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RESUMO

O leite pode ser contaminado por bactérias psicrotroficas em diversos
pontos da cadeia produtiva, inclusive durante a estocagem refrigerada em
tanques de expansao. O leite, uma vez contaminado por psicrotroficos, pode
sofrer alteracGes no sabor, no aroma ¢ na textura. As bactérias psicrotroficas
podem apresentar resisténcia a diversos antibioticos. Os genes de resisténcia aos
antibidticos podem ser transferidos para bactérias patogénicas do homem,
tornando dificil o tratamento de infecgdes. Este trabalho foi realizado com os
objetivos de identificar bactérias psicrotroficas Gram-positivas presentes em
tanques de estocagem de leite cru refrigerado, avaliar a sua capacidade de
produgdo de enzimas extracelulares (proteases, lipases e lecitinases) e verificar o
seu perfil de resisténcia a antimicrobianos. As amostras pertenciam a colecéo do
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da UFLA. Essas amostras foram
previamente coletadas em tanques de refrigeracdo por expansdo para leite cru,
por meio de suabes estéreis. Cinquenta e trés isolados de bactérias psicrotroficas
Gram-positivas foram selecionados aleatoriamente e identificados com auxilio
do kit de identificagdo BBL crystal Gram-positive. Foi avaliada a produgdo de
enzimas extracelulares utilizando agar leite, agar base tributirina ¢ TSA
suplementado com emulsdo de gema de ovo. Para a realizagdo do antibiograma,
foram utilizados dize antibidticos para bactérias Gram-positivas. Os resultados
revelaram a presengca de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Corynebacterium spp., Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium aquaticum,
Corynebacterium bovis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans, Staphylococcus spp., Staphylococcus simulans,
Staphylococcus vitulus, Staphylococcus saccharolyticus, Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lactococcus garviae e Micrococcus sedentarius nos tanques de expansao.
Os isolados produziram enzimas extracelulares; 83% dos isolados produziram
proteases, 87% produziram lipases e 63% produziram lecitinase. Essas enzimas,
quando presentes no leite, podem provocar a deterioragdo do mesmo, inclusive
apds o tratamento térmico do leite. Os perfis de susceptibilidade aos
antimicrobianos apontaram a resisténcia multipla para todos os isolados testados.

Palavras-chave: Psicrotroficos. Tanques de expansdo. Leite. Proteases.
Lecitinases. Lipases. Resisténcia a antibidticos.



ABSTRACT

Milk can be contaminated by psychrotrophic bacteria in several points of
the productive chain including during refrigerated storage in expansion tanks.
Once contaminated by psychrotrophics milk can suffer alterations in its flavor,
aroma and texture. The contaminant bacteria of milk may present resistance to
several antibiotics. The genes of antibiotic resistance may be transferred via food
to the pathogenic bacteria of humans rendering it difficult the treatment of
infections. This work aimed to identify the Gram positive psychrotrophic
bacteria present in refrigerated raw milk storage tanks, to evaluate the
production capacity of extra-cellular enzymes (proteases, lipases and
lecithinases) by these bacteria and to verify their antibiotic resistance profile.
The samples belonged to the collection of the Laboratory of Food Microbiology
of UFLA. These samples were previously collected in refrigeration expansion
tanks for raw milk using sterile swab. Fifty three isolates were selected
randomly and identified with the help of the identification kit BBL Crystal
Gram-Positive. The production of extra-cellular enzymes using milk agar,
tributyrin agar base and TSA supplemented with egg yolk emulsion was
evaluated. For the antibiogram, 12 antibiotics for Gram positive bacteria were
used. The results revealed the presence of Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Corynebacterium spp., Corynebacterium jeikeium,
Corynebacterium aquaticum, Corynebacterium bovis, Enterococcus faecalis,
Enterococcus  faecium, Enterococcus durans, Staphylococcus  spp.,
Staphylococcus  simulans,  Staphylococcus  vitulus,  Staphylococcus
saccharolyticus, Lactococcus lactis ssp. lactis , Lactococcus garviae and
Micrococcus sedentarius in the expansion tanks. The isolates were evaluated in
relation to the production of extra cellular enzymes and 83% of the isolates
produced proteases, 87%, lipases and 63%, lecithinases. When present in milk,
these enzymes can cause its deterioration, including after it is thermally treated.
Antibiotic resistance was also evaluated by means of agar diffusion test,
classifying the microorganisms as resistant, intermediary and sensitive. The
microorganisms were most sensitive to sulfazotrim and ciprofloxacin. All the
isolates presented multiple resistance to the drugs tested.

Keywords: Psichrotrophics. Expansion tanks. Milk. Bulk milk. Proteases.
Lecithinases. Lipases. Antibiotic resistance.
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CAPITULO 1

Introducéo geral

1 INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de leite. Entretanto,
na grande maioria, os produtores de leite sdo pequenos e médios. Esse quadro
implica, de forma geral, em baixa tecnificagdo, poucos investimentos na
produgdo e inadequado treinamento do pessoal responsavel pela manipulagido do
leite, durante toda a cadeia de produgdo e armazenamento (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2007).

Com a finalidade de melhorar a qualidade do leite, os laticinios
implementaram programas de remuneragdo que incentivam e exigem do
produtor primario matéria-prima de boa qualidade. Dessa forma, o produto
torna-se mais competitivo no mercado, visto que os consumidores t€m sido mais
exigentes em relac@o a qualidade do leite e dos produtos lacteos oferecidos.

Além da matéria-prima, a temperatura de refrigeragdo, o tempo de
armazenamento ¢ a higienizagdo adequada dos equipamentos, tanques de
expansdo e utensilios utilizados na industria sdo fatores que influenciam a
qualidade final do leite.

A conservagdo do leite cru sob temperaturas de refrigeragdo evita o
crescimento de bactérias mesoéfilas, mas ndo impede o crescimento de bactérias
psicrotroficas, capazes de crescer em temperaturas abaixo de 7°C. Os tanques de
refrigeragdo devem ser mantidos limpos e sanificados, a fim de evitar a adesdo,
em suas paredes, de bactérias psicrotroficas.

As Dbactérias psicrotroficas, com exce¢do das termoduricas, sdo

eliminadas com o tratamento térmico do leite. No entanto, varias de suas



enzimas proteoliticas e lipoliticas produzidas durante o periodo de armazenagem
refrigerada do leite sdo termoestaveis, podendo resistir ao tratamento térmico,
causando perda da qualidade dos produtos processados.

As enzimas proteoliticas bacterianas agem sobre a k-caseina, resultando
na desestabilizacdo das micelas de caseina e na coagulagdo do leite. As proteases
microbianas provocam geleificacdo do leite UHT, formagdo de off-flavours e
sabor amargo no leite e em produtos lacteos.

O efeito das lipases na deterioragdo do alimento tem sido
frequentemente descrito, visto que elas sdo capazes de hidrolisar gordura, até
mesmo em temperaturas muito baixas (BRAUN; BALZER; FEHLHABER,
2000). A maior consequéncia da degradagdo de gordura no leite € a alteragdo da
qualidade sensorial, devido a concentracdo de acidos graxos livres produzidos,
resultando em odores fortes e gosto amargo, rancoso, frutifero e azedo.

Outra caracteristica relevante de bactérias presentes em leite, e que
merece ser estudada, é a crescente resisténcia aos antibidticos. Agentes
antimicrobianos sdo utilizados em rebanhos, para profilaxia e tratamento de
infecgdes. No entanto, o uso indiscriminado tem resultado no aumento do
numero de populagdes bacterianas resistentes a agentes antimicrobianos.

A resisténcia a antibidticos pode ocorrer pela forma intrinseca ou
natural. A resisténcia natural resulta de genes localizados no cromossomo, os
quais codificam mecanismos que impedem o antibidtico de agir em seu sitio
alvo. A resisténcia bacteriana adquirida pode resultar da mutagdo em gene
cromossdmico ou da aquisicdo de genes exogenos. Em bactérias, genes de
resisténcia sdo frequentemente encontrados em plasmideos e transposons. A
transferéncia dos genes de resisténcia pode ocorrer por meio de conjugacdo ou
por meio de bacteriofagos ou de DNA livre presente no ambiente.

Evidéncias microbioldgicas mostram que bactérias resistentes ou

determinantes de resisténcia podem ser passadas de animais para seres humanos
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pelo contato direto e via produtos de origem animal, resultando em infecc¢des
dificeis de serem tratadas (ANTHONY; VAN DEN BOGAARD;
STOBBERINGH, 2000). Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana tem sido pauta em discussdes que levam a crer que o uso de
drogas antimicrobianas e¢ o desenvolvimento de resisténcia em animais e
humanos sdo inter-relacionados. Portanto, deve haver um monitoramento do
desenvolvimento de resisténcia em bactérias ¢ adequacdes no uso de
antibidticos, com a finalidade de evitar o seu uso inadequado por diversos
setores da sociedade, especialmente em hospitais ¢ fazendas.

O constante aumento de populacdes bacterianas resistentes a
antimicrobianos e a deterioragdo do leite provocada por enzimas extracelulares
produzidas por bactérias psicrotroficas Gram-positivas motivaram a realizagdo
deste trabalho, cujos objetivos sdo a identificag@o e a caracterizagdo de bactérias
psicrotroficas Gram-positivas presentes em tanques comunitirios para
refrigeragdo de leite cru; a avaliagdo de sua capacidade de producdo de
proteases, lipases e lecitinases e¢ a investigacdo de seu perfil de resisténcia a

antibidticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Qualidade microbioldgica do leite

O leite, por natureza, ¢ um alimento rico em nutrientes, contendo
proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e sais minerais. Sua qualidade tem
sido amplamente discutida no cendrio nacional de producao leiteira.

Nos ultimos anos, a producao nacional de leite mereceu destaque, tendo
sido produzidos, no pais, 27,83 milhdes de litros de leite, em 2008. O Brasil
ocupa a sexta posi¢do na producao mundial de leite, atras de EUA, India, China,
Russia e Alemanha (EMBRAPA, 2007). Estes nimeros mostram a relevancia da
atividade leiteira para a economia brasileira.

Segundo Brito et al. (2004) e informagdes da EMBRAPA (2007), as
caracteristicas da producdo leiteira no Brasil sdo os principais fatores que
impedem um desenvolvimento mais acelerado da atividade. De forma geral, a
maior parte dos produtores pode ser classificada como sendo de pequenos ou
médios, com produgdo diaria de 50 a 100 litros e de carater familiar. Como
consequéncia, ha pouco investimento na atividade, resultando em problemas em
toda a cadeia produtiva, como baixa tecnificagdo, falta do controle sanitario dos
animais ¢ condi¢des higiénicas inadequadas durante a ordenha, a conservagdo e
o transporte (SANTOS; FONSECA, 2007; VALEEVA et al., 2005).

Os microrganismos que normalmente contaminam o leite crescem numa
ampla faixa de temperatura. Essa microbiota inclui microrganismos mesofilos e
psicrotréficos. Os mesoéfilos crescem em temperatura ambiente e incluem
coliformes e bactérias lacteas. Se o leite for mantido em temperatura ambiente,
esses microrganismos podem atingir numeros elevados e provocar deterioracao
por acidifica¢do. Alguns patdgenos mesoéfilos, como Salmonella, Staphylococcus

aureus e isolados patogénicos de E. coli, também podem contaminar o leite e
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causar problemas gastrintestinais. As bactérias psicrotroficas sdo capazes de
crescer em temperaturas de refrigeracdo e apresentam capacidade de produzir
enzimas extracelulares, como proteases e lipases termorresistentes. As bactérias
termoduricas s3o aquelas capazes de resistir ao tratamento térmico, como, por
exemplo, a pasteurizacdo. As bactérias termoduricas ndo sdo capazes de crescer
em altas temperaturas. S0, na maioria, mesofilas e algumas podem ser incluidas
no grupo das psicrotroficas (COUSIN, 1982; JAY, 2005; ORDONEZ et al.,
2005).

A presenca de microrganismos psicrotroficos no leite depende da
eficiéncia com que os procedimentos de limpeza e sanificacdo das superficies
que entram em contato com o leite sdo efetuados, assim como da higiene do
ambiente, da temperatura de manutencdo e do tempo que decorrente até o seu
processamento (BANARD, 1995; COUSIN, 1982; ENEROTH et al., 2000;
HOLM, 2004; MILLOGO et al., 2010; ROGICK, 1982). A contamina¢do do
leite por microrganismos psicrotroficos compromete a estabilidade do leite e de
seus produtos, pois promove a deterioragdo de proteinas, gorduras e aglcares
(CHAMBERS, 2002; COUSIN, 1982; ELMOSLEMANY et al., 2010).

Os sitios onde os microrganismos psicrotroficos sdo mais comumente
encontrados sdo as superficies dos tetos mal lavados, o ubere acometido por
infecgdes e os equipamentos de ordenha mal higienizados. A contaminagao do
leite pode ocorrer por meio das tubulagdes de transporte do leite ordenhado, pela
superficie dos tanques de refrigeragdo e pela dgua utilizada na higienizagao dos
equipamentos de ordenha (BANARD, 1995; COUSIN, 1982; ENEROTH et al.,
2000; PORETT, 1990).

A contagem bacteriana total do leite pode aumentar significativamente
quando em contato com equipamentos em que a limpeza e a sanitizagdo sao
deficientes, pois os microrganismos proliferam nos residuos de leite presentes

em recipientes, borrachas, jungdes e qualquer outro local onde possa ocorrer
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acimulo de residuos (GUERREIRO et al., 2005; MILLOGO et al., 2010;
RAJMONHAN, 2002).

E fundamental que a agua utilizada para fins de limpeza seja potavel,
com baixa contaminagdo por coliformes e outros géneros bacterianos, como
Pseudomonas e Bacillus (COUSIN; BRAMLEY, 1981; ENEROTH et al.,
2000).

Considerando os problemas relacionados a producao leiteira brasileira, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) iniciou, na década
de 1990, discussdes em busca de solugdes e alternativas para melhorar a
qualidade do leite e de seus derivados. Finalmente, em 2002, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento publicou a Instru¢do Normativa 51
(IN51), que regulamenta a produgdo, a identidade e a qualidade do leite tipo A,
B, C, do leite pasteurizado e do leite cru refrigerado. Regulamenta também a
coleta do leite cru refrigerado e seu transporte a granel (BRASIL, 2002; NERO;
VICOSA; PEREIRA, 2009).

Uma das principais alteragdes preconizadas pela IN51 diz respeito ao
leite tipo C. Até entdo, ndo havia parametros microbiolégicos especificos para o
leite cru destinado ao beneficiamento desse tipo de leite pasteurizado. De acordo
com as novas normas, esse leite deve ser refrigerado ja na propriedade e
apresentar contagem de aerobios meséfilos maxima de 10°UFC/mL, objetivo a
ser atingido em diferentes prazos, de acordo com a localizagdo geografica da
regido produtora (BRASIL, 2002; NERO et al., 2005).

Outro importante objetivo da IN51 a ser alcancado ¢é a redugdo da
contagem de células somaticas (CCS), em prazos similares aos estabelecidos
para contagem de aerdbios mesofilos (Tabela 1). Todas essas normas buscam a
melhoria da qualidade do leite cru produzido no Brasil (NERO et al., 2005).

A IN 51 admite o uso coletivo de tanques de refrigeragdo a granel por

produtores de leite. A localizagdo do equipamento deve ser estratégica,
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facilitando a entrega do leite de cada ordenha no local em que o mesmo estiver
instalado. Também ndo é permitido acumular a produ¢do de mais de uma
ordenha em determinada propriedade rural, com a finalidade de envia-la uma
unica vez ao dia aos tanques de refrigeracdo comunitarios. Os tanques também
devem ser adequadamente higienizados, logo apds a entrega do leite, utilizando
enxague com agua corrente, detergente biodegradavel e escovas apropriadas
(BRASIL, 2002).

As principais vantagens da refrigeracao sao a diminui¢do dos custos de
transporte ¢ a uniformizacdo do suprimento, além da reducdo da acidificagdo
precoce do leite cru, por inviabilizar o desenvolvimento de microrganismos
mesofilos (BOOR et al., 1998; PRATA, 2001).

Embora promova queda na taxa de multiplicacdo bacteriana, a reducdo
da temperatura de estocagem e de transporte do leite € seletiva para as bactérias
psicrotroficas que, em periodos prolongados em temperaturas iguais ou menores
a 7°C, passam de minoria a dominantes, apresentando consideravel potencial
deteriorativo (COUSIN, 1982; NERO et al., 2005; NORNBERG et al. 2010;
SILVEIRA; CARVALHO; TEIXEIRA, 1998).

Segundo a Instru¢do Normativa 51 (BRASIL, 2002), a temperatura de
refrigeragdo do leite deve ser igual ou inferior a 4°C, em se tratando de tanques
de refrigeracdo por expansdo direta, ou temperatura igual ou inferior a 7°C, nos
casos dos tanques de refrigeracdo por imersdo, em tempo maximo de trés horas
apos o término da ordenha, independente de sua capacidade (BRASIL, 2002).

Para a manutengdo da temperatura ideal nos tanques refrigeradores, ¢
necessario que estes estejam em perfeito funcionamento. Infelizmente o
fornecimento de energia elétrica no campo, muitas vezes, deixa a desejar,
prejudicando a refrigeragdo e acarretando mais problemas em relagdo a

qualidade final do leite (AMARO, 2002).
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Pinto, Cardoso e Vanetti (2004) avaliaram o cumprimento dos itens da
IN51 em propriedades nas quais havia tanques de refrigeragdo por expansio
direta no municipio de Vigosa, MG. Os autores constaram que: em 85,7% dos
locais onde os tanques estavam instalados, as janelas ndo apresentavam telas de
protecdo; em 57% das propriedades o tempo entre a ordenha e a chegada do leite
para refrigeracdo era superior ao limite maximo permitido, que ¢ de 60 minutos
e os procedimentos de higienizagdo dos latdes ndo atendiam as recomendagoes
da IN51 e em 42,9% dos casos, a higiene pessoal dos funcionarios encarregados
pelo recebimento do leite estava em descordo.

O ndo cumprimento das acgdes descritas pela IN51, associado a
procedimentos inadequados de higienizacao, pode resultar na perda da qualidade
do leite, além de propiciar ambientes para a adesdo de bactérias e, at€ mesmo,
formagdo de biofilmes microbianos nos equipamentos e tanques de resfriamento

de leite.

2.2 Biofilmes microbianos

Biofilmes sdo definidos como ecossistemas biologicos embebidos em
uma matriz constituida de substancias poliméricas extracelulares, aderidos a uma
superficie (SHARMA; ANAND, 2002).

Os biofilmes contém particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos,
carboidratos, sais minerais e vitaminas que formam uma camada debaixo da qual
0s microrganismos continuam a crescer. O biofilme pode ser formado por
apenas uma espécie ou por multiespécies; neste ultimo caso, ¢ o mais
comumente encontrado no ambiente ¢ em superficies, inclusive as utilizadas em
industrias alimenticias (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).

As Dbactérias formadoras de biofilme podem viver de forma livre

(planctonicas) ou em comunidades aderidas a um substrato (bactérias sésseis).
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As células bacterianas podem formar biofilme em superficie de ago inoxidavel,
vidro, aluminio, teflon, materiais de nailon e borracha encontrados em ambientes
utilizados para processar alimentos (SHIRTILIFF et al., 2002).

O biofilme ¢ formado apos algumas etapas que incluem pré-adesdo,
adesdo reversivel e adesdo irreversivel. Inicialmente, os microrganismos
planctonicos recebem algum estimulo (que incluem disponibilidade de
nutrientes, temperatura ¢ pH) que os leva a aderir a superficie (Oulahal et al.,
2008). Durante a adesdo reversivel ocorre a interacdo célula-superficie,
acarretando em colonizagdo inicial. Apds 15 minutos de contato da bactéria
com a superficie, os genes que regulam a producdo de exopolissacarideos (EPS)
sdo ativados. As células aderidas podem retornar ao seu estado planctonico;
logo, a adesdo ¢ reversivel (OULAHAL et al., 2008; SAUER et al., 2002).

A adesao irreversivel é caracterizada pela presenca de microcolonias e
aumento na producdo de EPS. Os genes envolvidos na comunicagdo entre as
células (sistema quorum sensing) também sdo ativados (OULAHAL et al.,
2008). O quorum sensing favorece o acesso a nutrientes ¢ aumenta a capacidade
de diferenciacdo das bactérias em formas mais adaptadas a sobrevivéncia em
ambientes mais hostis. Esse sistema regula uma série de caracteristicas
fenotipicas, incluindo producdo de antibidticos, diferenciacdo celular,
transferéncia de plasmideos, produgdo de enzimas hidroliticas extracelulares,
esporulagdo, motilidade e produgdo de toxinas e de fatores de viruléncia
(SMITH; FRATAMICO; NOVAK, 2004). A populagdo do biofilme aumenta
assim como a produgdo ¢ a deposi¢do de EPS, aumentando a espessura do
biofilme (CHENG, 2007). A maturagdo resulta na geragao de uma arquitetura
complexa, com canais e poros permitindo a transferéncia de dgua e nutrientes.
Posteriormente, a maturidade do biofilme pode ocorrer o destacamento das
células que, por sua vez, podem contaminar linhas de processamento em

laticinios (CHENG et al., 2007).
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No biofilme, os microrganismos estdo mais resistentes a agdo de agentes
quimicos e fisicos, como os utilizados nos procedimentos de higienizagdo. O
exopolissacarideo age como uma barreira fisica, impedindo o contato dos
agentes sanificantes com as células bacterianas (DRENKARD, 2003).

As falhas nos procedimentos de higienizagdo permitem que os residuos
aderidos aos equipamentos e utensilios transformem-se em potencial fonte de
contaminacdo. A ocorréncia de biofilmes em tanques de refrigeracdo, tubulagdes
e equipamentos nas industrias de laticinios representa risco antes e apds o
processamento do leite, podendo causar deterioragdo e enfermidades de origem

alimentar (AKUTSU, 2001).

2.3 Microrganismos psicrotroéficos

De acordo com as normas da International Dairy Federation e segundo
alguns autores (COLLINS, 1981; CROMIE, 1992; COUSIN, 1982; FRANK;
CHRISTEN; BULLERMAN, 1992), os psicrotroficos sdo definidos como
microrganismos que podem crescer a 7°C ou menos, independente da
temperatura 6tima de crescimento (25°-30°C). Resumidamente, pode-se dizer
que bactérias psicrotroficas sdo capazes de crescer em temperatura de
refrigeracdo, porém, apresentam crescimento O6timo em temperatura ambiente
(ROWE et al., 2003).

Microrganismos psicrotroficos encontram-se amplamente distribuidos
na natureza, podendo estar presentes nos mais diversos ambientes, independente
do clima ou da estagao do ano (COUSIN, 1982). Muitos sdo provenientes de
agua, solo e vegetagcdo, podendo ser encontrados também em ar e poeira. Os
microrganismos psicrotroficos ja foram encontrados em grama, esterco, aguas
paradas e correntes, plantas, animais e, at¢ mesmo, no leite (COUSIN, 1982;

SANTOS; FONSECA, 2002).
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Diversos géneros de bactérias Gram-negativas ¢ Gram-positivas capazes
de crescerem sob temperaturas de refrigeracdo podem ser encontradas no leite.
As bactérias psicrotroficas Gram-negativas incluem os géneros Aeromonas,
Alcaligenes, Acinetobacter, Flavobacterium, Pseudomonas e Achromobacter
(COUSIN, 1982; HAYLES; BOOR, 2001; MARTINS, 2006; SORHAUG;
STEPANIAK, 1997, STEPANIAK, 2000), Serratia (MARTINS, 2006;
SORHAUG; STEPANIAK, 1997) e Yersinia (MARTINS, 2006). As bactérias
Gram-positivas isoladas de leite capazes de crescer em temperaturas de
refrigeragdo pertencem aos géneros Bacillus, Micrococcus, Streptococcus,
Corynebacterium e Lactobacillus (COUSIN, 1982; ERCOLINE et al., 2008;
FRANK; CHRISTEN; BULLERMAN, 1992; HAYLES; BOOR, 2001;
SORHAUG; STEPANIAK, 1997). Além destes, Chye, Abdullah ¢ Ayob (2004)
incluiram também a Listeria monocytogenes.

Os mesmos géneros de bactérias psicrotroficas Gram-positivas
encontradas em leite também podem ser encontrados nos tanques de expansio
para refrigeracéo de leite cru.

Holm et al. (2004) analisaram amostras de tanques de refrigeragdo por
expansdo e encontraram bactérias psicrotroficas Gram-negativas ¢ Gram-
positivas. Entre as Gram-positivas encontradas estavam bactérias corineformes,
Lactococcus spp., Micrococcus spp. e Staphylococcus spp. Esses
microrganismos foram encontrados em 53% das amostras. Bacillus spp.,
Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis e leveduras também foram encontrados, porém, em menor
numero, em 25% das amostras.

Silva (2006) analisou a microbiota presente em tanques de expansio
para refrigeracdo de leite cru. Silva (2006) encontrou nos tanques Enterochacter
spp., Enterobacter hafnia, Pseudomonas spp., Streptococcus spp., Micrococcus

spp., Staphylococcus spp. e Bacillus spp.
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Pseudomonas spp. e Bacillus spp. sdo os principais géneros envolvidos
na alteragdo do leite (MARSHALL; SCHIMIDT, 1988; SORHAUG;
STEPANIAK, 1997). Estas bactérias, Pseudomonas (Gram-negativo) e Bacillus
(Gram-positivo), predominam e podem provocar alteragdes no leite por meio de
secregdo de enzimas extracelulares. No género Pseudomonas, destaca-se a
espécie Pseudomonas fluorescens, frequentemente isolada no leite cru
refrigerado, em tanques de expansdo. Dentre as bactérias do género Bacillus,
destaca-se Bacillus cereus por ser considerada patogénica. Os microrganismos
do género Bacillus sdo formadores de esporos termorresistentes (COUSIN,
1982; DESMASURES; GUEGUEN, 1997; PRATA, 2001).

Ambos, Pseudomonas spp. ¢ Bacillus spp., s@o considerados
microrganismos proteoliticos e lipoliticos capazes de promover alteracdes
indesejaveis no leite e produtos lacteos. Os microrganismos do género Bacillus
ainda desempenham outro papel caracteristico na deterioragdo do leite. Seus
principais alvos sdo o leite e seus derivados submetidos ao tratamento térmico,
uma vez que, resistindo a pasteurizagdo, sofrem uma selecdo favoravel, sem
encontrar competidores (COUSIN, 1982; DESMASURES; GUEGUEN, 1997;
PRATA, 2001). Sua presenga vem se tornando cada vez mais importante na
conservagdo do leite, devido ao potencial de determinadas espécies em formar
esporos e sobreviver aos tratamentos térmicos comumente utilizados (COUSIN,
1982; PRATA, 2001).

A quantidade de bactérias psicrotroficas necessarias em um determinado
produto para que possa haver alteragdes e causar problemas esta em torno de 10°
UFC/mL (CROMIE, 1992; PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006; SORHAUG;
STEPANIAK, 1997).

Valeriano (2007) trabalhou com bactérias psicrotroficas Gram-negativas
isoladas de tanques de expansdo para refrigeracdo de leite cru. De acordo com a

. , . 2
autora, as contagens de psicrotroficos nos tanques variaram entre 3,0 x 10" e 1,9
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x 10" UFC/ecm?. Este resultado pode causar alteragdes no leite ¢ sugere praticas
higiénicas inadequadas, incapazes de garantir baixa contaminagdo do leite
armazenado sob refrigeracio.

Contagens altas de bactérias psicrotroficas podem causar grandes
prejuizos econdmicos, devido as suas caracteristicas deteriorativas
(CARVALHO, 2001; COUSIN, 1982; FRANK; CHRISTEN; BULLERMAN,
1992; MANZANO et al., 2004; TONDO et al., 2003).

2.4 Fisiologia de bactérias psicrotréficas

A maioria das bactérias psicrotroficas, quando crescem em temperaturas
mais baixas, sintetizam lipideos neutros e fosfolipideos contendo um aumento na
proporc¢ao de acidos graxos insaturados (KUMAR; JAGANNADHAM; RAY,
2002; JAY, 2005; RUSSEL; NICHOLS, 1999). As mudangas induzidas por
baixas temperaturas na composi¢do dos acidos graxos sugere que eles estdo
associados aos mecanismos fisiologicos da célula. O aumento no grau de
insaturacdo de acidos graxos em lipideos provoca um decréscimo no ponto de
fus@o de lipideos. Essa alteragdo tem a funcdo de manter o estado fluido dos
lipideos, permitindo a permeabilidade e a atividade da membrana plasmatica,
facilitando o transporte sob baixas temperaturas (KUMAR; JAGANNADHAM;
RAY, 2002; JAY, 2005; RUSSEL; NICHOLS, 1999).

Apesar das alteracdes no padrdo dos lipideos, ha relatos que, em
psicrotréficos Gram-negativos, pode ocorrer um decréscimo da permeabilidade
da membrana externa sob baixas temperaturas. A maior proteina de membrana
(OprF) esta envolvida neste fendmeno. Experimentos in vitro com essa porina
revelaram que o tamanho do canal dessa proteina pode ser menor sob baixas
temperaturas. Em observagdes realizadas com bactérias que cresceram em

temperaturas menores que 8°C constatou-se que o canal dessa porina apresentou
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um ter¢o do tamanho quando comparado ao de bactérias que cresceram sob
temperatura otima (28°C). Esse fato sugere que o tamanho do poro OprF ¢
dependente da temperatura. Resultados similares foram obtidos investigando
psicrotroficos como Pseudomonas fluorescens linhagem OE 28.3 (JAOUEN et
al., 2004). A diminuicao dos poros devido as baixas temperaturas pode restringir
a passagem de proteinas maiores para o intersticio intracelular. Com a finalidade
de compensar essa perda, os psicrotroficos sintetizam maiores quantidades de
enzimas extracelulares. Essas enzimas atuam hidrolizando proteinas e lipideos,
fornecendo peptideos de baixo peso molecular e acido graxo aos psicrotréficos
que crescem em baixas temperaturas.

Os psicrotroficos tém taxas metabolicas mais lentas sob baixas
temperaturas, no entanto, ndo cessam seu crescimento. Apesar da diminui¢ao da
atividade metabolica, os psicrotroficos apresentam boa atividade enzimatica
(KUMAR; JAGANNADHAM; RAY, 2002; RUSSEL; NICHOLS, 1999).

A expressdo de algumas proteinas especificas para prote¢do ao frio ¢é
detectada em microrganismos psicrotroficos. A proteina CS 7.4 ¢ produzida para
combater o choque frio e totaliza cerca de 13% de toda proteina celular
(BERGER et al., 1996).

Bactérias  psicrotroéficas também  podem  sintetizar  proteinas
aclimatadoras do frio (Caps), durante o crescimento em baixas temperaturas.
Essas proteinas nunca foram descritas em mesoéfilos. Ainda ndo héa informagdes
sobre sua estrutura e funcdo especifica. Sabe-se que essas proteinas estdo
envolvidas na aclimatagdo ao frio e elass parecem estar envolvidas na
manutencdo das fungdes metabolicas em baixas temperaturas, por substituirem
peptideos desnaturados pelo frio. Algumas das Caps poderiam atuar como
proteases especificas que eliminam proteinas desnaturadas pelo frio que
acumulam e poderiam ser deletérias para a propria célula. Outras poderiam estar

envolvidas na manutencdo da fluidez da membrana celular sob baixas
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temperaturas (BERGER et al., 1996). Essas alteragdes sdo essenciais para a
manutengdo do crescimento de bactérias psicrotroficas em temperaturas de

refrigeragdo.

2.5 Enzimas extracelulares produzidas por psicrotroficos

A pasteurizacdo e outros tratamentos subsequentes destroem ou
removem o0s microrganismos presentes no leite, mas proteases e lipases
extracelulares termorresistentes produzidas por eles representam um importante
fator de deterioragdo do leite durante a estocagem (MANZANO et al., 2004;
NORNBERG et al., 2010; SORHAUG; STEPANIAK, 1997; TONDO et al.
2003).

O leite submetido ao tratamento UHT tem sido alvo de discussoes
devido ao aparecimento de defeitos como sedimentagdo, coagulagdo parcial ou
total, mesmo em produtos dentro do prazo de validade (PRATA, 2001).

A contagem de microrganismos psicrotroficos e a contagem de células
somaticas no leite cru sdo fatores determinantes para o aumento da geleificacdo
no leite UAT. O desenvolvimento de off-flavors e problemas na textura de
queijos fabricados com leite contaminado por psicrotroficos € causado por
proteases sintetizadas por estas bactérias, que atingem contagens entre 2x10° -
5x10° UFC/mL (NORNBERG et al., 2010; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Segundo Sorhaug e Stepaniak (1997), a principal alteragdo na vida de
prateleira do leite UAT deve-se a agdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas
nativas do leite ou de origem microbiana.

As enzimas naturais sd3o provenientes da corrente sanguinea do animal,
excretadas junto com o leite. A principal protease natural do leite ¢ a plasmina,
que se associa a micela de caseina. As proteinas lacteas hidrolisadas pela

plasmina s3o as caseinas § e a,. A plasmina tem certa resisténcia térmica a
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pasteurizagdo (CHEN; COOLBEAR; DANIEL, 2003; FANG; SANDHOLM,
1995; KELLY; FOX, 2006).

As proteases microbianas também hidrolisam a caseina, porém, com
preferéncia para a k-caseina. As proteases microbianas, em grande parte, sdo
termoestaveis, permanecendo ativas mesmo apoOs 0s processos usuais de
pasteurizagio (NORNBERG et al., 2010).

Com base nas afirmagdes de diversos autores (BOOR et al., 1998;
CARVALHO, 2001; FAIRBAIRN; LAW, 1986; MOTTAR, 1981;
NORNBERG et al., 2010; ROWE, 2003; SORHAUG; STEPANIAK , 1997,
STEAD, 1987; TONDO et al., 2003), pode-se dizer que tratamentos térmicos
convencionais sdo incapazes de inibir a agdo dos microrganismos psicrotroficos,
capazes de produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas com impressionante
resisténcia a tratamentos térmicos, como a pasterizagdo e o tratamento UAT
(SORHAUG; STEPANIAK , 1997; STEAD, 1987).

A estabilidade térmica das proteases se deve a presenga de zinco no sitio
ativo, a ligacdo com o calcio que, por sua vez, proporciona maior estabilidade a
enzima, aos grupos sulfidrilas, ao alto conteudo de residuos de aminoacidos
hidrofobicos e as varias pontes de hidrogénio (CHEN; COOLBEAR; DANIEL,
2003; FAIRBAIRN; LAW, 1986, SOUHAUG; STEPANIAK, 1997).

As enzimas proteoliticas podem ser classificadas como exopeptidases ¢
endopeptidases. As exopeptidases atuam na extremidade carboxil ou amino da
cadeia polipeptidica e as endopeptidases atuam no interior da cadeia
polipeptidica. Em func¢dao dos residuos de aminoacidos presentes no sitio
catalitico, responsaveis pela catalise, as peptidases também podem ser
denominadas como cisteino (papaina, catepsina B), serino (tripsina,
quimotripsina, plasmina, subtilisina), aspartico (pepsina, catepsina D) e metalo-

endopeptidases (termolisina) (DIAS, 2007; WHITTAKER, 2003).
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As proteases microbianas mais estudadas sdo proteases sintetizadas por
espécies de Pseudomonas. Sua principal protease extracelular é uma
metaloprotease, que apresenta pH otimo entre 6,5 a 8. As metaloproteases sdao
tipicamente mais resistentes ao calor (CHEN; COOLBEAR; DANIEL, 2003;
FAIRBAIRN; LAW, 1986).

Os Bacillus também tém sido estudados devido a seu potencial
proteolitico. A enzima mais conhecida sintetizada por espécies de Bacillus ¢ a
subtilisina, classificada como serinoprotease (CARREIRA et al., 2004). O
mecanismo de ac¢do da serinoprotease esta representado na figura 1.

A subtilisina ¢ sintetizada por B. licheniforms e B. subtilis. Esta enzima
¢ utilizada para a producao de hidrolisados proteicos, na industria de cervejaria e
na fabricagdo de queijos (CARREIRA et al., 2004).

As espécies de Bacillus geralmente sintetizam uma variedade de
proteases e lipases. De acordo com Chen, Coolbear e Daniel (2004), as
serinoproteases ¢ as metaloproteases sdo as mais comuns (CHEN; COOLBEAR;
DANIEL, 2004) e 50% das proteases sintetizadas por linhagens de Bacillus
mantiveram-se ativas mesmo apos a pasteurizagao.

A grande maioria das proteases sintetizadas por bactérias psicrotroficas
pertence as classes das serinoproteases ¢ metaloproteases (CHEN; COOLBEAR;
DANIEL, 2003; NORNBERG et al., 2010).

Os microrganismos psicrotroficos produzem proteases que atuam
primariamente durante a estocagem do leite sob refrigeragdo, antes do
tratamento térmico. A maior parte das proteases de psicrotroficos apresenta

atividade estritamente relacionada ao leite (SORHAUG; STEPANIAK , 1997).
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Figura 1 Esquema do mecanismo de acdo catalitico das serino-endopeptidases
(subtilisina). 1: ligacdo reversivel e formacdo do [E-S]; 2. Ataque
nucleofilico do anion —O- da Ser 211 ao C carbonilico da ligacdo
peptidica a ser clivada, levando a formagdo de um intermedidrio
tetraédrico. Este passo é favorecido pela catalise basica da His 64; 3.
Colapso do intermedidrio em acilenzima, via protonacdo do C da
ligacdo a ser clivada por acdo do grupo imidazol da His 64, com
liberagdo do segmento polipeptidico aminado do substrato; 4. ataque
nucleofilico da agua, intermediado pela His 64, formando um novo
intermedidrio; 5. quebra deste intermediario via protonacdo do O- da
Ser 211 por agdo da His 64, liberando o segmento polipeptidico
carboxilado do substrato (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2004;
PRICE; STEVENS, 1993; WONG, 1995 apud DIAS, 2007)

As proteases hidrolisam as caseinas, que s30 as maiores proteinas do
leite, sendo a a-lactoalbuminas e as -globulinas consideradas proteinas menores

pertencentes & fase de soro do leite (KOHLMANN et al., 1991; TONDO et al.,
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2003). Cerca de 80% das proteinas do leite sdo caseinas, organizadas na forma
de micelas contendo 92% de proteinas e 8% de sais inorganicos, especialmente o
fosfato de calcio (ROLLEMA, 1992).

As caseinas sdo divididas em subclasses, a-caseina, f-caseina, k-caseina,
sendo que todas as caseinas do leite estdo contidas nas micelas (KOHLMANN et
al., 1991; TONDO et al., 2003). Segundo o modelo de Walstra (1990), as
micelas sdo formadas por submicelas, esféricas, agregando as moléculas de
caseina (ay, oy, B, ¥ € y) mantidas unidas por interagdes hidrofobicas e pontes
salinas. Além disso, citrato, célcio e, principalmente, fosfato coloidal de célcio
sdo componentes que integram e estabilizam a micela (MORENO et al., 2000;
TONDO et al., 2003).

Os efeitos das proteases naturais ou bacterianas, no leite € em produtos
lacteos, se ddo nas subunidades de caseina. As proteases bacterinas hidrolisam
especialmente a 1« e P-caseina, sendo a k-caseina hidrolisada por estar mais
exposta a protease, devido ao seu posicionamento na periferia da micela
(SANTOS; CARVALHO; ABREU (1999).

A hidrélise provocada na k-caseina por meio da agdo de proteases
bacterianas ¢ semelhante a hidrolise provocada pela quimiosina. A hidrolise
pode ocorrer em pontos proximos ou na mesma posicdo em que ocorre a
hidrélise pela quimiosina. A hidrolise da k-caseina por enzimas, como a
quimiosina, ocorre com a clivagem nas posi¢cdes 105-106 (Phe-Met) na porgdo
C-terminal da k-caseina (LOURENCO, 2000; ROMAN, 2002). A «k-caseina
localiza-se na superficie das micelas, estabilizando a particula, sua hidrolise
desestabiliza a molécula causando coagulacao do leite (DATA; DEETH, 2001;
GINGER; GRIGOR, 1999; LOURENCO, 2000, ROMAN, 2002). A
geleificagdo, que ocorre em produtos lacteos durante sua vida de prateleira, pode

ser resultado da degradacdo proteolitica da caseina, que torna as micelas
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sensiveis a agregacdo (MOTTAR, 1981; SORHAUG; STEPANIAK, 1997;
TONDO et al., 2003).

O desenvolvimento de adstringéncia em amostras de leite cru e em
amostras de leite pasteurizado ou tratado com temperatura ultra-alta (UAT) tem
sido associado a producdo de polipeptidios formados em virtude da acdo das
proteases.

A agdo das proteases também resulta na perda de rendimento de queijos,
formagédo de off- flavours e coagulagdo das proteinas do leite (UHT) durante o
armazenamento (NORNBERG et al., 2010; SORHAUG; STEPANIAK, 1997;
TONDO et al., 2003).

As proteases nao s2o as Unicas enzimas a causar perdas na qualidade do
leite. As lipases sdo capazes de hidrolisar os globulos de gordura, até mesmo em
temperaturas baixas, utilizadas para refrigeracdo do leite (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2009).

Em geral, as lipases bacterianas apresentam massa molecular em torno
de 30 a 50 kDa e pH otimo entre 7 ¢ 9. A maioria delas ¢ especifica para as
posigdes sn-1 e sn-3 dos triacilglicerois e hidrolisa diacilglicerois e
monoacilglicer6is mais rapido que os triglicerdis (MACRAE, 1983).

As enzimas lipoliticas podem ser definidas como carboxil-esterases que
hidrolisam acilglicerdis. As enzimas lipoliticas bacterianas sdo divididas em dois
grupos como mostrado na Figura 2 (JAEGER et al., 1994).

O primeiro grupo ndo € especifico: as enzimas lipoliticas liberam acidos
graxos livres de todas as trés posicdoes do acilglicerol, hidrolisando os
triacilglicerois a acido graxo e glicerol. O segundo grupo ¢é especifico, liberando
acidos graxos com a hidrolise nas posi¢des 1 e 3 dos triacilglicerdis, levando a
formacao de 1,2 diacilglicerol, 2,3 diacilglicerol, 2-monoacilglicerol e acidos

graxos livres (JAEGER et al., 1994; MACRAE, 1983).
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Figura 2 Hidrolise especifica e ndo especifica de triglicerideos do leite por meio

da acdo de lipases (JAEGER et al., 1994)

A formacdo de di e monoglicerideos, com posterior produgdo de acidos
graxos livres, altera o sabor. Este processo provoca rancidez, tornando o
alimento improprio para o consumo (ANDREWES et al, 2006; HASAN;
SHAH; HAMEED, 2009). Geralmente, sabores rangosos ¢ de sabdo sio
resultado da hidrolise dos triglicerideos da gordura do leite em diversos acidos
graxos de cadeia curta e de cadeia média, como o butirico (Cy), o caprilico (Cs),
o caprico (Cyg) e o laurico (C;;) (CHEN; COOLBEAR; DANIEL, 2003; LAW,
1979; SILVEIRA; CARVALHO; TEIXEIRA, 1998).

Alguns autores destacam o aparecimento de importantes alteragdes
decorrentes da acao lipolitica, como fortes sabores e odores amargos, frutiferos e
azedos que podem se desenvolver no leite quando o acido butirico e outros
acidos graxos livres sdo degradados (COUSIN, 1982; CHEN; COOLBEAR;
DANIEL, 2003; LAW, 1979). Estes acidos graxos livres tornam-se precursores
para a formagao de outros compostos, tais como acetoacidos, cetonas e ésteres,
que podem contribuir para a formacdo de sabores e¢ odores indesejaveis

(VULFSON, 1994; CHEN; COOLBEAR; DANIEL, 2003).
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A estocagem de leite cru por prolongados periodos antes do
processamento aumenta a probabilidade do crescimento de bactérias
psicrotroficas, caso estejam presentes no leite, com producdo de enzimas
termorresistentes capazes de causar deterioragdo e consequentes perdas de
produtos lacteos (LAW; ANDREWS; SHARPE, 1977; MANZANO et al., 2004;
SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

2.6 Antimicrobianos: mecanismo de acdo dos antibioticos e quimioterapicos

Os antibioticos sdo conhecidos pelo seu efeito bactericida (provocando a
morte do microrganismo) e bacteriostatico (inibe seu crescimento), desde que o
microrganismo seja sensivel a ele (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

O mecanismo de agdo dos antibidticos € exercido por meio da
interferéncia na sintese da parede celular, na alteracdo da permeabilidade da
membrana plasmatica, na replicacdo do cromossomo e na sintese proteica
(Figura 03). Outros antimicrobianos, como sulfas e trimetoprim, agem no
metabolismo celular, impedindo a biossintese de dacido tetraidrofolico,
necessario para a sintese de acidos nucleicos (JACOBY; ARCHER, 1991;
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005); WILHELM; ESTES, 1999; WRIGHT,
1999).
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Figura 3 Mecanismos de agdo dos antibidticos na célula bacterina (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2005)

Ha disponiveis no mercado varias classes de antimicrobianos utilizados
no combate as bactérias. Alguns sdo mais eficientes quando empregados contra
bactérias Gram-negativas e outros, como as penicilinas, sdo mais eficientes em
bactérias Gram-positivas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

A sintese da parede celular bacteriana pode ser inibida por varios
antibidticos, como penicilinas naturais, penicilinas semissintéticas como a
oxacilina, cefalosporinas e vancomicina. Todas as penicilinas possuem, em
comum, uma estrutura central contendo um anel B-lactamico denominado
nucleo. Os antibidticos p-lactdmicos sao descritos como inibidores do
alongamento da cadeia do peptideoglicano, interferindo na atividade de vérias
enzimas que participam de sua sintese final. A interferéncia com a funcao das
transpeptidases € bem conhecida. Essas enzimas atuam no final da sintese do

peptideoglicano, promovendo a formacdo de ligagdes cruzadas que dao rigidez
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ao mesmo. A interferéncia na funcdo das transpeptidases impede a correta
formagdo da parede celular (JACOBY; ARCHER, 1991; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005; WILHELM; ESTES, 1999; WRIGHT, 1999). As cefalosporinas
inibem a sintese da parede celular da mesma forma que as penicilinas,
entretanto, as cefalosporinas diferem das penicilinas porque sdo resistentes as
penicilanases e tém maior espectro de a¢do. A vancomicina faz parte de um
pequeno grupo de antibidticos glicopeptidicos e que também interferem na
sintese da parede celular. Este antibiotico forma um complexo d-alanil-D-
alanina com precursores do peptidoglicano, impedindo a realizagdo das ligagdes
cruzadas (BERGER-BACHI, 2002; GUERIN et al., 2000; MARCHESE et al.,
2000; SCOTT, 2009; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005; WONG et al., 2000).

Entre os inibidores da sintese proteica podem-se citar cloranfenicol,
tetraciclinas, aminoglicosideos (gentamicina) e macrolideos (eritromicina). O
cloranfenicol é um antibidtico bacteriostatico com amplo espectro, mas
apresenta relativa toxicidade. Este antibidtico reage com a subunidade 508,
inibindo a formacgdo de ligagdes peptidicas durante o alongamento da cadeia
polipeptidica, impedindo a formagdo da proteina (BERGER-BACHI, 2002;
TAVARES, 1996; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

O aminoglicosideo mais conhecido ¢ a estreptomicina. Os
aminoglicosideos sdo bactericidas e também inibem a sintese proteica. A
estreptomicina ¢ a gentamicina interferem nos passos iniciais da sintese proteica,
alterando a conformacdo da subunidade 30S no ribossomo procarioto, alterando
a “leitura” do mRNA. As tetraciclinas s3o um grupo de antibioticos de amplo
espectro de acdo que inibem a sintese proteica.

As tetraciclinas interferem na fixacdo do tRNA no sitio da subunidade
ribossomal 30S, impedindo a adigdo de aminoacidos no alongamento da cadeia
polipeptidica. Os macrolideos sdo antibidticos que contém um anel lactona

macrociclico. O macrolideo mais conhecido ¢ a eritromicina, que atua por meio
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da inibigdo proteica, bloqueando o alongamento da cadeia polipeptidica ao se
fixar a por¢do 50S do ribossomo procarioto. Este antibidtico estimula a
dissociagio da molécula tRNA do ribossomo (BERGER-BACHI, 2002;
MARCHESE et al., 2000; TAVARES, 1996; TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

A clindamicina ¢ um antibidtico da classe das lincosamidas que sdo
quimicamente distintas dos macrolideos. Entretanto, apresentam mecanismo de
acdo similar na inibigdo da sintese proteica por meio da ligacao ao receptor 23S
do rRNA, que faz parte da subunidade 50S do ribossomo bacteriano,
estimulando a dissociagdo da molécula do tRNA do ribossomo e, por fim,
bloqueando a elongagao da cadeia polipeptidica (LECLERCQ, 2002).

Os inibidores de acido nucleicos sdo derivados das rifamicinas e
quinolonas. As rifamicinas sdo drogas estruturalmente relacionadas aos
macrolideos e inibem a sintese de mRNA. A rifampicina é um derivado
semissintético da rifampicina B, esta produzida como resultado do processo de
fermentagdo do Streptomyces mediterranei, apresentando ag¢do em diversas
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. O principal mecanismo de acdo ¢ a
inibi¢do da atividade RNA-polimerase DNA-dependente, impedindo a
transcricdo da fita de RNA a partir do molde de DNA (JIN; GROSS, 1988;
MILLER; CRAWFORD; SHINNICK, 1994). Entre as quinolonas pode-se citar
o acido nalidixico, que inibe seletivamente a enzima DNA girase, necessaria
para replicacgio do DNA (BERGER-BACHI, 2002; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).

As sulfas sdo inibidores da sintese de metabdlitos essenciais. Em muitos
microrganismos, 0 PABA (4cido paraminobenzoico) € substrato para uma reagao
enzimatica que leva a sintese do acido félico, uma vitamina que atua como
coenzima para a sintese de muitos aminoacidos e de bases puricas e pirimidicas

dos 4cidos nucleicos. Na presenca de sulfanilamida, uma das enzimas que
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normalmente convertem o PABA em éacido félico combina-se com a droga,
interrompendo a sintese do acido fdlico e, consequentemente, impedindo o
crescimento microbiano. O sulfametoxazol inibe a sintese do acido di-idrofolico,
um intermediario do acido folico, a partir do PABA. Esses antimicrobianos a
base de sulfas inibem competitivamente as enzimas que convertem o PABA em
acido folico (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

O trimetoprim liga-se a outra enzima desta via metabolica, di-idrofolato
redutase, o que também impede a sintese do acido folico (ARCHER; CLIMO,
1994; BERGER-BACHI, 2002; MARCHESE et al., 2000; TAVARES, 1996;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

2.7 Teste de sensibilidade a antimicrobianos — método de difusdo de discos

De modo geral, o perfil de resisténcia de bactérias a antibioticos tem
sido comumente mensurado por meio de métodos qualitativos, como o método
de difusdo de discos, descrito inicialmente por Bauer et al. (1966) e
aperfeicoado segundo Clinical and Laboratory Standards Institute- CLSI (2008).

O teste de sensibilidade a antimicrobianos oferece como resultado
padrdes de resisténcia ou sensibilidade de uma amostra bacteriana especifica a
varios agentes antimicrobianos. O teste aceito e recomendado para rotina
laboratorial ¢ o da difusdo do antibidtico em um meio de cultura solido. Por esta
técnica, uma suspensdo homogénea do organismo ¢ espalhada na superficie do
meio de cultura. O antimicrobiano é impregnado em um disco de papel de filtro
e, quando colocado no meio de cultura inoculado, difunde-se, formando um
gradiente de concentragdo. A velocidade de difusdo ¢ produto da interac¢do entre
as moléculas do agente antimicrobiano e o meio. Portanto, esse processo pode
ser influenciado pela quantidade de antibidticos nos discos, a densidade do gel

do agar, a difusibilidade do agente em solucdo aquosa, a for¢a idnica da
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composi¢do do meio de cultura e a profundidade do agar (WATTS; YANCE,
1994).

A zona de inibigdo do crescimento bacteriano que resulta é diretamente
proporcional a susceptibilidade do microrganismo, desde que todas as variaveis
que afetam a difus@o da droga sejam mantidas constantes. O tamanho do indculo
também ¢ uma varidvel que afeta a zona de inibicdo. Em indculos mais
concentrados, ha maior chance de haver crescimento visivel antes que o
antimicrobiano possa se difundir ao redor do disco. Logo, o antibiograma deve
ser realizado com cuidado e aten¢ao aos detalhes da técnica (WATTS; YANCE,
1994).

2.8 Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

A descoberta dos antibidticos pode ser considerada um dos maiores
avancos da medicina no século XX e sua utilizacdo, a partir da década de 1940,
contribuiu imensamente para os tratamentos das doencas bacterianas. No
entanto, o uso imprudente dos antimicrobianos tem causado grande impacto na
selecdo de populacdes bacterianas resistentes (GOULD, 2008; HEUER et al.,
2002; SCOTT, 2009; VIVEKANANDHAN et al., 2002).

Antibidticos sdo substancias produzidas por certos microrganismos; sua
sintese é natural ¢ essas substancias s30 ativas contra outros microrganismos.
Alguns antibioticos podem ser modificados quimicamente apos sua produgdo
natural, sendo assim conhecidos como antibidticos semissintéticos. A
denominagdo antibidtico ¢ utilizada para aquele antimicrobiano produzido
naturalmente e quimioterapico, ao antimicrobiano obtido sinteticamente
(ATLAS, 1996).

A avaliagdo da resisténcia antimicrobiana ¢ uma preocupacao mundial,

tanto para a saide humana quanto para a saide animal. Diversas institui¢des,
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como a Sociedade Americana de Microbiologia e a Organizagdo Mundial de
Saade, tém expressado apreensdo em relagdo ao grande aumento da resisténcia
aos antibidticos. O aparecimento e¢ a disseminagdo de resisténcia a drogas
antimicrobianas entre as bactérias sdo considerados sérios problemas de satde
publica (COHEN, 2000; MARTINEZ, 2009). Sempre que os antimicrobianos
sao utilizados de forma terap€utica para o tratamento de infecgdes em humanos e
animais, ocorre uma pressdo seletiva que favorece os genotipos resistentes aos
antimicrobianos. Como consequéncia dessa pressdo seletiva e devido ao uso
indiscriminado desses antimicrobianos, ocorreu, nas ultimas décadas, um
aumento impressionante do nivel de resisténcia a agentes antimicrobianos
apresentado pelas bactérias que ocorrem em humanos ou em outros animais
(GOULD, 2008; LEVY, 2002; TEUBER, 2001).

Martinez (2009) cita que nos ultimos anos ocorreu intensa poluicdo
ambiental por antibidticos. Os residuos de antibidticos provenientes da utilizagdo
em humanos e animais est@o alterando o equilibrio da microbiota ambiental e a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia tem provocado forte pressdo
seletiva. Os mesmos genes de resisténcia identificados em casos clinicos estdo
presentes no ecossistema. Esse impacto provocado pela polui¢ao por antibioticos
traz sérios problemas a saide humana.

A resisténcia das bactérias a antimicrobianos pode ser natural ou
adquirida. A resisténcia natural é resultante das caracteristicas bioldgicas dos
microrganismos e pode ser observada em determinadas espécies bacterianas em
relagdo a diferentes antimicrobianos. Ela pode existir devido a falta de estrutura
alvo (KONEMAN et al., 1997). Bactérias Gram-negativas possuem uma camada
lipopolissacaridica espessa que atua como barreira, limitando a difusdo de
moléculas de antibidtico dentro da célula. Ja as bactérias gram-positivas
apresentam substancias lipofilicas em sua parede celular que retardam a

penetracdo de compostos antimicrobianos hidrofilicos. Bactérias Gram-positivas
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e Gram-negativas também podem produzir enzimas capazes de inibir a agdo de
varios antibioticos (BOWER; DAESCHEL, 1999).

Resisténcia adquirida a antibiotico ¢ a habilidade adquirida por um
microrganismo para resistir aos efeitos de um determinado antibidtico para o
qual o microrganismo normalmente ¢ sensivel. Atualmente, esse tipo de
resisténcia € descrito em praticamente todas as espécies bacterianas (FILE
JUNIOR, 1999, JACOBY; ARCHER, 1991; SCOTT, 2009; TAVARES, 1996).

A aquisi¢do de resisténcia por uma bactéria inicialmente sensivel pode
ser decorrente de alteragdes genéticas de mutagdes em genes cromossomais. A
mutacdo cromossdmica ¢ um evento raro e espontaneo, que ocorre independente
do antibiotico, que serve apenas como agente seletivo para a bactéria mutante. A
resisténcia bacteriana adquirida também pode ocorrer pela transferéncia de DNA
extracromossdmico. Esse tipo de resisténcia ¢ transmissivel entre diferentes
isolados de uma mesma espécie, diferentes espécies e até mesmo géneros,
promovendo aquisi¢cdo de genes de uma célula doadora por meio de mecanismos
de troca de material genético (ATLAS, 1996; ESPINASSE, 1993; GOULD,
2008; KONEMAN et al., 1997; MARTINEZ, 2009).

Grande parte das bactérias resistentes a antibidticos contém genes de
resisténcia localizados em plasmideos R. Plasmideos sdo fragmentos de DNA
circulares que agem independente do DNA cromossdémico e podem ser
transferidos de uma bactéria a outra e conferir caracteristicas biologicas
adicionais as bactérias, entre elas a expressdo de resisténcia a antibidticos
(ATLAS, 1996; SCOTT, 2009).

Outro elemento genético movel de importancia sdo os transposons que
frequentemente carregam genes de resisténcia a antibidticos. Os transposons
possuem a capacidade de mover-se de plasmideos para o cromossomo
bacteriano e vice-versa. Também sdo capazes de inserir-se em bacteriéfagos,

podendo, dessa forma, aumentar a transferéncia de genes de resisténcia entre as
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células bacterianas. Além disso, transposons conjugativos sao capazes de induzir
o processo de conjugacdo, transferindo genes de uma célula doadora para
receptora (BOWER; DAESCHEL, 1999; KONEMAN et al., 1997).

Determinantes de resisténcia também podem ser adquiridos no
ambiente, ou seja, por meio de transformagdo, quando fragmentos de DNA
originarios de lise de outras células estao presentes no ambiente (GOULD, 2008;
(MATEU; MARTIN, 2000).

Andlises moleculares de genes de resisténcia a antibidticos em
plasmideos e transposons t€ém demonstrado que elementos idénticos sdo
encontrados em bactérias associadas aos animais ¢ ao homem (BLAKE et al.,
2003; TEUBER, 2001).

Bactérias resistentes associadas a animais, como o gado de leite, podem
contaminar o leite destinado ao consumo de seres humanos. O consumo de
alimento contaminado com bactérias resistentes pode resultar na transferéncia de
genes de resisténcia para bactérias patogéncias ao homem. A presenca de
diferentes bactérias em um mesmo ambiente também permite a transferéncia de
genes de resisténcia entre as bactérias (BLAKE et al., 2003; MARTINEZ, 2009;
SORUM; L’ABEE-LUND, 2002; TEUBER, 2001).

A transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias saprofitas e
bactérias potencialmente patogénicas indica uma possivel conexdo entre o uso
de antibidticos em animais e a resisténcia em patégenos de seres humanos
(SORUM; L’ABEE-LUND, 2002; TEUBER, 2001).

O fator de risco mais importante para o aumento da resisténcia em
bactérias patogénicas ¢ a utilizagdo inapropriada de antibidticos em animais e
em humanos. Os antibidticos sdo utilizados para terapia e profilaxia de doencas
infecciosas. Em animais, também podem ser usados como promotores de
crescimento, com o objetivo de prevenir perdas econdmicas, evitando-se a morte

do animal ou a diminui¢do da produtividade como resultado da doenga, o que
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tem contribuido para a disseminagdo e o aumento de bactérias resistentes
(ANTHONY; VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH, 2000; MARTINEZ,
2009; SNARY et al., 2004).

A constante administracdo de antibioticos em animais determina grande
pressdo seletiva na microbiota normal e nos microrganismos patogénicos,
permitindo o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos
(FARRINGTON et al., 2001; GOULD, 2008; MARTINEZ, 2009).

Segundo Benicio (1996), ¢ proibido o uso de penicilina, tetraciclina,
cloranfenicol e sulfas como promotores de crescimento. Entretanto, ndo ha
fiscalizag¢do. Logo, ndo se sabe, realmente, quais antibidticos tém sido utilizados
nas propriedades rurais brasileiras.

Diante da multipla resisténcia bacteriana a diversos antibidticos, faz-se
necessario promover o desenvolvimento de medidas para minimizar o uso
indiscriminado dos antimicrobianos ¢ também a produgdo de novos agentes. A
producdo de antimicrobianos segue duas estratégias. A primeira refere-se a
criagdo de compostos analogos aos ja existentes (por exemplo, as cefalosporinas
vao da primeira a quarta geracdo) ou o desenvolvimento de novas classes de
drogas. Alteragdes da estrutura quimica de um antimicrobiano existente podem
evitar que fatores de resisténcia tenham aclo sobre o novo agente
antimicrobiano (TAVARES, 1996). A criagdo de novas classes de
antimicrobianos ¢ mais ardua, apresentando maiores dificuldades.

No ano de 2002, de 89 novos medicamentos aprovados pela FDA, ndo
se aprovou antibacteriano algum (ACUNAL, 2003). Outro dado preocupante
¢ o de que, de 400 novas moléculas pesquisadas pelos principais laboratérios
internacionais, somente 5 s3o antibacterianas. As razodes disso podem ser
multiplas, incluindo o efeito da rapida perda da patente, os genéricos e o
aumento do interesse das industrias por medicamentos para uso crénico, como

problemas metabolicos, cardiovasculares, reumatoldgicos. A diminuicdo da
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pesquisa com novos antimicrobianos ¢ decorrente também da possibilidade de
pouco éxito na descoberta de novas drogas ¢ a rapida aquisicdo de resisténcia a
antimicrobianos pelas bactérias (ACUNAL, 2003).

O tema resisténcia antimicrobiana tem sido debatido em diversos
centros de controle e pesquisa (COHEN, 2000) e varias medidas t€ém sido
discutidas, visando minimizar ou reverter o mecanismo de resisténcia bacteriana.
Dentre elas podem-se citar o rodizio de antibidticos em hospitais, a associacao
de antibidticos, a inibicdo do mecanismo bioquimico da resisténcia e a limitacao
do uso de antibidticos como promotores de crescimento de animais. Entretanto,
a medida mais importante ¢ a restricdo ao uso de antibidticos. O correto uso
minimiza ou, até mesmo, previne o surgimento de bactérias resistentes e permite
reverter o problema da resisténcia aos antibidticos a longo prazo
(ELIOPOULOS, 2009; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1997;
MARTINEZ, 2009).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Alguns alimentos, como o leite, podem ser facilmente contaminados por
bactérias. A falta de cuidados com a higieniza¢do de equipamentos e tanques de
refrigeracdo pode propiciar um ambiente adequado para a adesdo e o
crescimento de microrganismos. Nesta pesquisa, identificaram-se bactérias
psicrotroficas Gram-positivas presentes em tanques de expansdo. Foram
encontrados  isolados de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Corynebacterium spp., Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium aquaticum,
Corynebacterium bovis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans, Staphylococcus spp., Staphylococcus simulans,
Staphylococcus vitulus, Staphylococcus saccharolyticus, Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lactococcus garviae e Micrococcus sedentarius.

Bactérias psicrotroficas sdo capazes de aderir, crescer ¢ dominar a
microbiota nos tanques de refrigeracdo para leite cru. Algumas bactérias
psicrotroficas sdo também termoduricas, as quais sdo capazes de sobreviver a
tratamentos térmicos, como a pasteurizagao.

As bactérias psicrotroficas sdo conhecidas por causarem deteriorag@o do
leite. A deterioracdo ocorre devido a sintese de proteases e lipases que
hidrolisam proteinas e lipideos do leite, respectivamente. A maioria dessas
enzimas ¢é estavel ao calor, permanecendo ativa apds a pasteurizagdo. Os
psicrotroficos Gram-positivos identificados no presente trabalho produziram
proteases, lipases e lecitinases. A lecitinase foi produzida por um niimero menor
de isolados.

Com a finalidade de evitar perdas econdmicas devido a deterioracdo do
leite, faz-se necessaria a adog¢do de medidas que minimizem a contaminacao
microbiana dos equipamentos e tanques de resfriamento para leite. Entre essas

medidas destacam-se a manuten¢do da sanidade do rebanho e a adogdo de
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medidas adequadas para higienizacdo e sanificacdo de todos os utensilios,
equipamentos e tanques de refrigeragéo.

Além da deterioracdo do leite, bactérias psicrotroficas termoduricas
podem constituir problemas a satde publica. Bactérias termoduricas patogénicas
ou oportunistas, resistentes a antimicrobianos, podem ser a causa de infecgoes
em seres humanos que consumiram leite contaminado.

Nesta pesquisa, foi observada a multirresisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos por bactérias psicrotréficas isoladas de tanques de refrigeracao.

Bywater et al. (2004) relatam que fazendas representam um grande
reservatorio de bactérias que contém genes de resisténcia a antibioticos.

A evolucdo da resisténcia bacteriana aos antibioticos esta relacionada
com o aumento do uso de antimicrobianos em hospitais e na produg¢do animal.
Adicionalmente, ¢ dificil afirmar a extensdo em que isso ocorre e o impacto da
transmissdo na atual disseminacdo da resisténcia em humanos (ANDREOTTI;
NICODEMO, 2004; FEDORKA-CRAY et al., 2002).

O aumento da resisténcia bacteriana a varios agentes antimicrobianos
promove dificuldades no tratamento de infecgdes e contribui para o aumento dos

custos do sistema de satde.
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CAPITULO 2

Bactérias psicrotroficas Gram-positivas em tanques de refrigeracéo de leite

cru: identificacdo bioquimica e producdo de enzimas extracelulares

1 INTRODUCAO

A estocagem do leite cru refrigerado no local de produgao teve inicio, no
Brasil, na década de 1990, sendo regulamentada em 2002 pelo Ministério da
Agricultura. A refrigera¢do do leite evita perdas devido a atividade de bactérias
mesofilicas acidificantes, entretanto, o armazenamento refrigerado pode
favorecer o crescimento de bactérias psicrotroficas. Microrganismos
psicrotroficos apresentam a capacidade de crescer em temperaturas de
refrigeragdo, passando de minoria a maioria da populagdo presente no leite.

O crescimento de bactérias psicrotroficas durante a armazenagem
refrigerada resulta em perda da qualidade do leite e seus derivados, devido a
atividade enzimatica extracelular dessas bactérias. Durante o armazenamento
refrigerado, as bactérias psicrotroficas sintetizam proteases e lipases
termorresistentes. O tratamento térmico, como a pasteurizacdo, elimina a
maioria das bactérias psicrotroficas. No entanto, ndo inativa as enzimas
termorresistentes que continuam a atuar apds o tratamento térmico.

Essas enzimas permanecem ativas mesmo apos o tratamento térmico,
provocando a deterioracdo do leite e seus derivados, alterando o sabor, o odor e
a textura.

Para evitar perdas, o leite precisa apresentar boa qualidade in natura e
deve ser obtido e manuseado de forma adequada, nas melhores condigdes
higiénicas. Os equipamentos, utensilios e tanques de resfriamento devem estar

sempre limpos e devidamente sanificados.
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Falhas nesses procedimentos podem acarretar a adesdo e o
desenvolvimento de bactérias nas paredes de equipamentos e tanques de
expansdo. Os tanques de expansdo por refrigeragdo tém sido apontados como um
dos principais pontos de contaminagdo do leite. As bactérias psicrotroficas
aderidas a superficie desses tanques sdo capazes de crescer em temperaturas de
refrigeragdo, provocando a deterioracdo do leite neles armazenados.

A deterioragdo do leite provocada por protease e lipase sintetizadas por
bactérias psicrotroficas Gram-positivas motivou a realizagdo deste trabalho,
cujos objetivos foram realizar a identificagdo de bactérias psicrotroficas Gram-
positivas presentes em tanques comunitarios para refrigeracdo de leite cru e
caracterizar essas bactérias com relagdo a capacidade de produgdo de proteases,

lipases e lecitinases.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento e identificagdo bioguimica de bactérias psicrotroficas

Este trabalho foi realizado por meio da analise de bactérias pertencentes
a colegdo de psicrotroficos isolados de leite do Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Foram coletadas, previamente, amostras em 32 tanques de expansao
comunitarios situados nas cidades de Aguanil, Boa Esperanca, Campo Belo,
Candeias, Coqueiral e Nepomuceno, no estado de Minas Gerais. As coletas
foram realizadas entre margo € novembro de 2006. O material foi coletado da
parede dos tanques, logo apo6s sua higienizacdo, usando suabes estéreis. As
amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas e transportadas ao
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da UFLA, para A realizagdo das
analises.

O plaqueamento de aliquotas das diluigdes adequadas das amostras foi
realizado em agar tripitycaseina (TSA) (Biolife, Mildo-Italia), com incubacéo a
7°C, durante 7 a 10 dias. Os isolados foram purificados utilizando-se Agar TSA
e, posteriormente, foram submetidos aos testes de coloracdo de Gram, producdo
de catalase, oxidase. Os isolados purificados foram estocados em meio de
congelamento.

A identificacdo bioquimica dos isolados Gram-positivos foi realizada
por meio do kit de identificagdo BBL Crystal Gram-Positive ID (Becton,
Dickinson and Company, USA). Para a identificagdo, foi realizada a reativacao
em agar TSA, com incubagdo a 28°C, por 24 horas. Coldnias foram diluidas em
solucdo fornecida pelo fabricante para a padronizagdo da turbidez, equivalente

ao padrao de McFarland n° 5. Os in6culos foram distribuidos nas galerias do kit
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BBL Crystal Gram-Positive ID, sendo incubados a 28°C e analisados apos 24 e

48 horas, seguindo-se as orientagdes do manual do fabricante.

2.1.1 Especificacbes do Kit BBL

O kit BBL Crystal GP ID contém 29 pogos com substratos para provas
bioquimicas e enzimdticas. Esse sistema inclui testes para fermentagao,
oxidagdo, degradacdo e hidrdlise de varios substratos. Uma suspensao bacteriana
¢ utilizada para reidratar os substratos. Apds um periodo de incubagdo, os pogos
sdo analisados relativamente a existéncia de alteragcdes de cor ou a presenca de
fluorescéncia, consequéncia das atividades metabolicas dos microrganismos. O
padrao das 29 reagdes € convertido num niimero de perfil com 10 digitos, que é
utilizado como base de identificacdo. Os testes utilizados s@o descritos a seguir.

a) Testes baseados na hidrolise enzimatica da ligagdo amida ou
glicosidica. A hidrdlise provoca liberagdo de derivado da cumarina
fluorescente.
4MU-B-D-glucosideo, valina —~AMC, L-fenilalanina-AMC, 4MU-o-
D-glucosideo, L-acido piroglutamico-AMC, L-triptofano-AMC, L-
arginina, 4MU-N-acetil-B-D-glicosaminida, fosfato, 4MU-B-D-
gluconico, isoleucina.

b) Testes baseados na utilizagdo de hidratos de carbono. A utilizagao
de hidratos de carbono origina a diminuig¢do do pH e a alteragdo do
indicador (vermelho de fenol).

Trealose, lactose, metil-o & [-glucoside, sacarose, manitol,
maltotriose, arabinose, glicerol, frutose.

¢) Hidrolise enzimatica do glicosideo substituido por aril incolor. Essa
hidrdlise liberta o p-nitrofenol amarelo.

p-nitrofenil-B-D-celobiosideo e p-nitrofenil-B-D-glucosideo.
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Hidrolise enzimatica do substrato amida. Essa hidrolise liberta a p-
nitroanilina de cor amarela.

prolina & leucina-p-nitroanilida.

Hidroélise enzimatica do glicosideo substituido por aril incolor. Essa
hidrdlise libera o p-nitrofenol amarelo.

p-nitrofenil-fosfato, p-nitrofenil-a-D-maltoésidico, o-nitrofenil-p-D-
galactose e p-nitrofenil-a-D-galactose.

Hidrolise da ureia. Essa hidrolise associada a amonia resultante
altera a cor do indicador de pH (azul de bromotimol).

Ureia

Hidrolise da esculina. Na presenca do ion férrico, a hidrolise da
esculina produz precipitado de cor preta.

Esculina

Utilizagao da arginina. A utilizacdo da arginina origina um aumento

do pH e a alteracao de cor do indicador (violeta de bromocresol).

A listagem de bactérias Gram-positivas identificadas pelo Kit BBL

encontra-se na Figura 1.
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BBL CRYSTAL GP FEMRTE+ v hEETHEME 5

Actinomyces pyogenes

Aerococcus species
(A. urinae, A. vindans £ &)

Aerococcus urinae
Aerococcus viridans
Alloiococcus otitidis '

Arcanobacterium
haemolyticum '

Baciflus brevis

Bacillus cereus

Bacillus circulans

Bacillus coagulans

Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium

Bacillus pumilus

Bacillus species (B. brewis,

B. circulans, B. coagulans,

B. licheniformis,

B. megaterium, B pumilus,
B. sphaericus, B. alvei,

B. macerans £5%)

Bacillus sphaericus

Bacillus subtilis
Corynebacterium aquaticum
Corynebacterium bovis
Corynebacterium
diphtheriae (C. diphtheriae
ssp gravis, C. diphtheriae ssp
mitis, C. diphtheriae ssp
intermedius #&¢:)
Corynebacterium genitalium
Corynebacterium jeikeium

Corynebacterium kutscheri
Corynebacterium
propinguum
Corynebacterium
pseudodiphtheriticurn

Corynebacterium
pseudogenitalium

Corynebacterium
pseudotuberculosis
Corynebacterium renale
group

Corynebacterium species

(C. aquaticum, C. bovis,

C. kutscheri, C. propinquum,
C. pseudodiphtheriticum,

C. pseudotuberculosis,

C. renale group, C. striatum,
C ulcerans #3¢8)

Corynebacterium striatum
Corynebacterium ulcerans
Enterococcus avium

Enterococcus
casseliflavusigallinarum

Enterococcus durans
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus hirae
Enterococcus raffinosus
Enterococcus solitarius
Erysipelothrix rhusiopathiae
Gardnerella vaginalis
Gemella haemolysans
Gemella morbillorum

Gemella species

{G. haemaolysans,

G. morbillorum &5¢)
Globicatella sanguis
Helcococeus kunzii
Lactococcus garvieae

Lactococcus lactis ssp
cremoris

Lactococcus lactis ssp
hordniae

Lactococcus lactis ssp lactis
Lactococcus raffinolactis

Lactococcus species (L. lactis
ssp cremoris, L. lactis ssp
hordniae, L. lactis ssp lactis,
L. raffinolactis #&&)
Leuconostoc citreum
Leuconostoc lactis
Leuconostoc mesenteroides
s5p mesenteroides
Leuconostoc
pseudomesenteroides
Leuconostoc species

{L. citreum, L. lactis,

L. mesenteroides ssp
mesenteroides,

L. psewvdomesenteroides
E30)

Listeria grayi'

Listeria ivanowii ssp ivanovii
Listeria monocytogenes
Listeria murrayi
Micrococcus kristinae
Micrococcus luteus

Micrococcus fylae
Micrococcus roseus
Micrococcus sedentarius

Micrococcus species

(M. kristinae, M. luteus,
M. Iylae, M. roseus,

M. sedentarius & &¢.)

Oerskovia species
(0. turbata,
0. xanthineolytica # 5¢)

Paenibacillus alvei
Paenibacillus macerans
Pediococcus damnosus
Pediococcus parvufus
Pediococcus pentosaceus

Pediococcus species

(P damnosus, P parvulus,
P pentosaceus #3¢)
Rhedococcus equi

Rothia dentocariosa '
Staphylococcus aureus
Staphylococcus auricularis
Staphylococcus capitis

{S. capitis ssp capitis,

5. capitis ssp ureolyticus
a4)

Staphylotoccus caprae
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus cohnii

(. cohnii ssp cohnii,

5. cohmii ssp urealyticum
£a8)

Staphylococcus cohnii ssp
cohnii

Staphylococcus cohnii ssp
urealyticum

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus equorum
Staphylococcus felis
Staphylococeus gallinarum

Streptococcus constellatus

Streptococcus cricetus '

Streptococcus crista

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus equi

(5. equi ssp equi, 5. equi ssp
pidemicus & &%)

Staphylococeus h, Iyticus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus kloosi
Staphylococcus lentus
Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus pasteuri '
Staphylococcus
saccharolyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus schieiferi

(5. schleiferi ssp coagulans,
5. schleiferi ssp schleiferi
£5C)

Staphylocaccus sciuri
Staphylococcus simufans
Staphylococeus vitulus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus xylosus
Stomatococcus
mucilaginosus
Streptococcus acidominimus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus anginosus
Streptococcus bowis

(S. bovis I, 5. bovis It #3¢)

Streptococcus equi ssp equi

Streptococcus equi ssp
zooepidemicus

Streptococcus equinus
Streptococcus gordonit
Streptococcus intermedius
Streptococcus milleri group
(5. anginosus, 5. constellatus,
. intemedius &)
Streptococcus mitis
Streptococcus mitis group
(S. mitis, S. oralis & 5¢:)
Streptococcus mutans
Streptococcus mutans group
(5. cricetus, 5. mutans,

S. sobrinus £54)
Streptococcus oralis
Streptococcus parasanguis
Streptococcus pneumaoniae
Streptococcus porcinus
Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius

Streptococcus salivarius
group (5. salivarius,
5. vestibularis &8¢:)

Fiura 1: BecténasGram-postieas passiveisde idenificagio pelc Kt BBL Crystal Gram-poateve
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2.2 Producéo de enzimas extracelulares

A produgdo de enzimas extracelulares foi avaliada pelo teste de difusdo
em agar. A produgdo de proteases foi determinada em meio agar leite (Difco,
Franga), suplementado com 5% de leite em po, com incubacdo, a 28°C, por 3
dias (ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2006; DOGAN; BOOR, 2003). A
atividade proteolitica foi avaliada pela formacao de halos claros ao redor das
coldnias.

A atividade da lipase extracelular foi avaliada tendo como substrato a
tributirina. Esse meio consiste de agar base tributirina (Himedia, India)
suplemetado com tributyrin (Himedia, India), adicionado de solu¢io de purpura
de bromocresol 1,5%. As placas foram incubadas, a 28°C, por 3 dias
(ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2006; BRAUN; BALZER; FEHLHABER,
2000). A lipolise foi observada pela formagdo de uma zona clara ao redor da
colonia.

A detecgdo de fosfolipases (lecitinases) foi determinada em agar TSA,
suplementado com 10% de emulsdo de gema de ovo, incubado, a 28°C, por 3
dias (ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2006; DOGAN; BOOR, 2003). A
atividade das lecitinases foi detectada pela formag@o de uma zona opaca ao redor

das colonias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo dos isolados gram-positivos

Foram identificadas 53 bactérias psicrotroficas Gram-positivas
pertencentes a  diferentes géneros, como Bacillus, Enterococcus,
Corynebacterium, Staphylococcus, Lactococcus e Micrococcus (Tabela 1).
Bactérias do género Bacillus foram predominantes, totalizando 43% dos

isolados.

Tabela 1 Identificacdo de bactérias Gram-Positivas presentes na superficie de
tanques de refrigeragdo por expansdo, coletadas no sul de Minas

Gerais
Numero Numero
Género/espécie de Género/espécie de
Isolados isolados
Bacillus subtilis 20 Enterococcus durans 1
Corynebacterium spp. 9 Staphylococcus simulans 1
Enterococcus faecalis 6 Staphylococcus vitulus 1
Corynebacterium jeikeium 3 Staphylococcus 1
saccharolyticus
Bacillus licheniformis 3 Staphylococcus spp. 1
Corynebacterium aquaticum 1 Micrococcus sedentarius 1
Corynebacterium bovis 1 Lactococcus lactis ssp. Lactis 1
Enterococcus solitarius 1 Lactococcus garvieae 1
Enterococcus faecium 1

Os resultados referentes a diversidade de bactérias Gram-positivas
mostraram-se de acordo com encontrados na literatura, os quais pressupdem que

os psicrotroficos Gram positivos mais comumente isolados de tanques de
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refrigeragdo para leite cru pertencem a espécies dos géneros Bacillus,
Lactobacillus, Corynebacterium, Micrococcus e Streptococcus (HOLM et al.,
2004; SILVA, 2006).

Silva (2006) analisou a microbiota presente em tanques de expansdo
para refrigeracdo de leite cru e encontrou Enterocbacter spp., Enterobacter
hafnia, Pseudomonas spp., Streptococcus spp., Micrococcus  spp.,
Staphylococcus spp. e Bacillus spp.

Holm et al. (2004) encontraram resultados semelhantes aos obtidos neste
trabalho. Esses pesquisadores analisaram amostras de tanques de refrigeragdo
por expansdo e encontraram bactérias psicrotroficas Gram-negativas e Gram-
positivas. Entre as bactérias Gram-positivas foram encontradas bactérias
corineformes, Lactococcus spp., Micrococcus spp. e Staphylococcus spp. Esses
microrganismos estavam presentes em 53% das amostras. Bacillus spp.,
Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis e leveduras também foram encontrados, porém, em menor
propor¢ao (25% das amostras).

Os mesmos géneros de bactérias psicrotroficas Gram-positivas
encontradas em tanques de expansdo para refrigeracdo de leite cru também
podem ser encontrados no leite armazenado em tanques de resfriamento.

Nornberg et al. (2010) identificaram Enterococcus spp., Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus spp. e Bacillus spp. em
amostras de leite cru. Diversos autores (BOWER; DAESCHEL, 1999; CHEN et
al.,, 2003; COUSIN, 1982; HAYES; BOOR, 2001; SNARY et al., 2004)
afirmam que, entre as bactérias psicrotroficas Gram-positivas comumente
encontradas em leite, estdo representantes dos géneros Bacillus, Lactobacillus,
Corynebacterium, Micrococcus e Streptococcus.

Ercoline et al. (2008) analisaram, por meio de técnicas moleculares

(RAPD), leite cru refrigerado presente em tanques de expansdo. Esses
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pesquisadores encontraram, entre os isolados Gram-positivos, Staphylococcus
pasteuri, Staphylococcus warneri, Staphylococcus epidermidis, Lactococcus
lactis, Lactococcus piscium, Bacillus thuringiensis, Rodococcus erythropolis,
Corynebacterium variabilis e Carnobacterium piscicola.

Segundo Holm et al. (2004) e outros autores citados por ele
(BRAMLEY; MCKINNON, 1990), Micrococcus spp., Staphylococcus spp.
coagulase negativo, Enterococcus spp. e bactérias corineformes chegam ao
tanque por meio do leite contaminado. A contaminag¢do ocorre devido a
higienizag¢ao inadequada dos tetos do animal, uma vez que esses microrganismos
sdo constantemente encontrados nas superficies dos tetos.

O numero e os tipos de microrganismos presentes em tanques de
expansdo para refrigeracao de leite cru provém informacgdes sobre as condigdes
higiénicas durante varios passos da producdo de leite na fazenda (JAYARAO;
WOLFGANG, 2003).

A contaminagdo do leite presente em tanques de refrigeragdo tem trés
principais fontes: animais com mastite, que fornecem leite de baixa qualidade
microbiologica, contaminagao dos tetos e ubere e da superficie de equipamentos
e tanques mal higienizados (ELMOSLEMANY et al., 2010; MURPHY; BOOR,
2000).

A presenca de Bacillus, Enterococcus spp., Lactococcus spp.,
Micrococcus spp., bactérias corineformes, coliformes e leveduras pode estar
associada com a falta de higiene (BRAMLEY; MCKINNON, 1990; HOLM et
al., 2004). A presenca de Bacillus spp. e Micrococcus spp. ¢é associada a leite
remanescente presente em borrachas e em equipamentos de ordenha
(BRAMLEY; MCKINNON, 1990; HOLM et al., 2004).

Os microrganismos presentes no leite contaminado podem aderir a
superficie dos tanques. A presenga de leite e agua residual nos tanques oferece

nutriente e condi¢des para o crescimento e o estabelecimento de uma microbiota
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psicrotrofica nos tanques de expansdo (ELMOSLEMANY et al., 2009;
JAYARAO; WOLFGANG, 2003).

As bactérias identificadas neste trabalho foram isoladas das paredes dos
tanques de expansdo apos a higienizagdo. A presenga delas apos a higienizagdo
indica falhas na limpeza dos tanques, as quais permitem que os residuos
aderidos aos equipamentos transformem-se em potencial fonte de contaminacao.

A presenca de residuos nos tanques de expansao favorece o crescimento
de bactérias e, at¢é mesmo, a formagdo de biofilmes, nos quais as populagdes
bacterianas encontram-se aderidas a uma superficie ¢ imersas em uma matriz
polimérica organica. O biofilme confere protecdo as bactérias contra acdo de
detergentes e sanificantes (AKUTSU, 2001; DRENKARD, 2003; OULAHAL et
al., 2008). A ocorréncia de biofilmes em tanques de refrigeragdo, tubulagdes e
equipamentos nas industrias de laticinios representa riscos pré e pos-
processamento do leite (AKUTSU, 2001). Bactérias patogénicas provenientes de
biofilmes podem contaminar o leite armazenado sob refrigeracdo. Além disso,
elas se multiplicam nos tanques, produzindo enzimas extracelulares que
degradam proteinas em peptideos menores, utilizados para o crescimento
bacteriano, o que promove alteragdes no leite que levam a sua deterioragéo.

De acordo com Munsch-Alatossava e Alatossava (2006), 88% das
bactérias isoladas de leite cru em propriedades na Finlandia foram psicrotroficas,
as quais apresentaram alta atividade proteolitica e lipolitica.

Os principais géneros envolvidos na alteragdo do leite sdo Bacillus spp.
e Pseudomonas spp., um representante Gram-positivo e outro Gram-negativo,
respectivamente (CHEN et al., 2003; MARSHALL ; SCHIMIDT, 1988). Neste
trabalho foi averiguada a presenga e a predominancia de bactérias do género
Bacillus entre os isolados Gram-positivos.

Segundo Fonseca e Santos (2000), Bacillus e Staphylococcus sdo

capazes de deteriorar o leite. Esses microrganismos também foram isolados e
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identificados neste trabalho. A presenca de bactérias do género Staphylococcus e
Bacillus em tanques de refrigeracdo desperta o interesse ndo s6 pela
caracteristica deteriorante, mas também pela possibilidade de ocorrerem
espécies patogénicas. Bactérias como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Bacillus subtilis podem produzir toxinas responsaveis por quadros de
gastrenterites em seres humanos (JAY, 2005).

Os resultados deste trabalho mostraram a presenga, em maior proporcao,
de Bacillus subtilis. De Jongle et al. (2010) relatam a capacidade dessas
bactérias de produzirem substancias citotoxicas termoldbeis, assim como outro
tipo de substincia citotoxica termoestavel diferente da toxina emética. A
producdo desta toxina tem sido relatada por outros autores (NAKAMURA;
ROBERTS; COHAN, 1999). Tal fato ressalta a presenca de B. subtilis,
preocupante tanto do ponto de vista deteriorativo como também patologico.

A maioria dos microrganismos psicrotroficos ¢ destruida pela
pasteurizagdo, com excecdo das bactérias termoduricas, que sdo resistentes a
tratamentos térmicos comumente utilizados na pasteurizagdo do leite
(SVENSSON et al., 2003). Algumas espécies dos géneros Bacillus,
Microbacterium, Micrococcus, Streptococcus e Corynebacterium  sdo
psicrotroficos termoduricos, podendo sobreviver a pasteurizacdo € crescer em
baixas temperaturas (BOOR, 2001; COUSIN, 1982; GRIFFTHS, 1981;
HAYES; SORHAUGH; STEPANIAK, 1997). Nesta pesquisa, foram
encontradas bactérias dos géneros Micrococcus, Corynebacterium e Bacillus.
Segundo Stepaniak (2000), Hayes e¢ Boor (2001), estas bactérias tém sido
comumente encontradas em leite. Dentre os possiveis psicrotroficos
termoduricos encontrados, os Bacillus destacaram-se, em termos quantitativos,
perfazendo 43% do total de isolados identificados. Phillips e Griffiths (1990),
citados por CHEN et al. (2003), observaram que 86% das bactérias

psicrotroficas termoduricas isoladas de leite cru eram espécies de Bacillus.
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A maior percentagem Bacillus encontrada neste trabalho pode estar
relacionada a sua fisiologia, pois sdo bactérias formadoras de esporo. O solo
contém alta propor¢ao de esporos de psicrotroficos, os quais chegam ao ubere ¢
podem contaminar o leite durante a ordenha (MCKINNON; PETTIPHER,
1981). Os esporos podem aderir a superficie dos tanques, permanecendo por
longos periodos (SVENSSON et al., 2003). A contaminag@o por essas bactérias
¢ considerada um fator critico que influencia a manutencdo da qualidade do leite
refrigerado.

Varias espécies de Bacillus sdo capazes de produzir esporos altamente
resistentes ao calor. Segundo Sheldeman et al. (2005), alguns bacilos
sobrevivem ao tratamento UHT (2-5s, 140-145°C), desempenhando um papel
na deterioragdo do leite, acarretado pelo seu desenvolvimento posterior ao
tratamento térmico. A deterioragdo do leite por espécies de Bacillus é
proporcionada por suas enzimas proteoliticas e lipoliticas termoestaveis (CHEN
et al., 2003).

Além de Bacillus, outras espécies de bactérias psicrotroficas apresentam
capacidade de producdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas, muitas delas com
elevada termorresisténcia, as quais mantém sua atividade apds a pasteurizagdo
(CARVALHO, 2001).

A presenga de Staphylococcus e Streptococcus no leite pode indicar a
presenca de animais doentes no rebanho. Segundo Bizari (2002), 90% das
mastites s30 ocasionadas por bactérias, principalmente S. aureus e bactérias do
género Streptococcus. Neste trabalho, foram isoladas bactérias do género
Staphylococcus e Corynebacterium, inclusive C. bovis. Estes microrganismos
podem ser encontrados em leite proveniente de vacas com mastite (BIZARI,
2002; CRUZ et al., 1994; HONKANEN-BUZALSKI; MYLLYS; KULKAS,
1996).
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Enterococcus spp. pode ser comumente encontrado na microbiota do
leite cru, segundo Lafarge et al. (2004), que identificaram, por meio de técnicas
moleculares, espécies de Enterococcus em leite cru e apds 48 horas sob
refrigeracdo a 4,4°C. Tebaldi et al. (2008) também isolaram e identificaram este
microrganismo em amostras de leite cru em tanques de refrigeracdo por
expansao.

Santana et al. (2004) constataram que os principais pontos de
contamina¢do por psicrotroficos e microrganismos proteoliticos na cadeia de
producdo de leite das fazendas estudadas foram atribuidos a limpeza inadequada
dos tanques de refrigeragdo ou a presenca de agua residual e a sanitizagdo
inadequada das tetas das vacas.

A presenca de bactérias psicrotroficas nos tanques de refrigeracao e no
leite pode ser decorrente de praticas inadequadas de obtencdo e pré-
beneficiamento do leite, somado ao fato do favorecimento de seu
desenvolvimento por armazenamento sob refrigeragdo (HAYES; BOOR, 2001;
MILLOGO et al., 2010; NORNBERG et al., 2010; STEPANIAK, 2000).

A capacidade de crescimento de bactérias psicrotroficas em
temperaturas de refrigeragdo deve-se a alteragdes promovidas em suas proteinas,
enzimas e na membrana celular. Essas bactérias t€ém taxas metabdlicas mais
lentas sob baixas temperaturas. No entanto, ndo cessam seu crescimento
(RUSSEL; NICHOLS, 1999; KUMAR et al., 2002).

Baixas temperaturas induzem mudangas na composi¢do dos acidos
graxos presentes na membrana celular das bactérias psicrotroficas. O aumento
do grau de insaturacdo de acidos graxos provoca um decréscimo no ponto de
fusdo. Essa alteragdo teria a funcdo de manter o estado fluido dos lipideos,
permitindo a permeabilidade e a atividade da membrana plasmatica (JAY, 2005;

KUMAR et al., 2002; RUSSEL; NICHOLS, 1999).
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Além da alteracdo na insaturagdo dos acidos graxos da membrana,
bactérias psicrotroficas também expressam proteinas mais resistentes a baixas
temperaturas. A expressdo de proteinas especificas para combater o choque frio
e proteinas aclimatadoras facilita a adaptacdo dessas bactérias ao ambiente,
permitindo seu crescimento € o consequente predominio da microbiota em
tanques de expansdo e leite refrigerado (BERGER et al., 1996).

Por proporcionar um excelente meio para o desenvolvimento de
microrganismos, a preocupagao em preservar a qualidade do leite deve comecgar
mesmo antes da ordenha (BRITO; BRITO, 2002). Deve haver controle da
sanidade do rebanho, dos ordenhadores e de todo pessoal envolvido na
realizacdo da atividade, na limpeza das instalacdes de ordenha, na higienizagao
de todos os utensilios, superficies e equipamentos que entram em contato com o
produto e na realiza¢do do controle da qualidade bacteriologica da agua utilizada
nesses procedimentos. A utilizagdo de procedimentos adequados previne a
adesdo e, até mesmo, a formacgdo de biofilmes microbianos em utensilios e

equipamentos como tanques de expansdo (BRITO; BRITO, 2002).

3.2 Avaliagdo da producéo de proteases, lipases e lecitinases

Os psicrotroficos  Gram-positivos identificados neste trabalho
apresentaram potencial para produgdo de proteases e lipases, evidenciando suas
caracteristicas deterioradoras, verificando-se que 43 (83%) isolados testados
produziram proteases e 45 (87%) produziram lipases. A producdo de lecitinase

foi observada em menor escala, sendo expressa por 33 (63%) isolados.

Os resultados referentes a producdo de proteases, lipases e lecitinases
pelas bactérias psicrotroficas Gram-positivas identificadas neste trabalho sdo

apresentados na Tabela 2.
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, pode-se observar que
todos os isolados de Lactococcus e Micrococcus produziram proteases. Esta
enzima também foi produzida por 91% dos isolados de Bacillus, 88% dos
isolados de Enterococcus, seguidos por 69% de Corynebacterium e 66% de
Staphylococcus.

Quanto a lipase, constatou-se a producdo por 93% dos isolados de
Corynebacterium, seguidos por 91% de Bacillus, 77% de Enterococcus, 66% de
Staphylococcus e 50% de Lactococcus. O isolado de Micrococcus sedentarius
também apresentou produgdo de lipase.

A lecitinase foi expressa por 64% dos isolados. Resultados semelhantes
foram obtidos por Munsch-Alatossava e Alatossava (2006) e De Jongle et al.
(2010) que relataram que a lecitinase foi produzida em menor escala e por um
numero menor de isolados, quando comparada a produgdo de proteases e lipases.
Dentre os produtores de lecitinase, destacam-se bactérias do género Bacillus e
Corynebacterium. Vinte e dois por cento (22%) dos isolados de Enterococcus
produziram lecitinase. Isolados de Lactococcus e Micrococcus nao apresentaram
producdo desta enzima. Girard e Cosenza (1970) obtiveram resultados
semelhantes com Micrococcus spp., durante sua classifica¢do e caracterizagdo, ¢
constataram que a lecitinase ndo foi produzida por nenhum isolado de

Micrococcus.
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Tabela 2 Produgdo de enzimas extracelulares por bactérias Gram-positivas
psicrotroéficas isoladas da superficie de tanques de refrigeragdo

Numero Numero de isolados produtores de
Identificacdo do de enzimas
MiCrorganismo bactérias )
isoladas Protease Lipase Lecitinase
Bacillus subtilis 20 18 18 16
Bacillus lichenformis 3 3 3 3
Enterococcus faecalis 6 5 5 1
Enterococcus solitarius 1 1 1 1
Enterococcus durans 1 1 0 0
Enterococcus faecium 1 1 1 0
Corynebacterium spp. 9 7 8 8
Corynebacterium jeikeium 3 2 3 2
Corynebacterium bovis 1 0 1 0
Corynebacterium aquaticum 1 0 1 1
Staphylococcus spp. 1 1 1 1
Staphylococcus simulans 1 1 1 0
Staphylococcus vitulus 1 0 0 0
Lactococcus lactis 1 1 1 0
Lactococcus garvieae 1 1 0 0
Micrococcus sedentarius 1 1 1 0

Dentre os isolados identificados neste trabalho, as bactérias do género
Bacillus ocorreram em maior nimero e apresentaram elevada producao
enzimatica. Diversos autores (CHEN et al., 2003; STANLEY et al., 2003;
SVENSSON et al., 2003) relatam a capacidade de produgdo de proteases, lipases
e lecitinases por essas bactérias. De Jongle et al. (2010) obtiveram resultados
semelhantes com diversas espécies de Bacillus isolados de leite cru, na Bélgica.
Segundo estes autores, B. licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.

clausii e B. cereus sdo bactérias fortemente proteoliticas e lipoliticas.
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As espécies de Bacillus geralmente sintetizam uma variedade de
proteases e lipases, sendo as serinoproteases ¢ as metaloproteases as mais
comuns (CHEN et al., 2004). Esses mesmos autores verificaram que 50% das
proteases sintetizadas por linhagens de Bacillus mantiveram-se ativas, mesmo
apoés a pasteurizacao.

A grande maioria das proteases sintetizadas por bactérias psicrotroficas
¢ de serinoproteases e metaloproteases (CHEN et al., 2003; NORNBERG et al.
2010). Estas proteases, especialmente as metaloproteases, sdo mais estaveis ao
calor, persistindo ap6s o tratamento térmico (CHEN et al., 2003).

A presenca de enzimas extracelulares, como lipases, proteases e
lecitinases, no leite, esta diretamente relacionada com a qualidade sensorial e
com a deterioragdo de produtos derivados (MANZANO et al., 2004;
NORNBERG et al., 2010). As lipases e as proteases, mesmo em baixas
concentragdes, sdo capazes de degradar gordura e proteina, causando,
respectivamente, sabor de ranco e amargo no leite e em produtos lacteos
estocados sob refrigeragao (SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Muitos psicrotroficos sdo capazes de produzir enzimas extracelulares
termorresistentes, que podem reduzir a qualidade e a vida de prateleira do leite
termicamente tratado e de produtos lacteos fabricados com leite contaminado
(COUSIN, 1982; FAIRBAIRN; LAW, 1986; NORNBERG et al., 2010). Por
essa razdo, eles sdo considerados organismos deterioradores.

As proteases desestabilizam a estrutura da micela da caseina e
hidrolisam, principalmente, a «x-caseina, convertendo-a em para-k-caseina,
coagulando o leite e formando peptideos de baixo peso molecular e
aminoacidos, os quais podem conferir gosto amargo ao produto. A alfa e¢ a beta
caseinas também estdo susceptiveis a ag¢do da protease (CROMIE, 1992;

FAIRBAIRN; LAW, 1986; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).



73

As lipases atuam na hidrolise dos triglicerideos do leite, levando a
formagdo de di e monoglicerideos, com posterior produgdo de acidos graxos
livres, como acido butirico, acido caproico, acido caprilico e acido caprico, que
promovem a alteracdo do sabor. Esse processo provoca rancidez, tornando o
alimento improprio para o consumo (CROMIE, 1992; COUSIN, 1982; PRATA,
2001).

Lecitinase ou fosfolipase ¢ um tipo de enzima capaz de provocar
rompimento da membrana do glébulo de gordura do leite, promovendo a
exposi¢ao da gordura que, por sua vez, pode ser degradada por lipases do leite,
resultando em degradacdo fisica e emulsificagdo do leite (CRAVEN; MAC
CAULEY, 1992; SHAH, 1994).

A pasteurizacdo reduz a atividade de fosfolipases, mas nao as elimina do
leite (KOKA; WEIMER, 2001).

Segundo Priest (1977), Schokker ¢ Vam Boekel (1997), a producdo de
proteases, lipases e lecitinases acontece durante a fase exponencial e antes da
fase estacionaria, paralela com o crescimento. Aspectos relacionados a higiene e
a adequada manipulagdo do leite sdo indispensaveis para conter a contaminacgao
e assegurar a qualidade do leite, que deve estar associada com rigida
manutengdo da refrigeracdo a 4°C ¢ minimizagdo do tempo de estocagem do

leite cru (SORHAUG; STEPANIAK, 1997).
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4 CONCLUSAO

Bactérias Gram-positivas psicrotroficas isoladas de tanques de
refrigeragdo por expansdo sdo pertencentes aos géneros Bacillus (43%),
Corynebacterium  (26%), Enterococcus (17%), Staphylococcus (8%),
Lactococcus (4%) e Micrococcus (2%). Foram encontrados isolados de Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis, Corynebacterium spp., Corynebacterium
jeikeium, Corynebacterium aquaticum, Corynebacterium bovis, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Staphylococcus spp.,
Staphylococcus  simulans, Staphylococcus  vitulus, Staphylococcus
saccharolyticus, Lactococcus lactis ssp lactis, Lactococcus garviae e
Micrococcus sedentarius.

A maioria dos isolados de todos os géneros de bactérias Gram positivas
encontradas em tanques de refrigeracdo produziu proteases e lipases. Protease
foi produzida por 83% dos isolados e lipase foi produzida por 87% dos isolados.
A produgdo de lecitinase pelas bactérias encontradas ocorre com menor

frequéncia e Lactococcus e Micrococcus nao a produzem.
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CAPITULO 3

Perfil de resisténcia a antibioticos de bactérias psicrotréficas Gram-

positivas presentes em tanques de refrigeracao para leite

1 INTRODUCAO

A resisténcia de bactérias comensais e patog€nicas aos antibioticos tem
aumentado muito nos ultimos anos. Esse fato ¢ observado ao redor do mundo
todo e intensificou as discussdes sobre o uso prudente de agentes
antimicrobianos na agricultura, em fazenda e em hospitais.

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca reflete a adaptag@o evolutiva da bactéria ao seu ambiente.
A resisténcia adquirida ocorre devido a mutacdo no gene que codifica o alvo do
antibidtico ou advém da aquisicdo de plasmideos e transposons que carreiam
genes de resisténcia a diversas classes de antibioticos.

A utilizacdo indevida dos agentes antimicrobianos tem imposto forte
pressdo seletiva que contribui para o aumento de microrganismos
multirresistentes aos antibidticos.

Evidéncias microbioldgicas e clinicas mostram que bactérias resistentes
ou fatores de resisténcia podem ser transferidos de animais para humanos por
contato direto e via consumo de produtos de origem animal, resultando em
infec¢des dificeis de serem tratadas (ANTHONY; VAN DEN BOGAARD;
STOBBERINGH, 2000).

Diante do preocupante quadro de multirresisténcia bacteriana torna-se
necessario o monitoramento do desenvolvimento de resisténcia em bactérias e
adequagdes na utilizagdo de antibioticos, com a finalidade de se evitar o uso

inadequado dos antimicrobianos por diversos setores da sociedade.
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O constante aumento da resisténcia bacteriana a antimicrobianos por
bactérias presentes em leite motivou a realizagdo deste trabalho, cujo objetivo
foi avaliar o perfil de resisténcia aos antibidticos de bactérias Gram-positivas

presentes em tanques de expansdo para refrigeracdo de leite cru.



83

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacdo da resisténcia a antibiéticos

Foram selecionados doze antibidticos, abrangendo diferentes grupos
quimicos e funcionais, sendo eles conhecidos como: cefepime (CPM) 30ug,
rifampicina (RIF) 30pg, cloranfenicol (CLO) 30 pg, vancomicina (VAN) 30ug,
tetraciclina (TET) 30ug, gentamicina (GEN) 10ug, oxacilina (OXA) 1lpg,
penicilina G (PEN) 10 unidades, eritromicina (ERI) 15ug, clindamicina (CLI)
2ug, sulfazotrin (SUT) 25ug e ciprofloxacina (CIP) Spg. Os multidiscos
contendo os antibioticos foram adquiridos da Laborclin (Parana, Brasil). Os
testes de susceptibilidade/resisténcia aos antibioticos foram determinados pelo
método de difusdo dos antibidticos em disco (CLSI, 2008). O indice de
resisténcia a multiplos antimicrobianos (indice MAR) foi calculado como o
nimero de drogas ao qual determinado isolado foi resistente sobre o niimero
total de drogas utilizadas neste trabalho. Indice MAR acima de 0,2 indica

multirresisténcia (HIRSCH et al., 2006; KRUMPERMAN, 1983).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de resisténcia a antibiéticos

Todos os isolados apresentaram indice de resisténcia a multiplos
antimicrobianos igual ou superior a 17% (MAR>0,17), ou seja, apresentaram
multipla resisténcia a dois ou mais antibidticos, dos doze testados. O indice
MAR médio foi de 42%, ou seja, resisténcia média a cinco ou mais antibidticos,
dos doze testados.

Munsch-Alatossava e Alatossava (2007) determinaram os perfis de
resisténcia a -lactdmicos e aminoglicosideos de bactérias psicrotroficas isoladas
de leite cru, na Finlandia. Os resultados revelaram que ao menos 60% dos
isolados eram multirresistentes. Valeriano (2007) observou que todas as
bactérias psicrotroficas Gram-negativas isoladas de tanques de refrigeragdo para
leite no estado de Minas Gerais apresentaram indice MAR superior a 40%, ou
seja, resisténcia a quatro ou mais drogas de dez testadas.

Corynebacterium spp. foi resistente a quatro antibidticos, dos doze
testados, que foram: oxacilina, penicilina G, eritromicina e clindamicina. A
resisténcia ao cloranfenicol foi observada em 89% dos isolados; 78% deles
foram resistentes a rifampicina e 11% apresentaram resisténcia intermediaria a
este antibidtico; 63% dos isolados foram resistentes ao sulfazotrim e 11%
apresentaram resisténcia intermediaria; 55% dos isolados foram resistentes ao
cefepime e 33% apresentaram resisténcia intermedidria a este antibidtico; 33%
dos isolados foram resistentes a vancomicina e a tetraciclina e outros 33%
apresentaram resisténcia intermediaria a estes mesmos antibidticos. Todos os
isolados foram sensiveis a gentamicina e a ciprofloxacina.

Florentin Aponte (2007) obteve resultados semelhantes aos observados

neste trabalho. Corynebacterium spp. foi resistente a diversos antimicrobianos.
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De acordo com os autores, 69% dos isolados de Corynebacterium spp. foram
resistentes a penicilina, 47% foram resistentes a tetraciclina ¢ 66% foram
resistentes a sulfatrimetroprim. No presente trabalho, foi observado que 63% dos
isolados de Corynebacterium spp. apresentaram resisténcia ao sulfazotrim. Este
quadro de resisténcia ao sulfazotrim nao ¢ comum para a maioria dos isolados de
outras espécies.

O sulfazotrim ¢ um antimicrobiano que contém sulfa e trimetoprim.
Ambos atuam de forma sinergica, impedindo o metabolismo do acido folico,
resultando em morte da célula bacteriana. A resisténcia pode ocorrer devido a
producdo de enzimas alteradas, que atuam na via metabolica da sintese do acido
folico. A modificagdo dessas enzimas, como a di-idrofolato redutase alterada,
impede a ligagdo da enzima com o antibidtico, evitando a inibi¢ao da sintese do
acido folico (ARCHER; CLIMO, 1994; JACOBT; ARCHER, 1991; TAVARES,
1996).

A gentamicina apresentou bons resultados. Nesta pesquisa, ndo houve
isolados de Corynebacterium spp. resistentes a gentamicina. Na pesquisa
realizada por Florentin Aponte (2007), apenas 5% dos isolados de
Corynebacterium spp. apresentaram resisténcia a gentamicina.

Os dois isolados da espécie Corynebacterium jeikeium foram resistentes
a cloranfenicol, oxacilina, penicilina G, eritromicina e clindamicina. Além da
resisténcia aos antimicrobianos citados, um isolado apresentou resisténcia a
rifampicina, vancomicina, gentamicina e ao sulfazotrim. Um dos isolados de
Corynebacterium jeikeium apresentou resisténcia intermediaria a cefepime,
rifampicina, vancomicina e a sulfazotrim. Todos os isolados foram sensiveis a
ciprofloxacina.

O isolado de Corynebacterium bovis apresentou resisténcia ou

resisténcia intermediaria a todos antibidticos testados. A resisténcia

intermedidria foi observada para rifampicina, tetracilcina, cloranfenicol e
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ciprofloxacina. O isolado de Corynebacterium aquaticum apresentou resisténcia
a cinco antibidticos (vancomicina, oxacilina, penicilina G, eritromicina e
clindamicina). Este microrganismo apresentou resisténcia intermedidria ao
cefepime.

Todos os isolados de Enterococcus faecalis foram resistentes a
eritromicina e a clindamicina; 83% dos isolados foram resistentes & gentamicina
¢ a vancomicina; 67% foram resistentes ao cefepime; 33% dos isolados foram
resistentes a ciprofloxacina, a penicilina G e a tetraciclina; 17% foram
resistentes a cloranfenicol, rifampicina e sulfazotrim; 83% dos isolados de
Enterococcus faecalis apresentaram resisténcia intermediaria a rifampicina e
17% apresentaram resisténcia intermediaria a cefepime, cloranfenicol,
vancomicina e sulfazotrim.

Resultados semelhantes com relagdo a resisténcia a gentamicina e a
sensibilidade ao cloranfenicol foram relatadas por Saraiva et al. (1997), que
relataram que 82% dos isolados de Enterococcus faecalis foram resistentes a
gentamicina. Segundo Saraiva et al. (1997), altas taxas de resisténcia foram
observadas frente a eritromicina, trimetoprim-sulfametoxazol e ciprofloxacina
(98%, 83% e 69%, respectivamente). Os pesquisadores observaram maior
sensibilidade ao cloranfenicol, com 82% de isolados sensiveis.

O isolado de Enterococcus faecium foi resistente a sete antibidticos

(cefepime, vancomicina, gentamicina, oxacilina, eritromicina, clindamicina

(¢]

[0

ciprofloxacina). Enterococcus durans apresentou resisténcia a gentamicina e

[~)

oxacilina. Foi observada resisténcia intermediaria a rifampicina, a eritromicina,
clindamicina e a ciprofloxacina.

Altas taxas de resisténcia a vancomicina foram observadas em
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. Enterococos resistentes a
vancomicina foram originalmente descritos na Europa Ocidental, em 1988. A

partir dessa época, comecaram a surgir relatos de seu aparecimento em varios
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paises do mundo (SADER et al., 1994; SARAIVA et al., 1997). A resisténcia a
vancomicina tem sido observada principalmente entre quatro espécies de
enterococos: E. faecalis, E. faecium, E. avium ¢ E. gallinarum (JOHNSON et al.,
1990; SARAIVA et al., 1997). A base genética para essa resisténcia ja esta bem
estudada e envolve véarios determinantes génicos encontrados em transposons,
dois componentes do sistema regulatério (vanR e vanS), uma desidrogenase
(vanH) e uma ligase que condensa D-alanina com o produto do vanH para
produzir precursores peptidoglicanos (vanA) (ELIOPOULOS, 1993; SARAIVA
etal., 1997)

Enterococcus solitarius foi resistente ao cefepime e a oxacilina.
Resisténcia intermediaria foi observada a ciprofloxacina.

Enterococcus sdo bactérias comensais que colonizam o trato
gastrintestinal de animais e, ocasionalmente, a cavidade bucal e o trato vaginal.
E uma bactéria abundante em fezes. Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis tém sido considerado, nos ultimos anos, dos maiores patdgenos
hospitalares multirresistentes responsaveis por infec¢des clinicas (SHEPARD;
GILMORE, 2002).

Klare et al. (2003) e Gould (2008) explicam que € comum a resisténcia a
vancomicina, a ampicilina, a oxacilina e aos aminoglicosideos por isolados de
Enterococcus, que também sdo comumente resistentes aos beta-lactamicos e
glicopeptideos. De acordo com Tavares (2000), Enterococcus podem ser
resistentes a cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina e rifampicina, porém, com
menor frequencia.

A resisténcia cromossomal a varios antimicrobianos por Enterococcus
pode ser resultado da sua necessidade de sobreviver e persistir em ambientes
altamente competitivos, como o trato gastrintestinal (SHEPARD; GILMORE,
2002).



88

Os isolados de Staphylococcus spp. foram resistentes a cefepime,
penicilina G, eritromicina e oxacilina. A resisténcia aos beta-lactamicos,
principalmente a penicilina, ¢ comum em Staphylococcus. Correa (2003)
verificou que 77,89% dos isolados de Staphylococcus spp. provenientes de leite
foram resistentes a penicilina G. Este autor trabalhou com outro beta-lactamico,
a ampicilina, e verificou altos niveis de resisténcia, sendo 78,94% dos isolados
resistentes a ampicilina.

Segundo Eliopoulos (2009), uma alternativa para enfrentar os
Enterococcus resistentes a vancomicina, os Staphylococcus resistentes a
meticilina e outras bactérias Gram-positivas resistentes a multiplos antibioticos,
¢ a utilizagdo de novos antimicrobianos, como daptomicina, linezoide e
tigecilina. Segundo este autor, estes dois ultimos apresentam bons resultados
frente a Enterococcus faecium e a Enterococcus faecalis, mesmo em baixas
concentragdes. Bons resultados também foram obtidos com Staphylococcus.

Os isolados de Lactococcus lactis apresentaram resisténcia a cinco
antibidticos (cefepime, gentamicina, oxacilina, eritromicina e clindamicina).
Resisténcia intermediaria foi observada quando o microrganismo foi exposto a
rifampicina. O isolado de Lactococcus garvieae foi resistente a penicilina G,
vancomicina e eritromicina. Este microrganismo apresentou resisténcia
intermediaria a rifampicina, a tetraciclina e a eritromicina.

O isolado de Micrococcus sedentarius apresentou resisténcia a
eritromicina e a penicilina G.

Todos os isolados de Bacillus subtilis foram resistentes a penicilina G e
a vancomicina; 93% foram resistentes a clindamicina; 79% foram resistentes a
eritromicina; 43% foram resistentes a tetraciclina; 21% foram resistentes a
rifampicina; 14% foram resistentes a oxacilina e a cefepime e 7% foram
resistentes a cloranfenicol, gentamicina, sulfazotrim e ciprofloxacina. A

resisténcia intermedidria foi observada em 64% dos isolados, quando expostos a
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rifampicina; 50% dos isolados apresentaram resisténcia intermediaria a
tetraciclina; 21% a oxacilina e a eritromicina; 14% apresentaram resisténcia
intermediaria a ciprofloxacina e 7% a cefepime, cloranfenicol e a gentamicina.

Os antibidticos que apresentaram os melhores resultados, ou seja, maior
nimero de Bacillus subtilis sensiveis, foram sulfazotrim, cloranfenicol,
gentamicina e ciprofloxacina.

Poucos trabalhos relacionados a resisténcia aos antibioticos por isolados
de Bacillus sdo encontrados na literatura. Segundo Bernhard, Schrempf e Goebel
(1978), a resisténcia a estreptomicina e a tetraciclina é codificada por genes
presentes em plasmideos de B. subtilis. Olki et al. (2005) afirmam que a
resisténcia a diversos antimicrobianos por isolados de B. subtilis se deve a
aquisi¢do de genes que codificam proteinas transportadoras responsaveis pelo
efluxo de antibioticos.

A resisténcia aos antibidticos primeiramente deve ser vista como um
fator necessario para a sobrevivéncia do microrganismo no ambiente. Um
importante mecanismo de defesa para Bacillus subtilis, uma bactéria encontrada
principalmente no solo, se deve a aquisi¢do de resisténcia a determinados
antibidticos, que sdo produzidos por outras bactérias presentes no mesmo
ambiente (OLKI et al., 2005).

Neste trabalho, foi possivel observar que os isolados de Bacillus foram
resistentes principalmente aos [-lactdmicos, macrolideos e lincosamidas. A
resisténcia a estas mesmas classes de antibidticos foi observada para a maioria
dos isolados, inclusive os isolados de Corynebacterium spp., Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis. Esse fato pode indicar a ocorréncia da
transferéncia de genes de resisténcia a essas classes de antibidticos entre os
isolados presentes em tanques de refrigeracdo para leite cru.

Entre os isolados de Bacillus licheniformis, todos apresentaram

resisténcia a rifampicina, a vancomicina, a penicilina G e a clindamicina. Do
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total de isolados desta espécie, 67% foram resistentes a eritomicina ¢ 33%
apresentaram resisténcia intermediaria a eritromicina e a oxacilina. Todos foram
sensiveis frente a cefepime, cloranfenicol, gentamicina, sulfazotrim e
ciprofloxacina.

De acordo com os resultados, foi possivel observar que as bactérias
psicrotréficas isoladas dos tanques de refrigeragdo por expansdo apresentaram
resisténcia a diversas classes de antibioticos, indicando a presenca de diferentes
mecanismos de resisténcia. Segundo Takeuchi et al. (2005) e Zhao et al. (2003),
a resisténcia mediada por elementos genéticos méveis € muito comum para os 3-
lactamicos (penicilina G, oxacilina e cefepime), macrolideos (eritromicina) e
aminoglicosideos (gentamicina). Isso explicaria os altos indices de resisténcia a
estes antibioticos apresentado pelas bactérias isoladas neste trabalho.

Diversos isolados foram resistentes aos beta-lactimicos. Munsch-
Alatossava e Alatossava (2007) também observaram resisténcia acentuada aos [3-
lactamicos entre as bactérias psicrotroficas isoladas de leite cru. A resisténcia
natural a beta-lactimicos (penicilina G, oxacilina e cefepime) pode ser atribuida
a expressdo cromossomica ou pode ser mediada por plasmideos e transposons
conjugativos. A aquisi¢do de resisténcia estad relacionada especialmente a
presenca de plasmideos que codificam a produgdo de enzimas inativadoras de
penicilinas (B-lactamases). Estas enzimas podem ser induzidas pela exposigdo a
penicilina G e compostos correlatos, todavia, ndo sdo ativas contra
cefalosporinas e penicilinas resistentes a penicilinase, como cefepime e
oxacilina, respectivamente (BERGER-BACHI, 2002; JACOBY et al., 1991;
KONEMAN, 1997; MCDOUGAL; THORNSBERRY, 1986).

A utiliza¢do de penicilinas semissintéticas, como a oxacilina, tem sido
mais constante nos ultimos anos (MASSIDA; MONTANARI; VARALDO,
1992). O principal mecanismo de resisténcia a estes B-lactdmicos ¢ por meio da

producdo de proteinas fixadoras de penicilina alteradas (protein binding
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penicillin ou PBPs). As PBPs alteradas possuem baixa afinidade por estes
antibioticos; elas fazem parte da membrana citoplasmatica de microrganismos
como estafilococos e atuam como enzimas no processo de sintese da parede
celular. Essas proteinas PBPs alteradas constituem os receptores (de baixa
afinidade) aos quais as penicilinas se ligam para exercer seu mecanismo de acao
(HARTMAN; TOMASZ, 1984; MALOUIN; BRYAN, 1986, BERGER-BACHI,
2002).

A resisténcia a vancomicina ¢ mediada por duas classes de genes: uma
contém o vanA e outra, o vanB. Ambos produzem resisténcia por alterar o alvo
da vancomicina de D-alanina-D-alanina para D-alanina-D-lactato (RICE, 2006).

A resisténcia a eritromicina, antibidtico do grupo dos macrolideos, pode
ser resultado de mutagdes cromossdmicas ou da aquisicdo de plasmideos. O
principal mecanismo bioquimico da expressdo da resisténcia consiste em
modificagdes na subunidade 50S do ribossomo bacteriano. Esta modificagdo
causa alteracdes as quais resultam na incapacidade do antibidtico em se ligar ao
seu receptor (JACOBY; ARCHER, 1991; ARCHER; CLIMO, 1994). Prescott
(2003) afirma que a resisténcia a eritromicina mediada por plasmideos € bastante
comum. A resisténcia aos macrolideos também pode ser resultado de efluxo
ativo da droga antimicrobiana, produzido pela presenga do gene macrolide
efflux, ou mef, que codifica a sintese de uma bomba que media o efluxo de
forma ativa (CAMPONOVO, 2002).

A resisténcia a clindamicina (lincosamida) ocorre por modificagcdes no
alvo de ligagdo do ribossomo ¢ efluxo ativo. A modificagdo no alvo de ligacao
do ribossomo ocorre devido a aquisi¢do de um gene erythromycin ribosome
methylase, ou erm, que codifica uma enzima que provoca a metilagdo do residuo
A2058, localizado no dominio conservado da subunidade 50S do ribossomo

bacteriano. A metilagdo altera a conformagdo do ribossomo que, por sua vez,
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diminui a afinidade de macrolideos e lincosamidas (BERGER-BACHI, 2002;
CAMPONOVO, 2002; WEISBLUM, 1995).

Munsch-Alatossava ¢ Alatossava (2007) avaliaram a resisténcia a
antibioticos entre bactérias psicrotroficas isoladas de leite cru e observaram que
os isolados apresentaram maior susceptibilidade a antibidticos pertencentes as
classes dos aminoglicosideos (gentamicina) ¢ quinolonas (ciprofloxacina). Os
resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os obtidos pelos
pesquisadores citados acima. Grande parte dos isolados, inclusive isolados de
Corynebacterium spp. e Bacillus subtilis, apresentaram susceptibilidade a
aminoglicosideos (gentamicina) e a quinolonas (ciprofloxacina).

Apesar da presenga de microrganismos sensiveis a aminoglicosideos, ¢
importante destacar que parte dos isolados (83% dos Enterococcus faecalis) foi
resistente a esta classe de antibidtico. Altos niveis de resisténcia a
aminoglicosideos envolvem modificagdes quimicas das moléculas dos
antibioticos por enzimas microbianas (FERRARA, 2006; LECLERCQ;
GLUPCZYNSKI; TULKENS, 1999). As trés classes de enzimas modificadoras
de aminoglicosideos sd0 aminoglicosideo nucleotidiltransferase,
aminoglicosideo acetiltransferase e aminoglicosideo fosfotransferase (BERGER-
BACHI, 2002).

Poucos isolados foram resistentes a ciprofloxacina. Entre eles, destacam-
se o isolado de Corynebacterium bovis, um isolado de Bacillus subtilis, 33% dos
Enterococcus faecalis e os isolados de Enterococcus faecium, Enterococcus
solitarius e Enterococcus durans. Os isolados resistentes a ciprofloxacina podem
apresentar mutagdes cromossomais que conferem resisténcia a quinolonas.
Alguns trabalhos t€ém esclarecido os mecanismos de resisténcia das bactérias a
essa droga (HAWKEY, 2003; KLUGMAN, 2003), demonstrando que a
resisténcia a quinolonas é cromossdmica ¢ surge da difusdo de clones de

amostras mutantes. No entanto, a resisténcia também pode ser mediada, em
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menor escala, por plasmideos que codificam Qnr proteinas que protegem o
DNA, ligando-se a quinolonas e comprometendo a sua eficicia (NORDMAN;
POIREL, 2005). Quando muta¢des na topoisomerase sao combinadas com
mutagdes nos genes que codificam a girase, tém-se como resultado altas taxas de
resisténcias a quinolonas (BERGER-BACHI, 2002).

Segundo Mammeri et al. (2005), os plasmideos que codificam proteinas
que conferem resisténcia a quinolonas também podem carrear outros genes de
resisténcia, o0s quais podem conferir resisténcia a cefalosporinas,
aminoglicosideos, cloranfenicol, rifampicina, sulfonamidas e tetraciclinas.

A resisténcia a rifampicina ocorre devido a mutacdo no gene rpoB, que
codifica a cadeia beta da RNA polimerase (WILLIAMS et al.,, 1994;
YAMANDA et al., 1985). Aproximadamente 95% dos isolados resistentes a
rifampicina tém mutagdes em uma regido que compreende 69 pares de bases do
gene rpoB correspondente aos coddons 511 ao 533 (MIRANDA et al., 2001). A
caracterizacdo do gene rpoB em E. coli demonstrou que a rifampicina interage
impedindo a transcricdo e que mutagdes no gene rpoB conferem mudanga
conformacional no sitio de agdo do farmaco, caracterizando a resisténcia (JIN,
GROSS, 1988; MILLER; CRAWFORD; SHINNICK, 1994).

Outro antimicrobiano utilizado neste trabalho foi a tetraciclina.
Observou-se que parte dos isolados pertencentes aos géneros Corynebacterium
spp (33%), Enterococcus (33%) e Bacillus subtilis (33%) foi resistente a
tetraciclina. A resisténcia antimicrobiana a tetraciclina é mediada,
principalmente, por plasmideos, os quais carreiam genes que codificam a
producdo da proteina Tet, que é responsavel pelo transporte deste antibiotico
para fora da célula bacteriana (SOUZA, 1998; SPINOSA, 1996).

Os isolados de Staphylococcus spp. e Micrococcus sedentarius foram
sensiveis a tetraciclina. Resultados semelhantes foram obtidos por Cruz et al.

(1998) ¢ Brito et al. (2001). A tetraciclina é bastante utilizada nos tratamentos
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das mastites e apresentou boa eficiéncia para estafilococos isolados de casos de
mastites, em S30 Paulo (CRUZ et al. 1998) ¢ em Minas Gerais (BRITO et al.,
2001).

Alguns isolados de Corynebacterium spp., Corynebacterium jeikeium,
Corynebacterium bovis, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis foram
resistentes ao cloranfenicol. A resisténcia pode ser adquirida pela transferéncia
do plasmideo R e ¢ observada em diversos géneros bacterianos. O principal
mecanismo da resisténcia ao cloranfenicol consiste na sua inativagao enzimatica
por acetilagdo, propiciada nos microrganismos resistentes pela presenca da
enzima cloranfenicol-acetiltranferase (TAVARES, 1996).

O sulfazotrim (sulfametrol-trimetroprim) apresentou os melhores
resultados. A maior parte dos isolados de Bacillus subtilis, Bacillus licheniforms,
Enterococcus faecalis, Micrococcus, Lactococcus latis, Lactococcus garvieae ¢
Staphylococcus spp. foi sensivel a este antibidtico. As sulfas e o trimetroprim,
como o sulfazotrim, apresentam ag@o sinergética da sulfa e do trimetroprim,
agindo na via metabdlica da sintese do acido folico impedindo a sua sintese. O
acido folico ¢ uma coenzima essencial para a sintese de bases purinas, metionina
e timina, que permite o crescimento bacteriano (ARCHER; CLIMO, 1994;
JACOBT; ARCHER, 1991; TAVARES, 1996).

E provével que o indice elevado de resisténcia aos antibiéticos decorra
do uso indiscriminado de antibidticos em propriedades rurais (MEDEIROS et
al., 2009).

Uma andlise mais detalhada dos dados de multipla resisténcia aos
antibidticos também permitiu inferir sobre a diversidade microbiana nos tanques
de refrigeragdo por expansao.

E possivel observar a diversidade nas populagdes de Bacillus subtilis e
de Enterococcus faecalis, devido as diferencas entre os perfis de resisténcia

apresentados por isolados destas mesmas espécies (Tabela 1 e Tabela 2). Os
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isolados de B. subtilis apresentaram sensibilidade a todos os demais antibidticos

testados, com excegdo dos apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Perfis de resisténcia de diferentes isolados de B. subtilis a

antimicrobianos
Amostra Resisténcia a diferentes antimicrobianos
572 vancomicina, penicilina G, clindamicina
584 cefepime,  vancomicina, tetracilcina,  oxacilina,

penicilina G, eritromicina, clindamicina

413 vancomicina, penicilina G, eritromicina, clindamicina
368 vancomicina, tetraciclina, penicilina G, eritromicina,
clindamicina
925 A cefepime, rifampicina, vancomicina, tetraciclina,

penicilina G, eritromicina, clindamicina

De acordo com os resultados, os antimicrobianos que apresentam
melhores resultados frente a Bacillus subtilis sdo a gentamicina, a ciprofloxacina
e o sulfazotrim.

A diversidade entre os isolados de Enterococcus faecalis pode ser
observada na Tabela 2. Os isolados de Enterococcus faecalis apresentaram
sensibilidade a todos os demais antibioticos testados, com excecdo dos

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 Perfis de resisténcia de diferentes isolados de Enterococcus faecalis a

antimicrobianos
Amostra Resisténcia a diferentes drogas antimicrobianas
430 cefepime, vancomicina, gentamicina, oxacilina,

eritromicina, clindamicina
244b vancomicina,  gentamicina, oxacilina, eritromicina,
clindamicina, ciprofloxacina
177 Cefepime, rifampicina, vancomicina, gentamicina,
oxacilina, penicilina G, eritromicina, clindamicina
471 cefepime, vancomicina, gentamicina, oxacilina,

eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina

De acordo com os resultados, o antimicrobiano que apresenta melhor
resultado frente aos Enterococcus faecalis ¢ o sulfazotrim.

A diversidade de isolados presentes nos tanques de refrigeracdo pode ser
crucial na determinacao de multirresisténcia a antibidticos.

Fazendas representam um grande reservatorio de bactérias, contendo
genes de resisténcia a antibidticos. Estes genes, muitas vezes, estdo presentes em
plasmideos que, por sua vez, podem ser transferidos a outras bactérias presentes
no mesmo ambiente (BYWATER et al., 2004; KNOTHE, 1977, MARTINEZ,
2009). Kruse e Sorum (1994) mostraram que a conjugacdo e a transferéncia de
plasmideos R é um fendmeno relativo ao ambiente e pode ocorrer entre estirpes
bacterianas de origem humana e animal ndo relacionadas evolutivamente ou
ecologicamente, mesmo na auséncia de antibioticos (BYWATER et al., 2004;
KNOTHE, 1977).

Além da carga e diversidade de bactérias em um ambiente, outro fator
importante relacionado a resisténcia multipla aos antibioticos € a utilizagdo de
antimicrobianos de forma inadequada, com fins profilaticos ou para a promog¢ao

de crescimento. O uso inadequado promove uma pressao seletiva que resulta em
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aumento da prevaléncia de resisténcia em bactérias encontradas em animais
(BYWATER et al., 2004; MARTINEZ, 2009; VIVEKANANDHAN et al,,
2002).

E importante ressaltar a possibilidade de transferéncia de patogenos
resistentes a humanos, por meio de agua ou alimentos contaminados, fato que
tem alertado médicos e pesquisadores ao redor do mundo.

Frente aos problemas relativos ao aumento de resisténcia aos
antimicrobianos por bactérias comensais e patogéncias, ha necessidade e
urgéncia na adequacao do uso de antibioticos, por meio de praticas responsaveis
que abordem desde fazendas a hospitais, com a finalidade de controlar a
multirresisténcia que tem aumentado significativamente nos ultimos anos

(BOWER; DAESCHEL, 1999; FRENCH, 2005).
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4 CONCLUSAO

Os isolados apresentaram quadro de multirresisténcia, com indice
MAR>0,17. Os isolados apresentaram resisténcia a dois ou mais antibioticos,

dos doze testados.
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