humanos e possivelmente está associado a contaminação pós-

pasteurização. Esses microrganismos já foram previamente relatados como 

contaminantes importantes em diversos produtos lácteos, incluindo o QMF (AHMED 

e SHIMAMOTO, 2014; ARAÚJO et al., 2002; CARVALHO et al., 2014; FREITAS et 

al., 2013; GARCÍA-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 mãos de trabalhadores de um laticínio foram consideradas 

idênticas, sugerindo então contaminação do produto final pela manipulação (CAMPOS 

et al., 2006). 

A utilização de leite in natura ou pasteurizado pode ter influência direta sobre a 

microbiota dos queijos. Já foram observadas diferenças entre as comunidades 

microbianas de queijos feitos a partir de leite não pasteurizado em comparação com 

queijos feitos com leite pasteurizado, sugerindo maior diversidade de bactérias em 

queijos feitos com leite in natura (DELCENSERIE et al., 2014). O processamento 

térmico na cadeia produtiva de laticínios objetiva a segurança microbiológica e evita 
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contaminação endógena dos alimentos com bactérias potencialmente patogênicas, 

reduzindo a carga bacteriana (LADO e YOUSEF, 2002). No entanto, a garantia de um 

leite pasteurizado seguro requer um processo de pasteurização adequado, além da 

prevenção de contaminação pós-pasteurização (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 está 

vulnerável à contaminação pós-pasteurização por bactérias potencialmente 

patogênicas. Estas observações não se restringiram a apenas uma marca de queijo, 

mas a todas as marcas avaliadas adquiridas em diversas lojas de varejo. 

A caracterização da microbiota de queijos usando HTS, possibilita a 

determinação de uma microbiota central (núcleo) 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 predominância da família Enterobacteriaceae 

entre as OTUs comuns. Essa prevalência pode estar relacionada aos valores de pH, 

atividade de água e concentrações de NaCl no QMF. A presença desse grupo 

bacteriano em produtos lácteos é frequentemente associada a más condições 

sanitárias durante o processo de fabricação, além de serem reconhecidos como 

deteriorantes em muitos tipos de alimentos (COTON et al., 2012; HADDAD e YAMANI, 

2017 ; MØRETRØ E LANGSRUD, 2017). A produção de gases e enzimas lipolíticas 

e proteolíticas por algumas espécies da família Enterobacteriaceae podem afetar 

adversamente as características organolépticas do queijo (TABLA et al., 2016). 

Em queijos com alto teor de umidade, como o QMF, a ocorrência de alguns 

grupos microbianos encontrados neste estudo não está preconizada nos requisitos 

microbiológicos estabelecidos por legislação. Apesar disso, a possibilidade desses 

grupos apresentarem resistência a antimicrobianos de importância clínica configura 

um risco adicional, e muitas vezes negligenciado, para a saúde dos consumidores 

(VERRAES et al., 2013). De fato, a cadeia de produção dos alimentos desempenha 

um papel crucial na propagação da resistência aos antimicrobianos, à medida que 

atua como ponte para transferência de bactérias e seus genes de resistência aos 

antimicrobianos para o meio ambiente, animais e seres humanos (BENGTSSON-

PALME, 2017).   

Em trabalho anterior, vários genes de resistência aos antimicrobianos foram 

detectados por PCR a partir do DNA total extraído das mesmas amostras de queijo 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643820317801#bib29
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utilizadas no presente estudo (PAULA et al., 2018). Alguns desses genes geralmente 

apresentam forte correlação com os grupos microbianos mais abundantes detectados 

por HTS. O gene blaTEM, um dos principais responsáveis pela produção de beta-

lactamase de espectro estendido (ESBL), foi detectado em 91,4% das amostras 

avaliadas de QMF. A ocorrência desse gene está fortemente associada a espécies de 

Enterobacteriaceae, sendo codificado principalmente em plasmídeos e elementos 

genéticos móveis (TEKINER e ÖZPINAR, 2016).  

Considerando os principais grupos microbianos detectados por HTS e 

objetivando aprofundar discussões sobre o papel de QMF na epidemiologia da 

resistência, o presente estudo também se propôs a avaliar especificamente a 

ocorrência de bastonetes Gram negativos resistentes aos antimicrobianos. As 

amostras de QMF foram processadas e cultivadas em meio seletivo MacConkey para 

recuperação de bastonetes Gram negativos e a caracterização macro morfológica das 

colônias foi utilizada como forma preliminar para identificar diferentes morfotipos 

isolados. Cabe ressaltar que a caracterização morfotípica não reflete dados de uma 

identificação de espécies ou grupos, uma vez que uma mesma espécie pode 

apresentar características morfológicas das colônias distintas (MALAJOVICH, 2015). 

 A identificação bioquímica presuntiva através da avaliação da fermentação de 

glicose, sacarose e/ou lactose, produção de CO2 durante a fermentação da glicose e 

produção de sulfeto de hidrogênio, permite estimar o gênero dos isolados de 

bastonetes Gram negativos (Tabela 3) (PROCOP et al., 2017). Essa estimativa 

sugeriu a ocorrência de gêneros que apresentam importância clínica por serem 

considerados potencialmente patogênicos ao ser humano, além de apresentarem 

resistência intrínseca a uma gama de antimicrobianos. O grupo G1, representado por 

gêneros como Escherichia, Klebisiella e Serratia, foi o mais representativo, com 155 

isolados (69%). Espécies bacterianas pertencentes a esses gêneros foram 

previamente isoladas em amostras de QMF em diversos estudos anteriores, 

resultados que evidenciam relevância do ponto de vista da segurança microbiológica 

(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 resistência à 

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 oncológico apresentaram bactérias Gram negativas resistentes a 

ampicilina. Resultado semelhante foi observado por Silva e colaboradores (2020), que 

relataram resistência a ampicilina em bactérias Gram negativas de todos os queijos 

avaliados no estudo, os quais foram adquiridos em varejo. Outros estudos também 

têm relatado a ocorrência de isolados Gram negativos apresentando ampla resistência 

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 agropecuária brasileira, a seu uso 

disseminado na medicina humana e veterinária exerce significativa pressão seletiva 

no contexto de Saúde Única, podendo ser responsável pela prevalência desse 

fenótipo observado (MAPA, 2009; LI et al., 2019).  

A resistência ao sulfazotrim e ampicilina observada em 71% e 76% dos 

isolados BGNNF, respectivamente, revela alta prevalência de resistência a essas 

classes de antimicrobianos. Os BGNNF são intrinsecamente resistentes a importantes 

classes de antimicrobianos como a ampicilina, cefalosporinas, macrolídeos e 

sulfonamidas (DIENE e ROLAIN, 2013; BATISTA e ESMERINO, 2023). Essa 

resistência intrínseca deve-se principalmente a permeabilidade reduzida da 

membrana externa, em comparação com a membrana externa de outras bactérias 

Gram-negativas. A expressão de bombas de efluxo cromossomais também 

contribuem significativamente para a resistência intrínseca exibida pelos membros 

deste grupo. Apesar da possibilidade de haver resistência intrínseca associada, a 

aquisição de genes de resistência transferidos por elementos genéticos móveis, 

também têm impulsionado o aumento desses fenótipos entre BGNNF (MCGOWAN, 

2006; ANVISA, 2020). 

A resistência intermediária foi identificada para ampicilina e tetraciclina em 22% 

e 1% dos isolados, respectivamente. A definição da categoria intermediária inclui 

situações em que, no contexto clínico, há alta probabilidade de eficácia terapêutica se 

a exposição ao antimicrobiano for aumentada por ajuste do regime posológico ou por 

maior concentração no local da infecção (susceptibilidade dose dependente) 

(HUMPHRIES, 2021; DÍAS, ROBLES e MOYA, 2022). No entanto, como as taxas de 

resposta ainda são menores quando comparado a isolados susceptíveis, significando 

certo grau de incerteza na sua eficácia terapêutica, alguns estudos avaliam dados de 

susceptibilidade aos antimicrobianos somando a categoria intermediária 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 resistência a ampicilina entre os isolados e a 

presença de dois isolados considerados resistentes a tetraciclina no grupo das 

Enterobacteriaceae. 

Considerando a classificação proposta por Magiorakos e colaboradores (2012), 

que define o fenótipo de multirresistência aos antimicrobianos como a não 

susceptibilidade a pelo menos um agente de três ou mais classes antimicrobianas, 

não foram encontrados isolados com perfil de multirresistência no presente estudo 

(MAGIORAKOS et al., 2012). Em contrapartida, outros estudos já relataram a 

ocorrência 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 ausência ou baixos níveis de resistência a alguns 

antimicrobianos em comparação com outros estudos. Melo e colaboradores (2022) 

detectaram altos níveis de resistência 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 veículos de microrganismos resistentes a 

antimicrobianos de relevância clínica.  

A presença do gene intI1, que codifica a integrase dos integrons de classe 1, foi 

investigada entre isolados que apresentaram resistência a algum dos antimicrobianos 

testados. A detecção em apenas três isolados bacterianos contrasta com dados 

obtidos em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, onde uma alta 

prevalência do gene int1, além de genes de resistência 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 detecção de 

DNA, os quais abrangem microrganismos subdominantes ou difíceis de cultivar in 

vitro, além de serem capazes de detectar ácidos nucleicos de células não viáveis 

(JONNALA et al., 2018; WALSH, et al., 2020 

 Elevadas taxas de resistência a ceftazidima já 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 resistência a ceftazidima, 

a relevância desse fenótipo impulsionou a sua identificação 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 é um patógeno oportunista raro, associado 

principalmente a quadros de bacteremia em pacientes imunocomprometidos e outras 

infecções nosocomiais (NEMEC et al., 2001; LOUBINOUX et al., 2003). Isolados 

apresentando resistência a diversos antimicrobianos, incluindo cefalosporinas de 

terceira e quarta geração e carbapenêmicos já 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 clínicas, a presença de 

Acinetobacter ursingii também já 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, responsável por 

codificar ESBL (LI et al., 2016). Ramos e Nascimento (2019) analisaram 21 amostras 

de leite de cabra adquiridas diretamente de produtores de diversas regiões do estado 

do Rio de Janeiro. Dez isolados de Acinetobacter spp. foram obtidos e três 

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, não há relatos sobre a detecção dessa espécie 

em amostras de queijos, especialmente apresentando resistência aos 

antimicrobianos.  

 Algumas características genômicas obtidas pelo sequenciamento do genoma 

de A. ursingii isolado de QMF foram semelhantes as características do estudo 

realizado por Palkova e colaboradores (2018), o qual relatou um tamanho de genoma 

de 3,5 Mb, 3226 genes codificadores de proteínas, 78 genes de RNA, 40% de 

conteúdo GC (PALKOVA, MINARIK e SOLTYS, 2018). 

Com relação a detecção de genes de resistência, embora a presença de genes 

relacionados a produção de beta-lactamases e carbapenemases já tenha sido descrita 

no genoma de A. ursingii em outros estudos (PALKOVA, MINARIK e SOLTYS, 2018; 

HENDRICKX et al., 2022), a análise preliminar do presente trabalho detectou apenas 

o gene ant(3'')-IIc.  

Os genes tipo ant (aminoglicosídeo nucleotidiltransferase) são amplamente 

encontrados em regiões cromossômicas conservadas no gênero Acinetobacter, e 

estão associados a produção de enzimas que modificam os aminoglicosídeos, 

conferindo resistência a essa classe de antimicrobianos (ZHANG et al., 2017). A 

ausência do fenótipo de resistência aos aminoglicosídeos testados no teste de 

susceptibilidade, pode estar associada à falta de expressão gênica ou a uma eventual 
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mutação que tornou o gene não funcional. Destaca-se ainda, a ausência da detecção 

de genes específicos relacionados ao fenótipo de resistência a ceftazidima encontrado 

no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. A base genética da resistência à 

ceftazidima é complexa e multifatorial, podendo estar associada não apenas presença 

de genes que conferem a superexpressão de bombas de efluxo e ß-lactamases 

AmpC, mas também a mutações relacionadas ao alvo do antimicrobiano (PBPs) e até 

mesmo deleções no genoma (KOS, MCLAUGHLIN e GARDNER, 2016; SANZ-

GARCÍA, HERNANDO-AMADO e MARTÍNEZ, 2018; RAMSAY et al., 2023). Dessa 

forma, são necessárias novas análises genômicas voltadas para a caracterização de 

mutações e deleções no genoma do isolado de A. ursingii, elucidando a hipótese de 

que o fenótipo de resistência a ceftazidima observado pode ser resultado de tais 

alterações genéticas. 

O sequenciamento completo do genoma de 2 isolados previamente positivos 

para o gene int1 (Q2 e Q3) gerou a identificação a nível de espécie para o isolado Q2 

(Pseudomonas juntendii) e a nível de gênero para Q3 (Pseudomonas spp.). Tohya e 

colaboradores (2019) foram os primeiros a realizar uma identificação sistemática de P. 

juntendi isolada de amostra de escarro de um paciente no Japão, nomeando 

oficialmente esta espécie (TOHYA et al., 2019). A ocorrência dessa espécie em 

alimento é rara, tendo sido relatada apenas em amostras de molho de tempero à base 

de tremoço, na Alemanha (LÜLF et al., 2023). No entanto, a recente reidentificação 

baseada na identidade média de nucleotídeos (ANI) de isolados anteriormente 

identificados como Pseudomonas putida (MARIMOTO et al., 2020; GIRARD et al., 

2021; TOHYA et al., 2022), pode sinalizar que a ocorrência de P. juntendi em amostras 

de alimentos foi até então, subestimada. 

  Zheng e colaboradores (2022) analisaram informações de 14 linhagens 

isoladas de amostras clínicas anotadas como P. juntendi no GenBank, e relataram 

tamanho do genoma variando entre 5,42 a 6,2 Mb e conteúdo 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 gênero 

Pseudomonas, estão relacionados a expressão e regulação de bombas de efluxo, 

respectivamente (ALCOCK, 2023). Os sistemas de efluxo podem ser responsáveis 

pela resistência a várias classes de antimicrobianos quimicamente distintos, sendo 

este o mecanismo provável relacionado aos fenótipos de resistência a ampicilina e 

sulfazotrim encontrados no teste de susceptibilidade para esses isolados. 
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 A família de bombas de efluxo do tipo RND (Resistance Nodulation Division) 

contribui significativamente para a resistência intrínseca em Pseudomonas spp., 

sendo já identificados doze sistemas de efluxo da família RND em genomas desse 

gênero bacteriano (DREIER e RUGGERONE, 2015).  A estrutura desse sistema é 

composta por três proteínas diferentes: uma proteína de fusão localizada no espaço 

periplasmático, como MexA, MexX, MexC, MexE, MexJ e MexV; uma proteína 

transportadora inserida na membrana citoplasmática e que desempenha o papel de 

bomba, como MexB, MexY, MexD, MexF, MexK e MexW; e proteínas de membrana 

externa ou porinas, que formam o canal de extrusão, como OprM, OprJ ou OprN. 

(AESCHLIMANN, 2003; LORUSSO et al., 2022). Os genes de resistência detectados 

no presente estudo estão relacionados a expressão das proteínas constituintes 

desses sistemas. Em concordância com esses dados, genes do tipo mex foram 

previamente detectados por PCR a partir do DNA total extraído de amostras de QMF 

(PAULA et al., 2018).  

Embora o sequenciamento completo dos genomas selecionados tenha 

revelado ausência de plasmídeos, a deteção prévia de integron de classe 1 por PCR 

nos isolados Q2 (P. juntendi) e Q3 (Pseudomonas spp.) sinaliza o potencial de 

mobilidade gênica nas bactérias avaliadas, considerando que esses elementos podem 

integrar genes de resistência a antimicrobianos, expressá-los e disseminá-los entre 

as bactérias. Análises referentes aos aspectos estruturais e evolutivos do integron de 

classe 1 desses isolados serão realizadas em estudos posteriores, elucidando a 

presença de cassetes gênicos e sua possível associação com os fenótipos de 

resistência observados no teste de susceptibilidade. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A caracterização da composição da microbiota do QMF utilizando HTS, 

destacou a alta abundância de Acinetobacter e Pseudomonas em todas as marcas de 

queijo e a baixa incidência de BAL, bem como uma microbiota central comum com 

predominância da família Enterobacteriaceae. Em geral, estas informações podem ser 

importantes na busca de estratégias para otimizar a qualidade e segurança do QMF, 

reforçando o seu valor comercial. 

Estudos anteriores têm demonstrado que o QMF pode atuar como reservatório 

de bactérias potencialmente patogênicas que carreiam genes de resistência aos 

antimicrobianos. Essa observação foi ratificada pelos resultados relatados na segunda 

parte do presente trabalho, que demonstrou o isolamento de bactérias Gram negativas 

resistentes a antimicrobianos de relevância clínica, bem como portadoras de integrons 

de classe 1. A identificação por sequenciamento completo do genoma das espécies 

Acinetobacter ursingii e Pseudomonas juntendi, ainda não relatada anteriormente em 

queijo Minas Frescal, destacam a relevância da vigilância epidemiológica de 

patógenos não clássicos em amostras de alimentos, principalmente devido ao 

potencial desses microrganismos de apresentar mecanismos de resistência a 

antimicrobianos clinicamente importantes.  

De forma geral, a presença dos grupos microbianos relatados no QMF sugere 

um risco adicional para os consumidores e levanta questões a respeito de segurança 

microbiológica. Como mencionado, esses microrganismos podem atuar como 

reservatórios de genes de resistência aos antimicrobianos e esses genes podem ser 

mobilizados e transferidos entre animais, seres humanos e meio ambiente. O papel 

da cadeia de produção de alimentos na disseminação da resistência antimicrobiana 

destaca a importância de uma abordagem multissetorial integrada e holística, baseada 

no contexto de Saúde Única, na luta contra este importante problema de saúde 

pública. 
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CONCLUSÃO 

• O sequenciamento da microbiota do QMF destacou a alta abundância de 

Acinetobacter e Pseudomonas em todas as marcas de queijo e baixa incidência 

de bactérias lácticas; 

 

• A microbiota central comum (core) das amostras apresentou predominância de 

membros da família Enterobacteriaceae; 

 

• Embora bactérias Gram negativas MDR não tenham sido isoladas nas 

amostras de QMF avaliadas, foi observada a ocorrência de bactérias com 

fenótipo de resistência à antimicrobianos de interesse clínico e veterinário, 

como ampicilina, amoxicilina/ácido clavulânico, ceftazidima e sulfazotrim; 

 

• O sequenciamento completo do genoma de três isolados selecionados levaram 

a identificação das espécies Acinetobacter ursingii e Pseudomonas juntendi, 

ainda não relatadas em QMF; 

 

• Genes associados a resistência aos amiglicosídeos e expressão de bombas de 

efluxo foram identificados nos genomas de Acinetobacter ursingii e 

Pseudomonas juntendi / Pseudomonas spp., respectivamente. 

 

• Análises adicionais são necessárias para elucidar as características genômicas 

associadas aos fenótipos de resistência 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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