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RESUMO  

 



 

Os brotos são comumente consumidos crus em saladas e sanduíches ou em alimentos 

levemente cozidos e devido ao seu alto teor de água, são altamente perecíveis e sujeitos a um 

rápido desperdício causado por microrganismos endógenos e exógenos e, portanto, exigem 

processamento rápido e embalagem especializada. A avaliação da microbiota resistente aos 

antibióticos embora não seja habitual em alimentos, pode trazer informações mais completas 

que as obtidas com técnicas de isolamento, além de relevantes para a avaliação do potencial 

de um alimento atuar no processo de resistência. Esta pesquisa estabeleceu como metodologia 

analisar a susceptibilidade aos antibióticos em bactérias Gram-negativas oriundas de brotos de 

lentilha, girassol, alfafa e trevo, além da investigação da presença de genes que possam 

conferir resistência as bactérias presentes e estabeleceu um comparativo entre os diferentes 

pontos de corte de susceptibilidade. Os resultados mostraram uma resistência fenotípica 

elevada. Todas as 5 amostras de brotos evidenciaram uma microbiota altamente resistente. 

Nenhuma das 5 amostras mostraram resistência a todos os 10 antibióticos testados. A taxa de 

resistência de 9 antibióticos foi atingida em 100% das amostras. Antibióticos considerados 

críticos como os carbapenêmicos apresentaram microbiota resistente em 90% dos brotos, 

similar no caso das cefalosporinas, ceftazidima (3ª geração), também apresentou 90% de 

resistência. E, nenhuma amostra resistente à cefepima (quarta geração de cefalosporina) foi 

encontrada. Na investigação genotípica foram encontrados sete genes de resistência distintos 

em 58% dos isolados. Os resultados demonstram que os brotos podem apresentar microbiota 

com grande potencial de resistência, evidenciado fenotipicamente e genotipicamente neste 

trabalho. Os resultados demonstram a importância da área de alimentos como uma ferramenta 

a fim de reduzir o processo de resistência aos antibióticos. 

Palavras-chave: brotos, segurança alimentar, bactérias Gram negativas, resistência a 

antibióticos.  

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT   

 



 

Sprouts are commonly eaten raw in salads and sandwiches or in lightly cooked foods 

and due to their high water content they are highly perishable and subject to rapid waste 

caused by endogenous and exogenous microorganisms and therefore require rapid processing 

and specialized packaging. The evaluation of antibiotic-resistant microbiota, although not 

common in foods, can provide more complete information than those obtained with isolation 

techniques, in addition to being relevant to the evaluation of the potential of a food to act in 

the resistance process. This research established as a methodology to analyze the 

susceptibility to antibiotics in Gram-negative bacteria from lentil, sunflower, alfalfa and 

clover sprouts, in addition to investigating the presence of genes that can confer resistance to 

the bacteria present and establishing a comparison between the different points of 

susceptibility cut. The results showed a high phenotypic resistance. All 5 sprout samples 

showed a highly resistant microbiota. None of the 5 samples showed resistance to all 10 

antibiotics tested. The resistance rate of 9 antibiotics was reached in 100% of the samples. 

Antibiotics considered critical such as carbapenems showed resistant microbiota in 90% of 

the shoots, similar in the case of cephalosporins, ceftazidime (3rd generation), also showed 

90% resistance. And, no samples resistant to cefepime (fourth generation cephalosporin) were 

found. In the genotypic investigation, seven different resistance genes were found in 58% of 

the isolates. The results demonstrate that the sprouts can present microbiota with great 

resistance potential, evidenced phenotypically and genotypically in this work. The results 

demonstrate the importance of the food area as a tool to reduce the process of antibiotic 

resistance. 

Keywords: sprouts, food safety, Gram negative bacteria, antibiotic resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1   PRODUÇÃO DE BROTOS 

Os brotos são definidos como sementes ou grãos germinados, contendo toda ou parte 

da semente, destinados ao consumo humano. Produtos de brotos são comumente consumidos 

crus em saladas e sanduíches ou em alimentos levemente cozidos (SYMES; GOLDSMITH; 

HAINES, 2015). 

A brotação é uma resposta comum a danos nos tecidos de plantas lenhosas e é uma 

fonte de regeneração que contribui para a composição e desenvolvimento de ecossistemas 

florestais (BOND; MIDGLEY, 2001; DEL TREDICI, 2001). Os brotos podem ter uma 

vantagem competitiva em relação a outras fontes de regeneração, como sementes, ou menor 

reprodução em função da supressão em áreas recentemente perturbadas (VICKERS et al., 

2011), visto que o crescimento inicial dos brotos é suportado por um sistema radicular 

baseado nos carboidratos produzidos (DEL TREDICI, 2001).   

Em geral, a produção de brotos diminui à medida que o tamanho da árvore-mãe 

aumenta para os carvalhos de sequeiro (Quercus spp.) (WEIGEL; PENG, 2002). Notou-se 

que o surgimento desses carvalhos diminui com o aumento da idade da árvore-mãe e é menor 

em locais de baixo potencial produtivo (DEY; JENSEN, 2002; WEIGEL; PENG, 

2002). Descobriu-se que práticas silviculturais, como a conservação de árvores após a 

colheita, exercem poucos efeitos sobre a produção de brotos, mas afetam potencialmente as 

taxas de sobrevivência e crescimento dos mesmos (DEY; JENSEN; WALLENDORF, 2008; 

KEYSER; ZARNOCH, 2014).  

As preocupações com a segurança alimentar relacionadas ao consumo de brotos de 

sementes aumentaram após uma série de surtos de doenças transmitidas por alimentos 

associadas ao seu consumo (BUCHHOLZ et al., 2011). Na Austrália, levantamentos 

microbiológicos de brotos foram realizados na Austrália Ocidental em 2000 (DH, 2006) e em 

New South Wales em 2005, 2006 e 2008 (NFA, 2008), que revelaram baixas taxas (10%) de 

contaminação em brotos de sementes por microrganismos, incluindo Escherichia coli e 

Bacillus cereus. Na Austrália, mais de 120 casos de salmonelose transmitida por alimentos 

foram associados ao consumo de brotos crus em 2005 e 2006. Globalmente, relatos de surtos 

associados a uma variedade de microrganismos e brotos de sementes são comuns, incluindo 
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Salmonella spp., Escherichia coli produtora de toxina Shiga, Listeria monocytogenes e 

Bacillus cereus (DECHET et al., 2014; ERDOZAIN et al., 2013).  

1.1.1    Aumento no Consumo de Vegetais 

Frutos de vegetais são considerados unanimemente saudáveis (KRINSLY; 

JOHNSON, 2005), mas os brotos (sementes e brotos germinados) são alguns dos mais 

valiosos do ponto de vista nutricional. Sabe-se que existem grandes diferenças em relação ao 

valor nutricional das sementes em relação aos brotos. Através da germinação, alimentos 

funcionais podem ser obtidos (MARTON et al., 2010), desta forma os brotos fornecem níveis 

elevados de nutrientes (MARTON et al., 2010; OMI; IMTIYAZ, 2014; PAJAK et al., 2014). 

Os brotos são ricos em fitoquímicos, vitaminas, minerais, enzimas e aminoácidos, tendo 

grande importância na saúde humana (MARTON et al., 2010). Por sua riqueza de nutrientes e 

sua alta taxa de conversão de compostos anorgânicos em compostos orgânicos, os brotos são 

considerados alimentos com adequadas concentrações de selênio. Este fato acontece 

especialmente nos países europeus, onde foi observada deficiência desse mineral e diferentes 

estratégias são seguidas para fortificar os alimentos (FRIAS et al., 2010). Existem numerosos 

estudos (FRIAS et al., 2010; MARTON et al., 2010; PAJAK et al., 2014) para suplementação 

de selênio em diferentes brotos (girassol, rúcula, trigo, cevada, aveia, alface, chá verde, trevo, 

tremoço e agrião). 

A obesidade e doenças relacionadas, como diabetes e doenças cardiovasculares, são 

um problema de saúde crescente e grave nos países desenvolvidos e em desenvolvimento 

(TZIOUMIS; ADAIR, 2014). O consumo de plantas crucíferas (família Brassicaceae) tem 

sido associada a efeitos metabólicos benéficos, embora os mecanismos celulares e 

moleculares subjacentes ainda não tenham sido totalmente elucidados (BAHADORAN; 

MIRMIRAN; AZIZI, 2013). Brassicaceae contém grandes quantidades de glucosinolatos 

(GLS), compostos bioativos que são hidrolisados enzimaticamente em vários produtos de 

decomposição, incluindo isotiocianatos (ITC). Foi demonstrado que o tratamento com indol-

3-carbinol (I3C) e 3,31-diindolilmetano (DIM), produtos de hidrólise da glucobrassicina, 

diminuem significativamente os níveis de glicose no sangue em camundongos C57BL/6 que 

receberam uma dieta rica em gorduras (POORNIMA; MIRUNALINI, 2014).  
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Há evidências epidemiológicas que revelam que o consumo de brócolis e vegetais está 

associado a redução risco de mortalidade por doença cardíaca coronária (GENKINGER et al., 

2004; CORNELIS; EL-SOHEMY; CAMPOS, 2007). Sulforafano é encontrado naturalmente 

como precursor da glucorafanina em vegetais crucíferos pertencentes à família Brassicaceae 

(brócolis, couve-flor, couve chinesa e couve) (HANLON et al., 2009). A enzima mirosinase, 

encontrada inerentemente em plantas no intestino humano, é responsável pela conversão 

enzimática da glucorafanina na forma ativa de sulforafano (SHAPIRO et al., 1998). 

Estudos in vitro revelaram que o sulforafano induz antioxidantes através da ativação 

do fator de transcrição Nrf2 (XUE et al., 2008; ZAKKAR et al., 2009). Os genes de defesa 

antioxidante induzidos após a translocação nuclear do Nrf2 inclui hemocoxigenase 1 (HO1), 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), glutationa peroxidase (GPx) e 

tioredoxina (Trx) (EVANS, 2011). Estes têm importantes efeitos reguladores inflamatórios 

atenuando ativação da proteína cinase ativada por mitogênio p38 (MAPK) (ISHII et al., 2009; 

JYRKKANEN et al., 2008). Além disso, estudos pré-clínicos demonstraram que o sulforafano 

suprime a inflamação inibindo a ativação do fator nuclear kappa-chainenhancer de células B 

ativadas (NF-κB) (ZAKKAR et al., 2009; KIM et al., 2012).  

Os brotos constituem um segmento de mercado crescente nos países desenvolvidos. 

Seu consumo se tornou cada vez mais popular entre as pessoas que procuram dietas saudáveis 

(EBERT, 2012). Brotos de sementes são fontes valiosas de substâncias naturais, como 

vitaminas, aminoácidos, fibras, oligoelementos e compostos antioxidantes (MARTINEZ-

VILLALUENGA et al., 2010; VIDAL-VALVERDE et al., 2002). A germinação melhora o 

valor nutricional das sementes, graças, entre outras fatores, ao maior teor de vitaminas, 

melhor qualidade das proteínas e maior digestibilidade (LINTSCHINGER et al., 2000). 

Portanto, os brotos são excelentes exemplos de alimentos funcionais, definidos como diminuir 

o risco de várias doenças e/ou exercer efeitos de promoção da saúde (PASKO et al., 2009). 

A brotação, a fase de germinação de uma semente, é um mercado crescente para o uso 

da soja como um vegetal comestível e nutritivo. Culturas como soja, feijão mungo, alfafa são 

altamente adequadas para produção de brotos e consumo humano (SILVA et al., 2013). Os 

brotos podem ser preparados dentro de 5 a 7 dias a partir da germinação inicial e podem estar 

disponíveis como vegetais ao longo do ano (SILVA et al., 2013). Durante os estágios iniciais 

da germinação, várias alterações bioquímicas ocorrem dentro da semente. Por exemplo, 

https://www.e-sciencecentral.org/articles/SC000021381#b101-pbb-04-398
https://www.e-sciencecentral.org/articles/SC000021381#b101-pbb-04-398
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macro moléculas como proteínas, polissacarídeos e gorduras podem se decompor em 

oligopeptídeos e aminoácidos livres, monossacarídeos, oligossacarídeos e ácidos graxos, 

respectivamente (BAU et al., 1997). Esse processo inicia o acúmulo de vários metabólitos 

primários e aumenta o conteúdo geral de nutrientes disponíveis, melhorando assim o valor 

nutricional dos brotos. 

Durante a germinação, ocorre a reativação do metabolismo das sementes, promovendo 

a hidrólise de proteínas e carboidratos de armazenamento e a síntese/acúmulo de metabólitos 

com propriedades promotoras de saúde. É devido a isso que a germinação está associada à 

melhoria no valor nutritivo das sementes (KHATTAK et al., 2008; MÁRTON; MANDÓKI; 

CSAPÓ, 2010; SHOHAG et al., 2012).  

Os brotos possuem vários benefícios à saúde: 1) o processo de brotamento reduz o 

conteúdo de vários componentes desfavoráveis e antinutricionais, como inibidor de tripsina e 

ácido fítico, relacionados a problemas na digestão (DOBLADO et al., 2007), 2) os brotos 

contêm uma quantidade aumentada de alguns dos compostos bioativos que têm papel na 

proteção das células contra os danos causados pelos radicais livres (HOCHSTEIN; 

ATALLAH, 1988), 3) a brotação produz enzimas que auxiliam na digestão e 4) a brotação 

libera aminoácidos, ácidos graxos, vitaminas e minerais que, de outra forma não estariam 

disponíveis para nutrição humana (GHANI et al., 2016). 

Os brotos também são reconhecidos como ingredientes frescos e saudáveis, com baixo 

teor calórico, alta atividade biológica, conteúdo reduzido de componentes antinutricionais 

(por exemplo, ácido fítico e flatulência causados por oligossacarídeos), biodisponibilidade de 

micronutrientes (por exemplo, minerais vestigiais), melhor digestibilidade e características 

sensoriais (KHATTAK et al., 2008; LUO et al., 2013).  

Os brotos são um dos mais completos e nutricionalmente benéficos de todos os 

alimentos. Seu valor nutricional foi descoberto pelos chineses há milhares de anos. 

Recentemente, nos Estados Unidos, numerosos estudos científicos sugerem a importância dos 

brotos em uma dieta saudável. Esse tipo de componente funcional dos alimentos tem sido 

associado à prevenção e/ou tratamento de pelo menos quatro das principais causas de morte 

nos Estados Unidos como, câncer, doenças cardiovasculares, diabetes e hipertensão e com a 

prevenção e/ou tratamento de outras doenças médicas, como osteoporose, defeitos do tubo 

neural e artrite reumatoide. Embora o uso de brotos como fonte de alimento para o homem 

https://www.e-sciencecentral.org/articles/SC000021381#b5-pbb-04-398
https://www.e-sciencecentral.org/articles/SC000021381#b17-pbb-04-398
https://www.e-sciencecentral.org/articles/SC000021381#b22-pbb-04-398
https://www.e-sciencecentral.org/articles/SC000021381#b22-pbb-04-398


 

18 

 

seja antigo, apenas nos últimos tempos que a ciência começou a desvendar o seu potencial 

para a nutrição humana e animal (HUSSAIN; MURTAZA, 2018). 

No que diz respeito aos brotos de Brassica, os mesmos tornaram-se um alimento 

saudável e popular, recomendado devido ao seu baixo teor de gordura e riqueza em 

fitoquímicos promotores de saúde (HAGEN et al., 2009). Eles têm um alto valor nutritivo 

(BONES; ROSSITER, 2006) e dependem de uma produção simples e barata. O conteúdo de 

GLS de brotos de brassica pode ser dez vezes maior do que em vegetais maduros (FAHEY et 

al., 1997; MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008). Os brotos também mostram 

predominância de GLS alifáticos (PÉREZ-BALIBREA et al., 2008), reconhecidos por sua 

ação na prevenção de carcinogênese, mutagênese e outras formas de toxicidade de eletrófilos 

e formas reativas de oxigênio (FAHEY et al., 1997).  

1.1.2   Broto de Lentilha 

As lentilhas (Lens culinaris) servem como uma valiosa fonte alimentar de proteínas, 

carboidratos, minerais, vitaminas e fibras alimentares (ROCHFORT; PANOZZO, 2007), 

fornecendo nutrientes essenciais para diversas populações ao redor do mundo, especialmente 

os vegetarianos. Estudos sobre a capacidade antioxidante de lentilhas demonstraram seu 

excelente potencial de eliminação de radicais livres em sistemas in vitro como o 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH), 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6 ácido sulfônico) (ABTS), e 

radicais hidroxila (ALSHIKH; DE CAMARGO; SHAHIDI, 2015; YEO; SHAHIDI, 2015).  

O valor nutricional das proteínas decorre do seu conteúdo e perfil de aminoácidos. Os 

principais aminoácidos essenciais das lentilhas são arginina, leucina e lisina, enquanto os 

principais não essenciais são o ácido glutâmico, o ácido aspártico e a serina (IQBAL et al., 

2006). Além disso, as lentilhas também são fontes de proteínas vegetais para a produção de 

peptídeos bioativos (UDENIGWE; ALUKO, 2012), que podem exercer efeitos anti-

hipertensivos, imunomoduladores e redutores de colesterol, bem como atividade antioxidante, 

antineoplásica e antimicrobiana (SHAHIDI; ZHONG, 2008).  

1.1.3   Broto de Alfafa 

A alfafa (Medicago sativa) é uma excelente forragem para leguminosas, com forte 

adaptabilidade, variedades diversas, longa história de cultivo, ampla distribuição, 
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produtividade estável, alto valor nutricional e gosto agradável. É rica em proteínas, gorduras, 

minerais, vitaminas e aminoácidos, adequados para a manutenção da saúde 

(VERGARABARBERÁN et al., 2015).  

Segundo Bora e Sharma (2011), o extrato de alfafa é utilizado por suas atividades 

hepatoprotetoras e estrogênicas, além de ser usado como um poderoso medicamento para o 

tratamento de distúrbios estomacais. Contêm proteínas completas de alto valor biológico e são 

excelentes fontes naturais de ácidos graxos insaturados essenciais. Além disso, também são 

boas fontes de lecitina e vitaminas que ajudam na preservação da saúde e na prevenção do 

envelhecimento prematuro. Ainda, são fontes de minerais que desempenham um papel 

importante no rejuvenescimento das células e na prevenção do envelhecimento prematuro 

(DE; TULIPA, 2019). 

1.1.4   Broto de Trevo 

O trevo (Trifolium repens) exibe um polimorfismo mendeliano para a produção de 

cianeto de hidrogênio (HCN), em que as plantas produzem HCN (cianogênicas) ou não 

possuem capacidade de produzir HCN (acianogênicas) (HUGHES, 2001). O HCN é uma 

defesa química antiherbívora potente que reduz os danos causados por muitos herbívoros 

invertebrados e mamíferos (THOMPSON; JOHNSON, 2016; VIETTE; TETTAMANTI; 

SAUCY, 2000).  

É valorizado por sua compatibilidade com espécies de gramíneas, fornecimento de 

alimentos de alta qualidade a ruminantes, fixação de nitrogênio atmosférico e aumento da 

qualidade do solo; mas é suscetível à seca sazonal (HOFMANN; CAMPBELL, 2011). Os 

compostos naturais conhecidos no trevo incluem os isoflavonóides, também conhecidos como 

fitoestrógenos, saponinas e glicosídeos cianogênicos. Os fitoestrogênios são compostos de 

plantas que têm atividade estrogênica e/ou antiestrogênica e podem causar anomalias 

reprodutivas no gado. As isoflavonas, daidzeína, genisteína e seus derivados de éter metílico 

demonstraram estar presentes em toda a planta, mas em concentrações muito baixas (MAZUR 

et al., 1998; WU; WANG; SIMON, 2003). 
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1.1.5   Broto de Girassol 

O broto de girassol (Helianthus annuus) possui importantes compostos com atividades 

farmacológicas. Dentre esses compostos, destacam-se os fenólicos, como o ácido cafeico, 

ácido clorogênico, ácido cafeoilquinóico, glucósido, glucopiranósido, cinarina, ácido gálico, 

protocatecuico, cumarico, ácido ferúlico e ácidos sinápicos (AMAKURA et al., 2014; PAJAK 

et al., 2014). Quanto aos flavonoides, vários flavonóides isolados desta planta foram 

encontrados como helianone, quercetina, kaempferol, luteolina, apigenina (KAMAL, 2011). 

Os pigmentos do girassol são clorofila, caroteno e xantofila (ALDA et al., 2011) e a 

composição de ácidos graxos dos cotilédones é o ácido linoléico, palmítico, esteárico e oleico 

(BACZEK-KWINTA; SALA, 2012; LEE et al., 2010). Contém uma alta concentração de 

vitamina A, B, C e E e também niacina e os minerais desta planta são cálcio, ferro, magnésio, 

fósforo, potássio, selênio e zinco (BLICHARSKA et al., 2014). 

Em uma revisão, Saini e Sharma (2011) descreveram os usos tradicionais do broto de 

girassol como alimento e fonte de diferentes tratamentos para doenças. É usado como 

antienvelhecimento, antidiabético (SAINI; SHARMA, 2013), atividade antimicrobiana e 

antioxidante (IBRAHIM; AJONGBOLO, 2014). Também foram usadas outras partes desta 

planta na prevenção de doenças hepáticas (VASAVI et al., 2014), nefrolitíase (KHAN; 

SHINGE; NAIKWADE, 2010) e doenças cardíacas (FEI et al., 2015).  

1.2   SEGURANÇA ALIMENTAR  

A Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO) afirma que 

segurança alimentar existe quando todas as pessoas, em todos os momentos, possuem acesso 

a alimentos suficientes, seguros e nutritivos para satisfazer suas necessidades de uma vida 

ativa e saudável (FAO, 2005). Garantir a segurança para comida futura é considerada uma 

prioridade global (NACMCF, 2000; IFPRI, 2002). Na virada do milênio, 191 nações 

formalizaram seus compromissos com os oito Objetivos de Desenvolvimento do Milênio 

(ODMs), um dos quais era reduzir a pobreza e a fome em 50% até 2015 (SOFI, 2005). 

Existem mais de 800 milhões de pessoas sem acesso suficiente a alimentos (SOFI, 2005) e 

embora mais de 40% dos africanos não consigam garantir uma alimentação adequada no dia-

a-dia, muitas pessoas, tanto no mundo desenvolvido quanto em desenvolvimento, sofrem de 

obesidade (GARDNER; HALWEIL, 2000).  
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A segurança alimentar é um desafio que só pode ser cumprido ao abordar vários 

problemas relevantes. Os Relatórios anuais sobre a insegurança alimentar da FAO, Relatórios 

do Instituto Internacional de Pesquisa sobre Políticas Alimentares (IFPRI) e o Projeto de 

Desenvolvimento do Milénio da ONU destacam que a insegurança alimentar é uma 

consequência de numerosos fatores interligados, incluindo doenças frequentes, falta de 

saneamento básico, acesso limitado a água potável e falta de poder de compra (FAO, 2005; 

BRAUN; SWAMINATHAN; ROSEGRANT, 2004; SOFI, 2005). 

A sociedade precisa garantir a segurança alimentar local e global, ou seja, 

disponibilidade, acesso e utilização de alimentos, e estabilidade dos três primeiros (FAO, 

2014). Para apoiar a disponibilidade de alimentos, a produção agrícola tem aumentado nas 

últimas décadas, o abandono as práticas tradicionais de apoio aos serviços ecossistêmicos 

(ES) e substituindo-as por insumos externos. Até o momento, essa abordagem foi bem 

sucedida em atender às crescentes demandas globais por alimentos, rações e fibras, mas 

também exigiu custos ambientais. Por exemplo, os insumos lixiviados degradam o meio 

ambiente e colocam em risco bens públicos, como água limpa (TILMAN et al., 2001). 

Dois dos efeitos mais severos da agricultura intensiva são o grande impacto nos ciclos 

bioquímicos e hidrológicos da Terra, que causaram uma cascata de efeitos que contribuem 

para as mudanças climáticas, degradação dos ecossistemas aquáticos e problemas de saúde 

humana (GALLOWAY et al., 2008; BOUWMAN et al., 2013). Mesmo na presença de 

disponibilidade suficiente de alimentos, esses efeitos podem afetar negativamente a segurança 

alimentar ao restringir o acesso tanto à comida devido à redução de renda quanto à utilização 

de alimentos devido à disponibilidade reduzida de água potável. A agricultura é, além disso, a 

principal causa da perda de biodiversidade terrestre (MAXWELL et al., 2016), principalmente 

da expansão agrícola, mas também como resultado de sua intensificação (KEHOE et al., 

2017). 

A perda de biodiversidade é, por sua vez, um importante fator de mudança nos 

ecossistemas (HOOPER et al., 2012). A agricultura intensiva também pode impactar 

negativamente a própria produção agrícola. A plantação de grãos se estabilizaram ou até 

diminuíram em regiões-chave (RAY et al., 2012), em parte devido ao cultivo com poucas 

colheitas em rotações curtas (BENNETT et al., 2012) e ao manejo inadequado de ES 

associado à fertilidade do solo e proteção de plantas (SETTLE et al. 1996; FOLEY et al., 
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2005). Até mesmo a mera possibilidade de agricultura está ameaçada. A erosão do solo 

causada pela agricultura intensiva é um problema grave em várias áreas (PIMENTEL et al., 

1995) e a mudança climática deve impactar negativamente a produção agrícola e sua 

estabilidade (CHALLINOR et al., 2014; LOBELL; TEBALDI, 2014). 

1.3   DOENÇAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS  

Produtos frescos como folhas de salada verde são reconhecidos como uma parte 

importante de um dieta saudável, e seu consumo na União Europeia e nos Estados Unidos tem 

aumentado consideravelmente nos últimos anos, tornando este produto importante para a 

saúde humana (REKHY; MCCONCHIE, 2014; WANG et al., 2014). As folhas de salada 

(alfaces e espinafres), devido ao seu alto teor de água, são altamente perecíveis e sujeitas a um 

rápido desperdício causado por micróbios endógenos e exógenos e, portanto, exigem 

processamento rápido e embalagem especializada (OLAIMAT; HOLLEY, 2012). Salada de 

folhas também estão sujeitas à colonização por patógenos entéricos, como a Escherichia coli 

e Listeria monocytogenes (OLAIMAT; HOLLEY, 2012; SCHIKORA; GARCIA; HIRT, 

2012; BERGER et al., 2010) e o perfil epidemiológico classifica as saladas como sendo a 

segunda fonte mais comum de surtos de intoxicação alimentar (OLAIMAT; HOLLEY, 2012; 

CROWE et al., 2015; CALLEJON et al., 2015).  

Com base em investigações experimentais, parte da explicação pode ser que 

normalmente patógenos associados a animais podem, através de sua presença em solos, 

diretamente internalizar folhas de salada durante a germinação de sementes, entrando na 

vasculatura das plantas, possivelmente através dos pelos radiculares (BRANDL, 2006).  

A colheita envolve o corte de folhas de caules, aparas, lavagem, embalagem, e 

transporte (OLAIMAT; HOLLEY, 2012). Pensa-se que a contaminação de produtos de 

saladas frescas ocorre através de rotas tais como contato com animais ou insetos, solo, 

irrigação contaminada, águas de lavagem, equipamentos não higienizados e manipulação 

humana. Práticas projetadas para reduzir crescimento de patógenos em produtos frescos de 

saladas incluem refrigeração após a colheita e processamento e embalagem em atmosfera 

modificada contendo níveis reduzidos de oxigênio (OLAIMAT; HOLLEY, 2012; EFSA, 

2013). 
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As estimativas do número total de episódios de doenças transmitidas por alimentos são 

úteis para alocar recursos e priorizar intervenções. No entanto, chegar a essas estimativas é 

desafiador porque os alimentos podem ser contaminados por muitos agentes, por exemplo, 

uma variedade de bactérias, vírus, parasitas e produtos químicos, a transmissão pode ocorrer 

por mecanismos não alimentares através do contato com animais ou consumo de água 

contaminada. Além disso, a proporção de doenças transmitidas por alimentos difere pelo 

patógeno e pelos fatores do hospedeiro, e apenas uma pequena porção das doenças é 

confirmada por testes laboratoriais e relatada aos órgãos de saúde pública (SCALLAN et al., 

2011). 

A vigilância baseada em laboratório fornece informações cruciais para a avaliação dos 

alimentos e a respeito das respectivas doenças. No entanto, como apenas uma pequena porção 

das doenças é diagnosticada e relatada, avaliações periódicas do total de episódios de doença 

também são necessárias. Vários países realizaram estudos prospectivos baseados na 

população ou transversais para suplementar a vigilância e estimar o número total de doenças 

transmitidas por alimentos (FLINT et al., 2005). Em 2007, a Organização Mundial de Saúde 

(OMS) lançou uma iniciativa para estimar o número global de doenças transmitidas por 

alimentos (KUCHENMULLER et al., 2009). Em 1999, os Centros de Controle e Prevenção 

de Doenças (CDC) forneceram estimativas abrangentes de doenças transmitidas por 

alimentos, hospitalizações e mortes nos Estados Unidos causadas por agentes conhecidos e 

desconhecidos (MEAD et al., 1999). 

A segurança alimentar não é simples. Apesar das inúmeras campanhas de informação 

sobre segurança alimentar e esforços educacionais, aliado à décadas de microbiologia 

exploratória, a doença transmitida por alimentos continua sendo uma fonte de doença humana 

(GRIFFITH, 2006; JACOB; MATHIASEN; POWELL, 2010). Falhas de segurança alimentar 

têm atraído atenção resultando em contaminação da população (HALLMAN; CUITE; 

HOOKER, 2009; DE JONGE et al., 2008). Segundo a OMS, todos os anos, pelo menos 600 

milhões de pessoas no mundo adoecem e 420 mil morrem depois de ingerirem alimento 

contaminado (ONU, 2019). 

Nas últimas décadas, o United States Department of Food Inspection Service - Food 

Security (USDA-FSIS), a Food and Drug Administration - Food Security and Applied 

Nutrition Center (FDA-CFSAN), e os departamentos estaduais e municipais de saúde 
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intensificaram a regulamentação e a aplicação da segurança alimentar bem como a inspeção 

da produção e distribuição de alimentos. Durante este período de tempo, o USDA-FSIS e a 

FDA-CFSAN também lançaram e prescreveram diversos sistemas de gestão de segurança 

alimentar, incluindo o Sistema de Análise de Pontos Críticos de Controle (APPCC) 

(NACMCF, 2000). 

Com os avanços da tecnologia, técnicas mais novas e mais sofisticadas (voltada para 

aumentar a vida útil dos alimentos e eliminar ou prevenir a deterioração e/ou o crescimento de 

microrganismos patogênicos) continuam a ser desenvolvidas. Dois documentos publicados 

pela Foodborne Diseases Active Surveillance Network mostraram que Salmonella, 

Campylobacter, Shigella, Cryptosporidium e a toxina Shiga da Escherichia coli (STEC) O157 

continuam sendo as principais causas do número e incidência de infecções transmitidas por 

alimentos confirmadas laboratorialmente nos Estados Unidos (CDC, 2005; 2008). 

 Segundo o CDC, surtos menores, especialmente os que ocorrem dentro de um estado, 

são improváveis que sejam relatados a autoridades de saúde pública (CDC, 2009). Surtos que 

não causam doença grave, hospitalização ou morte, ou aqueles que não resultam em pacientes 

com sintomas desenvolvidos rapidamente também são improváveis de serem relatados a 

autoridades de saúde pública (CDC, 2009).  

As tendências que afetam a ocorrência de doenças transmitidas por alimentos incluem, 

mas não estão limitadas a, grande escala de produção e ampla distribuição de alimentos, a 

globalização do fornecimento de alimentos, o ato de comer fora de casa, a diversificação 

genômica microbiana, e por fim, a emergência de novos patógenos (NYACHUBA, 2010). 

1.3.1    Surtos Associados ao Consumo de Brotos 

Surtos de infecção transmitida por alimentos associados ao consumo de brotos não são 

raros. Os brotos de feijão são alimentos de alto risco e a contaminação geralmente começa 

com sementes contaminadas e o surgimento é desencadeado com a incubação a alta umidade, 

condições ideais para a multiplicação bacteriana (PENNINGTON, 2011).  

Brotos de rabanete na cidade de Sakai, Japão, resultaram em 2764 casos confirmados 

(MICHINO et al., 1999). A E. coli O157: H7 sempre foi a principal responsável por surtos 

associados a produtos de carne bovina (CDC, 2010a; CDC, 2010b; GREENLAND et al., 
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2009; STIRLING et al., 2007), no entanto, ela também foi associada com surtos em vegetais 

de folhas verdes (CDC, 2011; FRIESEMA et al., 2008).  

A partir de maio de 2011, uma única cepa de E. coli encontrada em brotos infectou 

pessoas no norte da Alemanha, seguida por um surto semelhante na França um mês depois 

(JANSEN; KIELSTEIN, 2011). As infecções por Escherichia coli são relatadas com 

frequência (cerca de 800 por ano na Alemanha) entretanto, o surto de E. coli no país em 2011 

mostrou, como uma forma específica de E. coli pode afetar um grande número de pessoas e 

resultar em um elevado número de mortes. Entre maio e junho de 2011, a E. coli afetou um 

total de 4321 pacientes e causou 53 mortes (GAULT et al., 2011). 

Casos relatados em outros países tinham histórico recente de viagens ao norte da 

Alemanha (FRANK et al., 2011). Após investigações intensas e árduas, os pesquisadores 

determinaram a cepa do surto como Escherichia coli O104: H4, produtora de toxinas Shiga 

associada a vegetais. Casos anteriores de sorotipo E. coli O104 foram relatados na Coréia em 

2005 (BAE et al., 2006), Alemanha em 2001 (MELLMANN et al., 2008) e Estados Unidos 

em 1995 (CDC, 1995). Também havia informações não publicadas relatando casos 

semelhantes na Geórgia em 2009, um na França em 2004 e um na Finlândia em 2010 

(SCHEUTZ et al., 2011). 

1.4   ANTIBIÓTICOS E MECANISMO DE AÇÃO  

Antimicrobianos são compostos que podem inibir ou destruir o crescimento de 

microrganismos, como as bactérias, os vírus, os protozoários, as microalgas e os fungos. Os 

antibióticos são um tipo de antimicrobiano e são compostos naturais ou sintéticos capazes de 

inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias (BRANDT et al., 2015). 

Quando estes agentes são originalmente produzidos por espécies de microrganismos, 

portanto de origem natural, são denominados antibióticos. Quando são produzidos de formas 

sintéticas, denominam-se quimioterápicos (FONSECA, 1991). Alguns antibióticos são usados 

para outros usos terapêuticos, como drogas anticâncer (por exemplo, actinomicina D, 

antraciclinas, bleomicina, mitosanos, antracenonas, enediynes e epotilonas) ou pesticidas 

(como oxitetraciclina e estreptomicina) (DEMAIN; SANCHEZ, 2009; CARS; MOLSTAD, 

2001). 
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Podem ser classificados como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou 

bacteriostáticos, quando promovem a inibição do crescimento microbiano (WALSH, 2003). 

Antibióticos naturais geralmente apresentam estruturas químicas complexas importantes para 

as interações específicas e reconhecimento de alvos macromoleculares em bactérias 

patogênicas (WALSH, 2003). 

Os antibióticos que estão em uso são moléculas naturais, sintéticas e semi-sintéticas. 

Antibióticos naturais são produzidos por bactérias e fungos para inibir ou matar 

microrganismos competidores, com efeito bacteriostático ou bactericida. Compostos semi-

sintéticos são antibióticos naturais quimicamente alterados pela inserção de um aditivo dentro 

da formulação do medicamento, que melhora sua eficácia (GRENNI; ANCONA; 

CARACCIOLO, 2018). 

Os antibióticos são moléculas complexas que podem ter diferentes grupos funcionais 

dentro de suas estruturas e podem ser divididos em diferentes categorias, com base em seu 

mecanismo de ação: a inibição da síntese da parede celular, alteração das membranas 

celulares, inibição da síntese proteica, inibição da síntese de ácidos nucléicos e antagonismo 

metabólico ou anti-competitivo (KÜMMERER, 2009). Após a administração, eles são apenas 

parcialmente metabolizados e, portanto, uma grande quantidade é excretada inalterada ou 

como metabolitos ativos através da urina e fezes (KEMPER, 2008). 

Um antimicrobiano ideal, conforme Fonseca (1991), exerceria sua função lesando 

apenas o microrganismo invasor, sem causar dano ao hospedeiro. Seria, portanto, uma 

substância dotada de elevado parasitotropismo e baixo ou nenhum organotropismo. Em outras 

palavras, apresentaria toxicidade seletiva em relação ao parasita, sendo inofensiva para o 

hospedeiro. Um antibiótico ao atuar sobre um microrganismo que lhe seja sensível pode 

provocar dois tipos de efeitos: a parada de seu crescimento e consequentemente da reprodução 

ou a sua morte (FUCHS et al., 2004). 

Os antibióticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos compreendem a 

maioria dos antibióticos em uso clínico e podem ser classificados em β-lactâmicos 

(penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, 

aminoglicosídeos, macrolídeos, peptídicos cíclicos (glicopeptídeos, lipodepsipeptídeos), 

estreptograminas, entre outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas entre outros). Os 
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antibióticos de origem sintética são classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e 

oxazolidinonas (PUPO et al., 2006; ABRANHAM, 2003). 

1.5   RESISTÊNCIA AOS ANTIBIÓTICOS 

Antibióticos são usados para tratamento ou prevenção de infecções bacterianas. Desde 

que a penicilina foi introduzida em terapia médica em 1942, centenas de outros antibióticos 

foram isolados ou sintetizados para o tratamento de infecções humanas e animais. Os 

antibióticos desempenharam um papel significativo no aumento da expectativa de vida 

testemunhada na segunda metade do século XX. Transformaram as modernas indústrias 

agropecuárias, a qual utilizaram antibióticos no tratamento de infecções e como profilaxia a 

fim de melhorar a eficiência do gado, tornando-o mais saudável (SARMAH; MEYER; 

BOXALL, 2006). 

O uso excessivo e indevido de antibióticos estimulou a emergência de bactérias 

resistentes a antibióticos (ARBs) e genes de resistência a antibióticos (ARGs), reduzindo o 

seu potencial terapêutico contra os patógenos de animais (WRIGHT, 2010). A OMS 

caracteriza a resistência antimicrobiana como uma crise global de saúde pública que deve ser 

gerenciado com a máxima urgência (WHO, 2015). 

O problema é particularmente agudo na China por conta dos fortes incentivos para a 

prescrição excessiva e uso difundido e indevido de doses sub-terapêuticas de antibióticos na 

agricultura (YEZLI; LI, 2012). Bactérias multirresistentes (MBRs), ou "superbactérias", que 

são resistentes a vários antibióticos diferentes tem sido relatadas no país e tais bactérias 

anteriormente relatadas na China estão a serem vistas causando infecções em outros países 

(QIAO et al., 2018). 

Liu e colaboradores (2016) relataram o surgimento do primeiro mecanismo de 

resistência à colistina mediada por plasmídeo, MCR-1, de Escherichia coli em suínos e 

humanos em 2015. Na época, declarou a crença de que o gene está "atualmente confinado à 

China". No entanto, desde então, os cientistas descobriram o gene MCR-1 em todos os países. 

Os genes adicionais de resistência à colistina, MCR-2 e MCR3, e variantes desses genes 

também surgiram e se espalharam. 

A resistência a antibióticos é uma preocupação de saúde crescente e multifacetada que 

resulta no aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes e no aumento dos custos 
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financeiros dos sistemas de saúde (O’NEILL, 2016a). As ARBs são encontradas em humanos, 

diversos hospedeiros animais e no meio ambiente. Cada um desses reservatórios contribui 

para a epidemiologia da resistência aos antibióticos (HOLMES; MOORE; SUNDSFJORD, 

2016; MARSHALL; LEVY, 2011; ROBINSON; BU; CARRIQUE-MAS, 2016). Muitas 

revisões, metanálises e estudos observacionais avaliaram os direcionadores do surgimento e 

transmissão deste problema (HOLMES; MOORE; SUNDSFJORD, 2016; MARSHALL; 

LEVY, 2011). O uso excessivo de medicações, bem como a falta de aplicação de medidas 

eficazes de prevenção e controle de infecção são fatores-chave bem estabelecidos para este 

problema (O’NEILL, 2016b; ALLEGRANZI, 2016). 

1.5.1    Impactos na Saúde Mundial 

A resistência a antibióticos é relatada quando um medicamento perde sua capacidade 

de inibir o crescimento bacteriano de forma eficaz. As bactérias tornam-se "resistentes" e 

continuam a multiplicar-se na presença de níveis terapêuticos dos antibióticos. Bactérias, 

quando se replicam mesmo na presença dos antibióticos, são chamadas de bactérias 

resistentes (O’NEIL, 2016b). 

Os antibióticos são citotóxicos ou citostáticos para os microrganismos, permitindo que 

as defesas naturais do corpo, como o sistema imunológico, os eliminem. Eles frequentemente 

atuam inibindo a síntese de uma célula bacteriana, síntese de proteínas, ácido 

desoxirribonucleico (DNA), ácido ribonucleico (RNA), por um agente desorganizador de 

membrana, ou outras ações específicas. Os antibióticos também podem entrar na parede 

celular da bactéria ligando-se a eles, usando os mecanismos de transporte dependentes de 

energia nos sítios ribossômicos, o que leva subsequentemente à inibição da síntese de 

proteínas (LEVY; MARSHALL, 2004). 

A resistência a um antibiótico se desenvolve rapidamente e, portanto, é uma grande 

preocupação (LEVY, 1998). Com o aprimoramento da tecnologia, mais pessoas estão cientes 

dos malefícios causados pela resistência aos medicamentos disponíveis, no entanto, poucos 

tomam medidas proativas para conter a resistência ao não usar tais medicamentos. No mundo 

em desenvolvimento, quase todos os antibióticos estão disponíveis sem receita médica e 

podem ser comprados sem qualquer prescrição médica, que é um dos fatores mais importantes 

para causar sua resistência (GRIGORYAN; BURHERHOF; HAAJER-RUSKAMP, 2007). 
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Os antibióticos geralmente são eficazes, mas quando os microrganismos se tornam 

menos sensíveis ou mais resistentes, requer uma concentração maior do que a concentração 

normal do mesmo medicamento para obter-se um efeito. O surgimento de resistência 

antimicrobiana foi observado logo após a introdução de novos compostos antimicrobianos 

(CHADWICH; GOODE, 2007). Resistência aos antibióticos pode ocorrer como um processo 

de seleção natural, onde a natureza capacita todas as bactérias com algum grau de resistência 

de baixo nível (LEVY, 1992).  

Desde a introdução em 1937 dos primeiros antimicrobianos eficazes, os 

microrganismos desenvolveram mecanismos específicos de resistência as sulfonamidas que 

tem afetado seu uso terapêutico. A resistência à sulfonamida foi originalmente relatada no 

final da década de 1930 e os mesmos mecanismos operam cerca de 90 anos depois 

(CHOPRA; ALDERBORN; PODCZECK, 2002). 

Antibióticos agem para eliminar bactérias. Assim, as bactérias tendem a ter um 

processo natural que estimula sua resistência. Esse processo ocorre por meio de mutações nos 

genes (LAXMINARAYAN; BROWN, 2001). Antibióticos induzem pressão seletiva e os 

genes atuam em associação com pressão seletiva. As bactérias possuem a qualidade de 

transferir diretamente o material genético entre si através da transferência de plasmídeos, o 

que significa que a seleção natural não é o único mecanismo pelo qual a resistência evolui. 

Antibióticos de amplo espectro são prescritos em hospitais como uma solução para infecções 

nosocomiais no entanto, aumentam sua resistência (LOWY, 2003). 

Os organismos resistentes não são apenas uma preocupação de laboratório, mas 

tornaram-se uma ameaça global responsável pelo elevado número de mortes e infecções 

potencialmente fatais (LIPP; HUG; COLWELL, 2002). As consequências dessas infecções 

são agravadas enormemente em situações variáveis, como violência, fome e desastres 

naturais. A OMS (2017) advertiu que uma era pós-antibiótico resultará em infecções 

frequentes e que pequenas lesões poderão resultar em morte caso não se consiga agir contra 

esse problema, isto é, bactérias multirresistentes causando mais mortes em todo o mundo. 

Mais de 25.000 pessoas morrem todos os anos por conta da resistência antibiótica na União 

Europeia. Na Tailândia a resistência causa mais de 38.000 mortes anualmente e nos Estados 

Unidos esse número ultrapassa 23.000 mortes no ano. Na índia, mais de 58.000 bebês morrem 
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em um ano como resultado da infecção devido à resistência bacteriana, as vezes, herdada de 

suas mães (CDC, 2017). 

Estimativas preocupantes demonstram que as mortes desencadeadas por resistência à 

antimicrobianos podem alcançar o número de 10 milhões de mortes em 2050, ultrapassando 

outras causas significativas de morte, a exemplo do diabetes, câncer e até mesmo acidentes de 

trânsito (VENTOLA, 2015). Para colocar esse número em perspectiva, atualmente, pelo 

menos 700.000 pessoas morrem de infecções resistentes a cada ano em todo o mundo, mais 

do que o número combinado de mortes causadas por tétano, cólera e sarampo. Esse fardo 

também não está muito atrás da mortalidade devido a aflições comuns, como doenças 

diarreicas ou diabetes (ISDA, 2011).  

Tem sido uma prática padrão para a maioria das empresas farmacêuticas distribuir 

antibióticos que podem não ser mais eficazes ou sem aprovação regulamentar (CHOPRA; 

ALDERBORN; PODCZECK, 2002). Evidências mostram que o aumento do uso de 

antibióticos pode resultar em uma associação positiva com uma maior prevalência de 

microrganismos resistentes, enquanto o uso reduzido de antibióticos mostrou menores taxas 

de resistência. Há evidências claras de que os pacientes historicamente tratados com 

antibióticos são mais propensos a terem resistência. Além disso, a re-administração desses 

medicamentos do ciclo inicial acelera os mecanismos de resistência (LAXMINARAYAN; 

BROWN, 2001).  

1.5.2    Mecanismo de Resistência 

Antibióticos sustentam a medicina moderna. Seu uso reduziu a mortalidade infantil e 

aumentou a expectativa de vida, sendo cruciais para cirurgias invasivas e tratamentos como a 

quimioterapia. No entanto, o número de infecções causadas por bactérias multirresistentes 

está aumentando globalmente, e o espectro de infecções intratáveis está se tornando uma 

realidade. Os relatórios mais recentes do Global Economic Forum do World Economic Forum 

listaram a resistência aos antibióticos como uma das maiores ameaças à saúde humana 

(WALKER; FOWLER, 2011; WEF, 2013; 2014). Estima-se que na Europa 25.000 pessoas 

morram a cada ano como resultado de infecções bacterianas multirresistentes e que isso custa 

à economia da União Europeia 1.5 bilhões de euros anualmente (WALKER; FOWLER, 

2011). Nos Estados Unidos, mais de 2 milhões de pessoas são infectadas com bactérias 
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resistentes a antibióticos anualmente, com 63.000 mortes como resultado direto (WHO, 

2014). Além do aumento da resistência aos agentes existentes, há falta de desenvolvimento de 

novos antibióticos (HAMPTON, 2013). 

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a certos antibióticos, mas também 

podem adquirir resistência por meio de mutações em genes cromossômicos e por 

transferência horizontal de genes. A resistência intrínseca de uma espécie bacteriana a um 

antibiótico específico é a capacidade de resistir à ação desse antibiótico, como resultado de 

características estruturais ou funcionais inerentes. O exemplo mais simples de resistência 

intrínseca em uma espécie individual resulta da ausência de um alvo suscetível de um 

antibiótico específico. Um exemplo disso refere-se ao lipopeptídeo daptomicina (aprovada 

pela primeira vez para uso clínico em 2003), que é ativa contra bactérias Gram-positivas, mas 

não é eficaz contra bactérias Gram-negativas. Isto é devido a uma diferença intrínseca na 

composição da membrana citoplasmática (BLAIR et al., 2015). 

As bactérias Gram-negativas têm uma porção menor de fosfolipídios aniônicos na 

membrana citoplasmática do que bactérias Gram-positivas, o que reduz a eficiência da 

inserção mediada por Ca2 + da daptomicina na membrana citoplasmática, que é necessária para 

sua atividade antibacteriana (RANDALL et al., 2013). A resistência intrínseca de algumas 

bactérias Gram-negativas a muitos compostos é devido a uma incapacidade destes agentes 

atravessarem a membrana externa: por exemplo, o antibiótico glicopeptídeo vancomicina 

inibe a reticulação de peptidoglicano por ligação aos peptídeos alvo d-Ala-d-Ala, mas só é 

normalmente eficaz em bactérias Gram-positivas. Isso ocorre em função dos organismos 

Gram-negativos não poderem atravessar a membrana externa e acessar esses peptídeos no 

periplasma (TSUCHIDO; TAKANO, 1988). 

Estudos têm levado à identificação de muitos genes responsáveis pela resistência 

intrínseca a antibióticos de diferentes classes, incluindo β-lactâmicos, fluoroquinolonas e 

aminoglicosídeos. Isto foi conseguido usando telas de alta produtividade de bibliotecas 

mutantes de genoma que foram criadas por inserção direcionada ou mutagênese por 

transposon aleatório em bactérias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa. O rastreamento quanto à suscetibilidade a antibióticos identificou 

possíveis novas combinações de drogas nas quais um agente pode inibir um mecanismo 
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intrínseco de resistência e assim aumentar o espectro de atividade de outros antibióticos além 

das espécies-alvo normais (BLAKE; O’NEILL, 2013; LIU, 2010). 

A compreensão da base genética da resistência bacteriana intrínseca e, 

consequentemente, do espectro de atividade de um antibiótico, pode, portanto, orientar o 

desenvolvimento de novas combinações de agentes com atividade aprimorada ou expandida 

contra espécies-alvo. Vários estudos identificaram sinergias in vitro entre combinações não 

convencionais de antibióticos que podem ser usadas para atacar patógenos particularmente 

problemáticos, como Acinetobacter baumannii e Neisseria gonorrhoeae (BARBEE et al., 

2014; PRINCIPE, 2013).  

Além da resistência intrínseca, as bactérias podem adquirir ou desenvolver resistência 

aos antibióticos. Isso pode ser mediado por vários mecanismos, que se dividem em três 

grupos principais: primeiro, aqueles que minimizam as concentrações intracelulares do 

antibiótico, como resultado da penetração deficiente na bactéria ou do efluxo de antibióticos; 

segundo, aqueles que modificam o alvo antibiótico por mutação genética ou modificação pós-

traducional do alvo; e terceiro, aqueles que inativam o antibiótico por hidrólise ou 

modificação (BLAIR et al., 2015). 

1.5.3    Genes de Resistência 

A transferência horizontal de genes (HGTs) é um dos principais impulsionadores da 

disseminação de ARGs no ambiente (STEVENSON et al., 2017). Entre as três vias de HGTs, 

conjugação, transformação e transdução, a conjugação é a rotina mais dominante (VON 

WINTERSDORFF et al., 2016). 

A conjugação é a transferência de DNA entre as bactérias doadoras e receptoras, que é 

realizada por contato físico direto célula-a-célula através de uma ponte de pilina gerada pela 

célula doadora (CHEE-SANFORD et al., 2009; OCHMAN; LAWRENCE; GROISMAN, 

2000). Geralmente, a frequência da conjugação é muito baixa, entretanto, quando há 

antibióticos no ambiente, especialmente em concentrações menores que a concentração 

mínima de inibição, participam como direcionadores seletivos nos processos de conjugação 

(ANDERSSON; HUGHES, 2014). Além disso, a transferência conjugativa de DNA pode 

ocorrer dentro ou através de gêneros bacterianos, embora estes últimos possam ocorrer com 

menos frequência (OCHMAN; LAWRENCE; GROISMAN, 2000). 
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Uma visão comum é que a resistência aos antibióticos pode emergir de ambientes 

hospitalares e muitos outros estudos centraram-se na disseminação de resistência a 

antibióticos em ambientes clínicos. No entanto, existe evidência crescente de que vários 

ecossistemas e, em particular, as estações de tratamento de águas residuais (ETARs) estão a 

comportar-se como reservatórios cruciais para as bactérias resistentes aos ARBs e ARGs 

(ZHANG; ZHANG; FANG, 2009). Surpreendentemente, foi documentado que mais ARBs e 

ARGs são detectados em áreas residenciais, em oposição àquelas detectadas em águas 

residuais hospitalares (LI et al., 2015). 

As estações de tratamento de águas residuais urbanas (UWTPs) receberam muita 

atenção como principais receptores de ARBS, ARGs (RIZZO et al., 2013) e resíduos de 

antibióticos nesses ambientes (MICHAEL; RIZZO; MCARDELL, 2013). Sua capacidade de 

remover ARBs e ARGs também foi largamente discutido e demonstrado (MANAIA et al., 

2016; WU; DOLFING; XIE, 2018).  

No entanto, a maioria dos autores concorda que as cargas ARB e ARG liberadas por 

UWTPs em bom funcionamento podem ainda ter um impacto negativo no ambiente, com 

sérias implicações para a saúde humana (BERENDONK et al., 2015). Embora seja consensual 

que é importante melhorar os processos de tratamento de águas residuais, a fim de maximizar 

a remoção de ARBs e ARGs, não se sabe muito sobre as melhores estratégias para alcançar tal 

objetivo (BERENDONK et al., 2015; MANAIA et al., 2016).  

Embora a desinfecção de águas residuais possa promover a redução das cargas 

microbianas totais e das concentrações bacterianas, pode criar as condições perfeitas para o 

crescimento de certos grupos de bactérias (MANAIA et al., 2016; MOREIRA et al., 2018). A 

manutenção ou propagação da resistência a antibióticos durante o tratamento de águas 

residuais pode ser devida a duas forças motrizes principais, a transferência de genes 

horizontal ARG e/ou a sobrevivência ou seleção de ARB (BERENDONK et al., 2015). 

Supõe-se que o entendimento de quais grupos bacterianos são os principais veículos de 

disseminação, apontando uma boa estratégia para reconhecer indicadores bacterianos 

adequados de ARGs que sobrevivem ao tratamento. Este reconhecimento poderia ser a base 

para gerenciar os processos de tratamento de águas residuais, a fim de maximizar a redução 

ou eliminar esses grupos bacterianos (FERNANDES; VAZ-MOREIRA; MANAIA, 2019). 
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1.6   RELEVÂNCIA DO ESTUDO  

Nas últimas décadas, um interesse crescente em relação às implicações da dieta e 

atividade física na saúde ocorreu na sociedade. Esse interesse reside na expansão da 

expectativa e na melhoria da qualidade de vida, o que levou a intervenções baseadas na 

incorporação de novos alimentos saudáveis na dieta humana. Prevê-se que esses novos 

alimentos constituam uma fonte valiosa de nutrientes bioativos, que contribuiriam para atrasar 

o aparecimento de várias doenças crônicas e incapacitantes, além de reduzir sua incidência e 

gravidade. Nesse sentido, os consumidores estão exigindo uma gama diversificada de 

alimentos que ofereçam benefícios à saúde e contribuam para o bem-estar. Para a 

concretização desse objetivo, uma ampla gama de plantas, culturas e alimentos tem sido 

estudada e caracterizada ao longo das últimas décadas em relação ao seu potencial de exercer 

efeitos sobre a saúde, de acordo com seu conteúdo nutricional e composição fitoquímica 

bioativa (GAN et al., 2017). 

Nesse sentido, os brotos representam uma fonte valiosa de diversos micronutrientes 

(vitaminas, glucosinolatos). Devido a essa composição, os brotos comestíveis são um veículo 

valioso e uma oportunidade de impactar a saúde, fornecendo compostos bioativos benéficos, 

uma vez incorporados na dieta regularmente. Do ponto de vista comercial, está disponível um 

amplo espectro de brotos e sementes, incluindo, entre outros, soja, alfafa, brócolis, rabanete, 

trevo, lentilha e ervilha. Esse tipo de produto fresco está ganhando interesse, não apenas no 

campo da culinária gourmet ou na nutrição (por exemplo, vegetarianos e consumidores 

preocupados com a saúde), mas também (e consequentemente) na indústria de alimentos, 

impulsionada pelo interesse em brotos como uma fonte de nutrientes e metabólitos 

secundários saudáveis com um tempo de produção muito curto (5 a 10 dias, dependendo das 

espécies ou variedades) (CONZATTI et al., 2015).  

O consumo de frutas e vegetais frescos é considerado uma estratégia eficiente na 

prevenção de uma série de doenças da como câncer, obesidade e doenças cardiovasculares 

(BERGER et al., 2010; HOORFAR, 2014). O câncer de próstata é o segundo câncer 

diagnosticado com mais frequência entre os homens em todo o mundo e é uma das principais 

causas de mortes relacionadas ao câncer nos Estados Unidos (SIEGEL; MOLEIRO; JEMAL, 

2017). A doença é tipicamente de crescimento lento, e embora anormalidades no epitélio da 

próstata possam ser observadas em homens na faixa dos vinte ou trinta anos, o câncer de 
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próstata geralmente pode vir a se tornar uma preocupação clínica até mais tarde na vida 

(HAAS et al., 2008). 

O longo período de latência do câncer de próstata sugere que estratégias terapêuticas 

que retardam a progressão da doença podem ser benéficas, retardando o início completo da 

doença e possivelmente diminuindo os procedimentos cirúrgicos invasivos, como a 

prostatectomia. Aumentar o período de latência do câncer de próstata também pode ser 

benéfico, aumentando o período de tempo durante o qual uma intervenção terapêutica pode 

ocorrer (HAAS et al., 2008). 

No que se refere ao câncer de colorretal (CRC), este é uma das principais causas de 

mortalidade relacionadas ao câncer em todo o mundo. É o terceiro câncer mais comum em 

homens (aproximadamente 10% do total de casos de câncer) e o segundo em mulheres (9% do 

total de casos de câncer). As taxas mais altas estimadas estão na Austrália, Nova Zelândia, 

Canadá, Estados Unidos e partes da Europa e as mais baixas na África Ocidental, China, Índia 

e América do Sul, e projeta-se um aumento no futuro (KUIPERS et al., 2015; WCRFI, 2017).  

Fatores genéticos e ambientais desempenham um papel importante na etiologia da 

CRC. Somente 5 a 10% de todos os casos de CRC são devidos a defeitos genéticos herdados, 

sendo a síndrome de Lynch e a polipose adenomatosa familiar (PAF) as mais comuns 

(VASEN; TOMLINSON; CASTELLS, 2015). Os demais casos ocorrem principalmente 

devido a hábitos alimentares e de estilo de vida. Os fatores de risco relacionados ao estilo de 

vida incluem aumento do peso corporal, consumo de álcool e alta ingestão de carne vermelha 

(DOUBENI et al., 2012; MARLEY; NAN, 2016).  

Por outro lado, o consumo de leite, grãos integrais, frutas, legumes e legumes, 

resultando em uma alta ingestão de cálcio, fibras, vitaminas (folato e vitamina D) e compostos 

fenólicos diminui o risco de CRC (HAGGAR; BOUSHEY, 2009). Contudo, o risco de CRC é 

aumentado por colite crônica, doença inflamatória intestinal e diabetes mellitus tipo 2 

(MARLEY; NAN, 2016; VASEN; TOMLINSON; CASTELLS, 2015).  

Evidências recentes sugerem que dietas ricas em leguminosas podem ajudar na 

prevenção e/ou redução de doenças crônicas, incluindo CRC (LUNA-VITAL et al., 2016). O 

efeito protetor do consumo de leguminosas, brotos e sementes tem sido associado à presença 

de fibras alimentares (solúveis ou insolúveis) e compostos fenólicos (ácidos fenólicos, 

flavonóides, taninos e antocianinas) (CRUZ-BRAVO et al., 2014).  
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1.6.1    Escassez de Estudos 

Foi demonstrado que muitos alimentos contêm Enterobacteriaceae (ESBL-E) e, como 

tal, são fontes potenciais para a aquisição de ESBL-E por seres humanos. Nos últimos anos, a 

carne ganhou muito interesse como fonte potencial, mas uma grande variedade de itens 

alimentares está contaminada com ESBL-E, incluindo vegetais e água potável (EGERVÃRN 

et al., 2017; VAN HOEK et al., 2015; REULAND et al., 2014). Um estudo da Holanda e um 

da Coréia do Sul relataram ESBL-E em brotos de feijão, entre outros vegetais (REULAND et 

al., 2014; KIM et al., 2015). Isso é relevante, pois os brotos de feijão são frequentemente 

consumidos crus e, como tal, apresentam maior risco de transmissão do que os itens 

alimentares cozidos antes do consumo (EVERS et al., 2017). Foi demonstrado que os brotos 

de feijão têm o potencial de ser a fonte de surtos comunitários em larga escala com 

Enterobacteriaceae patogênico, como foi o caso de E. coli O104: H4, causando síndrome 

hemolítico-urêmica na Alemanha em 2011 (BIELASZEWSKA et al., 2011; BUCHHOLZ et 

al., 2011). 

Persoons e colaboradores (2011) realizaram um estudo sobre resistência 

antimicrobiana em ambientes produtores de animais. No entanto, publicações limitadas 

prevalecem sobre se os vegetais ou o ambiente em que são produzidos tem o potencial de 

atuar como um reservatório de resistência antimicrobiana (DUFFY et al., 2005). De acordo 

com Sjölund-Karlsson e colaboradores (2013), vários estudos sobre resistência antimicrobiana 

de Salmonella em humanos, animais e carnes de varejo foram realizados, enquanto pesquisas 

limitadas sobre Salmonella associadas a produtos frescos são menos comuns. É essencial 

compreender a natureza dos desafios de segurança de produtos frescos, origens de resistência 

antimicrobiana, vias de contaminação, fatores de risco para o consumidor e abordagens para 

excluir ou reduzir a ocorrência de Salmonella e outros contaminantes. Existe a necessidade de 

realizar mais pesquisas e determinar as origens da resistência antimicrobiana em produtos 

frescos. 

O trabalho visa preencher a escassez de estudos elucidando o conjunto de bactérias 

Gram-negativas, em brotos alimentares, permitindo a obtenção de informações mais 

conclusivas sobre a participação do alimento no processo de desenvolvimento de resistência a 

antibióticos. Por esse motivo, cabe-se ressaltar o ineditismo do estudo. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar fenotipicamente e genotipicamente a susceptibilidade a antibióticos em 

bactérias Gram-negativas viáveis oriundas de brotos de lentilha, girassol, alfafa e trevo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Descrever um comparativo entre os pontos de corte interpretativos de susceptibilidade 

do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e o European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST); 

 Verificar fenotipicamente a susceptibilidade da microbiota Gram-negativa presentes 

nos brotos; 

 Avaliar a presença de genes que conferem resistência à antibióticos em bactérias 

Gram-negativa presentes nos brotos. 
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3 MÉTODOS 

3.1 AMOSTRAS 

Um total de 5 amostras de brotos prontos para o consumo (RTE), incluindo, amostras 

de lentilha, girassol, alfafa e trevo, foram adquiridas. A amostragem foi composta por 1 a 2 

amostras dos respectivos brotos, disponíveis em duas redes de supermercados da cidade de 

Petrópolis/Rio de Janeiro, coletadas a partir de janeiro até março de 2020.  Todas as amostras 

foram adquiridas antes da data limite, de fornecedores diferentes, lotes e marcas diferentes, 

transportadas refrigeradas para o laboratório em sua embalagem original em um período 

máximo de 1 hora e analisadas imediatamente após sua chegada. 

3.2 MÉTODOS DE PRÉ-SELEÇÃO 

A metodologia foi baseada no trabalho de Silva et al. (2020). Primeiramente, os brotos 

foram homogeneizados dentro da embalagem original e destes, os mesmos foram colocados 

em 225mL de Caldo GN (Gram-negativo) que tem por finalidade o enriquecimento seletivo 

para o cultivo de organismos Gram-negativos (HIMEDIA, 2011). Procedeu-se a incubação 

por 24 horas a ± 35ºC para préenriquecimento. Alíquotas de 1mL foram retiradas para 

posterior extração de DNA. Objetivando a pré-seleção da microbiota resistente, após 24 horas, 

50 microlitros do caldo foram retirados, transferidos e posteriormente colocados em tubos 

contendo 5mL de Calo triptona de soja - TSB (Oxoid, Reino Unido) e disco de antibiótico 

(Oxoid, Reino Unido) (CDC, 2008). Foram selecionados 10 antibióticos, um de cada classe 

de acordo com a Classificação de Ambler (AMBLER, 1980) totalizado 50 possíveis isolados. 

Os antibióticos usados foram: Cefepima (30 μg), Ertapenem (10 μg), Gentamicina (10 μg), 

Ampicilina (10 μg), Ampicilina Sulbactam (10/10 μg), Cloranfenicol (30 μg), Tetraciclina (30 

μg), Ciprofloxacina (5 μg), Ceftazidima (30 μg) e Trimetoprima Sulfametoxazol (1.25/ 23.75 

μg). Esta etapa de pré-seleção foi realizada em triplicata para todos os antibióticos testados. 

3.3 AVALIAÇÃO DE RESISTÊNCIA 

Após 24 horas de crescimento, todos os tubos com crescimento (turvação) foram 

destinados a próxima etapa. Tal etapa era constituída da adaptação da técnica de disco 

difusão, uma alçada (10 microlitros) inoculada de forma a acarretar superfície com 
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crescimento homogêneo, em placa de Agar MacConkey, um meio diferencial e levemente 

seletivo para isolamento de organismos Gram-negativos. O disco antibiótico da classe 

selecionada foi colocado na superfície da placa recém-semeada e a mesma foi levada a estufa 

a 35º ± 2° C por 16-18 horas (CDC, 2008; CLSI, 2015). Após 16-18 horas de incubação, cada 

placa foi examinada e os diâmetros dos halos de inibição foram mensurados e avaliados de 

acordo com tabela de Normas Interpretativas para zona de diâmetro e concentração inibitória 

mínima para família Enterobacteriaceae (CLSI, 2017). Os valores de referência se encontram 

descritos na tabela abaixo. 

Tabela 1: Resumo das propriedades dos antibióticos utilizados. 

Agente Antibiótico Concentração do Disco Diâmetros das zonas de inibição 

(mm) 

Resistente Intermediário Sensível 

Cefepima (CPM) 30 µg ≤18 19-24 ≥25 

Ertapenem (ETP) 10 µg ≤18 19-21 ≥22 

Gentamicina (GEN) 10 µg ≤12 13-14 ≥15 

Ampicilina (AMP) 10 µg ≤13 14-16 ≥17 

Ampicilina Sulbactam 

(ASB) 

10/10 µg ≤11 12-14 ≥15 

Cloranfenicol (CLO) 30 µg ≤12 13-17 ≥18 

Tetraciclina (TET) 30 µg ≤11 12-14 ≥15 

Ciprofloxacina (CIP) 5 µg ≤20 21-30 ≥31 

Ceftazidima (CAZ) 30 µg ≤17 18-20 ≥21 

Trimetoprima 

Sulfametoxazol (SUT) 

1,25 µg /23,75 µg ≤10 11-15 ≥16 
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Para controle positivo, todos os discos de antibiótico foram testados com Escherichia 

coli (ATCC 25922) concomitantemente ao teste. 

Os isolados considerados resistentes e intermediários foram estocados em solução de 

TSB e 20% de glicerol. Os resultados fenotípicos foram comparados com os pontos de corte 

interpretativos do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

apresentados na tabela 2. 

Tabela 2: Pontos de corte interpretativos BrCAST/EUCAST. 

Agente Antibiótico Concentração do Disco Diâmetros das zonas de inibição 

(mm) 

Resistente Intermediário Sensível 

Cefepima (CPM) 30 µg <21 21-26 ≥27 

Ertapenem (ETP) 10 µg <22 22-24 ≥25 

Gentamicina (GEN) 10 µg <14 14-16 ≥17 

Ampicilina (AMP) 10 µg <14 - ≥14 

Ampicilina Sulbactam 

(ASB) 

10/10 µg <14 - ≥14 

Cloranfenicol (CLO) 30 µg <17 - ≥17 

Tetraciclina (TET) 30 µg - - - 

Ciprofloxacina (CIP) 5 µg <24 24-25 ≥26 

Ceftazidima (CAZ) 30 µg <19 21-22 ≥22 

Trimetoprima 

Sulfametoxazol (SUT) 

1,25 µg /23,75 µg <11 11 a 13 ≥14 
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3.4 EXTRAÇÃO DE DNA 

A extração de DNA dos isolados considerados resistentes e intermediários, bem como 

do crescimento em Caldo GN (fase de préenriquecimento) foi realizada de acordo com as 

instruções do fabricante do kit comercial para extração de DNA genômico de bactérias Gram-

negativas GeneJET Genomic DNA Purification KIT (ThermoScientific, Lituânia). 

3.5 IDENTIFICAÇÃO DOS GENES DE RESISTÊNCIA 

Isolados intermediários e resistentes foram analisados por PCR para os genes descritos 

na tabela 3. Os primers foram sintetizados pela Eurofins Genomics (Ebersberg, Alemanha) e 

Invitrogen Thermo Fisher Scientific (California, EUA) respaldados em sequências de 

oligonucleotídeos previamente publicadas. 

Tabela 3: Sequência de nucleotídeos, tamanho dos genes e suas respectivas referências. 

Primer Sequência (5’-3’) Condições de PCR Produto Referência 

tem (F) CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 

10 min a 94 ◦C; 30 

ciclos de 40s a 94 

◦C, 40 s a 60 ◦C, 60 

s a 72 ◦C; e 7 min 

de extensão final a 

72 ◦C. 

800 

 

DALLENNE 

et al., 2010 

 
tem (R) CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 

shv (F) AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 

10 min a 94◦C; 30 

ciclos de 40s a 94 

◦C, 40 s a 60 ◦C, 60 

s a 72 ◦C; e 7 min 

de extensão final a 

72 ◦C. 

713 
DALLENNE 

et al., 2010 

shv (R) ATCCCGCAGATAAATCACCA 

oxa (F) GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG 

10 min a 94◦C; 30 

ciclos de 40s a 94 

◦C, 40 s a 60 ◦C, 60 

564 
DALLENNE 

et al., 2010 



 

42 

 

oxa (R) GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 

s a 72 ◦C; e 7 min 

de extensão final a 

72 ◦C. 

int – 1 

(F) 
CTGCGTTCGGTCAAGGTTCT 

03 min a 94 ◦C; 35 

ciclos de 60s a 94 

◦C, 60 s a 68 ◦C, 60 

s a 72 ◦C; e 7 min 

de extensão final a 

72 ◦C. 

882 
LANZ et al., 

2003 

int – 1 

(R) 
GGAATGGCCGAGCAGATCCT 

int – 2 

(F) 
CACGGATATGCGACAAAAAGG 

03 min a 94 ◦C; 35 

ciclos de 60s a 94 

◦C, 60 s a 68 ◦C, 60 

s a 72 ◦C; e 7 min 

de extensão final a 

72 ◦C. 

788 

 

LANZ et al., 

2003 

 
int – 2 

(R) 
GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

int – 3 

(F) 
GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 

03 min a 94 ◦C; 35 

ciclos de 60s a 94 

◦C, 60 s a 68 ◦C, 60 

s a 72 ◦C; e 7 min 

de extensão final a 

72 ◦C. 

979 

LANZ et al., 

2003 

 int – 3 

(R) 
ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

ctx – M 

(F) 

ATGTGCAGYACCAGTAARGTKA

TGGC 

15 min a 95 ◦C; 30 

ciclos de 30 s a 94 

◦C, 30 s a 60 ◦C, 2 

min a 72 ◦C; e 10 

min de extensão 

final a 72 ◦C. 

593 

MONSTEIN 

et al., 2007 

 ctx – M 

(R) 

TGGGTRAARTARGTSACCAGAA

YCAGCGG 
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kpc (F) GTATCGCCGTCTAGTTCTGC 

05 min a 95 ◦C; 30 

ciclos de 60 s a 95 

◦C, 60 s a 56 ◦C, 60 

s a 72 ◦C; e 05 min 

de extensão final a 

72 ◦C. 

635 
AZIMI et al., 

2013 

kpc (R) GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC 

tet – a 

(F) 
GGCCTCAATTTCCTGACG 

01 min a 94 ◦C; 30 

ciclos de 60 s a 94 

◦C, 60 s a 55 ̊C, 2 

min a 72 ◦C; e 10 

min de extensão 

final a 72 ◦C. 

371 
GUILLAUM

E et al., 2000 

tet – a 

(R) 
AAGCAGGATGTAGCCTGTGC 

tet – b 

(F) 
GAGACGCAATCGAATTCGG 

01 min a 94 ◦C; 30 

ciclos de 60 s a 94 

◦C, 60 s a 56 ◦C, 2 

min a 72 ◦C; e 10 

min de extensão 

final a 72 ◦C. 

228 

GUILLAUM

E et al., 2000 

 tet – b 

(R) 
TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC 

uni515 

(F) 

GTGCCAGCMGCCGCGGTA 

 

03 min a 95 ◦C; 40 

ciclos de 15 s a 

95◦C, 60 s a 67 

◦C, 01 min a 72 ◦C; 

e 

05 min de extensão 

final a 72 ◦C. 

312 

BARMAN et 

al., 2008 
 

ent826 

(R) 

GCCTCAAGGGCACAACCTCCAA

G 
 

A. bp: base pairs; B. Ges, per and veb (multiplex PCR); tem, shv and oxa (multiplex PCR); C. S = g ou c; Y = c 
or t; M = a ou c.  
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Os protocolos dos autores descritos na tabela 3 serviram para basear as condições de 

reação encontradas. Para identificação da presença da família Enterobacteriaceae, foi 

utilizado o par de primers (ent826, uni515). Os genes kpc e o integron classe 1, também foram 

pesquisados no DNA multi-espécie proveniente da fase de préenriquecimento. 

3.6 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 

Todos os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 

1.5% (Hexapur Bio Lab, Holanda) com Tris-Borato-EDTA (Promega, EUA) na voltagem de 

90V. A visualização do gel foi realizada através do transiluminador de UV (Forlab, Brasil). 
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4 RESULTADOS 

4.1 AMOSTRAS 

Um total de 5 amostras de brotos do Brasil foram adquiridos de supermercados na 

cidade de Petrópolis/Rio de Janeiro. Todas as amostras analisadas apresentaram os requisitos 

necessários para comercialização. Todos os brotos foram produzidos no estado do Rio de 

Janeiro e sua composição era semelhante: sementes de brotos, livres de agrotóxicos e prontos 

para o consumo.  

4.2 RESISTÊNCIA NA ETAPA DE PRÉ-SELEÇÃO 

Na etapa de pré-seleção em 90% (45/50) dos isolados houve crescimento (Figura 1). 

Os isolados sem crescimento aconteceram somente nos antibióticos ciprofloxacina na amostra 

A e cefepima nas amostras B, C, D e E. 

Figura 1: Etapa de pré-seleção 

 

Da esquerda para a direita: tubo 1 sem inoculo; tubos 2, 3 e 4 triplicatas do isolado (amostra B – antibiótico atm) 

4.3 RESISTÊNCIA FENOTÍPICA 

Todas as 5 amostras de brotos evidenciaram uma microbiota altamente resistente, 

segundo os parâmetros estabelecidos pelo CLSI. Nenhuma das 5 amostras mostraram 
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resistência a todos os 10 antibióticos testados. A taxa de resistência de 9 antibióticos foi 

atingida em 100% das amostras (Gráfico 1). 

Gráfico 1: Resistência fenotípica por amostra, de acordo com os parâmetros do CLSI. 

 

No eixo X (A – E) as amostras de brotos. No eixo Y, o número de antibióticos testados. 

Para os beta-lactâmicos (ceftazidima, ampicilina e ampicilina-sulbactam), assim como 

para ertapenem, tetraciclina e trimetoprima-sulfametoxazol nenhuma amostra se mostrou 

suscetível, representando 60% (6/10) dos antibióticos sem efetividade em todos os brotos 

analisados (Figura 2). Para os quatro antibióticos restantes, que mostraram alguma ação contra 

a microbiota, as resistências ainda se mostraram altas: 80,0% em cloranfenicol, 73,3% em 

ciprofloxacina (fluoroquinolona) e 66,7% em gentamicina. Nenhuma amostra resistente à 

cefepima (quarta geração de cefalosporina) foi encontrada. 
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Figura 2: Disco difusão 

 

Isolado (amostra A - antibiótico gentamicina) 

No total, 45 isolados distintos (fenotipicamente resistentes e intermediários) foram 

selecionados para investigação na PCR. 

4.4 COMPARATIVO DE RESISTÊNCIA FENOTÍPICA 

O trabalho foi fundamentado nos parâmetros estabelecidos pelo CLSI. Porém, quando 

comparados os resultados com os pontos de corte do Comitê Brasileiro sobre Testes de 

Susceptibilidade Antimicrobiana (BrCAST) que é baseado no Comitê Europeu de Teste de 

Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST), os índices de resistência atingem níveis ainda 

mais altos (BRCAST, 2017). Neste caso, isolados sensíveis foram reduzidos mais da metade 

(65%), representando apenas 8,7% do total e apenas três antibióticos mostraram eficácia, 

sendo eles cefepima, ciprofloxacina e cloranfenicol (Gráfico 2). 
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Gráfico 2: Resistência fenotípica total comparando os parâmetros do CLSI e do BrCast. 

 

No eixo Y com valores percentuais. No eixo X a classificação das amostras. 

 

Embora os pontos de corte sejam diferentes para todos os antibióticos testados, apenas 

6 destes tiveram alteração em seus resultados, demonstrado no gráfico 3. Em 64,4% (29/45) 

dos isolados, não houve nenhuma formação de halo, demonstrando nestes casos, a total 

ineficácia destes antibióticos frente a microbiota gram-negativa.  De forma alarmante, em 

nenhuma das amostras testadas com os antibióticos ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprima 

houve ao menos desenvolvimento de halo, e no caso de tetraciclina apenas uma amostra 

desenvolveu halo, porém ainda classificada como resistente. 

Utilizando os parâmetros do BrCAST, os números de resistentes e de intermediários 

sofreram aumento enquanto a susceptibilidade foi bastante reduzida em todos os antibióticos. 

Em gentamicina, por exemplo, que de acordo com o CLSI apresentou 1 amostra suscetível e 

teria esse número reduzido a zero caso o novo parâmetro fosse utilizado. Outros antibióticos 

que sofreram modificação foram a cefepima e o cloranfenicol em que os isolados 

considerados sensíveis e intermediários foram reposicionados como intermediários e 

resistentes, respectivamente. De forma semelhante, no caso da gentamicina, o isolado 

considerado intermediário foi reposicionado como resistente. E, isolados considerados 

sensíveis foram considerados intermediários no caso da Cefepima (Gráfico 3). 
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Gráfico 3: Comparativo dos antibióticos que apresentaram variações na resistência fenotípica 

usando os parâmetros do CLSI e BrCast. 

 

Eixo Y com os valores percentuais.  

 

4.5 RESISTÊNCIA GENOTÍPICA 

 O ensaio da PCR foi realizado com amostras de DNA múlti-espécie. No total, um 

subconjunto de 45 isolados (resistentes ou intermediários) foi testado quanto à presença de 11 

genes de resistência diferentes. Foram encontrados sete genes de resistência distintos em 58% 

(29/50) isolados totalizando 41 genes. 

 Dos brotos analisados, todos apresentaram pelo menos um dos genes de resistência 

pesquisados. Dos 50 isolados de brotos, 22% (11/50) apresentaram amplificações 

correspondentes ao gene int 1 (882pb), portanto, integrons de classe 1. Dos 45 isolados com 

fenótipo de múltipla resistência aos fármacos, 24,4% (11/45) apresentaram amplificações 

correspondentes ao gene int 1 (882pb). Um isolado int 1 positivo também foi positivo para int 

2 (788pb), portanto, integrons classe 2. Dos 18 isolados positivos para integrons, 8% (4/50) 

apresentaram amplificações referentes aos genes int 2 (788pb) e int 3, portanto integrons de 

classe 2 e classe 3 (Figura 3). 

 A maior porcentagem encontrado nos brotos foi do elemento genético ctx (Tabela 4). 

Sendo encontrado em 13 isolados resistentes dos antibióticos testados, inclusive em isolado 

considerado intermediário ao antibiótico cloranfenicol aplicando os pontos de corte do CLSI. 
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Figura 3: Gel de eletroforese dos produtos de PCR de integron classe 3 e tet A. 

 

Gel de agarose 1,5%, 90V, 1h30min, demonstrando amplicons obtidos com o par de iniciadores int 2 (forward e 

reverse), para amplificação do gene int 2. Poço 1 ladder 100bp -3kb, poço 2 controle positivo, poços 4, 5, 6 e 7 

amostras A, C, D e E e antibióticos testados ampicilina e gentamicina, respectivamente.  

Tabela 4: Quantidade de genes de resistência em amostras de brotos em isolados.  

Gene Amostra de broto Quantidade de isolados 

Int 1 100% (5/5) 22% (11/50) 

Int 2 80% (4/5) 8% (4/50) 

Int 3 80% (4/5) 8% (4/50) 

Tet b  60% (3/5) 60% (3/5) 

Ctx 100% (5/5) 26% (13/50) 

Shv 40% (2/5) 8% (4/50) 

Oxa 20% (1/5)  4% (2/50) 
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 Os genes kpc, ent, tem e tet a não foram encontrados em nenhum dos isolados. Apenas 

32% (16/50) dos isolados demonstraram resistência fenotípica e não apresentaram nenhum 

dos genes que foram selecionados para serem testados.  

A distribuição da totalidade dos 41 genes encontrados distribuídos por cada isolado 

resistente está descrita nas tabelas 5 e 6. Um isolado alcançou o número de 3 diferentes genes 

presentes em uma mesma amostra. 

4.6 DETECÇÃO DA FAMÍLIA ENTEROBACTERIACEAE  

 De acordo com a reação de PCR, a família Enterobacteriaceae não foi identificada em 

nenhum dos 50 isolados testados. 

Tabela 5: Resumo dos genes encontrados em cada isolado. 

 Ampicilina 

Sulbactam  

Ampicilina  Gentamicina  Ertapenem  Cefepima  

A Int 1 Int 3    

B    Ctx  - 

C  Int 2, shv Int 3 Shv - 

D  Int 2, shv Int 3 Shv - 

E  Int 2, oxa  Int 3 Oxa  - 

 

Tabela 6: Resumo dos genes encontrados em cada isolado. 

 Sulfametoxazol 

Trimetropima 

Ceftazidima  Ciprofloxacina  

  

Tetraciclina  

 

Cloranfenicol  

 

A Ctx, int 1  -  Int 1, int 2, ctx 

B  Int 1 Int 1   Ctx  

C Ctx, int 1 Ctx, int 1  Tet b Ctx 

D Ctx, int 1 Ctx, int 1  Tet b Ctx 

E Ctx, int 1 Ctx, int 1  Tet b Ctx 

( - ) Representam isolados que não foram considerados resistentes fenotipicamente. Quadros em branco 

representam amostras resistentes, nos quais os genes testados não foram encontrados.  
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5 DISCUSSÃO 

5.1 RESISTÊNCIA FENOTÍPICA  

No presente estudo, 60% (6 de 10) dos antibióticos testados para amostras de brotos 

coletados em Petrópolis, se mostraram resistentes. Para os beta-lactâmicos (ceftazidima, 

ampicilina e ampicilina-sulbactam), assim como para ertapenem, tetraciclina e trimetoprima-

sulfametoxazol nenhuma amostra se mostrou suscetível e para os quatro antibióticos restantes, 

que mostraram alguma ação contra a microbiota, as resistências ainda se mostraram altas: 

80,0% em cloranfenicol, 73,3% em ciprofloxacina (fluoroquinolona) e 66,7% em 

gentamicina. 

Os números de resistência encontrados no estudo são alarmantemente altos, o que é 

particularmente relevante, se tratando de um alimento pronto para consumo e que pode ser 

consumido sem a necessidade de aquecimento ou tratamento térmico que poderia reduzir os 

microrganismos presentes. Em todos os brotos analisados a microbiota se mostrou resistente 

em 9 dos 10 antibióticos testados. 

Conforme Huizinga et al. (2018), além da resistência aos beta-lactâmicos, foram 

encontrados altos níveis de co-resistência a importantes agentes antimicrobianos nos isolados 

de brotos de feijão na Holanda, como ciprofloxacina, trimetoprima-sulfametoxazol e 

tobramicina. A resistência combinada a esses três antibióticos e ao fenótipo ESBL 

(Enterobacteriaceae) esteve presente em 50% dos isolados. Essa taxa de co-resistência é 

maior do que a encontrada em isolados de ESBL-E de portadores humanos, ou seja, 12% 

(REULAND et al., 2013). A resistência combinada aos três antibióticos e ao fenótipo ESBL 

para K. pneumoniae de hemoculturas em quatro hospitais periféricos no sul da Holanda foi de 

18,3% (11 de 60 isolados, período 1-1-2010 ± 1-1-2018). Nenhum dos isolados do estudo 

apresentou resistência a carbapenêmicos ou colistina. 

Huizinga et al. (2018), detectaram que os genes ESBL encontrados em brotos de feijão 

também foram encontrados na população humana. Por exemplo, os genes blaCTX-M-15 e blaCTX-

M-14, que foram detectados em brotos de feijão no estudo, estão entre os genes ESBL mais 

frequentemente detectados em portadores humanos e infecções da corrente sanguínea na 

Holanda (VOETS et al., 2012; WILLEMSEN et al., 2015; VAN DER BIJ et al., 2011). 

Também foi relatado que blaCTX-M-3 e blaCTX-M-27 estão presentes em infecções da corrente 
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sanguínea na Holanda (VAN DER BIJ et al., 2011). O gene ESBL mais comumente detectado 

no estudo, blaSHV-2, também foi relatado como presente em amostras clínicas (VOETS et al., 

2012). No entanto, os genes blaSHV nem sempre são tipados para as variantes específicas 

dentro do grupo, dificultando a comparação dos tipos exatos de shv (WILLEMSEN et al., 

2015; STUART et al., 2010).  

No estudo de Abatcha, Effarizah e Rusul (2018) com vegetais folhosos, carcaças de 

frango e ambientes de processamento relacionados nos mercados de alimentos frescos da 

Malásia, 98% dos isolados produtores de ESBL/AmpC foram multirresistentes, enquanto 

93,3% MDR (resistência a múltiplas drogas) foram relatados para isolados produtores de 

ESBL de um estudo semelhante na Tunísia (BEN SAID et al., 2015). Além disso, 100% dos 

isolados de água de irrigação do rio do estudo de Abatcha et al. (2018) apresentaram fenótipos 

de MDR, que é significativamente maior do que os 42,3% de MDR relatados anteriormente 

em isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBL de água de rio (YE et al., 2017). No 

geral, 63,16% (12/19) dos isolados de espinafre de varejo na África do Sul mostraram um 

fenótipo de MDR, que é inferior ao MDR de 83,78% relatado anteriormente de espinafre em 

varejo na mesma localidade (RICHTER et al., 2019).  

De acordo com Abatcha et al. (2018), a resistência a até quatro classes adicionais de 

antibióticos não-β-lactâmicos foram observadas nos isolados patogênicos potenciais 

produtores de MDR ESBL de amostras de água de rio e espinafre.  Isso incluiu isolados de K. 

pneumoniae com resistência ao cotrimoxazol, um antibiótico clinicamente relevante, 

semelhante aos isolados clínicos em um estudo sul-africano (VASAIKAR et al., 2017). A 

ocorrência (36%) de K. pneumoniae produtora de ESBL MDR ao longo do primeiro cenário 

de produção foi alta, em comparação com estudos semelhantes onde foram relatadas 

ocorrências de 0% (Holanda) e 15% (China) (BLAAK et al., 2014; YE et al., 2017). Isso 

destaca o papel potencial que o ambiente agrícola pode ter como reservatório de patógenos 

oportunistas MDR na produção de produtos frescos. 

No estudo de Zarzecka et al. (2021), os resultados da pesquisa indicaram uma 

discrepância entre o fenótipo e o genótipo de resistência em vários isolados. Alguns deles 

exibiram fenotipicamente a resistência ao antibiótico, embora os genes de resistência 

correspondentes não tenham sido encontrados, corroborando com os achados encontrados no 

presente estudo. A suscetibilidade a um antibiótico, apesar da presença de genes de resistência 
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apropriados, é explicada por diferenças na expressão desses genes, presença de pseudogenes 

ou mutações dentro deles que impedem a transcrição ou tradução. A resistência fenotípica a 

um antimicrobiano específico se deve a vários mecanismos genéticos, alguns dos quais 

permanecem desconhecidos (HUGHES; ANDERSSON, 2017). 

Segundo Hartantyo et al. (2020), a resistência fenotípica a várias classes de 

antibióticos foi observada através de testes de difusão em disco e transporte de elementos 

genéticos associadas ao aumento da virulência (8%, 11 de 147) foi observada por PCR. Os 

isolados multirresistentes foram provenientes de vegetais crus, fígado de frango ou porco e 

um prato de aves pronto para consumo; um isolado de K. pneumoniae multirresistente 

de brotos de feijão cru foi resistente a uma cefalosporina de terceira geração (ceftriaxona).  

No estudo de Hartantyo et al. (2020), K. pneumoniae foi detectado em 21% (147 de 

698) das amostras de alimentos crus e RTE (alimentos prontos para o consumo) coletadas em 

Cingapura. Uma maior taxa de positividade para K. pneumoniae foi observada em alimentos 

crus (45%, 66 de 146) em comparação com amostras RTE (15%, 81 de 552). K. 

pneumoniae foi encontrado em 58% (50 de 86) de vegetais crus (broto de feijão, cebolinha, 

pimenta, salsa, alface, pepino, cenoura e gengibre) e 27% (16 de 60) de frango cru e fígado de 

porco. 

As taxas de resistência a antibióticos de K. pneumoniae isoladas de alimentos crus 

foram cerca de 97% (64 de 66) resistentes à ampicilina e 20% (13 de 66) eram resistentes à 

tetraciclina. Taxas de resistência inferiores a 15% foram observadas para ciprofloxacina 

(12%, 8 de 66), cloranfenicol (8%, 5 de 66), sulfametoxazol-trimetoprim (8%, 5 de 66), 

amoxicilina-ácido clavulânico (6%, 4 de 66), ácido nalidíxico (2%, 1 de 66), amicacina (2%, 

1 de 66) e ceftriaxona (2%, 1 de 66). Nenhum isolado de K. pneumoniae (0 de 66) mostrou 

resistência à gentamicina ou norfloxacina (HARTANTYO et al., 2020). 

Para as autoridades de saúde pública, abordar a questão das bactérias resistentes aos 

antibióticos na cadeia de abastecimento alimentar requer esforços concertados entre as 

agências. A nível internacional, a OMS delineou um plano de ação global para combater a 

resistência antimicrobiana. Embora seja ideal conter a propagação da resistência aos 

antibióticos por meio da proibição do uso de antibióticos na agricultura e na produção de 

alimentos, essas restrições extremas podem enfrentar oposição. Aumento do custo de 

produção de alimentos devido à redução no rendimento total e tamanho de crescimento dos 
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animais, bem como o aumento da ocorrência de doenças animais e infecções transmitidas por 

alimentos (CLSI, 2014; DOYLE, 2006) quando os antibióticos não são usados, é uma 

preocupação. Assim, tanto a administração quanto a regulação de antibióticos precisam ser 

realizadas com prudência.   

No ambiente natural, durante a germinação das sementes, ocorre o aumento de suas 

respostas defensivas por meio da biossíntese de fenólicos incluindo vitaminas, enzimas e 

receptores modificados (RANDHIR; SHETTY, 2007). Entre os mecanismos defensivos 

aprimorados durante a germinação (brotação), as defesas antimicrobianas podem estar 

altamente envolvidas. No entanto, essas defesas não foram cobertas adequadamente em brotos 

germinados na maioria das plantas medicinais que produzem sementes. Os metabólitos 

fenólicos de plantas estão ganhando interesse devido ao seu potencial papel na prevenção e 

tratamento de doenças humanas. Nos últimos anos, o uso de fitoconstituintes como agente 

antimicrobiano natural comumente chamado de “biocidas” vem ganhando popularidade 

(SMID; GORRIS, 1999). As leguminosas são consideradas alimentos básicos para diferentes 

classes de pessoas em todo o mundo. A partir do estudo de Valli e Gowrie (2019), os 

resultados são evidências claras de que os brotos têm uma forte propriedade antibacteriana 

natural, pois os brotos frescos mostraram zona de inibição proeminente contra bactérias 

patogênicas e também mostraram zona mínima de inibição contra Escherchia coli, o que 

indicou que quando esses brotos são consumidos não afetará nossa flora microbiana natural 

intestinal. Essas propriedades biológicas e a presença de potenciais metabólitos secundários 

como terpenóides e flavonóides também podem ser responsáveis pela atividade antibacteriana 

natural dos brotos. 

5.2 RESISTÊNCIA GENOTÍPICA 

5.2.1    Integrons 

No presente estudo, nos brotos analisados a maior prevalência encontrada foi de 

integron classe 1, encontrado em isolados resistentes em 5 dos 10 antibióticos testados e em 

22% (11/50) das amostras. A maior quantidade foi verificada em sulfametoxazol/trimetoprima 

e ceftazidima, onde foi detectado em 80% dos isolados e ampicilina/sulbactam, ciprofloxacina 

e cloranfenicol com 20% em ambas. Por outro lado, os integrons classe 2 e classe 3, foram 
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encontrados em isolados resistentes em apenas 2 dos 10 antibióticos testados e em 8% (4/50) 

das amostras. 

Os resultados do estudo de Mohamed et al. (2020) mostraram que todos os 18 (100%) 

dos isolados de vegetais prontos para o consumo contêm integrons de classe 1, conforme 

indicado pelo tamanho do produto de PCR de 483 pb. Integrons são elementos de genes 

móveis que contêm dois segmentos conservados e um cassete de gene variável central que 

comumente codifica para resistência a antibióticos. No estudo, todos os isolados de legumes 

prontos para o consumo foram positivos para integrons classe 1, que é maior do que a taxa 

relatada para E. coli isolada de carne cozida na China (14,7%) (YU et al., 2016).  

A transferência horizontal de genes (HGT) foi considerada um importante mecanismo 

de transferência de ARGs (genes de resistência a antibióticos) (PARTRIDGE et al., 2018). Os 

integrons, que poderiam capturar os cassetes de genes contendo ARGs, bem como estar 

localizados nos transposons, plasmídeos conjugativos e sequências de inserção, foram 

comumente escolhidos para rastrear o potencial HGT (PARTRIDGE et al., 2018; SHI et al., 

2018). Os integrons foram originalmente encontrados em relação aos ARGs (STOKES; 

HALL, 1989), e até agora têm sido frequentemente descobertos em genomas bacterianos 

sequenciados (CHEN et al., 2015).  

Para Wang et al. (2020), as relações de integrons com ARGs, sugerindo o papel 

central na ocorrência e disseminação de ARGs possivelmente desempenhados por integrons 

(intl1 e intl2) em sistemas de tratamento de FW (desperdício de comida). Esses resultados 

foram consistentes com estudos anteriores sobre esterco, esgoto e resíduos sólidos urbanos 

(HE et al., 2014; SU et al., 2015; WANG et al., 2019). Além disso, a abundância relativa 

aumentada de intl1, intl2 e ARGs totais do FW inicial ao FW tratado, bem como as fortes 

correlações, podem sugerir que os integrons apresentam contribuições significativas na 

disseminação de ARGs durante os processos de tratamento de FW. Os integrons existiam 

amplamente em ambientes ecológicos (GILLINGS et al., 2008), e também foi relatado que os 

ARGs estavam altamente localizados em cassetes de integrons (AN et al., 2018). Integrons 

geralmente incorporados em MGEs (elementos genéticos móveis) e eram altamente 

abundantes em cepas bacterianas clínicas e ambientais (NDI; BARTON, 2011; PARTRIDGE 

et al., 2009; YAN et al., 2010). 
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Conforme Lei et al. (2019), das 51 cepas de V. parahaemolyticus isoladas de amostras 

de alimentos RTE (comidas prontas para o consumo), nenhum isolado intI2-positivo e intI3-

positivo foi detectado. Entretanto, todos os isolados foram positivos para o gene intI1. Esses 

resultados são consistentes com os achados de um estudo anterior focado em V. 

parahaemolyticus isolado de pepinos-do-mar cultivados (Apostichopus japonicas) relatados 

na China (JIANG et al., 2014), mas é contraditório com os achados de estudos anteriores 

focados em V. parahaemolyticus coletado de amostras ambientais e clínicas no Chile, nas 

quais nenhum dos genes de integrases de classe 1, 2, 3 foi detectado (DAUROS et al., 2011). 

Esses resultados também confirmam o fato de que os integrons de classe 1 são os integrons 

mais comuns em bactérias Gram-negativas (FANG et al., 2019; ODUMOSU et al., 2013). 

Segundo Xiong et al. (2019), todos os 11 genes RAM (resistentes a antibióticos), de 

carne crua e produtos aquáticos, vegetais e frutas frescas no sul da China, que conferem 

resistência a seis classes principais de antibióticos, tetraciclina, aminoglicosídeo, 

cloranfenicol, eritromicina, sulfonamida e quaternium, e intI1 de integron de classe 1 foram 

detectados em amostras de alimentos crus ou frescos isolados de Guangzhou e Xiamen. Os 

resultados mostram que os genes RAM em amostras de alimentos não são apenas diversos, 

mas também notavelmente abundantes, o que juntos oferece uma maior probabilidade de 

dispersão e/ou transferência horizontal na cadeia alimentar. A disseminação de genes RAM 

está fortemente ligada a elementos genéticos móveis, como plasmídeos, integrons e 

transposons, dos quais integrons de classe 1 têm uma grande responsabilidade pelo 

enriquecimento de genes RAM em bactérias transmitidas por alimentos (GHALY et al., 

2017).  

Portanto, foram analisadas a ocorrência e abundância intI1 do integron de classe 1, e 

seus mais comumente contêm cassetes de resistência que codificam genes aadA, bem como 

qacE, sulI e sulII nas amostras de alimentos crus ou frescos. Esses cinco genes foram muito 

prevalentes e abundantes nas amostras, com detecção de frequência de 91,60%, 95,80%, 

92,44%, 93,28% e 95,80%, respectivamente. A distribuição generalizada dos genes intI1, 

aadA, qacE, sulI e sulII foi consistente com relatórios anteriores (JIANGet al., 2017; WANG 

et al., 2015). Esses genes associados a integrons podem desempenhar papéis significativos na 

disseminação e manutenção da resistência antimicrobiana na cadeia alimentar (XIONG et al., 

2019). 
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Os resultados da distribuição de integrons classe 1 em diferentes tipos de alimentos, 

demonstrou menor prevalência deste gene associado a produtos aquáticos. Foi relatada a 

menor prevalência destes genes em bactérias isoladas de produtos aquáticos quando 

comparadas com as bactérias de produtos agrícolas (FENG et al., 2011; TRONGJIT; 

ANGKITTITRAKUL; CHUANCHUEN, 2016; YANG et al., 2017). 

Segundo Trocado et al. (2021) foram encontrados oito diferentes genes de resistência 

em sucos de frutas frescas de um hospital público do Rio de Janeiro, são eles: shv, tem, int2, 

int3, ctx, oxa-48, tetA e tetB. Considerando a quantidade de amostras, foram encontrados 102 

genes no total, incluindo genes de resistência e genes da família Enterobacteriaceae. Todas as 

amostras apresentaram pelo menos um dos oito genes de resistência pesquisados. Os genes 

não encontrados foram: int1, ges, per, veb, oxa, ndm, vim e imp. 

Para Trocado et al. (2021), os integrons das classes 2 e 3 (int2 e int3) representam um 

achado importante deste estudo, demonstrando a possibilidade de resistência adquirida 

mediada por elementos genéticos móveis, uma vez que os integrons abrigam os cassetes 

gênicos, capazes de incorporar novos genes (HALL, 2001; OPAL; MEDEIROS, 2005). 

Nenhum dos isolados apresentou a presença de int1, mas 4 isolados apresentaram int 2 

(amostras A e B: suco de laranja) e apenas 1 isolado apresentou o int3 (amostra E: suco de 

laranja). No entanto, Jones-Dias et al. (2016) mostraram a presença do integron 1 em maior 

número ao avaliar isolados de bactérias pertencentes a Enterobacteriaceae de frutas e 

hortaliças frescas e uma menor representação do integron 2 e 3, confirmando também a menor 

participação das classes 2 e 3 de integrons na multirresistência a antibióticos (JONES-DIAS, 

2016). 

O estudo de Jones-Dias et al. (2016) concentrou-se na avaliação de produtos 

cultivados organicamente e convencionalmente em relação à não suscetibilidade a antibióticos 

e ao conteúdo de integrons. No geral, levou a três principais descobertas globais. Primeiro, 

bactérias Gram negativas foram isoladas de frutas e vegetais crus e não lavados. A detecção 

de bactérias Gram negativas resistentes a antibióticos de diferentes espécies em amostras 

distintas de hortaliças de varejo, após a seleção de diferentes morfotipos, mostrou diversidade 

de espécies bacterianas e uma variedade de padrões e mecanismos de suscetibilidade a 

antibióticos. De fato, as abordagens de morfotipo de colônia têm o potencial de super ou 

subestimar a verdadeira diversidade de espécies, devido à variação na morfologia da colônia 
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dentro de espécies individuais ou à incapacidade de diferenciar uma morfologia de colônia 

comum a várias espécies (LEBARON et al., 1998).  

Assim, no estudo de Jones-Dias et al. (2016), foram focados na avaliação e avaliação 

da diversidade enquanto quaisquer conclusões quantitativas foram tiradas com cautela. No 

geral, foi detectada distribuição similar de espécies em produtos vegetais de produção 

orgânica e convencional. No entanto, deve-se notar que a manipulação inadequada de 

produtos frescos pode contribuir em algum grau para a presença de bactérias resistentes a 

antibióticos em produtos alimentícios (VAN HOEK et al., 2015). Em segundo lugar, a 

comparação com outros relatos de bactérias Gram negativas recuperadas de vegetais revelou 

que este estudo encontrou níveis mais baixos de resistência. Estes geralmente incluíam não 

suscetibilidade à cefalosporina de terceira geração em Enterobacteriaceae, sugestivo de 

produção de ESBL (KIM et al., 2015). A terceira conclusão principal foi que certos produtos 

orgânicos e convencionais continham isolados que abrigavam integrons de classe 1, 2 e/ou 3 

que também carregavam genes de resistência a antibióticos adquiridos clinicamente não 

relacionados, o que pode contribuir para a disseminação da resistência a antibióticos na cadeia 

alimentar. 

Uma alta porcentagem dos isolados produtores de ESBL/AmpC no estudo de Richter 

et al. (2020) abrigava ainda integrons, o que é consistente com relatórios anteriores (BEN 

SAID et al., 2015; YE et al., 2017). Os integrons de classe 1 foram detectados em 47,96% dos 

isolados produtores de MDR ESBL/AmpC de ambos os cenários, correspondendo aos 

resultados relatados (MA et al., 2017; YE et al., 2017). Semelhante aos resultados relatados 

por Freitag et al. (2018), nenhum integron de classe 2 foi detectado no estudo atual. Isso 

contrasta com estudos anteriores onde os integrons de classe 2 foram predominantemente 

detectados, seguidos por integrons de classe 1 de vegetais crus de salada vendidos no Canadá 

(BEZANSON et al., 2008). Neste estudo foi interessante que os integrons classe 3 foram os 

mais prevalentes, detectados em 72,92% (35/48) dos isolados produtores de ESBL/AmpC. 

Isso contrasta com estudos anteriores em que apenas integrons de classe 1 foram detectados 

em amostras de água e alimentos de varejo (YE et al., 2017).  
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5.2.2    Genes de resistência a tetraciclina 

Em nosso estudo 100% dos brotos analisados tiveram microbiota resistente a 

tetraciclina e em 60% dos casos a resistência está provavelmente relacionada à presença de 

um gene encontrado (tet b). Em 60% (3/5) dos brotos tet b estava presente.  

No estudo Blau et al. (2018), quase todos os isolados da salada mista contendo E. 

coli foram resistentes a antibióticos de pelo menos uma classe, e dois isolados foram 

resistentes a oito classes de antibióticos, tetraciclinas, penicilinas, cefalosporinas de terceira 

geração, fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, sulfonamidas, fenicols e trimetoprima. A 

maioria das E. coli resistentes à tetraciclina também apresentou resistência à ampicilina e 

amoxicilina (84%) e trimetoprima (73%). Resistências à ofloxacina, ciprofloxacina, 

sulfadiazina e estreptomicina também foram comuns.  

Segundo Lam et al. (2020), foram examinados a frequência de alface carregando 

diferentes genes de resistência. Vinte amostras de alface de cada método de produção foram 

adquiridas em supermercados locais de Hong Kong. Foram comparados a frequência de 

amostras com tetb, tetx, sul1, sul2 e int1 nos três grupos por PCR. Nenhuma diferença 

significativa foi encontrada em todos os genes testados. Tet b foi encontrado em 13 amostras 

de alface convencional e 10 de alface orgânica e hidropônica.  

O índice de resistência a múltiplos antibióticos (MAR) no estudo de Abatcha, 

Effarizah e Rusul (2018), em vegetais folhosos, carcaças de frango e ambientes de 

processamento relacionados nos mercados de alimentos frescos da Malásia, de Salmonella 

variou de 0,08 a 0,83, e o padrão de resistência mais prevalente foi STeS₃. Onze dos 16 genes 

resistentes, dentre eles, tet a e tet b, foram detectados entre os isolados de Salmonella 

resistentes.  

No estudo de Abatcha, Effarizah e Rusul (2018), dos 83 isolados resistentes à 

tetraciclina, apenas tet a foi encontrado em 76 isolados e 3 foram positivos para ambos tet 

a/tet b, respectivamente. Nenhum isolado foi positivo para tet c e tet g. Semelhante ao tet a, o 

gene tet b é difundido entre Salmonella e foi localizado em plasmídeos transferíveis (LOPES 

et al., 2016), e é facilmente transferido (ROBERTS, 2005). 

Foram encontrados oito diferentes genes de resistência no estudo de Trocado et al. 

(2021) em amostras de frutas frescas, incluindo tet a e tet b. Os genes tet a e tet b são 

conhecidos por codificar resistência às tetraciclinas através do sistema de bomba de efluxo. 
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Esses dois genes foram encontrados em amostras de diversos alimentos, incluindo vegetais e 

frutas, laranja por exemplo, sendo o gene tet a presente em maior número seguido pelo tet b 

(XIONG et al. 2019). Tal fato que contrapõem os resultados do presente estudo. 

5.2.3    Genes produtores de β-lactamases 

Em nossas análises, o gene produtor de ESBL encontrado em maior número de 

amostras foi o ctx, presente em 5 dos 5 brotos analisados, sendo identificado em 26% (13/50) 

dos isolados resistentes. Com prevalência entre os isolados resistentes a: ertapenem, 

sulfametoxazol/trimetropima, ceftazidima e cloranfenicol. Para o gene shv, foram encontrados 

em 2 das 5 amostras analisadas, em 8% (4/50) isolados, incluindo ampicilina e ertapenem. Por 

fim, o gene oxa foi encontrado em 1 dos 5 brotos em isolados resistentes com um percentual 

de 4% (2/50).  

No estudo de Huizinga et al. (2018), 19,1% das amostras de brotos de feijão estavam 

contaminadas com ESBL-E, com uma porcentagem notável de isolados de Klebsiella na 

ausência de E. coli. Os isolados são resistentes a várias outras classes de antibióticos e são 

geneticamente muito diversos ao longo do tempo. Portanto, brotos de feijão são uma possível 

fonte comunitária de Klebsiella spp. produtora de ESBL. 

Os genes ESBL detectados em brotos de feijão também foram detectados na 

população humana. Por exemplo, os genes blaCTX-M-15 e blaCTX-M-14, que foram detectados em 

brotos de feijão no estudo atual, estão entre os genes ESBL mais frequentemente detectados 

em infecções de transporte humano e da corrente sanguínea na Holanda (VOETS et al., 2012; 

WILLEMSEN et al., 2014; VAN DER BIJ et al., 2011). 

Também foi relatado que blaCTX-M-3 e blaCTX-M-27 estão presentes em infecções da 

corrente sanguínea na Holanda (VAN DER BIJ et al., 2011). Embora genes ESBL 

semelhantes sejam encontrados em brotos de feijão e humanos, é difícil julgar o impacto do 

reservatório do gene ESBL em brotos de feijão em humanos, pois este estudo não foi 

projetado para fazer uma comparação direta. No entanto, brotos de feijão têm o potencial de 

espalhar Enterobacteriaceae para humanos, como foi demonstrado por vários surtos 

de Enterobacteriaceae patogênicas em humanos no passado (BIELASZEWSKA et al., 2011; 

BUCHHOLZ et al., 2011). 
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Todos os isolados produtores de ESBL continham genes blaCTX-M nos vegetais 

analisados no estudo de Freitag et al. (2018), três em combinação com um gene blaTEM. 

Quatro dos genes blaCTX-M pertenciam ao grupo blaCTX-M-9: blaCTX-M-14 (n=2), blaCTX-M-65 e 

blaCTX-M-125 em um único isolado cada. Dois genes, blaCTX-M-15, pertenciam ao grupo blaCTX-M-

1. O gene restante, blaCTX-M-2, pertencia ao grupo blaCTX-M-2. De acordo com os resultados do 

estudo de Huizinga et al. (2018), também Kim et al. (2015) encontraram o grupo blaCTX-M-9 

sendo o mais prevalente (somente blaCTX-M-14), seguido pelo grupo blaCTX-M-1 (somente blaCTX-

M-15). O blaCTX-M-65 foi bem descrito em isolados de E. coli de humanos e animais saudáveis na 

China e Coréia (YANG et al., 2014; ZHENG et al., 2012) e na América (TATE et al., 2017). 

Um estudo da Suíça (ZURFLUH et al., 2015) encontrou blaCTX-M-65 em alimentos da 

República Dominicana e do Vietnã. Até onde se sabe, este é o primeiro isolamento de blaCTX-

M-65 em alimentos da Europa (originária da Holanda). Um estudo da Holanda investigou a 

prevalência de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL e AmpC em vegetais de varejo (VAN 

HOEK et al., 2015). Neste estudo, um isolado de E. coli de aipo branqueado carregava um 

gene blaSHV-12. E nenhum gene blaCTX-M foi encontrado.  

Dois MDR E. coli que abrigam os genes ESBL clinicamente importantes blaCTX-M-3 e 

blaCTX-M-27 foram isolados a partir de água de lavagem reciclada (NUESCH-INDERBINEN et 

al., 2015). O isolado produtor de ctx-m-27 pertencia à cepa pandêmica altamente virulenta de 

E. coli B2:ST131, que está associada a infecções graves em humanos, predominantemente 

infecções do trato urinário e bacteremia (ROGERS; SIDJABAT; PATERSON, 2011). Como 

essa água de lavagem reciclada é usada para irrigação de culturas, ela representa uma fonte 

potencial de contaminação cruzada com patógenos (GIL et al., 2009). A detecção de uma E. 

coli produtora de ESBL é ilustrativa da necessidade de também controlar a qualidade 

microbiana dessa água. 

Um estudo relatou que vários tipos de ESBLs, incluindo os genes blaTEM, blaSHV e 

blaCTX-M, foram detectados com mais frequência em E. coli e K. pneumoniae no Japão 

(CHONG et al., 2011). Os resultados do estudo de Kim et al. (2015), indicam que o 

mecanismo genético subjacente à propagação de genes ESBL tornou-se mais variável e 

complexo. Todos os 14 isolados positivos de brotos de alfafa para ctx-m carregavam o gene 

blaCTX-M pertencente ao cluster ctx-m-1 ou ctx-m-9. O sequenciamento de todo o gene blaCTX-

M identificou todos os isolados ctx-m do grupo 9 produzindo ctx-m-14 (n = 9), e todos os 
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isolados ctx-m do grupo 1 produzindo ctx-m-15 (n = 3) ou ctx-m-55 (n = 2). Os tipos ctx-m, 

particularmente ctx-m-15 e ctx-m-14, são o tipo mais prevalente de ESBLs no mundo 

(EWERS et al., 2012). O ctx-m-14 também está entre os tipos de ESBL mais prevalentes 

observados em animais de companhia (30%) e aves (33%), na Ásia (EWERS et al., 2012). O 

ctx-m-55 é conhecido por ser um derivado do ctx-m-15 (KIRATISIN et al., 2007), e é 

disseminado principalmente na China (ZHANG et al., 2011). Lee et al. (2013) relataram um 

caso de ctx-m-55 em uma mulher coreana que viajou para a China e sugeriram que bactérias 

produtoras de ESBL podem se disseminar pela população. E. coli produtora de ctx-m-55, 

detectada em vegetais neste estudo, indicam que produtos frescos também podem ser 

suspeitos de serem portadores de organismos produtores de ESBL (KIM et al., 2015). 

Conforme Margot et al. (2016), as três Enterobacteriaceae produtoras de ESBL 

isoladas de amostras de brotos pertenciam às espécies Klebsiella variicola, Enterobacter 

cloacae e E. coli. O isolado de Klebsiella variicola abrigou o gene blaCTX-M-14 clinicamente 

importante e originou-se de uma mistura de brotos (feijão mungo, lentilha e grão de bico). O 

isolado de Enterobacter cloacae que abrigou blaCTX-M-3 originou-se de uma amostra de brotos 

de feijão mungo. O isolado de E. coli foi obtido de outra amostra de brotos de feijão mungo, 

abrigava o gene blaCTX-M-14 clinicamente importante e pertencia ao filogrupo A de E. coli. 

Todos os 3 isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBL eram resistentes a ampicilina, 

cefalotina e cefotaxima. Este isolado de E. coli foi adicionalmente resistente à tetraciclina e o 

isolado de Enterobacter cloacae à amoxicilina-ácido clavulânico. 

No estudo de Huizinga et al. (2018), os seguintes genes ESBL foram detectados em 

brotos de feijão: em 9 (34,6%) isolados o gene blaSHV-2, em 5 (19,2%) o gene blaCTX-M-3, em 4 

(15,4%) tanto o gene blaSHV-27 quanto gene blaCTX-M-3, em 3 (11,5%) o gene blaCTX-M-14, em 3 

(11,5%) o gene blaCTX-M-27 e em 2 (7,7%) o gene blaCTX-M- 15 gene. Em dois isolados contendo 

o gene blaCTX-M-3, o gene blaSHV-99 também foi detectado, com um nucleotídeo incompatível.  

O gene ESBL mais comumente detectado no estudo atual, blaSHV-2, também foi 

relatado como presente em amostras clínicas (VOETS et al., 2012). No entanto, o blaSHV os 

genes nem sempre são tipados para as variantes específicas dentro do grupo, dificultando a 

comparação dos tipos exatos de shv (WILLEMSEN et al., 2015; STUART et al., 2010). 

De acordo com Voets et al. (2012), a distribuição populacional de beta-lactamase que 

confere resistência a cefalosporinas, demonstrou que os genes dos grupos ctx-m foram 
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detectados com mais frequência (em 446 isolados), seguidos pelos genes shv (em 56 isolados) 

e tem (em 46 isolados). O sequenciamento de 314 isolados revelou 16 variantes ctx-m, 3 

variantes shv, 4 variantes tem, uma ges-1 e uma per-5. Os isolados ctx-m-15 foram, em 

média, suscetíveis a 4,5 dos 8 antibióticos testados, o que foi menor do que os isolados que 

abrigam tem-52, ctx-m-1 ou ctx-m-14 e um padrão de co-resistência semelhante aos isolados 

que abrigam shv-12 (HUIZINGA et al., 2018). 

Conforme Zurfluh et al. (2015), nove cepas foram identificadas como produtoras de 

ESBL do tipo shv dentre as hortaliças frescas pesquisadas. Cinco (55,6%) eram shv-2 e três 

(33,3%) eram shv-12. Um (11,1%) produtor de shv-2a foi detectado. Cinco isolados de K. 

pneumoniae (19,2%) abrigavam shv-2, um (3,8%) carregava shv-2a e um carregava shv-

12. Como achado incidental, observou-se que os genes não ESBL blaSHV-26, blaSHV-36, blaLEN-

LIKE e blaOKP-5A-LIKE estavam presentes em vários isolados de K. pneumoniae. O isolado de E. 

aerogenes continha blaCTX-M-15 e o isolado de C. sakazakii transportava blaSHV-2. 

Segundo Kim et al. (2015), os tipos tem, shv e ctx-m são as famílias de ESBL 

clinicamente mais importantes (PATERSON; BONOMO, 2005). Todos os 19 isolados 

produtores de ESBL identificados no estudo com vegetais prontos para o consumo abrigavam 

os genes blaTEM, blaSHV e blaCTX-M, sozinhos ou em combinação, que carregavam blaSHV 

sozinho, enquanto 3 (15,8%), 3 (15,8%), 4 (21,1%) e 7 (36,8%) apresentaram co-ocorrência 

de blaTEM + blaSHV, blaTEM + blaCTX-M, blaSHV + blaCTX-M e blaTEM + blaSHV + blaCTX-M, 

respectivamente. 

Tem e shv, os tipos predominantes de famílias de ESBL relatados na década de 1990 

(PATERSON; BONOMO, 2005), têm sido frequentemente detectados. Um estudo relatou que 

vários tipos de ESBLs, incluindo os genes blaTEM, blaSHV e blaCTX-M, foram detectados com 

mais frequência em E. coli e K. pneumoniae no Japão (CHONG et al., 2011). Os resultados 

indicam que o mecanismo genético subjacente à propagação de genes ESBL tornou-se mais 

variável e complexo. 

Ao contrário do gene ctx-m, alguns genes tem e shv são fenotipicamente ESBLs-

negativos como certas substituições de aminoácidos ao redor do sítio ativo da enzima 

responsável pela hidrólise das cefalosporinas de terceira geração (COHEN STUART et al., 

2010). Embora as variantes não ESBL, bem como as variantes ESBL, tenham sido detectadas 

neste estudo, todos os isolados abrigaram pelo menos uma das variantes ESBL. 
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Segundo Usui et al. (2019), foram identificadas e caracterizadas cepas produtoras de 

ESBL em vegetais frescos. Com o teste de disco duplo, foi observada sinergia em 10 

Pseudomonas spp. isolados de 10 amostras, indicativos de produção de ESBL. Oito tipos de 

Pseudomonas spp. dessas cepas foram identificadas com base no sequenciamento do gene 

16S rRNA. A PCR e o sequenciamento confirmaram que 7 desses 10 isolados abrigavam o 

gene blaTEM-116 e os outros três abrigavam o gene blaSHV-12. 

Foram encontradas bactérias produtoras de ESBL em 7,7% das amostras de vegetais 

frescos que foram testados. Embora os métodos de isolamento fossem diferentes, taxas de 

contaminação de 6 a 25% de bactérias produtoras de ESBL em vegetais foram relatadas em 

vários países (ISEPPI et al., 2018; KIM et al., 2015; REULAND et al., 2014). Os únicos 

genes ESBL detectados neste estudo foram blaSHV-12 e blaTEM-116; blaCTX-M, uma b-lactamase 

frequentemente isolada de gado e carnes japonesas (HAYASHI et al., 2018; HIKI et al., 2014; 

KOJIMA et al., 2005), não foi detectada neste estudo. Esses resultados sugerem ainda que os 

tipos prevalentes de genes ESBL entre os vegetais japoneses diferem daqueles em gado e 

carnes de varejo. Embora a origem dos genes ESBL em vegetais japoneses detectados neste 

estudo não seja clara, os resultados sugerem que ARGs, incluindo ESBLs, em vegetais 

japoneses não são apenas derivados de animais (USUI et al., 2019). 

No geral, o ARG mais comumente detectado no estudo de Raseala, Ekwanzala e 

Momba (2020) foi blaTEM em 85% (n = 34) de E. coli O157:H7 produtora de ESBL. Um total 

de 416 amostras de solo (n = 104), esterco (n = 104), água de irrigação (n = 104) e amostras 

de corpo d'água (n = 104) foram coletadas da Fazenda TUT Bon Accord. Esta propriedade 

tem algumas habitações existentes bem como currais de gado, e outras infraestruturas 

agrícolas e a maior parte da área é cultivada. Os principais animais da fazenda incluem 

bovinos, suínos e galinhas que receberam antibióticos veterinários para tratamento e 

promoção do crescimento. Planta repolho, couve-flor, brócolis, couve de Bruxelas e espinafre 

são cultivados nesta premissa. O ARG blaTEM foi seguido por blaOXA, que foi encontrado em 

70% (n = 28) dos isolados.  Todos os isolados do solo apresentaram blaTEM e blaOXA, 

enquanto que os isolados da água de irrigação e esterco tiveram nove detecções 

para blaTEM e blaOXA. Nenhum isolado transportou blaNDM, blaOXA ou sul1 do estrume e da 

massa de água.  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034120307139#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034120307139#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034120307139#!
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O uso de antibióticos não é recomendado para o tratamento da infecção causada por E. 

coli O157:H7 (AMIRLAK; AMIRLAK, 2006). No entanto, relatos de cepas de E. 

coli resistentes podem exigir tratamentos em indivíduos imunocomprometidos e 

crianças. Assim, no estudo de Raseala, Ekwanzala e Momba (2020), foram avaliados a 

espinha dorsal genética de uma classe de antibióticos de primeira linha “classe beta-

lactâmicos” que é usada contra bactérias Gram-negativas que conferem multirresistência a 

antibióticos como penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas e carbapenêmicos 

(ertapenem). BlaTEM e blaOXA são os genes que conferem resistência à ampicilina e cefalotina 

e são caracterizados por sua alta atividade hidrolítica contra oxacilina e cloxacilina e pelo fato 

de serem pouco inibidos pelo ácido clavulânico. 

5.2.4    Legumes e frutas como reservatório de bactérias gram negativas β-lactâmicas e 

resistentes à colistina 

No estudo de Zurfluh et al. (2015), os autores avaliaram a presença de 

Enterobacteriaceae produtoras de ESBL em 68 vegetais importados da República 

Dominicana, Índia, Tailândia e Vietnã via aeroporto nacional de Zurique, e 101 amostras 

foram adquiridas na cidade de Zurique. No total, 60 produtores de ESBL foram recuperados, 

incluindo E. coli produtora de blaCTX, blaSHV (blaCTX-M-15, blaCTX-M-55, blaCTX M-14, blaCTX-M-65, 

blaCTX-M-1 e blaSHV-12) e cepas de K. pneumoniae (blaCTX-M-15, blaCTX-M-14, blaCTX-M-3, blaCTX-M-

27, blaCTX-M-63, blaSHV-2, blaSHV-2A e blaSHV-12. Além disso, os genes blaCTX-M-15 e blaSHV-2 foram 

identificados em E. cloacae, E. aerogenes e C. sakazakii, respectivamente. 

Na África, o primeiro registro de ESBL e/ou GNB (resistente aos carbapenêmicos) 

positivo para cefalosporinase foi observado em 2019 na África do Sul. Neste relatório, 545 

amostras de vegetais, incluindo espinafre, pepino, tomate, feijão verde e alface, foram 

coletadas de quitandas, vendedores ambulantes de carrinhos, varejistas formais e vendedores 

em dois mercados de agricultores de setembro de 2017 a maio de 2018. Os genes ESBL foram 

detectados em 39 cepas, enquanto a produção de AmpC foi observada em 20 cepas 

pertencentes a 10 gêneros de Enterobacteriaceae incluindo S. fonticola, Serratia marcescens, 

E. coli, E. cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter cowanii, Enterobacter ludwigii, R. 

aquatilis, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis e 

Proteus penneri. Diferentes genes blaCTX-M foram obtidos, incluindo blaCTX-M-14 (n = 15), 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034120307139#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034120307139#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034120307139#!
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blaCTX-M-15 (n = 6), blaCTX-M-27 (n = 4) e blaCTX-M-55 (n = 3). Além disso, o gene blaTEM-3 (n = 

3), bem como os genes blaSHV que codificam blaSHV-18 (n = 6), blaSHV-28 (n = 1) e blaSHV-154 (n 

= 1) foram detectados. Três isolados carregavam mais de um gene ESBL; duas cepas (E. 

cowanii e E. coli) continham o gene blaTEM-3 em associação com os genes blaSHV-18 e blaCTX-M-

14, respectivamente, enquanto um isolado de E. coli carregava blaCTX-M-14, blaSHV-18 e genes 

blaTEM-3 (RICHTER et al., 2019). 

Na China, uma pesquisa nacional investigou a prevalência de Enterobacteriaceae 

produtoras de ESBL em alimentos de varejo, onde foram obtidos quatro isolados. Três foram 

identificados como E. coli e um como C. freundii isolado de vegetais de varejo, incluindo 

tomate, pepino e coentro. O isolado de C. freundii carregava os genes blaCTX-M e blaOXA, 

enquanto dois isolados de E. coli carregavam os genes blaCTX-M e blaSHV e uma outra cepa de 

E. coli carregava os genes blaCTX-M, blaSHV e blaTEM (YE et al., 2018). Na Malásia, os genes 

ESBL ou AmpC foram detectados em dois isolados de E. coli (blaCTX-M-55 e blaCTX-M-65) e dois 

de K. pneumoniae (blaCTX-M-15, blaSHV-28 e blaDHA-1) de coentro e pimenta, respectivamente 

(KURITTU et al., 2021). 

No continente americano, diferentes isolados de Enterobacteriaceae abrigavam os 

genes blaSHV, blaTEM e blaCTX-M-1, bem como os genes blaCTX-M e blaCMY e foram detectados 

em alface americana e folhas verdes, respectivamente nos Estados Unidos (BHUTANI et al., 

2015; PARKER et al., 2021). Além disso, sete isolados de E. coli carregando o gene blaCTX-M-

15 foram relatados em folhas de alface, alfafa e salsa/coentro no Equador (ORTEGA-

PAREDES et al., 2018), enquanto blaCTX-M-14, blaCTX-M-15, blaCTX-M-27, blaSHV-106 e blaSHV-142-

positivo Enterobacteriaceae foram relatados no Canadá a partir de amostras vegetais 

importadas (JUNG; RUBIN, 2020). 
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6 CONCLUSÃO 

Este estudo fornece uma referência para uma melhor compreensão do risco de brotos 

frescos na transmissão de bactérias Gram negativas resistentes. Dado que os produtos frescos 

são frequentemente consumidos crus, isso permite a transferência desses genes de resistência 

a antibióticos para as bactérias intestinais humanas. Além disso, medidas adequadas, 

incluindo a melhoria da qualidade da água e das práticas agrícolas, precisam ser consideradas 

para garantir a segurança do consumidor em todo o mundo. 

Os brotos apresentaram uma microbiota Gram negativa com grande potencial de 

resistência, evidenciado através da resistência fenotípica encontrada, bem como a diversidade 

dos genes encontrados, totalizado sete genes, sendo eles: int 1, int 2, int 3, tetb, ctx, shv e oxa. 

A comparação dos pontos de corte mostraram que a utilização dos parâmetros do 

BrCAST/EUCAST podem trazer resultados mais rigorosos de susceptibilidade a antibióticos. 

Os resultados demonstram a importância da área de alimentos como uma ferramenta a fim de 

reduzir o processo de resistência aos antibióticos. 
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