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RESUMO
Introdução: A resistência antimicrobiana é um problema de saúde pública. Os alimentos podem 
ser veículos de bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de resistência para os seres 
humanos. Objetivo:	Isolamento,	identificação,	avaliação	da	susceptibilidade	antimicrobiana	e	
identificação	de	genes	de	resistência	e	integrons	em	Escherichia coli isoladas de queijo Minas 
Frescal. Método: Avaliação da presença de E. coli em trinta amostras de queijo Minas Frescal 
por	meio	de	Placas	Petrifilm	3M™.	Trinta	isolados	de	E. coli foram avaliados através do teste 
de sensibilidade por disco difusão para 17 agentes antimicrobianos. Isolados fenotipicamente 
resistentes foram examinados por meio de PCR e Multiplex PCR para 24 genes de resistência. 
Genes e regiões variáveis dos integrons de classe 1, 2 e 3 também foram avaliados. Resultados: 
Em	50%	dos	isolados	verificou-se	resistência	fenotípica	a	uma	ou	mais	classes	de	antimicrobianos.	
Cem por cento dos isolados apresentaram o gene blaTEM	e	houve	amplificação	dos	genes	blaSHV 
e tetB.	Além	disso,	46,6%	dos	isolados	fenotipicamente	resistentes	amplificaram	para	uma	ou	
mais	classes	de	integrons.	Este	é	um	dos	primeiros	estudos	a	identificar	esses	genes	em	queijo	
Minas Frescal no Brasil. Conclusões: O queijo pode ser uma fonte de bactérias multirresistentes 
e estas podem disseminar seus genes de resistência a bactérias presentes no alimento e no 
trato gastrointestinal humano, demonstrando a importância das Boas Práticas de Fabricação e a 
necessidade	de	maior	fiscalização	dos	produtos	colocados	à	venda.
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ABSTRACT
Introduction: Antimicrobial resistance is a public health problem. Foods may be carriers of 
antimicrobial resistant bacteria and resistance genes for humans. Objective: To isolate, identify, 
and	evaluate	the	antimicrobial	susceptibility	and	identification	of	resistance	genes	and	integrons	
in Escherichia coli strains isolated from Minas Frescal cheese. Method: The presence of E. coli 
in	thirty	samples	of	Minas	Frescal	cheese	was	evaluated	through	the	3M™	Petrifilm	plates.	Thirty	
E. coli	isolates	were	evaluated	through	the	Disk	Diffusion	Susceptibility	Test	for	17	antimicrobial	
agents. Through PCR and Multiplex PCR the isolates were examined for the presence of 24 
antimicrobial resistance genes. Genes and variable regions of class 1, 2 and 3 integrons were also 
evaluated. Results: Phenotypic resistance to one or more classes of antimicrobial agents were 
found in 50% of E. coli isolates.	One	hundred	percent	of	the	isolates	showed	PCR	amplification	
for the blaTEM	gene	and	there	was	also	amplification	for	blaSHV and tetB genes. In addition, 46.6% 
of	the	phenotypically	resistant	isolates	amplified	to	one	or	more	classes	of	integrons.	This	is	one	
of	the	first	studies	to	identify	these	genes	in	Minas	Frescal	cheese	in	Brazil.	Conclusions: Cheese 
can be a source of multiresistant bacteria and those can disseminate their resistance genes to 
other bacteria being in the food and human gastrointestinal tract, emphasizing the importance 
of Good Manufacturing Practices and greater supervision on products on sale.
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INTRODUÇÃO

Os alimentos e a produção de alimentos podem ser veículos de 
bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de resistência 
para os seres humanos, fato este relacionado diretamente à 
saúde pública1.

Bactérias resistentes aos antimicrobianos têm a capacidade de 
difundir a resistência antimicrobiana através da transferência 
horizontal de genes, que permite a mobilização dos genes de 
resistência entre bactérias2. A aquisição e a transferência de 
genes de resistência aos antimicrobianos, associados à seleção 
exercida pelo uso intensivo destas substâncias na criação animal 
destinada ao consumo humano, corroboram a importância e a 
necessidade de avaliarmos a presença de bactérias resistentes a 
antibióticos nos alimentos3.

Intervenções que limitam o uso de antibióticos em criações 
animais	para	fins	alimentares	parecem	estar	associadas	a	uma	
redução do desenvolvimento de resistência antimicrobiana em 
humanos e, portanto, mais pesquisas são necessárias para explo-
rar essa complexa associação4.

Os integrons desempenham um papel importante na aquisição 
e difusão de genes de resistência a antibióticos5 e na pro-
pagação da multirresistência em bactérias Gram-negativas, 
devido à sua capacidade de capturar os cassetes de genes no 
ambiente e incorporá-los6. Assim, a detecção e a caracteri-
zação dos integrons contendo genes de resistência aos anti-
bióticos são passos fundamentais na avaliação do potencial 
de um determinado ambiente representar um reservatório de 
resistência aos antibióticos7.

Bactérias resistentes a antibióticos e genes de resistência podem 
ser transferidas diretamente para os seres humanos através da 
cadeia alimentar8. Sendo assim, torna-se de grande valia conhe-
cer o fenótipo e os genes envolvidos na resistência aos antibió-
ticos para cepas de Escherichia coli que colonizam produtos ali-
mentares, já que estes podem atuar como reservatório de genes 
de resistência antimicrobiana9.

É importante ressaltar que este é um dos primeiros estudos a 
avaliar a presença dessas bactérias, seus genes de resistência e 
integrons nesta matriz alimentar, o queijo Minas Frescal.

MÉTODO

Isolamento de E. coli

Foram avaliadas 30 amostras de queijos Minas Frescal de 10 dife-
rentes marcas comerciais, obtidas em supermercados do municí-
pio do Rio de Janeiro.

Para o isolamento de E. coli foram	utilizadas	Placa	3M™	Petri-
film™	para	contagem	de	E. coli. Com este ensaio foram obtidos 
diversos isolados e então selecionados 30 isolados de E. coli, 
cada um proveniente de uma amostra diferente de queijo Minas 
Frescal.	Todos	os	isolados	foram	verificados	e	confirmados	como	

sendo cepas de E. coli pela reação em cadeia da polimerase 
(PCR)	de	acordo	com	Bej	et	al.10.

Teste de sensibilidade por disco difusão de Kirby-Bauer

Todos os 30 isolados de E. coli passaram pelo teste de sensi-
bilidade antimicrobiana para 17 agentes antimicrobianos por 
meio do método de disco difusão em ágar Mueller-Hinton, de 
acordo com os critérios do Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI)11. Os antibióticos utilizados na realização do 
teste e suas respectivas concentrações no disco foram: ampi-
cilina	(10	μg),	amoxicilina/ácido	clavulânico	(20/10	μg),	ampi-
cilina/sulbactam	 (10/10	μg),	 tetraciclina	 (30	μg),	 cefoxitina	
(30	 μg),	 ceftriaxona	 (30	 μg),	 ceftazidima	 (30	 μg),	 cefepima	
(30	 μg),	 ciprofloxacino	 (5	 μg),	 ácido	 nalidíxico	 (30	 μg),	 imi-
penem	(10	μg),	ertapenem	(10	μg),	gentamicina	(10	μg),	ami-
cacina	(30	μg),	estreptomicina	(10	μg),	sulfazotrim	(30	μg)	e	
cloranfenicol	(30	μg).

Reação em cadeia da polimerase

Todos os isolados que apresentaram resistência fenotípica a 
algum dos 17 antimicrobianos utilizados no teste de sensibili-
dade foram examinados para a possível presença de 24 genes de 
resistência antimicrobiana12,13,14,15,16,17,18,19	(Tabela	1).

Detecção dos integrons

A presença dos genes intI1, intI2, intI3	(que	codificam	para	as	
classes 1, 2 e 3 de integrases, respectivamente) e as regiões vari-
áveis dos integrons de classe 1 e 2 foram examinadas por meio 
de	PCR	(Tabela	2)	em	todos	os	isolados	de	E. coli de acordo com 
o estudo de Ryu et al.20.

RESULTADOS

Isolamento de E. coli em queijo Minas Frescal

A	maioria	das	amostras	de	queijo	Minas	Frescal	avaliadas	(96,6%)	
obteve na diluição 1:10 um número de isolados de E. coli consi-
derado incontável. Fato que demonstra o nível de contaminação 
por esse microrganismo a que o alimento está susceptível. Para 
obtenção de isolados de E. coli padrão, ou seja, colônias de cor 
azul com formação de gás, foi necessário realizar a diluição da 
amostra a 1:1.000 ou 1:10.000.

Teste de sensibilidade antimicrobiana

Dos 30 isolados de E. coli testados,	15	(50%)	apresentaram	resis-
tência	a	uma	ou	mais	classes	de	antimicrobianos	(Tabela	3).

Genes que codificam resistência

Todos os 15 isolados de E. coli testados foram positivos para um 
ou	mais	genes	de	resistência.	Todos	os	isolados	(100%)	amplifica-
ram para o gene blaTEM,	sendo	que	o	isolado	N	também	amplificou	
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para o gene blaSHV e o isolado C para o gene tetB. Esse é um dos 
primeiros estudos a isolar estes genes em queijo Minas Frescal.

Integrons

Dos isolados fenotipicamente resistentes, 46,6% amplifi-
caram para uma ou mais classes de integrons. O isolado C 
amplificou para o integron de classe 2, 3 e também para o 
integron de classe II variável. O isolado H amplificou para o 
integron de classe 3 e o isolado M foi positivo para o integron 
de classe 1 e para o integron de classe I variável. Outros qua-
tro	isolados	(E,	F,	K,	L)	amplificaram	apenas	para	o	integron	
de classe I variável.

DISCUSSÃO

Segundo Amos et al.2, integrons de classe I são veículos para 
genes adaptativos, com a capacidade de capturar e integrar cas-
setes móveis em uma região variável onde eles são expressos sob 
um promotor comum. Essas sequências gênicas podem conferir 

vários fenótipos, incluindo resistência a uma ampla gama de 

classes de antimicrobianos.

O integron de classe I é descrito por Karuniawati, Saharman, 

Lestari17, como o integron mais frequentemente responsá-

vel por carrear genes de resistência, e a produção da enzima 

ß-lactamase é um dos mecanismos de resistência mais comuns. 

Estudos mais recentes sobre genes de ß-lactamases de espectro 

ampliado	(ESBL)	demonstraram	que	tais	genes	foram	localizados	

em integrons. Assim sendo, os genes ESBL podem ser localizados 

em integrons e facilmente transferidos para diversas bactérias21.

Mohamed, Hassan, Ahmed22 avaliaram a prevalência de inte-

grons de classe 1, 2, e 3 e a resistência a carbapenêmicos em 

bactérias Gram-negativas. Tal estudo detectou a presença de 

integron de classe I na maioria dos isolados resistentes a car-

bapenêmicos. Resultado semelhante ao encontrado no pre-

sente	 estudo,	 uma	 vez	 que	 dos	 três	 isolados	 (K,	 M,	 N)	 com	

fenótipo	de	resistência	para	carbapenêmicos	(imipenem	e	erta-

penem),	apenas	um	(N)	possuía	o	fenótipo	de	resistência	para	

Tabela 1.	Genes,	tamanhos	e	referências	que	foram	utilizados	para	identificação	genética	de	resistência	antimicrobiana.

Gene Tamanho (pb) Referência

CTX 593 Al-Agamy et al., 201412

Multiplex: TEM/ SHV/OXA 800/713/564 Dallene et al., 201013

Tet A/ Tet B/ Tet C/ Tet D/ Tet E 372/288/379/436/442 Srinivasan, 200814

Tet G 884 Ng, 200115

MOX 520

Székely et al., 201316

CIT 462

DHA 405

EBC	(MIR) 302

ACC 346

FOX 190

Multiplex: GES/ PER/ VEB 398/520/648 Al- Agamy et al., 201412

OXA48 438 Karuniawati et al., 201117

NDM 621 Karuniawati et al., 201117

KPC 635 Azimi et al., 201318

IMP 188 Zeighami et al., 201519

VIM 390 Zeighami et al., 201519

pb: pares de bases.

Tabela 2.	Componentes	utilizados	para	identificação	dos	integrons.

Gene Primer Sequência do DNA (5’-3”) Tamanho (pb) Temperatura de anelamento (ºC)

intI1 
int1-L CTGCGTTCGGTCAAGGTTCT

882 68
int1-F GGAATGGCCGAGCAGATCCT

intI2 
int2.F CACGGATATGCGACAAAAAGGT 

746 59
int2.R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG

intI3 
int3.F GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 

939 62
int3.R ACGGATCTGCCAAACCTGACT

IntI1 região variável 
5′CS GCCATCCAAGCAGCAAG

Variável 60
3′CS	 AAGCAGACTTGACCTGA

IntI2 região variável 
hep74 CGGACGGCATGCACGATTTGTA 

Variável 60
hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG

pb: pares de bases.
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carbapenêmicos	e	não	amplificou	para	integron.	Os	outros	dois	
isolados	(K	e	M)	com	fenótipo	de	resistência	amplificaram	para	
integron I e/ou I variável.

De Paula et al.23 analisaram a existência de integrons de classe 
1, 2 e 3 em amostras de queijo Minas Frescal e observaram que 
a presença de integrons classe 1 e 2 foi, respectivamente, de 
77% e 97%. Já os integrons de classe 3 não foram detectados em 
nenhuma das amostras analisadas. Tais resultados são divergen-
tes	do	presente	estudo,	que	verificou	a	presença	de	integron	de	
classe 3 em 13,3% dos isolados de E. coli provenientes de queijo 
Minas Frescal e 33,3% de integron de classe I e I variável.

Em relação à resistência à classe das quinolonas, diversos meca-
nismos parecem contribuir para essa resistência. Os genes qnr 
mediados por plasmídeo são um mecanismo comum de resistên-
cia à quinolona24. Tem sido sugerido que a relação entre o gene 
qnr e	 ESBL	 está	 coassociada	 com	 genes	 que	 codificam	 ESBL21. 
Níveis elevados de resistência a quinolona em cepas clínicas de 
E. coli e outras bactérias produtoras de ESBL foram reportados 
em diversos estudos25.

Os estudos descritos acima corroboram os resultados encontra-
dos, uma vez que a resistência à quinolona, no trabalho repre-
sentada pelo ácido nalidíxico, esteve sempre associada à pre-
sença do gene blaTEM, e em dois dos três isolados foi detectada a 
presença	do	integron,	confirmando	que	os	genes	que	codificam	
para as ESBL podem estar localizados no integron.

A presença dos genes blaTEM e blaSHV está relacionada à resistência 
a antimicrobianos da classe das cefalosporinas. As ESBL do tipo 
SHV, juntamente com o tipo TEM, destacaram-se na década de 
1980 como causa de resistência à cefalosporina entre as Ente-
robacteriaceae26. Como ocorre, por exemplo, no isolado N, que 
contém	os	dois	genes	(blaTEM e blaSHV) e o fenótipo de resistência 

a	cefalosporinas	de	segunda,	terceira	e	quarta	gerações	(cefoxi-
tina, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima).

Tradicionalmente, os isolados produtores de ESBL, principal-
mente blaTEM e produtores de blaSHV, exibem corresistência a ami-
noglicosídeos, tetraciclinas e sulfonamidas27. Tal evidência cor-
robora o fato de o isolado N também ter demonstrado resistência 
fenotípica	aos	aminoglicosídeos	(amicacina,	estreptomicina)	e	a	
tetraciclina.

O trabalho de Juma et al.28 avaliou a presença de genes blaTEM 
e blaSHV em isolados de E. coli e constatou que a presença do 
gene blaTEM foi prevalente quando comparada ao gene blaSHV. No 
presente	estudo,	foi	confirmada	a	presença	de	ambos	os	genes	
(blaTEM e blaSHV)	 em	 apenas	 um	 (6,6%)	 dos	 isolados	 de	 E. coli 
oriundo	de	uma	amostra	de	queijo	Minas	Frescal	(isolado	M).	A	
presença do gene blaTEM	foi	confirmada	em	todos	os	outros	isola-
dos	testados	(100%).	Resultado	semelhante	também	encontrado	
no trabalho de Freitas et al.29.

O isolado C apresentou fenótipo de resistência para ampicilina, 
estreptomicina, tetraciclina, cefoxitina e amoxicilina/ ácido cla-
vulânico. Com relação ao genótipo foram encontrados os genes: 
blaTEM, tetB e IntI 2, 3 e II variável. O fenótipo de resistência à 
tetraciclina pode, nesse caso, ser comprovado pela existência do 
gene tetB. As tetraciclinas compõem a classe de antimicrobianos 
quantitativamente mais usada na terapia animal30.

CONCLUSÕES

O	estudo	verificou	a	presença	de	E. coli em 100% das amostras 
de marcas comerciais de queijo Minas Frescal. Fato que por si 
só já demonstra contaminação bacteriana de origem fecal neste 
tipo de alimento.

Tabela 3. Resultados do teste de sensibilidade antimicrobiana de acordo com os isolados resistentes de E.coli estudados.

Isolado Antibióticos

A Ampicilina

B Tetraciclina

C Ampicilina Estreptomicina Amoxicilina/  
ác clavulânico Tetraciclina Cefoxitina

D Ampicilina Amoxicilina/  
ác clavulânico Cefoxitina

E Ampicilina Estreptomicina

F Ampicilina Cefoxitina

G Ceftriaxona Ácido Nalidíxico Cefepima Ceftazidima

H Ceftriaxona Ácido Nalidíxico

I Estreptomicina Ácido Nalidíxico

J Ác nalidíxico

K Ampicilina Imipenem

L Ác nalidíxico

M Estreptomicina Amoxicilina/  
ác clavulânico Ampicilina Ampicilina/ 

sulbactam Cefoxitina Ceftriaxona Sulfazotrim Ácido 
Nalidíxico Imipenem Ertapenem

N Amicacina Estreptomicina Ampicilina Tetraciclina Cefoxitina Ceftriaxona Imipenem Ertapenem Cefepima Ceftazidima

O Ampicilina Ácido Nalidíxico
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Metade	(50%)	dos	isolados	de	E. coli testados apresentaram resis-

tência a uma ou mais classes de antimicrobianos e foi possível 

confirmar	por	PCR	a	presença	dos	genes	que	justificam	o	fenó-

tipo de resistência apresentado na maioria dos isolados avalia-

dos. Além disso, 46,6% dos isolados fenotipicamente resistentes 

amplificaram	para	uma	ou	mais	classes	de	 integrons,	 fato	que	

corrobora o fenótipo de resistência apresentado por alguns iso-

lados e demonstra a importância deste na disseminação de genes 

de resistência entre bactérias.

Visto que este é um dos primeiros estudos feitos em queijo Minas 

Frescal no Brasil a detectar a presença dos genes blaTEM, blaSHV, tetB e 

intl 1, 2 e 3, espera-se que este possa colaborar na geração de dados 

que melhorem a caracterização de isolados de E. coli resistentes a 
antibióticos e sua disseminação através deste tipo de alimento.

No âmbito da Vigilância Sanitária, considera-se de grande valia 
estudos relacionados à administração de antimicrobianos em cria-
ções animais voltados para a produção de alimentos, uma vez que 
esta é a principal forma das bactérias presentes no trato gastroin-
testinal animal adquirirem resistência. Além de estudos relaciona-
dos às Boas Práticas de Fabricação na produção deste alimento.

Espera-se ainda que este trabalho sirva como alicerce para 
novos estudos e políticas de saúde pública para que o alimento 
não venha a ser um reservatório ou transmissor de bactérias 
multirresistentes ao homem.
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