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RESUMO 

 
 
VALERIANO, Carolina. Identificação e Caracterização de bactérias 
psicrotróficas Gram-negativas isoladas de tanque de refrigeração por 
expansão. 2007. 41p. Dissertação (Mestrado em Microbiologia Agrícola) – 
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.1 

 
O objetivo deste trabalho foi identificar a diversidade de microrganismos 
psicrotróficos Gram-negativos presentes em tanques de expansão comunitários, 
bem como avaliar a capacidade de produção de enzimas extracelulares e o perfil 
de resistência a antibiótico destes microrganismos Amostras da superfície de 32 
tanques de refrigeração por expansão foram coletadas com auxílio de suabe 
estéril; destas amostras, 60 isolados foram selecionados e identificadas com 
auxílio de Kits de identificação API 20NE e Bactray, sendo 27,6% não 
pertencentes à família Enterobacteriaceae e 67,6% pertencentes à família 
Enterobacteriaceae. Microrganismos como Aeromonas hydrophila, 

Pseudomonas fluorescens, Agrobacterium radiobacter, Serratia liquefaciens, 

Klebsiella ozaenae, Stenotrophomonas maltophilia, Citrobacter freundini, 

Yersinia kristensenni, Yersinia pseudotuberculosis, Shigella flexineri e Shigela 

dysinteride foram isolados a partir de tanques de expansão por refrigeração neste 
estudo. Todos os isolados foram avaliados com base em suas características 
deterioradoras, pela produção de enzimas extracelulares (proteinases, lipases e 
lecitinases). Este trabalho também avaliou a extensão da resistência a 
antibióticos entre os microrganismos isolados pelo teste de difusão em ágar 
utilizando 10 antibióticos, classificando os microrganismos em resistentes e 
susceptíveis, além de avaliar a porcentagem de multirresistência. Todos os 
isolados apresentaram índice MAR igual ou superior a 40%, ou seja, resistência 
a quatro ou mais drogas das dez testadas.  
 

 

 

____________________________ 

1 Comitê orientador: Roberta Hilsdorf Picolli – UFLA (Orientadora); Luiz 
Ronaldo de Abreu – UFLA (Co-orientador). 

 

 

 



 

 iii

ABSTRACT 

 

 

VALERIANO, Carolina. Identification and characterization of 
psychrotrophic Gram-negative microorganisms isolated from bulk tank 
milk. 2007. 41p. Dissertation (Master Program in Agricultural Microbiology) – 
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.1 
 
The aim of this research was to studed the diversity of psychrotrophic Gram-
negative microorganisms present in milk in communitarian bulk tank and to 
evaluate their capacity to production extracellular enzymes and resistance of the 
isolates to antibiotics. Samples of surfaces of 32 bulk tank milk were collected 
with sterile swab which that 60 isolates were selected and identified using API 
20NE and Bactray kit. Of that isolates 27,6% do not pertain to 
Enterobacteriaceae and 67,6% pertain to that family. Microorganisms such 
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens, Agrobacterium radiobacter, 
Serratia liquefaciens, Klebsiella ozaenae, Stenotrophomonas maltophilia, 
Citrobacter freundi, Yersinia kristensenni, Yersinia pseudotuberculosis, Shigella 
flexineri and Shigela dysinteride were isolated from the bulk tank milk. All 
microorganisms isolated were evaluated in function of their putative 
characteristics by production of extra-cellular enzymes, like proteinases, lipases 
and lecithinases. This research also evaluated the microbial resistance to 10 
antibiotic by the test of diffusion in agar. The microorganisms were classified as 
resistant or susceptible besides their percentage of multiresistance. All of 
isolated present MAR (Multiple antibiotic resistance) index higher then 40%, 
meaning resistant to two or more drugs of the ten drogs studied experimented.  
 

 

 

 

 

 

_________________________ 

1 Guidance comittee: Roberta Hilsdorf Piccoli– UFLA (Advisor); Luiz Ronaldo 
de Abreu – UFLA (Co-advisor). 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 
A implementação da estocagem do leite cru refrigerado na fonte de 

produção iniciou-se no Brasil na década de 90, sendo regulamentada pelo 

Ministério da Agricultura em 2002 (Brasil, 2002). Contudo, deve-se ter em 

mente que o tanque de refrigeração não é a solução definitiva para os problemas 

de qualidade, já que ele apenas reduz a taxa de crescimento, no leite, de 

bactérias mesófilas ou acidificantes e de muitos patogenos. Assim, a refrigeração 

do leite, por si só, não é garantia de qualidade, pois atua seletivamente, 

favorecendo a proliferação de microrganismos psicrotróficos (Fairbairn & Law, 

1986), sendo de extrema importância que o leite cru seja obtido em condições 

higiênico-sanitárias adequadas para diminuir a contaminação inicial. Dessa 

forma, a redução da temperatura possa manter a contagem microbiana em níveis 

baixos. (Fagundes et al., 2006).   

Bactérias psicrotróficas Gram-negativas são predominantes na 

microbiota de leite cru refrigerado, composta principalmente por espécies de 

Pseudomonas, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacter, Enterobacter, 

Klebsiella e Yersinia (Martins, 2006). Apesar de a maioria destas bactérias não 

resistirem a tratamentos com alta temperatura aplicados ao leite em seu 

processamento, durante seu crescimento no leite estas produzem lipases e 

proteases extracelulares extremamente resistentes a altas temperaturas. A 

quantidade destas enzimas está relacionada com a determinação da qualidade 

sensorial e com a deterioração de produtos derivados do leite (Manzano et al., 

2004). A atividade residual destas proteases e lipases tem sido relacionada com 

o baixo rendimento de queijos, a formação de off-flavours, a gelatinização de 

leite e a coagulação das proteínas de leite UHT durante o armazenamento 

(Tondo et al., 2003). Entre as hidrolases presentes no leite, as de Pseudomonas 

spp. têm sido as mais estudadas (Sorhaug e Stepaniak, 1997). 
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O uso de antibióticos há mais de 50 anos na medicina humana, na  

medicina veterinária e na agricultura tem resultado no aumento do número de 

bactérias comensais e patogênicas resistentes a agentes antimicrobianos 

(Bogaard & Stobberingh, 2000). 

Agentes antimicrobianos são usados principalmente em rebanhos de 

gado para profilaxia e tratamento de infecções do úbere, mas também para 

outras infecções (Schlegelova, 2002) 

O desenvolvimento da resistência a antibióticos pode ocorrer pela forma 

intrínseca, ou natural, a qual reflete a adaptação evolucionária da bactéria em seu 

ambiente, ou pela forma adquirida por mutação ou carreada por elementos 

genéticos móveis como plasmídeos, transposons e integrons (Witte, 2000, 

Salisbury, 2002; Garofalo et al., 2006).  

O ecossistema bacteriano existe em diferentes níveis (ambiente, 

intestino humano e de animais e alimentos), nos quais rotas simples ou 

complexas de transferência de genes entre a população bacteriana podem ocorrer 

(Teale, 2002). A transferência de genes resistentes a bactérias patogênicas ou 

oportunistas apresenta uma séria ameaça, visto que infecções causadas por estes 

microrganismos não podem ser tratadas com antibióticos comuns (Phillips, et 

al., 2004; Garofalo et al., 2006). 

O objetivo deste trabalho foi identificar a diversidade de 

microrganismos psicrotróficos Gram-negativos presentes em tanques de 

expansão comunitários, bem como avaliar a capacidade de produção de enzimas 

extracelulares e o perfil de resistência a antibiótico destes microrganismos.      
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 

2.1 Qualidade do leite cru 

A alta atividade de água, o pH moderado (6,4 – 6,6) e o amplo 

suprimento de nutrientes fazem do leite excelente meio para multiplicação de 

um grande número de microrganismos. A qualidade microbiológica do leite cru 

está intimamente relacionada com o grau de contaminação inicial e com o 

binômio tempo/temperatura em que esse permanece desde a ordenha até o 

processamento. Em geral, quanto maior o número de contaminantes e mais alta 

for a temperatura na qual o leite permanece (próxima de 30oC), menor será o seu 

tempo de conservação. De forma geral, a qualidade do leite está associada com a 

microbiota presente no produto (Mutukumira et al,1996; Xavier et al.,2000).  

Pode-se dizer que a qualidade insatisfatória do leite produzido no Brasil 

é um problema crônico, de difícil solução, em que fatores de ordem social, 

econômica, cultural, e até mesmo climática, estão envolvidos, sem merecer a 

devida atenção no campo político, apesar do importante papel representado pelo 

leite na alimentação da população (Silveira, 1998). Dentre os fatores que 

contribuem para a baixa qualidade do leite fluido no Brasil estão aquelas 

relacionados com a influência das estações do ano, as práticas de produção e 

manejo nas fazendas, a localização geográfica, a temperatura de estocagem do 

leite e a distância do transporte entre a fazenda e a plataforma de recepção da 

indústria, que contribuem para o desenvolvimento de microrganismos 

contaminantes do leite (Huhn et al, 1980; Silveira et al., 1998). Além de fatores 

como a qualidade microbiológica das águas, a qualidade do ar dos estábulos, a 

sanidade dos ordenhadores e dos animais e, principalmente, os utensílios mal 

higienizados também contribuem de modo decisivo para o estado 

microbiológico do leite.  
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Com o objetivo de melhorar a qualidade do leite, o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), considerando a necessidade de 

aperfeiçoamento e modernização da legislação sanitária federal sobre a produção 

de leite, aprovou os regulamentos técnicos de produção, identidade e qualidade 

do leite tipo A, do leite tipo B, do leite tipo C, do leite pasteurizado e do leite cru 

refrigerado e o regulamento técnico da coleta de leite cru refrigerado e seu 

transporte a granel, pela Instrução Normativa 51 (IN 51), que entrou em vigor 

dia 1º de julho de 2005 (Brasil, 2002). Esta norteia o processo de coleta, 

transporte e identidade técnica do leite fluido, sendo um dos pontos centrais 

dessa instrução a obrigatoriedade do resfriamento do leite imediatamente após a 

ordenha, preferencialmente em tanque de expansão.  

Esse documento tem como principal objetivo diminuir a deterioração 

microbiana, admitindo, portanto, o uso coletivo de tanques de refrigeração a 

granel ("tanques comunitários"), por produtores de leite, desde que baseados no 

princípio de operação por expansão direta. A localização do equipamento deve 

ser estratégica, facilitando a entrega do leite de cada ordenha no local em que o 

mesmo estiver instalado. Não é permitido acumular, em determinada 

propriedade rural, a produção de mais de uma ordenha para enviá-la uma única 

vez por dia aos tanques comunitários, os quais devem ser higienizados logo após 

a entrega do leite, pelo enxágüe com água corrente e a utilização de detergentes 

biodegradáveis e escovas apropriadas. A capacidade do tanque de refrigeração 

para uso coletivo deve ser dimensionada de modo a propiciar condições mais 

adequadas de operacionalização do sistema, particularmente no que diz respeito 

à velocidade de refrigeração da matéria-prima. 

 Contudo, deve-se ter em mente que o tanque de refrigeração não é a 

solução definitiva para os problemas de qualidade, já que ele apenas reduz a taxa 

de crescimento de bactérias mesófilas ou acidificantes e de muitos patógenos no 
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leite, atuando seletivamente, favorecendo a proliferação de microrganismos 

psicrotróficos no leite (Fairbairn & Law, 1986).  

Assim, o processo de modernização no setor leiteiro no Brasil, com 

significativas mudanças nos sistemas de armazenamento e transporte do leite, 

tem ocasionado danos à qualidade do leite por atuar de forma seletiva na 

proliferação de microrganismos psicrotróficos (FAIRBAIRN & LAW, 1986; 

SANTOS & FONSECA, 2002). Segundo Holm, (2004), a qualidade de tanques 

de expansão por refrigeração e equipamentos de ordenha é normalmente 

avaliada por parâmetros numéricos; entre eles, a contagem bacteriana total é 

considerada o reflexo das condições gerais de higiene na fazenda. Entretanto, a 

contagem de microrganismos psicrotróficos não é levada em consideração. 

O suprimento de água de qualidade inadequada é considerado uma das 

principais fontes de contaminação de psicrotróficos em leite cru, de deficiência 

nos processos de higienização dos equipamentos de ordenha e armazenamento e 

de mastite (Eneroth et al. 2000). Portanto, cabe ressaltar que o resfriamento do 

leite deve estar associado, obrigatoriamente, às boas práticas de manejo e 

higiene na ordenha, à correta manutenção, ao dimensionamento e funcionamento 

do sistema de ordenha e de resfriamento, além de um programa de limpeza e 

sanificação apropriado dos tanques de armazenamento, equipamentos e 

tubulações de ordenha (Mosteller & Bishop, 1993). 

 

2.2 Microrganismos Psicrotróficos 

Bactérias psicrotróficas são ubíquas na natureza, tendo como habitat 

natural o solo, a água e os animais. Não constituem um grupo taxonômico 

específico de microrganismos e apresentam, aproximadamente, 15 gêneros 

diferentes isolados de leite e derivados. Estes gêneros são compostos por 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bacilos, cocos, víbrios, formadores 

ou não de esporos, assim como microrganismos aeróbios e anaeróbios. Alguns 
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gêneros de fungos filamentosos e leveduras também apresentam características 

do grupo de psicrotróficos e podem causar danos à qualidade do leite (Cousin, 

1982; Rajmohan, 2002). 

As condições do leite cru durante a ordenha, o transporte e a 

refrigeração em tanques causam uma mudança de sua microbiota 

predominantemente Gran-positiva para uma microbiota predominantemente 

Gran-negativa, estas podendo chegar a mais de 90% da população microbiana de 

leite cru estocado sob refrigeração. A microbiota Gram-negativa é composta 

principalmente por espécies de psicrotróficos como Pseudomonas, Aeromonas, 

Serratia, Enterobacter, Flavobacterium, Acromobacter, Alcaligenes e 

Chromobacteria, que podem ser patogênicos para animais e humanos  (Garcia-

Arnesto, 1997; Martins et al., 2006). Na produção leiteira os alvos mais 

freqüentes dos microrganismos psicrotróficos são a superfície dos tetos mal 

lavados, o úbere acometido por infecções e os equipamentos de ordenha mal 

higienizados. Nesse processo, a contaminação ocorre principalmente pelas 

tubulações de transporte do leite ordenhado, dos tanques de refrigeração e da 

água usada na higienização dos equipamentos de ordenha (Soares, 2004). 

Bactérias psicrotróficos são capazes de crescer em temperatura de 

refrigeração, porém apresentam crescimento ótimo em temperatura ambiente 

(Rowe et al.; 2003). A maioria destas bactérias não sobrevivem a tratamentos 

térmicos aplicados ao leite durante o processamento normal. Entretanto, durante 

o crescimento em leite cru, estas produzem algumas proteases e lipases 

extremamente resistentes a altas temperaturas (Manzano ete al., 2004). Estas 

enzimas podem resistir à pasteurização a 72 ºC por 15s e, até mesmo, à ultra alta 

temperatura (UHT) (Griffith et al., 1981) A atividade residual destas enzimas 

pode reduzir a qualidade organoléptica e a vida de prateleira do leite e seus 

derivados (Cousin, 1982), sendo a produção destas enzimas extracelulares 
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influenciada pelas condições de cultivo, tais como ambiente e fatores 

nutricionais ( Sorhaug and Stepaniak, 1997).  

Em cepas de  psicrotróficos P. fluorencens, a adaptação para 

crescimento a baixas temperaturas inclui a diminuição na permeabilidade da 

membrana externa (Orange, 1994). A resposta de algumas espécies de 

Pseudomonas ao crescimento em baixas temperaturas pode ser usada para 

prevenir a entrada de moléculas tóxicas, tais como xenobióticos ou toxinas, que 

podem afetar células mais sensíveis e reter metabólitos vitais à célula. Este 

efeito pode ser compensado pela alta produção de enzimas extracelulares para 

degradar macromoléculas em unidades menores e fornecer carbono e fontes de 

energia (Gugi et al., 1991). 

Bactérias Gram-negativas proteolíticas são predominantemente nos 

microrganismos responsáveis pela deterioração do leite e produtos derivados 

devido a sua habilidade para produzir proteases termoestáveis que atuam na 

hidrolise das proteínas do leite (Pinto et al., 2006). As proteínas do leite, α-

lactalbumina e β-lactoglobulina, são relativamente resistentes à proteólise por 

enzimas presentes no leite, porém as caseínas são particularmente susceptíveis a 

proteases, sofrendo degradação que ocorre preferencialmente nas frações β e κ 

das micelas de caseína, podendo atuar também sobre a α-caseína e as proteínas 

do soro, levando a problemas sensoriais e físicos. O desenvolvimento de 

adstringência em amostras de leite cru e em amostras de leite pasteurizado ou 

tratado com temperatura ultra alta (UHT) armazenado tem sido associado à 

produção de polipeptídios pela ação de proteases, além de perda de rendimento 

de queijos, formação de “off-flavours”, gelatinização do leite e coagulação das 

proteínas de leite (UHT) durante o armazenamento (Sorhaug & Stepaniak, 1997, 

Tondo et al., 2003).  

Algumas bactérias também secretam lecitinases e lipases que podem ter 

um significante papel na deterioração destes produtos (Manzano et al., 2004).  
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O efeito das lipases endógenas na deterioração do alimento tem sido 

freqüentemente descrito, visto que elas são capazes de hidrolisar gordura, até 

mesmo em temperaturas muito baixas (Braun et al., 2000).  Em geral, lipases 

têm massa molecular variando de 30 a 50kDa, e pH ótimo entre 7 e 9. A maioria 

delas apresenta especificidade para as posições sn-1 e sn-3 dos triacilglicerois, e 

algumas hidrolisam diacilglicerol e monoacilglicerol mais rapidamente que 

triacilglicrol (Macrae, 1983). Braun et al. (200) observaram a atividade de 

lípases de 11 organismos deterioradores em temperaturas de -2ºC, 0,5ºC, 2ºC, 

5ºC e 7ºC por um período de 38 dias. 

A maior conseqüência da degradação de gordura no leite é a alteração da 

qualidade sensorial, devido ao excessivo nível de ácidos graxos livres 

produzidos, levando ao aparecimento de importantes alterações, como fortes 

odores e gosto amargos, rançosos, frutíferos e azedos, que podem desenvolver-

se no leite quando ácidos graxos são degradados (Andrewes et al., 2006).  

   Sabe-se que a atividade hidrolítica da enzima extracelular (lípase, 

protease e lecitinase) é detectada ao fim da fase logarítmica e no começo da fase 

estacionária destas bactérias (Matselis & Roussis, 1998; Rajmohan, Dodd, & 

Waites, 2002, Pinto et al., 2006), condição na qual uma grande quantidade de 

células é alcançada. Segundo Shah (1994) e Manzano et al. (2004), níveis 

significantes de enzimas extracelulares e conseqüentes defeitos geralmente 

aparecem quando a contagem bacteriana excede 106  UFC/mL. 

A resistência destas enzimas é tanta que qualquer tratamento aplicado 

para inativá-las, coerente com a imagem natural do leite, é capaz de tornar a 

qualidade do produto resultante inaceitável para o consumo (Rowe, 2003). 

 

2.3 Resistência a antibióticos  
Microrganismos devem sua existência à sua ancestral habilidade de 

adaptação e mudança. Uma infeliz conseqüência deste processo, porém, é o 
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desenvolvimento de resistência microbiana a antibióticos clínicos, agentes para 

preservação alimentar, e a agentes de desinfecção, que se transformam em 

problema dinâmico e complexo, levando ao excesso de morbidade, mortalidade, 

e alto custo no cenário clinico (Wolk et al.; 1996, Nashwan, 2006). 

Já é aceito que o principal fator de risco para o aumento da resistência 

em bactérias patogênicas é o aumento do uso de antibióticos em animais e 

humanos. Em ambas as populações os antibióticos são usados para terapia e 

profilaxia de doenças infecciosas. Porém, em animais são também usados para 

outros propósitos, como promotores de crescimento, com o objetivo de prevenir 

perdas econômicas relacionadas à morte ou diminuição de produtividade como 

resultado de doenças. Isto tem inevitavelmente conduzido a um aparecimento e 

disseminação de bactérias resistentes e genes de resistências (Anthony, 2000; 

Snary et al., 2004).   

O aparecimento da resistência bacteriana foi notado logo após o uso de 

antibióticos na medicina humana e veterinária, em 1940. Logo se observou que a 

resistência a antibióticos pode ocorrer por duas formas: intrínseca e adquirida. 

Resistência intrínseca, ou natural, a um antibiótico particular ou grupo de 

antibióticos é muito difundida entre bactérias, refletindo a adaptação 

evolucionária de bactérias a toxinas naturais em seu ambiente. Isto acontece 

devido à ausência do alvo do antibiótico na célula bacteriana, ou à não 

susceptibilidade desta célula, não podendo ser atingida pelo antibiótico 

(Salisbury, 2002). Bactérias Gram-negativas possuem espessa camada 

lipopolissacarídica que atua como barreira, limitando a difusão de moléculas de 

antibióticos dentro da célula, enquanto bactérias Gram-positivas 

caracteristicamente têm substancias lipofílicas em sua parede celular que 

retardam a penetração de compostos antimicrobianos hidrofílicos e catiônicos 

(Wolk et al., 1996; Bower & Daeschel, 1999), a qual pode, também, ser devida à 

presença de enzimas de degradação natural. Bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas podem produzir enzimas capazes de inibir a ação de antibióticos como 

penicilinas, cefalosporina e β-lactamicos (Brooks, 1998; Bower & Daeschel, 

1999). 

Resistência adquirida pode ocorrer devido a uma mudança cromossomal 

ao acaso em uma célula bacteriana (mutação) envolvendo o gene codificador do 

alvo do antibiótico. Pode também ocorrer pela aquisição de um gene de 

resistência pela bactéria em uma transferência a partir de outro organismo. Em 

bactérias, genes de resistência são freqüentemente encontrados em formas 

especializadas de DNA, tais como plasmídeos (unidades extracromossomal  de 

DNA circular), transposons (os quais são encontrados em cromossomos ou 

plasmídeos) e intrgrons (segmentos especializados de DNA contendo 

determinantes de resistência empacotados chamados cassetes) (Mateu & Martin, 

2000). Determinantes de resistência podem também ser adquiridos através de 

bacteriófagos (vírus que infectam bactérias) ou em DNA livre presentes no 

ambiente (ex. fragmentos de DNA originários de lise de outras células). 

Aquisição de determinantes de resistência extrínseco pode ocorrer por 

conjugação (contato célula - célula, ou mating com a transferência de material 

genético, usualmente na forma de plasmídeo); transposição (movimento de um 

transposon de um lado do DNA para outro); transdução (introdução de um gene 

de resistência por um bacteriófago infectante) ou transformação (incorporação 

de um DNA livre contendo genes de resistência).    

Antibióticos são descritos ou por um amplo espectro (capazes de matar 

muitas bactérias com somente algumas cepas ou espécies naturalmente 

resistentes) ou por um estrito espectro (com varias cepas ou espécies resistentes). 

Na presença de antibióticos as bactérias resistentes têm uma vantagem seletiva e 

seus números são amplificados, enquanto bactérias susceptíveis são inibidas ou 

mortas (Salisbury, 2002,).  
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Evidências microbiológicas e clínicas mostram que bactérias resistentes 

ou determinantes de resistência podem ser passadas de animais para humanos 

não somente por contato direto, mas também via produtos de origem animal, 

resultando em infecções que são mais difíceis de serem tratadas (WHO 1997; 

Anthony, 2000). Em 1985, nos EUA, uma epidemia de Salmonella Typhimurium 

foi desencadeada por leites pasteurizados originados de laticínio contaminado. A 

cepa de Salmonella foi resistente a cinco antibióticos diferentes e resultou em 

aproximadamente 180 000 pessoas infectadas (Bower, 1999).  

O desenvolvimento da resistência antimicrobiana nas últimas quatro 

décadas tem levado a uma intensificação da discussão sobre o uso prudente de 

agentes antimicrobianos, especialmente na medicina veterinária, na nutrição e na 

agricultura, sendo motivo de freqüentes discussões por vários órgãos 

governamentais e não-governamentais, juntamente com peritos e interessados. 

Na Europa, exemplos são as conferências da World Health Organization, que 

aconteceram em Berlim, em 1997 (WHO, 1997); Genebra, em 1998 (WHO, 

1998); e o relato do Scientific Steering Committee on Antimicrobial Resistance 

em Brussels, em 1999 (Europaean Comission, 1999). Estas e outras conferências 

têm concluído que o uso de drogas antimicrobianas e o desenvolvimento de 

resistência em animais e humanos são inter-relacionados e que sistemas devem 

ser estabelecidos para monitorar essa resistência em bactérias patogênicas e 

comensais (Caprioli, 2000). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
3.1 Isolamento e caracterização das cepas 
 

Amostras de 32 tanques de expansão comunitários situados em Aguanil,  

Esperança, Campo Belo, Candeias, Cana Verde, Coqueiral e Nepomuceno  

foram analisadas. Todas as amostras foram coletadas da parede dos tanques 

utilizando suabe estéril, em uma área de 100cm2 
, logo após a higienização. As 

amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas e levadas ao laboratório 

de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras para 

realização das análises. Alíquotas de 0,1ml das diluições dos suabes foram 

semeadas em placas de petri contendo Agar tripticase de soja (TSA) (Biolife, 

Italia) após diluições seriadas e incubadas a 7ºC por 7 a 10 dias; uma 

subseqüente avaliação do crescimento foi realizada pela contagem do número de 

colônias na placa. Os resultados foram expressos em termos de unidades 

formadoras de colônia (UFC). 

 

3.2 Identificação 

As colônias selecionadas com base nas características morfológicas  

foram purificadas por 3 sucessivas transferências para agar TSA e submetidas a 

teste de coloração de Gram, catalase, oxidase e prova de oxidação-fermentação 

(OF) e à identificação a nível de espécie com auxílio de kits de identificação 

rápida API 20NE (Biomériex, Brasil) e Bactray 1 e 2 (Laborclin, Brasil). 

As amostras avaliadas como Gram-negativas, oxidase positiva e 

apresentando metabolismo oxidativo e fermentativo foram inoculadas em NACL 

0,85%; a turbidez foi padronizada para 0,5 na escala de McFarland (BioMériex, 

França). Os inóculos foram distribuídos nas galerias do API 20NE, sendo 

incubados a 28ºC e lidos após 24 e 48 horas, seguindo as normas do manual de 
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instrução. Os resultados foram avaliados através do manual API 20 NE (sexta 

ed.).  

Os isolados classificados como Gram-negativos, oxidase negativa e 

apresentando metabolismo fermentativo foram inoculados em tubos contendo 

NaCl 0,85%; a turbidez foi padronizada a 0,5 na escala de McFarland. Os 

inóculos foram distribuídos nas galerias do Bactray 1  e 2, sendo incubados a 

28ºC por 24 horas. Os procedimentos para leitura foram realizados de acordo 

com o manual de instruções, e os resultados foram avaliados com auxílio do 

software Bactray.   

 

3.3 Produção de enzimas extracelulares 

A produção de enzimas extracelulares foi avaliada pelo teste de difusão 

em agar, em cepas identificadas anteriormente pelos kits de identificação rápida 

API 20NE e Bactray 1 e 2.  

Proteases: A produção de enzimas extracelulares proteolíticas foi 

determinada em meio agar leite (Difco, França), suplementado com 5% de leite 

em pó; as placas foram incubadas a 25ºC por 3 dias (Dogan & Boor, 2003; 

Alatossava & Alatossava, 2005). A atividade proteolítica foi avaliada pela 

formação de halos claros ao redor das colônias. 

Lipases: a atividade da lipase extracelular foi avaliada em Tribirina 

como substrato. Este agar consiste de agar base tributirina (Himedia, India) 

suplemetado com 2,0% de tributyrin (Himedia, Índia), adicionado de solução de 

azul de metileno. As placas foram incubadas a 25ºC, por 3 a 10 dias (Braun et 

al., 2001; Alatossava & Alatossava, 2005). A lipólise foi observada pela 

formação de uma zona clara ao redor da colônia. 

Lecitinases: A detecção de fosfolipases (lecitinases) foi determinada em 

agar TSA, suplementado com 10% de emulsão de gema de ovo, incubado a 25ºC 

por 3 dias (Dogan & Boor, 2003; Alatossava & Alatossava, 2005). A atividade 
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das lecitinases foi detectada pela formação de uma zona opaca ao redor das 

colônias.  

 

3.4 Avaliação da resistência a antibióticos 

Para teste de susceptibilidade e resistência dos isolados foram 

selecionados 10 antibióticos, abrangendo diferentes grupos químicos e 

funcionais, sendo os nomes e concentrações presentes nos discos os seguintes: 

gentamicina 10µg,  Cloranfenicol 30 µg, eritromicina 15 µg, Ampicilina 10 µg, 

estreptomicina 10 µg, norfloxacina 10 µg, novobiocina 30 µg, Cefuroxima 30 

µg, tetraciclina 30 µg e Lincomicina 2 µg. Os cartuchos com discos de papel 

contendo as concentrações adequadas de cada antibiótico foram adquiridos pela 

Bioanalyse Brasil. A susceptibilidade aos antibióticos foi determinada pelo 

método de difusão dos discos. Os isolados foram inoculados em placas de petri 

contendo agar Mueller-Hinton (Biolife, Italia) e, posteriormente, foram 

adicionados os discos contendo os antibióticos, incubando a 30ºC por 24 horas. 

Os resultados foram avaliados pela formação do halo de inibição medido em 

milímetros. Os isolados foram classificados como resistentes e susceptíveis. 

Com base nos resultados dos antibiogramas, o índice de resistência a 

múltiplos antimicrobianos (índice MAR) foi calculado como o número de 

drogas ao qual determinado isolado foi resistente sobre o número total de drogas 

utilizadas no trabalho. O índice MAR acima de 0,2 indica multirresistência 

(Krumperman, 1983, Hirsch et al., 2006).   
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

4.1 Contagem de Psicrotróficos 

Os resultados da contagem de microrganismos psicrotróficos em tanques 

de expansão por refrigeração são apresentados na Tabela 1. Os resultados 

variaram entre 3,0 x 102 e 1,9 x 107 UFC/cm2 e sugerem que, em algumas 

propriedades, as práticas higiênicas adotadas não garantiram uma baixa 

contaminação do leite armazenado sob refrigeração. Os valores observados 

indicam, na maioria dos casos, um processo de adesão bacteriana. Segundo 

Zottola (1994), para ser considerado um biofilme, o número de células aderidas 

deve estar entre 106 e 107 UFC/cm2. Deve-se ressaltar que os processos de 

adesão ocorrem, provavelmente, com uma freqüência maior em superfícies em 

contato com alimento, quando comparados à formação de biofilme. No entanto, 

a adesão bacteriana é relevante no procedimento de higienização de 

equipamentos e utensílios utilizados na produção de leite, considerando que o 

número elevado de microrganismos nas superfícies dificulta a ação de 

detergentes e sanificantes. Inclusive, já é bem estabelecido que as células 

aderidas apresentam maior resistência à ação dos agentes de higienização 

(Andrade, 1998).   
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TABELA 1 População microbiana nos tanques de refrigeração por expansão 
 

Tanque UFC/cm
2
 

CV 2,6 x 106 
CB 
CB 

1,7 x 104 

1,4 x 106 
CQ 1,9 x 107 
CQ 7,2x  106 
CQ 8,3 x 104 
CQ 
CQ 

14 x 103 

< 101  
CQ 4,5 x 104 
CQ 3,4 x 102 
BE 1,3 x 104 
BE 3,2 x 105 
BE 1,5 x 103 
BE 6,3 x 106 
BE 5,0 x 104 
BE 3,1 x 102 
BE 3,0 x 102 
BE 7,7 x 102 
BE 
BE 
BE 
BE 
BE 
BE 
BE 
CA 
CA 
N 
N 

3,4 x 102 

< 101 

< 101 

< 101 

< 101 

< 101 

< 101 

< 101 

< 101 

< 101 

< 101 

Legenda: CV: Cana Verde; CB: Campo Belo; BE: Boa Esperança; CQ: 
Coqueiral; CA: Candeias; A: Aguanil; CA: Candeias; N: Nepomuceno 
 
4.2 Caracterização  Fenotípica 

Dos 25 isolados Gram-negativos, oxidase positiva, que apresentaram 

metabolismo oxidativo e fermentativo, obtidos a partir de tanques de expansão 

comunitários analisados em API 20NE, 18 (72%) foram passíveis de 

identificação. Dentre estes, Aeromonas hydrophila/caviae (10) teve maior 

prevalência, seguido por Pseudomonas fluorescens (6) e Agrobacterium 
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radiobacter (2), como apresentado na Tabela (2). Sete amostras bacterianas 

isoladas de tanques de refrigeração por expansão não foram identificadas nem 

em nível de gênero.  

 Aeromonas hydrophila/caviae representou 55,5% dos isolados 

identificados. Segundo Yucel et al. (2005), Aeromonas spp. apresenta 

capacidade de se desenvolver em alimentos armazenados entre -2 e 10ºC.  Em 

outros estudos, Aeromonas hidrofila presente em leite cru aumentou 

significantemente (< 101 para 105  UFC/mL) durante a estocagem do leite a 5ºC 

por 7 dias. Esta apresenta maior prevalência em ecossistemas aquáticos (Hirsch, 

2006), o que pode relacionar a alta contaminação encontrada neste estudo com a 

utilização de água contaminada para higienização de tanques de expansão e 

equipamentos utilizados na ordenha. Pseudomonas fluorescens representou 

33,3% dos isolados identificados.  

Eneroth et al. (1998), em seu trabalho, observaram a presença de 

Pseudomonas como dominante da microbiota deterioradora em todas as 

amostras de leite analisadas coletadas em plantas de laticínios na Noruega. Esta 

prevalência pode ser explicada pelo fato de esse ser um microrganismo 

psicrotrófico que apresenta pequeno tempo de geração em temperaturas de O a 

7ºC (Shorhaug & Stepaniak, 1997). Além disso, essa bactéria apresenta a 

habilidade de produzir exopolossacarídeos, o que facilita a formação de biofilme 

em superfícies de equipamentos como as de tanques de expansão, tornando, 

assim, a bactéria mais resistente aos sanificantes e produtos químicos (Jayarao & 

Wang 1999) e dificultando sua eliminação. 

Das 41 bactérias psicrotróficas Gram-negativas, oxidase negativa, que 

apresentaram metabolismo fermentativo, analisadas em kits de identificação 

Bactray,  100% foram identificadas em nível de espécie, conforme indicado na 

tabela (1), sendo elas Yersinia Kristensenni (1), Yersinia pseudotuberculosis (1), 

Klebsiella ozaenae (14), Stenotrophomonas maltophilia (1), Serratia 
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liquefaciens (18), Serratia plymutica (1) Citrobacter freundini (1) Shigella 

flexineri (3) e Shigella dysinteride (2) (Tabela 2). A presença de Enterobacterias 

em alimentos crus é geralmente associada à contaminação direta de alimentos 

com material fecal, embora se saiba que alguns destes microrganismos estão 

presentes em outros ambientes naturais (solo e vegetais). Destes isolados, 

Serratia liquefaciens teve predominância (43%), o que pode ser explicado por 

este ser um microrganismo ubíquo em ambientes como solo, ar e água; Serratia 

sp. é freqüentemente associada com alimentos crus e relacionada à deterioração 

de vários alimentos de origem animal (Van Houdt et al. , 2006).    

 Klebsiella, Yersinia e Citrobacter representaram 31,8, 0,5, e 2,2%, 

respectivamente, dos isolados pertencentes à família das Enterobacteriaceae. As 

possíveis fontes de contaminação por Klebsiella são vacas acometidas por 

mastite ou ambientes de produção mal higienizados (pessoal, utensílios e 

equipamentos, transporte, estocagem) (El-Sukhon, 2003). A relação entre estas 

enterobacterias e casos de mastite em animais tem sido relatada em alguns 

trabalhos. E. coli, Klebsiella spp., Serratia spp. e Enterobacter spp. foram 

isoladas de glândulas mamárias acometidas por mastite (Todhunter et al. 1991), 

sendo que as infecções causadas por Serratia spp. e Klebsiella spp. tiveram 

maior duração que as infecções causadas por E. coli, que duraram menos que 28 

dias. Estas bactérias originadas de vacas com mastite subclínica ou mastite 

clínica (úbere infeccionado) podem estar presentes em tanques de refrigeração 

por expansão (Holm et al., 2004). 

Segundo Oliveira et al. (2006), a mosca doméstica apresentou elevada 

freqüência de Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter sp. na superfície do corpo. 

Yersinia pseudotuberculosis pode ser carreada no trato digestivo de moscas 

domésticas adultas por 36 horas após a exposição inicial (Zurek et al., 2001). 

Zurek et al. (2001) relataram que fezes frescas, além de atrair elevado número de 

espécies de dípteros, são consideradas um meio em que o desenvolvimento 
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larval pode completar-se mais rapidamente. Assim, a localização de tanques de 

refrigeração por expansão em galpões próximos a estábulos e pocilgas sem telas 

de proteção pode favorecer a contaminação por moscas.  

È importante enfatizar a presença de Shiguella em 9,7% das amostras 

identificadas. As bactérias do gênero Shigella são responsáveis pela doença 

conhecida como shigelose ou disenteria bacilar, uma doença em que mais da 

metade de todas as infecções ocorre em crianças de 1 a 10 anos de idade. 

Estudos epidemiológicos freqüentemente associam sua presença em alimentos 

pela contaminação por manipuladores e água contaminada com material fecal 

(Zaika & Philips, 2004), indicadores de precária higienização durante a 

manipulação de alimentos. A fonte de preocupação sobre a presença desta 

bactéria no leite é que este alimento é a principal fonte de alimentação de 

crianças. 

 Os microrganismos identificados neste trabalho já têm sido relatados 

em trabalhos anteriores (Alatossava & Alatossava, 2006; Jayrao & Wang, 1999), 

sendo estes provenientes de água, solo, vegetação, úbere e espécies clinicas 

presentes em humanos. Thomas & Thomas (1973) consideraram que o leite 

produzido em condições sanitárias inadequadas pode apresentar freqüência de 

microrganismos psicrotróficos superior a 75% da microbiota total do leite cru, 

em que 10% a 50% desta microbiota total são provenientes de equipamentos de 

ordenha e armazenamento higienizados inadequadamente. Santana et al. (2001) 

demonstraram que as principais fontes de contaminações de psicrotróficos são 

tetos mal higienizados, equipamentos e tubulações mal higienizados e água 

residual dos equipamentos, sendo que os tanques de expansão foram um dos 

principais pontos de contaminação, tanto pelas altas contagens como pelo 

volume de água residual, que apresentou contagens de 2,6 x 107 psicrotróficos 

/ml. 
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4.3 Produção de enzimas extracelular: 

Os isolados identificados neste estudo foram avaliados com base em 

suas características deterioradoras. Considerando a atividade enzimática, 

avaliada em temperaturas de 25ºC por teste de difusão em agar, os resultados são 

apresentados na Tabela (2). Embora variações sejam aparentes, os isolados 

apresentaram alta atividade proteolítica; um total de 96% dos isolados testados 

produziu proteases. A atividade lipolítica entre os isolados foi menos comum do 

que a proteolítica, sendo apresentada por 65% dos isolados. A produção de 

lecitinase foi pouco observada, sendo produzida apenas por Pseudomonas 

fluorescens, que representa 10% dos isolados. As proteases foram produzidas 

por todos os isolados, com exceção de Y. pseudotuberculosis e S. dysenteride. E 

as lecitinases foram produzidas apenas por P. fluorescens. As enzimas lipases 

foram produzidas pelos isolados A. hidrofila e P fluorescens, S. maltophila, S. 

liquefaciens e C. frundini. Uma baixa produção da enzima lecitinase foi 

observada, sendo aparente apenas nos isolados do gênero Pseudomonas. A 

produção de proteases, lipases e lecitinases por P. fluorescens isoladas de leite 

bovino tem sido freqüentemente estudada (Alatossava & Alatossava, 2005). 

 Wiedmann et al. (1999), ao avaliarem a produção de enzimas 

extracelulares por vários grupos de Pseudomonas spp., observaram que P. 

fluorescens apresentaram alta freqüência de atividade de lipase, protease e 

lecitinas. Braum et al. (2001) descrevem a produção de lipases por espécies de 

Pseudomonas e Aeromonas que exibem atividade lipolítica durante a estocagem 

a temperaturas de refrigeração. Koka & Weimer (2000) caracterizaram proteases 

produzidas por cepas de Pseudomonas fluorescens, sendo estas proteases ativas 

entre 15 a 55ºC, e pH 4.5 a 9,0, além de se apresentarem  estáveis  durante a 

pasteurização. Estas proteases e lipases resistem a temperaturas de pasteurização 

e, até mesmo, a tratamentos com ultra altas temperaturas (UHT),  levando a 

conseqüentes defeitos em leite e derivados (Rajmohan et al., 2002). Segundo 
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Sorhaug & Stepaniak (1997), cepas de Pseudomonas spp. podem produzir 

proteinases suficientes para hidrolisar todas as micelas de caseína disponíveis 

em peptídeos solúveis. Tondo (2004), estudando a atividade proteolítica de K. 

oxytoca, observou, após 20h de cultivo alta atividade proteolítica, pico da 

atividade ocorrendo após 4h, seguida por uma diminuição de sua detecção e 

posterior aumento após as 16h de cultivo, quando a máxima atividade foi 

observada. 

 Relatos que descrevem purificação e caracterização de enzimas 

extracelular são focados principalmente em enzimas secretadas por espécies de 

Pseudomonas. Relativamente poucos estudos são realizados com enzimas 

secretadas por outros gêneros (Alichanidis, 1988). Al – Saleh & Zahran (1999) 

avaliaram a síntese de lipase por P. fluorescens em leite de camelo. Estas 

enzimas foram produzidas em amplo alcance de pH, e temperatura máxima de 

25ºC. Os autores observaram, também, que as enzimas produzidas 

apresentavam–se similares às originarias de fontes bovinas. Informações de 

lipase extracelular produzida por espécies de Serratia são particularmente 

limitadas, embora algumas cepas tenham sido isoladas de leite. Adham (2003) 

detectou a atividade lipolítica de S. marcescens após 6h de cultivo em 

temperatura de 30ºC e após 12horas de cultivo a 6ºC. 

  A produção de proteases, lipases e lecitinases, segundo Schokker & 

Vam Boekel (1997), acontece durante a fase exponencial e antes da fase 

estacionária, paralela com o crescimento, o que torna a higiene, em todos os 

aspectos de manipulação do leite, a principal precaução para conter a 

contaminação e assegurar a qualidade do leite (Sorhaug & Stepaniak, 1997), que 

deve estar associada com rígida manutenção da refrigeração a 4ºC, minimização 

do tempo de estocagem do leite cru, e satisfatório método para matar ou remover 

microrganismos. Subseqüentemente, a identificação e caracterização de 
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microrganismos proteolíticos e lipolíticos e suas respectivas enzimas podem ser 

importante passo para assegurar a qualidade do leite e produtos lácteos.  

 
TABELA 2 Caracterização fenotípica e produção de enzimas extracelulares de          

microrganismos isolados de tanques de refrigeração por expansão. 
 
Amostra Ident. Lipase Protease Lecitinase 

CV Y. pseudotuberculosis - - - 
CB Y. Kristensenni - + - 
BE S. Dysenteride - - - 
CQ S. Flexneri - + - 
CQ S. Flexneri - + - 
BE S. Flexneri - + - 
CV S. dysinteride - - - 
BE K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
CQ K. ozaenae - + - 
CQ K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
CQ K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
CQ K. ozaenae - + - 
CQ K. ozaenae - + - 
BE K. ozaenae - + - 
BE S. liquefaciens + + - 
CQ S. liquefaciens + + - 
CB S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
CB S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
CQ S. liquefaciens + + - 
BE S. plymuthica + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
CQ S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 

continua… 
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Tabela 2, cont. 
CB S. liquefaciens + + - 

BES S. liquefaciens + + - 
CQ S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
BE S. liquefaciens + + - 
BE C. frundini + + - 
BE A. hidrophila/caviae . + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE A.hidrophila/caviae + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE A. hidrophila/caviae + + - 
BE P. fluorescens + + + 
CB P.fluorescens + + + 
CQ P. fluorescens + + + 
BE P. fluorescens + + + 
CB P. fluorescens + + + 
CQ P. fluorescens + + + 
BE A. radiobacter + + - 
BE A. radiobacter + + - 

     BE S. maltophilia + + - 
Legenda: CV: Cana Verde; CB: Campo Belo; BE: Boa Esperança; CQ: 
Coqueiral; CA: Candeias; A: Aguanil. 
 

4.4 Resistência a antibióticos 

Isolados identificados como S. liquefaciens, S. plymuthica, Klebsiella 

ozaenae, C. freundini, S. dysinteride, s. flexineri, Y. pseudotuberculosis e Y. 

kristensenni apresentaram alta resistência a AM e CXM, E, L, NV e TE, sendo 

que alguns isolados apresentaram resistência a norfloxacina e outros 

apresentaram susceptibilidade. A presença de resistência neste estudo demonstra 

que as enterobactérias são resistentes a vários agentes antimicrobianos, 

indicando alcance de diferentes mecanismos de resistência. Stock et al. (2005) 
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avaliaram a resistência de 104 cepas de Serratia sp. e observaram, com poucas 

exceções, que todas as espécies testadas foram uniformemente resistentes  a 

penicilina G, oxacilina, cefalozin e cefuroxima; a todos os macrolídeos testados 

e aos glicopeptídeos, e foram naturalmente sensíveis a alguns aminoglicosídeos 

e fluroquinolonas. 

   A produção de beta-lactamases é o principal mecanismo de resistência 

das bactérias Gran-negativas aos beta-lactâmicos, visto que a natural resistência 

a beta-lactâmicos por espécies de enterobacterias é predominantemente atribuída 

à expressão cromossômica (Stok et al., 2005). 

Embora a resistência a quinolonas resulte principalmente de mutações 

cromossomais em enterobactérias mutantes, esta pode, também, ser mediada por 

plasmídeos que codificam Qnr proteínas, as quais protegem o DNA, ligando-se 

a quinolonas e comprometendo sua eficácia (Nordman & Poirel, 2005). Estes 

plasmídeos carream outros genes de resistência a antibióticos, conferindo 

resistência a um amplo espectro de cefalosporina, aminoglicosídeos, 

cloranfenicol, rifampicina, sulfonamidas, tetraciclinase e trimetropim (Mammeri 

et al., 2005).  

As espécies de Aeromonas hydrophila apresentaram resistência a β-

lactâmicos, além de apresentarem resistência a eritromicina, estreptomicina 

cloranfenicol, cefuroxime, lincomicina, novobiocina e tetraciclina. A elevada 

resistência a eritromicina e tetraciclinas está de acordo com a citada na literatura 

(Radu et al., 2003; Jacobs & Chenia, 2006). Costa & Cyrino (2006) avaliaram a 

resistência de Aeromonas hydrophila isolados de Piaractus mesopotamicus 

(pacu) e Oreochronis niloticus (Tilapia) e demonstraram a resistência de todos 

os isolados a amoxicilina, ampicilina, lincomicina, novobiocina, oxacilina, 

penicilina e trimetropim + sulfametoxazol, além de apresentaram uma 

resistência intermediaria frente a eritromicina. Hirsch et al. (2005), ao avaliarem 

o perfil de resistência de espécies de Aeromonas, observaram que 93% dos 
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isolados foram resistentes à eritromicina, 36% à tetraciclina, 13% ao ac. 

Nalidíxico, 9% à gentamicina, 8% à nitrofurantoína, 8% à canamicina, 5% à 

norfloxacina, 4% ao cloranfenicol e 3% às sulfonamidas. 

 Ainda não há consenso na literatura a respeito da origem da resistência 

a diferentes antimicrobianos entre espécies de Aeromonas. Sabe-se que a 

resistência aos  β-lactâmicos, como ampicilina e penicilina, é cromossômica, 

devido à ocorrência de produção de β-lactamases, assim como aquela às 

quinolonas, como norflaxacina (Ko, et al., 1996). A resistência a múltiplas 

drogas em Aeromonas hydrophila já foi relatada anteriormente. Em vários casos, 

transferências de plasmideos R foram detectadas em cepas de A. hidrófila 

resistentes a drogas (Saha & Pal, 2002) 

Todos os isolados de Pseudomonas fluorescens apresentaram resistência 

a AM, CXM, C, E, L, NOR, NV e TE. Anteriormente a resistência em 

Pseudomonas sp. era associada à alta impermeabilidade na membrana externa, 

porém esta propriedade é agora reconhecida por resultar do sinergismo entre 

drogas amplamente específicas do sistema de effluxo associado à baixa 

permeabilidade da membrana externa. Um destes sistemas de effluxo codificado 

pelo operom mexAB-oprM atua conferindo resistência a vários antibióticos, 

incluindo tetraciclina, cloranfenicol, quinolonas, novobiocina, macrolideos, 

trimetropinae, aparentemente beta-lactâmicos e inibidores de beta-lactamases 

(Leclercq et al., 1999). 

Stenotrphomonas maltophilia apresentou resistência a 9 dos antibióticos 

testados, sendo susceptível apenas a cloranfenicol. Este microrganismo é 

caracterizado por resistência intrínseca a várias classes de antibióticos, 

limitando, assim, as opções terapêuticas para o tratamento de infecções causadas 

por este microrganismo (Nicodemo et al., 2003). Alonso et al. (2000) 

apresentaram evidências de que S. maltophilia tem adiquirido um conjunto de 

genes de resistência a antibióticos e metais pesados a partir de bactérias Gram-
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negativas, sendo levantada a hipótese de que a transferência destes 

determinantes de resistência pode ter ocorrido entre S. maltophiilia e bactérias 

Gram-positivas presentes no mesmo ambiente.  

Dos 39 isolados representados por S. liquefaciens, S. plymuthica, 

Klebsiella ozaenae, C. freundini, S. dysinteride, s. flexineri, Y. 

pseudotuberculosis, Y. kristensenni e S. maltophilia, 32 (76,1%) e 18 (42,8%) 

apresentaram, respectivamente, susceptibilidade a antibióticos pertencentes à 

classe dos aminoglicosídeos, sendo eles estreptomocina e gentamicina. Os 

isolados da espécie Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens e 

Agrobacterium radiobacter também apresentaram susceptibilidade a pelo menos 

um dos antibióticos desta classe, sendo que, dos 10 isolados da espécie 

Aeromonas hidrófila, 9 apresentaram susceptibilidade a gentamicina. Já para 

Pseudomomas fluorescens, dos 6 isolados, 3 apresentaram susceptibilidade a 

gentamicina e 2, a estreptomicina. Aeromonas hidrófila apresentou, ainda, 

susceptibilidade a norfloxacina, e as enterobactérias apresentaram, também, alta 

susceptibilidade a cloranfenicol. Alatossava & Alatossa (2006) avaliaram a 

resistência a antibióticos entre bactérias psicrotróficas isoladas de leite cru na 

Finlândia e observaram que os isolados apresentaram maior susceptibilidade a 

antibióticos pertencentes às classes dos aminoglicosídeos e quinolonas.  

O mecanismo de resistência a aminoglicosídeos pode ser expresso em 

alguns níveis: O baixo nível de resistência, que é comum em Pseudomonas 

aeruginosa, usualmente resulta da diminuição da eliminação da droga, 

provavelmente devido à impermeabilização da membrana, o que pode ser  

justificativa para a baixa resistência a aminoglicosideos apresentada pelos 

microrganismos neste trabalho. Os altos níveis de resistência envolvem 

modificações químicas das moléculas por enzimas, as quais representam as 

principais causas de resistência a estes antimicrobianos, embora outros 

mecanismos tenham sido relatados (Ferrara, 2006, Leclercq et al., 1999) 
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Segundo Takeuchi et al. (2005) e Zhao et al. (2003), a resistência  

mediada por elementos genéticos móveis, como plasmídeos e transposons 

conjugativos, é muito comum para β-lactâmicos, macrolideos e 

aminoglicosideos, o que possibilita a transferência de genes bacterianos de 

resistência a ampicilina, eritromicina e cefuroxima entre os microrganismos 

presentes em tanques de refrigeração por expansão. 

Os dados das Tabelas 3, 4 e 5 representam os perfis de múltipla 

resistência aos antibióticos testados dos isolados bacterianos oriundos de tanques 

de refrigeração por expansão. Os dados demonstram a presença de uma 

diversidade microbiana nos tanques de refrigeração por expansão amostrados, 

devido às diferenças entre os perfis de resistência apresentados por 

microrganismos de mesma espécie.  

Todos os isolados apresentaram resistência semelhante, com média do 

índice MAR = 0,75. Como demonstrado na Tabela 6, dos 60 isolados, todos 

apresentaram o índice de resistência a múltiplos antimicrobianos (MAR) igual 

ou superior a 40%, ou seja, resistência a 4 ou mais drogas das dez drogas 

testadas. Foram obtidos 1 isolado com índice Mar de 40%, 4 isolados com índice 

MAR de 50%, 2 isolados com 60%, 14 isolados com 70%, 26 com 80% e 13 

com 90%. 

 O alto número de resistência apresentado no trabalho pode ser 

justificado pela grande variedade de isolados presentes na amostra. Segundo 

Pitkala et al. (2001), a troca de fatores de resistência é maior em um ambiente 

com uma maior carga microbiana, como intestino e estábulos. A múltipla 

resistência a antibióticos (MAR) também é alta em ambientes em que há um 

constante uso de drogas (Vivekanandhan et al., 2002). 

 O uso inadequado de antimicrobianos em animais com objetivo de 

profilaxia, tratamento de doenças ou como promotores de crescimento pode 

levar a um aumento da prevalência de resistência das bactérias em animais, 
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transferência de patógenos resistentes a humanos pelo contato direto com animal 

ou via alimento ou água contaminada, além da transferência de genes resistentes 

para bactérias humanas (WHO, 1997). Os mecanismos para controlar a 

emergência de resistência de microrganismos vão do obvio (melhora nas práticas 

de higiene em hospitais e fazendas), ao fantástico (desenvolvimento de 

antibióticos sintéticos, cujo modo de ação não pode ser derrotado pela mutação 

bacteriana). Porém, talvez a principal estratégia proposta para diminuir a 

resistência a antimicrobianos por bactérias seja a mudança na prática do uso de 

antibióticos (Bower & Daeschel, 1999). 

 
TABELA 3 Perfil de múltipla resistência a antibióticos de isolados bacterianos, 

oriundos de tanques de refrigeração por expansão. 

Legenda: Antibióticos testados: Ampicilina (AM), Cefuroxima (CXM), 
Cloranfenical (C), Eritromicina (E), Gentamicina (GN), Lincomicina (L), 
Norfloxacina (NOR), Novobiocina (NV), Estreptomicina (S), Tetraciclina 
(TE). 
 
 
 
 
 
 
 
 

Perfil de múltipla resistência                 Microrganismo_______         
            Serratia Liquefaciens 

AM, CXM, E, L, NV, TE 1 
AM, CXM, E, L, NOR, NV, TE 2 
AM, CXM, E, L, NV, S, TE 3 
AM, CXM, C, E, L, NOR, NV, TE 3 
AM, CXM, E, L, NOR, NV, S, TE 2 
AM, CXM, C, E, L, NV, S, TE 2 
AM, CXM, E GN, L, NV, S, TE 1 
AM, CXM, E, GN, L, NOR, NV, S, TE,  2 
AM, CXM, C, E, GN, L, NV, S, TE 
AM, CXM, C, E, L, NOR, NV, S, TE 

1 
1 

TOTAL 18 
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TABELA 4 Perfil de múltipla resistência a antibióticos de isolados bacterianos, 
oriundos de tanques de refrigeração por expansão. 

Legenda: Antibióticos testados: Ampicilina (AM), Cefuroxima (CXM), 
Cloranfenicol (C)  Eritromicina (E), Gentamicina (GN), Lincomicina (L), 
Norfloxacina (NOR), Novobiocina (NV), Estreptomicina (S), Tetraciclina 
(TE). 
   
 
TABELA 5 Perfil de múltipla resistência a antibióticos de isolados bacterianos, 

oriundos de tanques de refrigeração por expansão. 

Legenda: Antibióticos testados: Ampicilina (AM), Cefuroxima (CXM), 
Cloranfenical (C), Eritromicina (E), Gentamicina (GN), Lincomicina (L), 
Norfloxacina (NOR), Novobiocina (NV), Estreptomicina (S), Tetraciclina 
(TE). 
 
 
 
 

Perfil de múltipla resistência                Microrganismo______ _         
Klebsiella ozaenae 

E, L, S, TE  1 
CXM, E, L, NV, TE 1 
AM, CXM, E, L, NV 1 
AM, CXM, C, E, L, S, TE,  1 
AM, CXM, E, GN, L, NV, TE 1 
AM, CXM, C, E, L, NV, TE 1 
AM, CXM, C, E, L, NV, S, TE 2 
AM, CXM, E, GN, L, NV, S, TE 2 
AM, CXM, C, E, GN, L, NV, TE 1 
AM, CXM, C, L, NOR, NV, S, TE 
AM CXM, C, E, L, NOR, NV, TE 
AM, CXM, E, GN, L, NOR, NV, TE 

1 
1 
1 

TOTAL 14 

Perfil de múltipla resistência                Microrganismo__________         
Aeromonas hydrophila 

AM, CXM, C, E, NV, S, TE 1 
AM, CXM, C, E,  L, NOR, NV, S, TE 
AM, CXM, C, E, L, NV, S, TE  
AM, CXM, C, E, GN, L, NV, S, TE 

3 
5 
1 

Total 10 
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TABELA 6 Índice de múltipla resistência a antibióticos apresentados  
 por microrganismos isolados de tanques de refrigeração por 
expansão   

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Numero de microrganismos Índice Mar 
1 0,4 
4 0,5 
2 
14 
26 
13 

0,6 
0,7 
0,8 
0,9 
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CONCLUSÕES 

 
 

Os microrganismos encontrados nos tanques de refrigeração por 

expansão pertencentes à família enterobacteriaceae foram Yersinia Kristensenni 

(1), Yersinia pseudotuberculosis (1), Klebsiella ozaenae (14), Stenotrophomonas 

maltophilia (1), Serratia liquefaciens (18), Serratia plymutica (1) Citrobacter 

freundini (1) Shigella flexineri (3) e Shigela dysinteride (2),  e os não 

pertencentes à família enterobacteriaceae foram Pseudomonas fluorescens, 

Aeromonas hidrófila e Agrobacterium radiobacter.. 

Todos os isolados apresentaram produção de proteases; a produção de 

lipases foi observada em Serratia liquefaciens, Pseudomonas fluorescens e 

Aeromonas hidrófila. A espécie Pseudomonas fluorescens foi a única a 

apresentar produção de lecitinases.  

Todos os isolados apresentaram resistência a pelo menos 4 dos dez 

antibióticos testados, o que demonstra um quadro típico de multirresistência. 
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