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RESUMO

Desde a producdo priméria até a sua distribuicdo, varios sdo os fatores que podem levar a
contaminagéo do leite caprino. Dessa forma, o objetivo dessa tese foi avaliar a qualidade do
leite de cabra em unidades beneficiadoras de leite, bem como verificar o perfil de resisténcia a
antimicrobianos e a identificacao de genes de viruléncia em isolados bacterianos. O Capitulo |
corresponde & uma revisao sistematica de literatura com o objetivo de fazer um levantamento
dos principais microrganismos envolvidos na formacéo de biofilmes na industria de laticinios
através da busca em trés bases eletronicas de dados: ScienceDirect, PubMed e Web of
Science. Os estudos relataram a obtencdo de 756 isolados bacterianos de equipamentos, do
leite e seus derivados, sendo 69,31% provenientes dos equipamentos e 30,69% do leite e seus
derivados. As espécies de bactérias isoladas foram: Bacillus spp. (38,75%), Staphylococcus
spp. (21,56%), Listeria spp. (12,30%), Pseudomonas spp. (7,80%), Streptococcus spp.
(4,36%), Enterococcus spp. (2,11%), Acinetobacter spp. (1,71%) e 11,41% pertenciam a
géneros diversos. No Capitulo 1l, objetivou-se avaliar a qualidade higiénica sanitaria dos
equipamentos e do leite in natura e pasteurizado provenientes de usinas de beneficiamento de
leite caprino no Estado da Paraiba, Brasil. Entre 0s microrganismos patogénicos isolados,
houve uma maior frequéncia dos pertencentes a familia Enterobacterales (77,38%), entre eles
Escherichia coli (26,19%), Klebsiella spp. (22,61%) e Enterobacter spp. (17,85%). As
bactérias Gram positivas corresponderam a 22,62% dos isolados, com destaque para Bacillus
spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Macrococcus caseolyticus. Em relagédo ao leite
in natura, houve altas contagens para mesofilos, coliformes totais e termotolerantes e o leite
pasteurizado estava fora dos padrGes microbioldgicos para mesoéfilos, coliformes totais e
termotolerantes. No Capitulo 111, foi verificada a resisténcia antimicrobiana e a presenca de
genes de integrons e de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL). Foram utilizadas 13
amostras de Klebsiella spp e 14 de E. coli isoladas de leite. Klebsiella spp foi encontrada no
tanque de recepcdo, tanque de pasteurizacdo, embalagem, mdo do manipulador, leite in natura
e leite pasteurizado. Das 27 cepas avaliadas 51,8% (14/27) foram resistentes a, pelo menos,
trés ou mais classes de antimicrobianos. Entre os isolados de Klebsiella spp. 38,4% (5/13)
apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos, sendo que 92,3% (12/13) dos
isolados foram resistentes a cefalotina. Os antimicrobianos que foram mais eficazes contra
Klebsiella spp. foram cloranfenicol e gentamicina ambos com 7,69% (1/13) de resisténcia.
Com relacdo a E. coli, 64,2% (9/14) das amostras avaliadas apresentaram resisténcia a, pelo
menos, trés ou mais classes de antimicrobianos. E coli apresentou uma maior resisténcia a
tetraciclina e a cefalotina com 64,2% (9/14) para cada antimicrobiano. Verifica-se que o
antimicrobiano mais eficaz contra os isolados foi o cloranfenicol com apenas 1 (uma) amostra
resistente (7,69%) de Klebsiella spp e nenhuma amostra resistente de E. coli. Ndo houve
amplificagdo dos genes Intll, Intl2 e Intl3, entretanto, a regido cassete dos integrons foi
amplificada em 11,1% dos isolados (3/27), sendo 15,3% (2/13) de E. coli e 7,14% (1/14) de
K. pneumoneae. Com relacdo aos fendtipos de ESBL observou-se que 37,0% (10/27) das
amostras apresentaram fenotipo de ESBL sendo E. coli com 42,8% (6/14 (e Klebsiella spp
com 30,7% (4/13). Conclui-se que houve contaminagdo do leite de cabra, antes e apds 0 seu
beneficiamento, em usinas beneficiadoras de leite cabra no Estado da Paraiba, com o
envolvimento de patdgenos previamente descritos na literatura como causadores de Doengas



Veiculadas pelos Alimentos (DVASs), com apacidade de formar biofilmes e resistir & acdo de
antimicrobianos.

Palavras chaves: Laticinios, leite de cabra; higienizacdo; biofilmes; resisténcia
antimicrobiana; ESBL; integrons.



ABSTRACT

There are several factors that can lead to contamination of goat milk from primary production
to its distribution. Thus, the objective of this thesis was to evaluate the quality of goat milk in
the processing plants, before and after processing, as well as to verify the antibiotic resistance
profile and the identification of virulence genes in bacterial isolates. Chapter | corresponds to
a systematic literature review with the objective of surveying the main microorganisms
involved in the formation of biofilms in the dairy industry through searches in three electronic
databases: ScienceDirect, PubMed and Web of Science. The studies reported obtaining 756
bacterial isolates from equipment, milk and its derivatives, 69.31% from equipment and
30.69% from milk and its derivatives. The species of bacteria isolated were: Bacillus spp.
(38.75%), Staphylococcus spp. (21.56%), Listeria spp. (12.30%), Pseudomonas spp. (7.80%),
Streptococcus spp. (4.36%), Enterococcus spp. (2.11%), Acinetobacter spp. (1.71%) and
11.41% belonged to different genera. In Chapter 11, the objective was to evaluate the hygienic
and sanitary quality of equipment and fresh and pasteurized milk from goat milk processing
plants in the State of Paraiba, Brazil. Among the isolated pathogenic microorganisms, there
was a higher frequency of those belonging to the Enterobacteriaceae family (77.38%),
including Escherichia coli (26.19%), Klebsiella spp. (22.61%) and Enterobacter spp.
(17.85%). Gram positive bacteria accounted for 22.62% of the isolates, especially Bacillus
spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp. and Macrococcus caseolyticus. There were high
counts for mesophiles, total and thermotolerant coliforms in the fresh milk and pasteurized
milk was also outside the microbiological standards for mesophiles, total and thermotolerant
coliforms. In Chapter 111, antimicrobial resistance and the presence of integrons and extended-
spectrum beta-lactamase (ESBL) genes were evaluated. Thirteen samples of Klebsiella spp
and fourteen of E. coli isolated from milk were used. Klebsiella spp was found in the
reception tank, pasteurization tank, packaging, handler's hand, in raw milk and pasteurized
milk. Of the 27 strains evaluated, 51.8% (14/27) were resistant to at least three or more
classes of antimicrobials. Among the isolates of Klebsiella spp. 38.4% (5/13) showed
resistance to three or more antimicrobials, and 92.3% (12/13) of the isolates were resistant to
cephalothin. The antimicrobials that were most effective against Klebsiella spp. were
chloramphenicol and gentamicin both with 7.69% (1/13) of resistance. With regard to E. coli,
64.2% (9/14) of the evaluated samples showed resistance to at least three or more classes of
antimicrobials. E coli showed greater resistance to tetracycline and cephalothin with 64.2%
(9/14) for each antimicrobial. It appears that the most effective antimicrobial against the
isolates was chloramphenicol with only 1 (one) resistant sample (7.69%) of Klebsiella spp.
and no resistant sample of E. coli. There was no amplification of the Intl1, Intl2 and Intl3
genes, however, the cassette region of the integrons was amplified in 11.1% of the isolates
(3/27), 15.3% (2/13) of E. coli and 7, 14% (1/14) of K. pneumoneae. With regard to the ESBL
phenotypes, it was observed that 37.0% of the samples presented ESBL phenotype 42,85%
(6/14) of E. coli and 30,76% (4/13) of Klebsiella spp. It is concluded that there is
contamination of goat milk, before and after its processing, in goat milk processing plants in
the State of Paraiba, caused by pathogens previously described in the literature as causing
Foodborne Diseases (VADSs), with the ability to form biofilms and resist the action of
antibiotics.



KEY WORDS: Dairy products; goats milk; sanitation; biofilms; antimicrobial resistance;
ESBL,; integrons.
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INTRODUCAO

A caprinocultura leiteira vem se tornando uma alternativa de aumento de renda para 0s
pequenos produtores, principalmente nas regides Nordeste e Sudeste, os dois maiores
produtores nacionais (NETO et al. 2021). A regido Nordeste segue liderando esses rebanhos,
sendo responsavel por 95,0% do total de caprinos. (IBGE, 2021).

De acordo com o IBGE (2017), ultimo censo realizado a regido Nordeste produziu
mais de 17 milhGes de litros/ano e aparece com a maior producdo nacional de leite caprino,
com destaque para o Estado da Paraiba que produziu 5.627.000 mil litros de leite (IBGE,
2017) assim segue crescendo, com a maioria do leite sendo usado in natura ou em produtos
processados, como queijos ou iogurte (MILLER; LU, 2019; SEPE; ARGUELLO, 2019).

No Brasil o leite de cabra estd regulamentado pela Instrucdo Normativa n° 37 de
outubro de 2000, onde contém padrdes de identidade e qualidade como sanidade do rebanho,
higiene na producdo, controle da producdo e beneficiamento. Muitos fatores podem
influenciar a qualidade do leite como manejo, sanidade e higienizacdo no beneficiamento.
Além da contaminacdo primaria durante a criacdo do animal existem pontos criticos durante a
cadeia de producdo de produtos lacteos, como processamento, transporte e armazenamento
dos produtos finais (WESCHENFELDER et al., 2016; AGRIMONTI et al., 2017) que podem
comprometer a qualidade final do produto.

Microrganismos patogénicos podem contaminar o leite caprino e assim 0 mesmo se
tornar uma fonte potencial de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAs). Na literatura €
possivel encontrar diversos trabalhos com pesquisa de microrganismos no leite caprino como
Staphylococcus spp (SIQUEIRA et al., 2021), bolores e leveduras (PADUA et al., 2019),
bactérias Gram negativos como Klebsiella spp, Escherichia coli, Enterobacter (SIQUEIRA et
al. 2021), além das Gram positivos Bacillus spp., Enterococcus spp. e Macrococcus spp.
(SIQUEIRA et al., 2021) e muitos desses agentes tém potencial para a formacao de biofilmes
(LIRA et al., 2016; ALONSO; KABUKI, 2019; WANG et al. 2019; NOVOA et al., 2018), e
podem ser veiculadores de microrganismos resistentes aos antimicrobianos (SIQUEIRA et al.,
2022).

Multiplos sdo os mecanismos que as bactérias usam a seu favor para livrar-se da acao
do antimicrobiano, isso deve-se as mutagdes novas e mecanismos de resisténcia adquiridos,
que expandem o espectro de atuacdo; conjugacdo, que é a formacdo de uma ponte que
conectara duas bactérias, nas quais 0s genes de resisténcia sdo transferidos de uma bactéria

para outra; pressao seletiva exercida pelas condi¢cbes do meio; multiplicacdo e propagacao de
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cepas multirresistentes. Simultaneamente, as industrias encontram-se sem alternativas em
inserir no mercado novos farmacos para combater a resisténcia bacteriana (NOGUEIRA, et
al., 2016; SOUZA et al., 2020; SILVA, 2021).

De acordo com Giacobbe et al. (2018), em 2017 a (OMS) publicou uma lista
prioritaria de bactérias resistentes, onde foram incluidas nas prioridades criticas, bactérias
como Acinetobacter baumannii Resistente a Carbapenémicos (ABRC), Pseudomonas
Aeruginosa resistente a Carbapenémicos (PARC), Enterobacterales resistente a
Carbapenémicos e as cefalosporinas de 32 geracdo (familia que inclui E. coli, Klebisiella
pneumonia, Protheus spp.) (ERC).

A classificagdo considerada como criticos pela OMS, listagem que contém ERC,
PARC e ABRC, as Enterobacterales (familia de Enterobacterales, como exemplares como
Escherichia, Klebisiella, Protheus, Salmonela, entre outras) produtoras de beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL), que na ultima década, demonstrou uma crescente prevaléncia,
induzido por um uso extensivo de carbapenémicos, e atualmente, devido a esse uso difundido,
enfrentamos uma prevaléncia crescente de Enterobacterales multidrogas resistente, inclusive
ao Carbapenem (ERC), particularmente entre as espécies do género Klebisiella (GROSSI et
al., 2015).

Essa resisténcia é transportada por transpossons, plasmideos e genes de integrons que
sdo as principais e tem uma grande prevaléncia em especial na familia Enterobacterales
(CERGOLE-NOVELLA et al., 2011). Os microrganismos da familia das Enterobacterales
sdo difundidos facilmente entre humanos com as mdos, transporte, bem como alimentos e
agua contaminados e tem uma propensdao a adquirir material genético por meio de
transferéncia de genes, mediada principalmente por plasmideos e transposons (PARTRIDGE,
2011; TOLEMAN e WALSH, 2011), além do que apresentam varios fatores de viruléncia
como resistentes aos carbapenémicos (ALVES; BEHAR, 2013; NORDMANN; POIREL,
2014; SAMPAIO e GALES, 2016), as betalactamases (ALVES; BEHAR, 2013).

Os integrons desempenham um papel importante na aquisicdo e difusdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos. Assim como na propagacdo da multirresisténcia em bactérias
gram-negativas, devido a sua capacidade de capturar os cassetes de genes no ambiente e
incorpora-los (DING et al., 2019).
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Resumo

Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAs) podem ser causadas por microrganismos
formadores de biofilmes que se aderem as superficies dos equipamentos e, apesar dos
procedimentos de higienizacdo ndo sdo eficazes na eliminacdo da contaminacgdo. Esta breve
revisdo sistematica teve como objetivo identificar os principais microrganismos formadores
de biofilmes na industria de laticinios através de uma pesquisa sistematica de literatura
realizada em trés bases eletronicas de dados: ScienceDirect, PubMed e Web of Science,
buscando-se estudos primarios que contivessem como tema central a frequéncia ou
prevaléncia dos microrganismos formadores de biofilme na industria de laticinios. Foram
encontrados 756 isolados bacterianos nos equipamentos e no leite e seus derivados, onde os
equipamentos representaram 69,31% e o leite e seus derivados 30,69% do total de
microrganismos isolados. As frequéncias de isolamento de bactérias foram: Bacillus 38,75%,
Staphylococcus 21,56%, Listeria 12,30%, Pseudomonas 7,80%, Streptococcus 4,36%,
Enterococcus 2,11%, e Acinetobacter com 1,71%. Além desses microrganismos constatou-se
que em torno de 11,41% pertenciam aos mais variados géneros de microrganismos.
Observou-se que a inddstria de laticinios apresenta uma grande diversidade de contaminantes
formadores de biofilmes multi espécies, tanto nas superficies dos equipamentos como também
no leite e seus derivados, sendo os géneros Bacillus e Staphylococcus os que obtiveram o
maior numero no total, nos equipamentos no leite e derivados. Esses resultados demonstram
a necessidade de estratégias de prevencdo e conhecimento de novas técnicas e alternativas
acerca dos procedimentos de limpeza e higienizagdo que eliminem esses agentes, pois de
acordo com os dados apresentados nesta revisdo muitos eram patogénicos.

Palavras chaves: bactérias, leite, seguranca alimentar

Abstract

Foodborne Diseases can be caused by biofilm-forming microorganisms that adhere to
equipment surfaces and, despite hygiene procedures, they are not effective in eliminating
contamination. This brief systematic review aimed to identify the main biofilm-forming
microorganisms in the dairy industry through a systematic literature search conducted in three
electronic databases: ScienceDirect, PubMed and Web of Science, seeking primary studies
that contained the central theme is the frequency or prevalence of biofilm-forming
microorganisms in the dairy industry. A total of 779 bacterial isolates were found in the
equipment, in milk and its derivatives, and the equipment represented 69.57% and milk and
its derivatives 30.69% of the total of isolated microorganisms. The frequencies of isolated
bacteria were as follows: Bacillus 37.61%, Staphylococcus 21.05%, Listeria 11.93%,
Pseudomonas 7.57%, Streptococcus 4.23%, Enterococcus 2.05%, and Acinetobacter with
1.66%. In addition to these microorganisms, it was found that about 11.41% belonged to the
most varied genera of microorganisms. It was observed that the dairy industry has a great
diversity of contaminants forming biofilms multi species, both on the surfaces of equipment
and also in milk and its derivatives, with the genera Bacillus and Staphylococcus being the
ones that obtained the highest number in total, both in equipment such as milk and dairy
products. These results demonstrate the need for prevention strategies and knowledge of new
techniques and alternatives to the cleaning and sanitation procedures that eliminate these
agents, because according to the data presented in this review, many were pathogenic.

Keywords: bacterium, milk, food safety.
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1 Introdugéo

De acordo com Balsamo et al. (2012), biofilme pode ser definido como uma
comunidade microbiana envolta por uma matriz de substancia polimérica extracelular (EPS),
que tem como funcdo unir as células firmemente a superficie. Esta formacdo de biofilmes
ocorre em virtude da adesdo de microrganismos em uma superficie de contato, a qual se
fixam, formando uma matriz de EPS e logo em seguida iniciam seu desenvolvimento.
Diversos fatores contribuem para o processo de adesdo em uma determinada superficie,
consideraremos alguns que se destacam: a genética, a viruléncia e a resisténcia dos
microrganismos, nutricdo, a area e o material da superficie (KASNOWSKI et al., 2010), os
residuos proteicos, lipidicos e de carboidratos, sdo elementos importantes para formar a
camada condicionante (WATRICK; KOLTER, 2000). O desenvolvimento de biofilmes pode
ser dividido em diferentes estagios: fixacdo reversivel, fixacdo irreversivel, maturacdo e
dispersdo (LEWANDOWSKI; BEYENAL, 2014). Na primeira ocorre a ligagdo inicial das
celulas bacterianas a superficie, esse processo € ainda reversivel (KASNOWSKI et al., 2010).

Na segunda etapa, ocorre a interacao fisica da célula com a superficie por meio de EPS
produzida pela bactéria, resultando em anexo irreversivel mais firmemente aderido
(TREMBLAY et al., 2014). A ligagdo irreversivel envolve forcas de pequeno alcance entre os
apéndices celulares e a superficie, ligacdes de hidrogénio, ligacdes covalentes, hidrofébicas e
ibnicas (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003). Diversos fatores contribuem para o processo de
adesdo em uma determinada superficie, consideraremos alguns que se destacam: a genética, a
viruléncia e a resisténcia dos microrganismos, nutricdo, a area e o material da superficie
(KASNOWSKI et al., 2010), o cisalhamento (MITTELMAN, 1990; GUILLEMOT et al.,
2006; LEE et al., 2008; FLORJANIC; KRISTL, 2011), atividade metabolica microbiana,
expressao génica do microrganismo e quorum sensing (RICE et al., 2005), que €é um
fendmeno que possibilita a comunicacdo entre células bacterianas, moléculas de sinalizacédo
extracelulares conhecidas como auto indutores sdo usadas como interacdo permitindo que as
ceélulas atuem de uma forma cooperativa (BOYLE et al., 2015).

A formacdo de biofilmes é geralmente indesejavel para a industria de alimentos pois
representa uma fonte potencial de contaminagdo microbiana e de enzimas de deterioragdo que
afetam a qualidade dos alimentos (TEH et al., 2014), aumenta a resisténcia bacteriana e
estresse ambientais, (BRIDIER et al., 2015; KOSTAKI et al., 2012).

Nas industrias de laticinios, 0s equipamentos de processamentos como sistema de
filtragem, que sdo usados continuamente por longos periodos de operacdo, tém condicGes

particularmente susceptiveis para a formacdo de biofilmes (ANAND et al., 2014). Estudos
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anteriores indicam que os biofilmes podem ser encontrados em diferentes partes dos
equipamentos de processamentos de laticinios, como tanque de armazenamento de leite, silos
de leites, exterior de bombas, paredes, tubulagdes, trocadores de calor e unidade de envase,
sendo classificados como pecas de alto risco para a formacdo de biofilmes (MARCHAND et
al., 2009).

O controle de biofilmes em fabricas de laticinios geralmente envolve um processo
chamado de Cleaning-in-place (CIP) (MARCHAND et al., 2012). Em relacdo ao controle
dos biofilmes em laticinios, 0 uso adequado de agentes de limpeza é imprescindivel. A correta
selecdo das solucbes de limpeza, como detergentes e sanificantes, depende dos fatores como
eficacia, seguranca e facilidade de remocdo apds a aplicacdo, levando-se em consideracdo o
carater corrosivo de cada um desses agentes, bem como a ocorréncia de efeitos sensoriais nos
produtos obtidos apds sua aplicacdo (SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010). Caso ocorram
falhas no procedimento de higienizagdo, superficies de ago inoxidavel podem se tornar
importantes fontes de contaminacdo microbiana durante o processamento de alimentos
(CHMIELEWSKI; FRANK, 2003), e isso pode levar a sérios problemas de salude publica e a
perdas econdbmicas mediante a contaminacdo de alimentos e a danificacdo de equipamentos
(BREMER et al., 2006).

Uma das tarefas mais desafiadoras em qualquer linha de processamento da industria de
laticinios € a manutencdo de condi¢cBes sanitarias que é comprometida com a alta
disponibilidade de nutrientes e oxigénio que favorece o crescimento microbiano. (CLETO et
al. 2012). A limpeza consiste na remocao de sujeiras e particulas acumuladas nas superficies.
Essa remocdo se da através de acbes quimicas e mecanicas, onde sdo utilizados detergentes
especificos, dgua de boa qualidade, detergentes alcalinos e escovas de diversos tamanhos e
formatos, assim como esponjas e raspados (ANDRADE, 2008).

A segunda etapa é a sanitizacdo, onde através de produtos quimicos, ocorre a
significativa reducdo de microrganismos. O objetivo é eliminar as bactérias que sobrevivem
durante o processo de limpeza e se desenvolvem durante o processamento dos alimentos.
ApoOs a sanitizacdo, ndo é realizado o enxague, apenas a drenagem (retirar 0 excesso de
solucdo que pode ter ficado na tubulagdo). A higienizacdo é especialmente requerida em
superficies Umidas, as quais oferecem condi¢cbes favoraveis ao crescimento de
microrganismos (ANDRADE, 2008).

Para se evitar a formacdo de biofilmes na industria de alimentos, é essencial o
estabelecimento e a adequacio das medidas de higiene e sanitizacdo (ARAUJO, 2006). Varias

técnicas estdo sendo utilizadas e novas tecnologias estdo sendo testadas para o controle de
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biofilmes na indlstria de laticinios. Entre essas técnicas podemos citar pesquisa com 06leos
essenciais para serem utilizados no controle de biofilmes microbianos, pois eles possuem
atividade antimicrobiana que despertam grande interesse, e podem ser utilizados como
principios ativos de sanitizantes. Estes sdo metabdlitos secundarios de vegetais que atuam na
bicamada lipidica da membrana citoplasmatica (OLIVEIRA et al.,2013).

Os biossurfactantes sdo compostos com propriedades tensoativas, produzidos por
microrganismos. A sua utilizacdo em superficies pode reduzir consideravelmente a
contaminacdo microbiana de materiais e inibir ou diminuir a formacdo de biofilmes. As
principais vantagens em relacdo aos detergentes sintéticos residem em sua baixa toxicidade e
natureza altamente biodegradavel. Por enquanto, os biossurfactantes ainda nao sdo acessiveis
do ponto de vista econbmico em comparacao aos compostos sintetizados quimicamente que
estdo disponiveis no mercado (ARAUJO et al. 2013).

A utilizacdo de fagos como agentes antimicrobianos pode ser muito vantajosa pela sua
alta especificidade, precisdo e poténcia em comparacdo ao uso de biocidas, possuindo a
capacidade de infectar bactérias de forma seletiva. Eles sdo capazes de destruir a matriz de
polissacarideo dos biofilmes, infectar células e causar uma desestruturacdo extensa
(ALBUQUERQUE et al., 2014)

Varios sdo 0s géneros e espécies bacterianas capazes de aderir e formar biofilmes em
superficies que entram em contato com leite ou produtos lacteos (OLIVEIRA et al. 2013).

Diante disso, o objetivo desse estudo foi fazer uma revisdo sistematica para identificar

0s principais microrganismos envolvidos na formacao de biofilmes na industria de laticinios.

2 Desenvolvimento

2.1 Estratégias de busca e elegibilidade dos estudos

Para realizacdo desta revisdo foram observadas as recomendacdes da metodologia
PRISMA - Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses, que
descreve as principais etapas a serem seguidas no desenvolvimento de uma revisdo
sistematica de literatura (MOHER et al., 2009). Assim, realizou-se uma pesquisa sistematica
em trés bases eletronicas de dados: ScienceDirect, PubMed e Web of Science, buscando-se
estudos primarios que contivessem como tema central a frequéncia ou prevaléncia de
bactérias formadoras de biofilme na industria de laticinios. Para isso, foram utilizados os
seguintes termos de busca, em inglés: “biofilm and (“milk industr* or dairy industr*”), sendo

0 * (asterisco) utilizado para incluir tanto a palavra industry quanto industries. As citacdes dos
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estudos identificados nessa fase foram salvas no formato BibTex e exportadas para um
gerenciador bibliogréfico, para facilitar o processo de triagem e seleg&o.

Foram considerados para inclusdo na pesquisa artigos completos e shorts
communications que relatassem o isolamento de bactérias formadoras de biofilmes na
indUstria de laticinios, sendo excluidos outros tipos de publicacdo (revisbes de literatura,
editoriais, livros eletronicos) e pesquisas que tratavam de outros microrganismos, como
fungos, por exemplo. Ndo houve restricdo quanto ao idioma de publicacdo, porém apenas

estudos publicados nos ultimos dez anos foram incluidos.

2.2 Critérios de selecdo

Dois revisores avaliaram independentemente os estudos primarios encontrados na
pesquisa dos bancos de dados. Inicialmente, j& no ambiente do gerenciador bibliogréafico,
estudos duplicados foram excluidos, e o0s revisores iniciaram o processo de selecdo pelos
titulos dos trabalhos. Os estudos foram baixados, avaliados pelos titulos e resumos e por fim
foi realizado uma leitura na integra, selecionando aqueles que se enquadravam nos critérios de

elegibilidade e removendo os demais.

2.3 Resultados

A pesquisa nas trés bases de dados retornou um total de 784 trabalhos. Apds a
remocdo das duplicatas, triagem de titulos, resumos e a avaliacdo do texto, restaram 28
estudos que foram sintetizados nesta revisao. Todo o processo de busca, triagem e selecdo
esta demonstrado pelo fluxograma (Figura 1).

De acordo com a tabela 01 e 02, foram obtidos 756 isolados bacterianos provenientes
dos equipamentos, do leite e seus derivados, onde os equipamentos representaram 69,31% e
30,69% do leite e seus derivados. As espécies de bactérias isoladas foram: Bacillus spp.
(38,75%), Staphylococcus spp. (21,56%), Listeria spp. (12,30%), Pseudomonas spp. (7,80%),
Streptococcus spp. (4,36%), Enterococcus spp. (2,11%), Acinetobacter spp. (1,71%) e
11,41% pertenciam a géneros diversos. (Tabela 03).

De acordo com a tabela 01, vinte (20) estudos realizaram a pesquisa de
microrganismos formadores de biofilmes nos diversos materiais e equipamentos da industria
de laticinios, totalizando 524 bactérias. Desse total os géneros mais citados foram: Bacillus,
Staphylococcus, Listeria spp e Pseudomonas. Isso representa 80,41% de todos o0s
microrganismos isolados dos equipamentos, além desses observou-se mais de 24 tipos de

géneros diferentes.
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Com relacdo a metodologia utilizada para avaliar a formacdo de biofilmes nos
equipamentos, a Tecnica de Contagem em Placas foi a que apresentou um maior ndmero
seguido pela microtitulacdo e pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR).

Na tabela 02 concentram-se os dados referentes as bactérias isoladas formadoras de
biofilmes do leite e seus derivados. Foram realizados 12 estudos, desse total encontraram-se
232 microrganismos. Os géneros que apresentaram um maior numero foram Bacillus spp,
Staphylococcus spp e Streptococcus spp. Esses trés géneros representaram um total de
88,36% dos isolados no leite e nos seus derivados, sendo 11,642% referente aos mais de 23
géneros diferentes. Observou-se que o leite do tanque in natura foi o mais avaliado, seguindo
pelo leite pasteurizado e leite em po.

A metodologia mais utilizada no leite e seus derivadosdos foi a microtitulagdo em
placas seguida pela PCR e Técnica de Contagem em Placas que apresentaram 0S mesmos

valores.
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Figura 1. Fluxograma de selecdo de estudos para inclusdo na revisdo sistematica.

Elegibilidade Selecdo Identificagdo

Inclusdo

PubMed

(n=157)

ScienceDirect
(n=528)

|

Web of Science
(n=99)

Total de estudos identificados nos
bancos de dados (n=784)

Exclusdo de duplicatas

Estudos selecionados para
leitura de titulo e resumo
(n=687)

(n=97)

Exclusdo apos triagem

Estudos selecionados para
leitura completa

(n=38)

de titulo e resumo
(n=525)

Exclusdo apos leitura

Estudos incluidos na
revisdo sistematica
(n=29)

completa dos artigos

(n=9)
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Tabela 01 — Principais géneros bacterianos formadores de biofilme isolados em equipamentos e materiais utilizados na industria de laticinios.

. . N° de . .
Ecllg'rrr)s;nggtggﬁéiirﬁede isolados Grupo de bactérias isoladas Referéncias Pals dd;e';iiléiagao
¢ bacterianos
Tubulagédo de leite cru, entrada do Pagedar & Singh <o
pasteurizador, saida do pasteurizador 40 Pseudomonas (2014) India

Superficie interna do tanque Staphylococcus, Streptococcus,

transportador de leite 4 Pseudomonas, Serratia Teh etal. (2013) Nova Zelandia
Pla_mta de proces§amento de S0ro de 2 Klebsiella Tang et al. (2010) Nova Zelania
leite e de uma fabrica de laticinios
Plantas de produtos de laticinios 12 Enterococcus, Llste_rla, Staphylococcus, Alonso & Kabuki Brasil
Bacillus (2019)
Luva 1 Staphylococcus Lee et al., (2016) Brasil
Acinetobacter (7) , Aeromonas (2), Pseudomonas
Superficies externas _dos tanques de (6) , Bacillus (5), Clostridium sensu Stricto (3),
armazenamento de leite (4) e tubos e 40 Exiguobacterium, (5), Sphingobacterium (1), Wang et al. (2019) China
conexdes interiores das tubulagoes hneli
de leite (4) Lactococcus, (2), Rahnelia (2), Comamona (1)

Kurthia (1), Streptococcus (2)
Vagococcus (1), NI 2



Tanque de recepcdo, tubo de
conexdo de plastico, caixa de coleta
de soro de leite, tanque de
processamento de ricota, suporte de
mangueira de entrada de soro de
leite, vassoura, Dreno de esgoto de
soro de leite, Balde para coleta de

leite, termb&metro, agitador, pa e 60
panela para coleta de coalhada,
peneira da coalhada, molde de
queijo, prensa, malha de retencéo,
parede, bancada da embalagem,
caixa de armazenamento, bancada da
embalagem

Bacillus

Ribeiro et al.
(2019)

Brasil
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Planta de processamento de soro de 5
leite

Klebsiella

Tang et al. (2009)

Nova Zelandia

Tanque de recepcdo, Tubo de
conexdo de plastico, Caixa de coleta
de soro de leite, Tanque de
processamento de ricota, Suporte de

mangueira de entrada de soro de 45
leite, Vassoura, Dreno de esgoto de
soro de leite, Balde para coleta de
leite, TermOmetro, Agitador, Pa e
panela para coleta de coalhada,
Peneira da coalhada, Molde de
queijo, Prensa, Malha de retencéo,

Bacillus

Fernandes et al.
(2014)

Brasil



Parede, Bancada da embalagem,
Caixa de armazenamento, Bancada
da embalagem
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Tanques, Pasteurizadores,

Cortadores de coalhada, Moldes, 70 Staphvlococcus Avila-Novoa et al. México
Misturadores phy (2018)
Tanque de processamento de ricota,
Caixa de coleta de soro de leite, ENterococeus Fernandes et al
Bancada da embalagem, Superficie 7 (2015) ' Brasil
de bancada e embalagem, Molde das
embalagens
. x : Kumari & Sarkar -
Tanque de refrigeracao 3 Bacillus (2014) India
Equipamentos 1 Staphylococcus Naik et al. (2018) india
Superficies dos equipamentos 5 Staphylococcus Filipello et al. ltalia
(2019)
L Bacillus (1), Staphylococcus (1),
Superficies Interna de tanques 6 Streptococcus, (1), Pseudomonas (2), Teh et al. (2012) Nova Zelandia
transportadores de leite .
Serratia (1)
Micrococcus (2), Bacillus (18), Serrati
Tanque de leite cru, Véalvulas, Junta 35 (2), Acinetobacter (6), Clostridium sp., Zou & Liu (2018) China

das valvulas, Tubo de alimentagéo
do pasteurizador, Trocadores de

(1), Pseudomonas (1), Streptococcus (2),
Moraxella sp., (1) Microbacteria (1)



calor, Tanque do leite pasteurizado, Micrococcus 1
Filtro duplo antes da
homogeneizacao, Tanque de leite
homogeneizado, Filtro duplo,
Sondas do sensor, Bicos de
pulverizagéo

Bacillus (39), Micrococcus (1) ,
Lactococcus (4) Enterobacter (9),
Linha de leite cru, Pré- Staphylococcus (14) Klebsiella sp. (1)

Pasteurizacdo, Pds-pasteurizacgao, : _
Pré-resfriador, Pos-resfriador, Silo, Shigella sp., (13), Escherichia (11),

Entrada do pasteurizador, Saida do 105 Citrobacter (1) Lactobacillus (2), Sharn(w;()%z?nand india
pasteurizador, Pré-resfriador, Pos- Streptococeus (1)
resfriador, Entrada do tanque, Saida P
do tanque Flavobacterium (2)
Proteus (1)
N&o classificado (1)
Cémara de resfriamento, Sala de
pastgurlza({ao, Pl_so da camara de 85 Listeria monocytogenes Lee et al. (2017) Brasil
refrigeracdo, Caixa de plastico,
Plataforma da camara de
resfriamento, Luvas de trabalho
Ambiente de processamento de . Fernandes et al. .
ficota 12 Enterococcus (6) e Bacillus (6) (2017) Brasil
8 Pseudomonas Fysun et al. (2019) Alemanha

Superficies de aco inoxidavel de
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mangueiras transportadoras de leite

Tabela 02 - Principais géneros bacterianos formadores de biofilme isolados a partir de leite e seus derivados.

N° DOS ) PAIS
PRODUTO MICRORGANISMOS REFERENCIAS
ISOLADOS
Queijo de leite cru 25 Streptococcus Bassi et al., 2017 Italia
Salmoura e leite do tanque 5 Staphylococcu (4), Listeria (1) Brail
Lee etal., (2016)
Bacillus (1)
Corynebacterium (1)
Delftia (1), Halomomas (1),
Leite pasteurizado 11 Lactococcus (1), Streptococcus (1), Chamberland et al., (2019) Canada
Psichrobacter (1), Mesonia (1),
Pseudomonas (1), Rhizobiales (1)
Sediminibacterium (1)
Leite cru
45 Bacillus Ribeiro et al. (2019) Brasil

Leite pasteurizado




38

Soro de queijo
Ricota antes da embalagem

Ricota embalada

Leite pasteurizado, leite cru,

ricota antes da embalagem, 36 Bacillus Fernandes et al. (2014) Brasil
ricota embalada
Ricota comercial 4 Listeria Fernandes et al. (2015) Brasil
Leite em po 1 Bacillus Wang et al. (2019) China
Bacillus (24), Geobacillus (5),
Anoxybacillus (2), Laceyella (1),
_ Thymus (1), brevis (1),Antrozous (1),
Leite em po 41 y ) Sadig et al. (2017) China
Cookii(1), Contaminans (1),
Lysinabacillus (1), Virgibacilllus (1),
Paenibacillus (1) e Brevibacillus (1)
Leite cru
Coalhada 43 Staphylococcus Filipello et al. (2019) Italia
Queijo
Leite pasteurizado 3 Bacillus Kumari & Sarkar (2017) india
Leite em p6 3 Bacillus Wang et al. (2019) China
Leite cru 20 Staphylococcus Akba & Kokumer (2015) Turkey
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Tabela 03- Frequéncia geral dos principais géneros bacterianos formadores de biofilmes

isolados a partir de equipamentos/materiais e no leite e seus derivados.

Microrganismo NuUmero de cepas isoladas %
Bacillus 294 30,78
Staphylococcus 160 16,75
Listeria 93 9,73
Proteobacteria 72 7,53
Pseudomonas 65 6,80
Streptococcus 39 4,08
Enterobacter 25 2,61
Acinetobacter 24 2,51
Outros 183 19,21

2.4 Discusséo

Um dos problemas mais significativos para o setor de leite e derivados, quanto a
seguranca microbioldgica, consiste na formacéao de biofilmes em plantas de processamento. A
presenca de biofilmes em superficies de plantas e equipamentos parece ser um dos principais
focos de contaminacdo de produtos lacteos por bactérias patogénicas. A gravidade do
problema fica evidente quando se observa o grande numero de trabalhos publicados que
indicam a persisténcia de patégenos envolvidos em DTAs em superficies que entram
diretamente em contato com alimentos por longos periodos (SIMOES e VIEIRA; 2010)

Um biofilme é um complexo ecossistema microbioldgico formado por populacdes
desenvolvidas a partir de uma Unica ou de maultiplas espécies, sejam bactérias, fungos e/ou
protozoarios de modo isolado ou em combinacdo, associados a seus produtos extracelulares
constituindo uma matriz de polimeros organicos e que se encontram aderidos a uma superficie
bidtica ou abidtica (COSTA, 1999; JAY, 2005), entretanto as bactérias sdo mais numerosas, e
tanto as Gram-positivas quanto as Gram-negativas podem apresentar essa caracteristica,
incluindo alguns géneros considerados patogénicos para humanos, como Salmonella,
Listeria,, Escherichia, Pseudomonas e Bacillus (BEAUREGARD et al., 2013; VITAL-
LOPEZ et al., 2015) Os sistemas de processamento de alimentos sdo locais ideais para o
crescimento bacteriano devido ao seu rico suprimento de nutrientes. A adesdo é facilitada pela

excrecdo microbiana de uma matriz de exopolissacarideos, algumas vezes referida como
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glicocalix. Nesse microambiente sdo formadas microcoldnias, bem como canais de agua entre
e em volta das mesmas. Tal sistema de irrigacdo que se localiza em volta das microcolonias
tem sido correlacionado com um sistema circulatorio primitivo, no qual nutrientes séo
trazidos para dentro e produtos toxicos sao carreados para fora (JAY, 2005). Além disso, 0s
equipamentos utilizados no processo produtivo sdo conectados por varios dutos, o que
dificulta uma higienizacdo de forma eficiente (VERRAN, 2002; REMENANT et al. 2015),
assim como o tipo de material, também € de grande importancia na exibicdo de superficies
de contato e processamento de alimentos e inclui o aco inoxidavel, vidro, borracha,
polietileno, politetrafluoretileno (PTFE, conhecido pelo nome comercial teflon), borracha de
nitrilo (NBR) (VAN HOUDT; MICHIELS, 2010; SREY et al., 2013).

Neste estudo, verificou que o isolamento ocorreu em diferentes locais como
equipamentos processadores de leite, pasteurizadores, tanques de refrigeracdo, todos de
material de aco inoxidavel. De acordo com Bansal e Chen (2006), as superficies de ago inox
apresentam alta tensdo interfacial, o que facilita a adesdo. Estudo realizado por Kananeh et al.
(2010) mostrou que a adesdo dos depoésitos poderia ser reduzida pelo decréscimo da tenséo
interfacial com materiais que possuem baixa energia superficial. Além desses equipamentos,
foram isolados microrganismos formadores de biofilmes em diversos outros tipos de
superficies e de locais, como luvas, mado de manipulador, superficies ambientais, camara de
resfriamento e bancada de embalagens, o que demonstra que a formacdo de biofilmes pode
ocorrer nos mais diversos tipos de materiais presentes nas empresas processadoras de leite.

As fabricas de laticinios geralmente diferem em sua capacidade de processamento de
leite modificando o perfil das instalacbes de processamento. Portanto espera-se que a
microflora de tais laticinios varie em numero e diversidade das comunidades representatitvas
(PAGEDAR e SINGH, 2014). Neste trabalho observou-se que o género Bacillus spp
representou 0 maior nimero dos isolados, tantos nos equipamentos como no leite e seus
derivados. Esse alto percentual de Bacillus spp. se deve a sua resisténcia aos tratamentos
térmicos normalmente utilizados na industria de laticinios como a pasteurizag&o.

De acordo com Bartoszewicz et al. (2008), Bacillus spp é um contaminante do leite
cru e é considerado o quarto principal agente responsavel por doengas transmitidas por
alimentos (DTAs) (TRANT et al., 2011). Por ser um microrganismo formador de esporo
termorresistente, o Bacillus spp tem sido associado a contaminagdo de produtos lacteos
(GRANUM; LUND, 1997). O Bacillus spp pode estar presente em biofilmes formados em

ambientes de processamento de leite e derivados, devido ao acumulo de matéria organica e
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inorganica na superficie, juntamente com a colonizagdo das bactérias e dos seus esporos
sendo estes resistentes aos processos de higienizacdo (RIBEIRO et al., 2019).

O segundo maior numero de isolados de microrganismos em termos percentual foi o
Staphylococcus spp (16,6%). Quanto ao isolamento de Staphylococcus spp., observou-se sua
presenga nos equipamentos, maos de manipuladores, linha de leite cru e tanques de
resfriamento.

A formacao de biofilmes por Staphylococcus nas superficies de contato com o leite no
ambiente das fabricas de laticinios € uma fonte potencial de contaminacdo para o leite e
produtos lacteos representando um risco para os consumidores (MICHU et al., 2011).

Meira et al. (2012) avaliaram a formacdo de biofilmes de trés isolados de
Staphylococcus aureus associados a industria de alimentos em superficie de aco inoxidavel e
polipropileno incubados a duas temperaturas (7 e 28°C/ 15 dias), observando-se que a
formacéo de biofilmes foi favorecida a 28°C, assim como a composi¢do nutricional da
solucdo sdo propriedades que determinam a aderéncia dos microrganismos a superficie
(DONLAN, 2002), como também a presenca de leite integral, pois 0 mesmo pode competir
por locais de ligacdo na superficie do aco inoxidavel, podendo alterar as propriedades fisico-
quimicas resultando em baixa ades&o.

Em torno de 21,86% dos microrganismos formadores de biofilmes eram de diferentes
espécies, ou seja, a industria de laticinios alberga uma grande variedade de microrganismos
multi-espécies, formando um verdadeiro nicho dos mais variados géneros. Esses resultados
vao de acordo com Sauer et al. (2007), que relataram em seu estudo que os biofilmes
comumente encontrados na natureza sdo multi-espécies. Biofilmes proporcionam um nicho
ideal para transferéncia de DNA extracromossémico (plasmidial), e essa caracteristica permite
que determinados clones contribuam para um alto indice de manutencdo de genes. Nesse
sentido, as interacfes metabdlicas entre as bactérias podem influenciar a expressdo fenotipica
decorrente de alteracdes genéticas (FROLUND et al., 1996).

Nesse contexto, atenta-se para o preocupante quadro de resisténcia a sanitizantes, fator
potencializado pela transferéncia diferenciada de genes dentro da comunidade do biofilme.
Ademais, sanitizantes também apresentam eficicia reduzida devido a protecdo mecénica
conferida pela matriz de EPS que envolve o biofilme maduro (FLEMMING et al., 2005;
MONROE, 2007). O desenvolvimento de biofilmes bacterianos em superficie é favorecido
principalmente por procedimentos inadequados de limpeza e sanitizagdo, especialmente em
areas de dificil acesso como tubos, valvulas e trocadores de calor na industria de laticinios

(BRIDIER et al., 2015). Portanto as diferengas observadas na capacidade de formacédo de
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biofilmes dos isolados, levam a diferentes capacidades de resisténcia do patdgeno no
ambiente industrial (LEE et al., 2017).

Assim como Bacillus spp foi o grupo encontrado em maior nimero nos equipamentos,
observou-se uma predominancia deste no leite e seus derivados. Devido ao risco para a saude
publica e a sua associacdo com a deterioracdo do leite e produtos lacteos, varios estudos
investigaram a ocorréncia de Bacillus cereus no leite cru, leite pasteurizado, leite UHT e
iogurte (BANYKO; VYLETELOVA, 2009; BARTOSZEWICZ et al., 2008; VIDAL et al.,
2016).

Na linha de producdo da industria de laticinios, a formacédo de biofilmes eleva a carga
microbiana dos produtos durante o processamento e, muitas vezes, 0s contamina com
patdgenos devido ao eventual desprendimento de células anteriormente aderidas. Desta forma,
podem colocar em risco a salde do consumidor, além de ocasionar prejuizos financeiros a
indUstria em decorréncia da diminuicdo da vida de prateleira dos produtos (SANTOS;
PEREIRA, 2009; SIMOES et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

A formacdo de biofilmes € uma problematica na industria de laticinios, dificultando os
processos de higienizacéo e interferindo na qualidade e seguranca do produto. E fundamental
conhecer os fatores que influenciam na intensidade de sua formagéo, de modo a desenvolver
sistemas eficientes de higienizacdo, capazes de promover a remocdo e controle das
incrustacdes, e permitir equipamentos e linhas em condicdes ideais de operacdo (SANTOS e
PEREIRA, 2009).

3 Concluséo

A formacéo de biofilmes é um mecanismo que 0s microrganismos encontram para se
tornarem mais resistentes aos processos de higienizacdo comumente utilizados pelas
industrias de laticinios, tornando-se desta forma alvo de preocupacdo pois muitas dessas
bactérias formadores de biofilmes sdo patogénicas e podem ser veiculadas pelos alimentos,
tornando-se assim um potencial perigo para o consumidor.

E necessario que novas tecnologias nos procedimentos de higienizacdo sejam
empregadas para evitar a incrustacdo dos microrganismos, pois de acordo com essa revisao
sistematica foi possivel observar que existe uma grande variedade de bactérias que se aderem
a superficie e formam biofilmes, e assim permitem uma troca de material genético. Sendo
assim € necessario conhecer quais 0s principais microrganismos encontrados na formacéo de
biofilmes em industria de laticinios e as possiveis formas de eliminas-lo através dos diferentes

processos de higienizacao.
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O resultado do presente estudo nos mostrou uma preocupacdo emergente, pois foi
possivel observar que Bacillus spp, Staphylococcus spp e Listeria spp foram os agentes
encontrados com maior frequéncia na formacdo de biofilmes, e assim se faz necessaria a
adocdo de medidas mais eficazes para a eliminacdo desses potenciais perigos na industria

lactea.
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pathogen transmission sources. Thus, the sanitary evaluation of equipment and hands is fundamental to
investigate the presence of pathogens in the dairy industry. Then, this study aims to evaluate the sanitization of
equipment, workers’ hands, raw and pasteurized milk in goat milk dairies in the Cariri region, state of Paraiba.
Collected 32 samples of four dairies represented by letters A, B, C, and D. The followings contents were
analyzed: mesophiles, total and thermotolerant coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Samonella
spp. and Listeria monocytogenes in the reception tank, pasteurization tank, packing machine, package, wall,
workers’ hand, and each dairy’s raw and pasteurized milk. After isolation, 84 colonies were confirmed by
MALDI TOF. The indicator microorganisms presented variations for the workers’ hands, while A and B stayed
within the patterns. For the equipment, only dairy B was within limits. They were out of the standard for
mesophiles, total coliforms, and thermotolerant regarding raw and pasteurized milk. The microorganisms, the
Enterobacteriaceae family presented a higher frequency, with 77.38%, and within this family, Escherichia coli,
Klebsiella spp., and Enterobacter spp. were the most prevalent. Gram-positive corresponded to 22.62%, Bacillus
spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp., and Macrococcus caseolyticus. Listeria monocytogenes and
Salmonella spp. were not isolated. These demonstrate failures in goat milk processing with pathogenic bacteria

in several dairy plants, indicating the need to adjust the product’s quality control.

Key words: Dairy; hygiene; microorganisms

RESUMO: O Cariri paraibano tornou-se o principal produtor de leite caprino e com isso vieram 0s
contaminantes microbiolégicos que podem comprometer a qualidade sanitaria do produto. Equipamentos mal
higienizados, assim como manipuladores sem um adequado asseio corporal, podem se tornar fontes de
transmissao de patdgenos, sendo assim, a avaliacdo da higienizagdo dos equipamentos e maos dos manipuladores
torna-se fundamental para investigar a presenca de patdgenos na industria de laticinios. Diante disso o objetivo
deste trabalho foi avaliar a higienizagdo dos equipamentos, médos dos manipuladores e do leite in natura e
pasteurizado nas usinas de leite de cabra do Cariri paraibano. No total foram coletadas 32 amostras, de quatro
laticinios representados pelas letras A, B, C e D, onde realizou-se a pesquisa de mesofilos, coliformes totais e
termotolerantes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Samonella spp. e Listeria monocytogenes no tanque
de recepcdo, tanque de pasteurizacdo, embaladeira, embalagem, parede, mdo do manipulador, leite in natura e
leite pasteurizado de cada laticinio. Apds o isolamento, 84 coldnias foram confirmadas pelo MALDI TOF. Os
resultados para os microrganismos indicadores apresentaram varia¢fes para as maos dos manipuladores, estando
as usinas A e B dentro dos padrdes, ja para 0s equipamentos apenas a usina B encontrou-se dentro dos limites
estabelecidos. Em relacdo aos leites in natura e o pasteurizado observou-se que 0s mesmos estavam fora dos
padrdes para mesofilos, coliformes totais e termotolerantes. Com relacdo aos microrganismos patogénicos
observou-se que a familia Enterobacteriaiceae apresentou uma maior frequéncia, com 77,38%, e dentro desta
familia Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. foram os mais prevalentes. Ja os isolados Gram
positivos corresponderam a 22,62%, com destaque para Bacillus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e
Macrococcus caseolyticus. Listeria monocytogenes e Salmonella spp. ndo foram isoladas. Esses resultados
demonstram falhas no processamento do leite caprino com presenca de bactérias patogénicas em diversos

ambientes da indUstria, demonstrando desta forma necessidades de ajustes no controle da qualidade do produto.
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PALAVRAS CHAVE: Laticinios, higienizacdo, micro-organismos.

Introducgédo

O Cariri paraibano no final dos anos 90 era uma das regiGes mais pobres do Brasil, tornando-se o maior
problema socioecondmico, que se agravava nos periodos de longas estiagens, em decorréncia da precéria
organizacdo produtiva mercantil. No inicio dos anos 2000, com este cendrio, tornou-se patente a necessidade de
uma intervencdo capaz de promover profundas transformacdes no ambiente socioeconémico, ambiental e
produtivo. Partiu-se entdo para a implantacdo do programa da caprinocultura leiteira (RODRIGUES;
QUINTANS, 2015), tornando o estado o maior produtor de leite caprino no pais, produzindo mais de 5,5
milhdes de litros de leite por ano de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018).

O leite caprino é um alimento rico em vitaminas e minerais, sendo apropriado para a dieta de idosos,
doentes e criancas, uma vez que possui digestdo e absor¢do duas vezes mais rdpida, se comparado ao leite
bovino (MENDES; SILVA; ABRANTES, 2009; CENACI et al., 2011), é facilmente digerido, tem alto valor
nutricional e contém muitos probidticos, incluindo bactérias acido lacticas (GARCIA et al., 2014), mas para que
0 leite seja competitivo no mercado é preciso ter o controle da qualidade desse produto, estabelecendo um
sistema de producdo que preconize a competitividade e a seguranca ao consumidor (ROSA et al., 2017).

Devido ao seu alto valor nutritivo o leite caprino torna-se um ambiente ideal para o crescimento e a
multiplicacdo dos microrganismos. Além da contaminagdo primaria durante a criacdo do animal, existem pontos
criticos durante a cadeia de producédo de produtos l&cteos, como processamento, transporte e armazenamento dos
produtos finais (WESCHENFELDER et al., 2016; AGRIMONTI et al., 2017), que podem comprometer a
qualidade do produto.

De acordo com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (2013), os manipuladores podem
se tornar transmissores vidveis de agentes patogénicos de doengas alimentares, quando falhas e erros séo
cometidos. J& os equipamentos e utensilios oferecem esse risco quando ndo sdo higienizados adequadamente e
assim podem favorecer a multiplicagdo microbiana (ANDRADE, 2008). Desta forma, observa-se que a falta de
cuidados higiénicos na cadeia produtiva resultara na obtencdo de leite com alta contagem microbiana, de
qualidade duvidosa e fora dos padrdes exigidos pela legislacdo, o que aumenta a probabilidade de riscos a saude
humana (SILVA et al., 2017). Portanto, controlar e monitorar a contaminacdo, a multiplicacéo e a sobrevivéncia
microbiana nos produtos, superficies, equipamentos, utensilios e manipuladores é imprescindivel, contribuindo
para a obtencdo de alimentos de boa qualidade (ANDRADE, 2008).

Diante disso o objetivo desse trabalho foi avaliar a presenca de microrganismos nos equipamentos, no

leite in natura e no leite pasteurizado em usinas de leite de cabra do Cariri paraibano.

Material e Métodos

Foram selecionadas quatro usinas de leite de cabra do Cariri paraibano que foram identificadas como A,
B, C e D, e que fornecem leite ao Programa de Aquisicdo de Alimentos (PAC). De cada um dos laticinios foram
coletadas uma amostra do tanque de recepcdo, uma do tanque de pasteurizacdo, uma da embaladeira, uma das

embalagens, uma da méo do manipulador e uma da parede. Para avaliar a qualidade do leite foram selecionadas
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duas amostras de leite por usina, sendo uma de leite in natura, proveninente do tanque de resfriamento (leite do
conjunto) e a outra do leite apds o processo de pasteurizacdo. As coletas se repetiram por quatro vezes,
totalizando 32 amostras.

A coleta do material dos equipamentos foi realizada apds o procedimento de higienizacdo. Para as
amostras de superficie friccionou-se um swab estéril, com haste de 12 cm e umedecido em solucdo de &gua
peptonada a 0,1%. Com o uso de um molde esterilizado delimitou-se o tamanho da superficie avaliada com
100cm?. Aplicou-se 0 swab com pressdo constante, em movimentos giratérios, numa inclinagéo aproximada de
30°, descrevendo movimentos da esquerda para a direita inicialmente e, depois da direita para a esquerda. A
parte manuseada do swab foi quebrada na borda interna do frasco de 10 ml de agua peptonada que continha a
solucdo da diluicdo. Em seguida foi realizado o plaqueamento de aliquotas em meio de cultura apropriados
(ANDRADE, 2008).

Para as mdos dos manipuladores usou-se um swab estéril, com haste de 12cm de comprimento, que foi
umedecido em uma solucgdo de 4gua peptonada a 0,1%, friccionando o algoddo trés vezes em direcdo a cada um
dos dedos a partir do punho. Em seguida, a comegar do punho, friccionou-se o swab entre os dedos, retornando
novamente ao punho. Os microrganismos coletados foram transferidos para tubo contendo 10 ml de solucéo de
agua peptonada (ANDRADE, 2008). Em seguida foram realizadas as dilui¢des para os meios adequados para

cada microrganismo.
Analises microbioldgicas

Pesquisa de Mesofilos

Para a contagem padrdo de microrganismos mesdfilos vidveis foram preparadas diluicbes decimais
usando agua peptonada a 0,1%. Em seguida, 1 ml de cada diluicdo de 10° a 10° para equipamentos, maos dos
manipuladores e leite pasteurizado, e de 10*a 10* para o leite in natura, que foi depositada no fundo de placas de
Petri esterilizadas, em duplicata, distribuidas em duas séries e adicionadas de 15 a 17 ml de agar padrdo
(SWANSON et al. 1992). Ap6s a homogeneizagdo e solidificacdo do dgar em temperatura ambiente, as placas
foram incubadas a 35°C por 48 horas para a contagem de mesofilos. As contagens foram realizadas em contador
de col6nias, segundo a técnica padrdo, em placas com 25 a 250 UFC/mL (Unidades Formadoras de Col6nia por
mililitro), e no caso de negatividade para este intervalo, os resultados obtidos foram considerados como
estimados.

Enumeracéo de coliformes totais e termotolerantes

Foram adicionadas 25ml da amostra em 225mL de agua peptonada tamponada 0,1%. As analises foram
realizadas por meio do teste de tubos multiplos (APHA, 2001). As amostras foram diluidas e as aliquotas foram
transferidas para tubos de ensaio contendo caldo Lauril Triptose, e incubados a 37°C por 24-48h. Os tubos de
ensaio que apresentaram resultados positivos foram repicados em tubos de ensaio contendo caldo Lactose Biliar
Verde Brilhante 2% e caldo EC, para confirmacdo os quais foram incubados a 37 e 45°C por 24 e 48h,
respectivamente. As densidades dos coliformes totais e termotolerantes nas amostras foram obtidas na tabela do
NUmero Mais Provavel (NMP) (APHA, 2001).
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Escherichia coli

A presenca de Escherichia coli foi confirmada com a inoculacdo de aliquotas dos tubos positivos para
coliformes termotolerantes em placas contendo agar eosina azul de metileno (EMB). As colbnias tipicas foram
transferidas para tubos contendo agar padrdo para contagem (PCA), incubados a 37°C por 24 horas, €, em

seguida, submetidas a caracterizacdo fenotipica através do teste do indol, citrato e VM-VP (APHA, 2001).

Contagem de estafilococos coagulase positiva

Foram adicionadas 25ml da amostra em 225 ml de 4gua peptonada a 0,1% (Acumedia) para o leite
segundo APHA (2001). Para o swabs dos equipamentos retirou-se uma aliquota de 1 ml da agua peptonada e
realizaram-se as diluicdes decimais. As diluicbes decimais das amostras foram inoculadas em Agar Baird Parker,
suplementado com gema de ovo e telurito de potassio, e incubadas a 37°C por 48h. Apés a incubacgdo, foi
realizada uma contagem presuntiva de unidades formadoras de colénia (UFC). As colbnias presuntivas foram
selecionadas e transferidas para caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo, e a confirmacdo foi realizada por testes

fenotipicos de coloracdo de Gram, catalase e producdo de coagulase.

Salmonella spp.

Foram adicionadas 25ml da amostra em 225 ml de &gua peptonada a 0,1% (Acumedia). Para o swabs
dos equipamentos retirou-se uma aliquota de 1 ml da &gua peptonada e realizaram-se as dilui¢des decimais. Para
0 enriquecimento seletivo, aliquotas foram transferidas para tubos de ensaio contendo os caldos Tetrationato e
Rappaport Vassiliadis, sendo 0s respectivos tubos incubados a 37°C por 24h. Em seguida, foi utilizado um meio
seletivo agar Salmonella diferencial, incubado a 37°C por 24h. Col6nias com caracteristicas tipicas de
Salmonella spp. foram submetidas a testes fenotipicos em agar Triplo Aclcar Ferro, dgar Lisina Ferro, caldo
Uréia, indol, citrato e VM-VP (APHA, 2001).

Listeria monocytogenes

Em 25ml de cada amostra foram adicionados 225mL de caldo de enriquecimento de Listeria (LEB-
Oxoid). Para os swabs dos equipamentos retirou-se 25 ml da agua peptonada e colocou em caldo de
enriquecimento de Listeria (LEB- Oxoid). Em seguida o caldo Fraser foi utilizado para enriquecimento seletivo e
incubado a 37°C por 48h. Posteriormente, a inoculagdo foi realizada em &gar Oxford e incubado a 37°C por 48h.
Colbnias tipicas de Listeria foram submetidas a identificacdo fenotipica com base na coloracdo de Gram,

producdo de catalase, motilidade e fermentacdo de carboidratos.

Analise MALDI TOF MS
Um total de 84 col6nias isoladas foram submetidas a identificacdo, utilizando espectrometria de
massa de tempo de voo de dessorcdo / ionizagcdo por laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS), seguindo

protocolo descrito por Barcelos et al. (2019).

Resultados e discusséo
Os resultados microbioldgicos sdo apresentados na Tabela 1. No total, foram 84 isolados

identificados, sendo a Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp., 0S microrganismos que se
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apresentaram com maior frequéncia. Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Serratia marcescens e
Providencia apresentaram menor frequéncia. Entre os isolados de Klebsiella spp, as espécies identificadas foram
K. oxytoca e K. Pneumoniae, as de Enterobacter spp., foram E. Asburiae, E. cloacae e E. Kobei. Apenas 11
amostras eram bactérias Gram positivas, entre elas Staphylococcus spp., Bacillus spp., Enterococcus spp. e

Macrococcus caseolyticus.

Tabela 1- Microrganismos identificados por MALDI-TOF MS e sua ocorréncia nas amostras de produtos
lacteos.

Microrganismo N° de isolados Frequéncia(%o)
Escherichia coli 22 26,19
Klebsiella (pneumoneae e oxytoca) 19 22,61
Enterobacter (asburiae, cloacae e kobei) 15 17,85
Pseudomonas aeruginosa 8 9,52
Enterococcus (faecium, faecalis) 6 7,14
Proteus 6 7,14
Bacillus (subtilis e megaterium) 2 2,38
Serratia (marcescens) 2 2,38
Staphylococcus (aureus e epidermidis) 2 2,38
Macrococcus caseolyticus 1 1,19
Providencia 1 1,19
Total 84 100

Os resultados dos microrganismos indicadores encontram-se na tabela 2. De acordo com Andrade
(2008), ndo ha padrdes ou especificacdes para contagem microbiana em maos de manipuladores de alimentos,
apenas determina-se faixas que servem de orientacdo para definir as condi¢des higiénico-sanitéarias, tanto para
mes6filos como para coliformes, que encontra se entre 10° e 10* UFC/méo. De acordo com os dados encontrados
nesta pesquisa para meséfilos das maos dos manipuladores todas as usinas encontram-se dentro dos padrdes.
Furlan e Valejo (2017) encontraram resultados insatisfatorios para meséfilos em 80% das amostras de méos de
manipuladores que coletam leite em propriedades rurais no Parana. Esta manipulagdo inadequada e o descuido
em relacdo as normas higiénicas ajudam na contaminagdo por microrganismos patogénicos (MELLO et al.,
2010).

Assim como para as mdos dos manipuladores, no nosso pais ndo dispomos de legislacdo com padrdes
microbioldgicos para equipamentos e utensilios. Muitos pesquisadores seguem as recomendacdes da
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e Organizagdo Pan-Americana de Salude (OPAS) que admitem contagens
de 50 UFCcm? para mesofilos aerébios e de 76,7 NMP para coliformes totais (ANDRADE, 2008). Dos
equipamentos avaliados para meséfilos observa-se que o tanque de pasteurizacdo, embalagem e o tanque de
recepcdo apresentaram-se fora dos padrGes nas usinas A, C e D. Na usina B todos os pontos avaliados
encontraram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo internacional

Os padrdes de mesofilos para o leite caprino in natura estdo regulamentados pela IN n° 37 de outubro
de 2000, que estabelece valor maximo de 5x10° UFC/mL (BRASIL, 2000). Nesta pesquisa o leite in natura do
Cariri paraibano apresentou altas contagens de meséfilos nas usinas A, B e C, sendo que apenas a usina D estava

dentro dos padrdes, porém com valores muito préximos dos limites estabelecidos pela legislagéo, corroborando
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com os valores de Coelho et al. (2018), que encontraram meséfilos com valores de 5,3x102 a 5,3x10°, segundo o
qual, a falta de higiene durante a ordenha e a demora na refrigeracdo do leite podem contribuir para as altas
contagens de bactérias aerobias meséfilas, ja Padua et al. (2019) encontraram média de 7,6x10° UFC/mL, ou
seja, valores dentro dos padrdes.

A contagem de mes6filos do leite pasteurizado encontra-se dentro dos limites estabelecidos, com
excecdo da usina C, que obteve contagens de 2,5x10° UFC/ml. O grupo das bactérias mesofilas é constituido por
Enterobacterales, Clostridium spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., etc. Dentre elas as
Enterobacterales sdo as mais importantes e perigosas, podendo causar infecgdes intestinais, urinarias,
septicemias, e até a morte celular das heméacias por conta da capacidade da producgdo de acido latico (FURLAN;
VALEJO, 2017).

Os coliformes totais e termotolerantes das maos dos manipuladores estavam dentro dos padrdes de
acordo com Andrade (2008). Os valores de coliformes totais variaram de <0,3 a 2,3 NMP/mL ede <0,3a 1,5
NMP/mL para coliformes termotolerantes, e esses dados corroboram com os de Candeira et al. (2020) e
Figueiredo et al. (2016), que encontraram resultados satisfatorios para as méos de manipuladores de leite em
uma induastria de laticinios no Pard. J& nos equipamentos e utensilios todas as usinas do presente estudo
encontraram-se dentro dos padrdes, com valores que variaram de <0,3 a 24, para coliformes totais e
termotolerantes, corroborando com Candeira et al (2020), que encontraram resultados satisfatérios na avaliacéo
dos equipamentos em uma industria de laticinios.

Os coliformes totais sdo compostos por bactérias da familia Enterobacterales, capazes de fermentar a
lactose com produgdo de gas, quando incubados a 35-37°C por 48 horas (MENDES et al., 2009), j& os
coliformes termotolerantes sdo caracterizados pela sua capacidade de fermentar a lactose com producéo de acido
e gas em temperatura de 45°C (COELHO et al., 2018). Estes microrganismos se constituem em um subgrupo
dos coliformes totais, onde sua presenca indica a probabilidade de contaminacdo com material de origem fecal
(MENDES et al., 2009). Em trabalho realizado por Dutra et al. (2014) com leite de cabra in natura em
diferentes temperaturas de conservacdo, foi encontrada variacdo de <3 a >1100 NMP/mL. Apesar de ndo existir
padrédo de coliformes para o leite in natura, de acordo com Coelho et al. (2018) a presenca de bactérias do grupo
coliformes nas amostras de leite de cabra in natura pode indicar a existéncia de contaminacgéo do leite.

Os resultados de coliformes totais e termotolerantes do leite pasteurizado variaram de 2,1 a 240
NMP/mL e de 2,1 a 460 NMP/mL, respectivamente. De acordo com a legislacdo, o limite estabelecido é de 2
NMP para coliformes totais e 0 NMP/ml para coliformes termotolerantes, demonstrando que todas as usinas
avaliadas apresentam se fora dos padrdes para coliformes totais e termotolerantes (BRASIL, 2000).

Vérios trabalhos encontraram qualidade higiénica insatisfatéria em pesquisa de coliformes totais e
termotolerantes em leite de cabra pasteurizado (MARASCHIN et al 2004; ANDRADE et al., 2008; SILVA et
al., 2017;), j& Santos et al. (2012) e Fonseca et al. (2006) ndo encontraram coliformes termotolerantes no leite
pasteurizado.

Os coliformes sdo destruidos na pasteurizacdo e a presenca destes em leite pasteurizado indica a
necessidade de uma acdo mais efetiva no controle do tempo e temperatura do pasteurizador, na selecdo de
fornecedores de leite cru e na sanitizagdo dos equipamentos que entram em contato com o leite ap6s
pasteurizacdo e que evidencia a necessidade de reavaliacdo dessas etapas, a fim de se identificar e diagnosticar
todos os focos de contaminacdo. (SILVA et al., 2008; MARTINS et al., 2012).
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As colbnias isoladas dos equipamentos, do leite in natura e pasteurizado analisadas neste estudo
foram submetidas a identificacdo por MALDI-TOF MS. Na tabela 3 observa-se que das 24 amostras dos
equipamentos e maos dos manipuladores, 66,67% apresentavam-se contaminados. De acordo com Andrade
(2008), nas superficies de equipamentos devem estar ausentes patdgenos. A embalagem foi um dos locais com
maior presenca de microrganismos patogénicos em todas as usinas e existe uma relacdo direta entre eles ja que
os funcionarios sdo responsaveis pela manipulagdo da embalagem, o que torna esses locais pontos criticos de
controle dentro do estabelecimento. Observou-se que a usina D foi a mais contaminada, com presenca de
microrganismos patogénicos em todos os locais avaliados, ja a usina C apresentou uma menor frequéncia de
contaminagdo com a presenca de microrganismos na mdo do manipulador, tanque de pasteurizacdo e

embalagem.
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Tabela 2 — Enumeracdo de coliformes totais, termotolerantes e de meséfilos nos equipamentos, no leite de cabra in natura e pasteurizado do Cariri paraibano, durante o
periodo de janeiro a fevereiro de 2019.

) ) ) Mao do Tanque de Tanque de ) Leite in Leite
Microrganismos Usina ) y o Embaladeira Embalagem Parede )
manipulador recepcao pasteurizacao natura pasteurizado
A 7,4x10° 1,7x10? 5,56x10° Negativo 3,7x10? Negativo >2,5 x 10° 9,0x10°
Mesofilos B 5,5x10* 2,4x10* <2,5x10" <2,5x10" Negativo Negativo >2,5 x10* 4,3x10?
UFC/em? C 45 x 10° >2,5x10° 5,1x10* Negativo 4,3x10° >2,5x10° >2,5 x10* >2,5 x10°
D 1,3x10° 4,6x10° >2,5x10° <2,5x10" 2,7x10° 1,1x10° 4,8x10° 8,3x10°
A 2,3 2,3 0,9 <0,3 0,9 <0,3 2,4 x10° 460
Coliformes Totais B <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 2,4x10° >240
NMP/cm? C 1,5 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 2,4x10° 2,1
D <0,3 24 <0,3 <0,3 1,5 <0,3 2,4x10° 110
) A 0,4 <0,4 0,4 <0,3 0,9 <0,3 2,4x10° 460
Coliformes .
B <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 1,5x10 110
Termotolerantes 5
, C 1,5 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 2,4x10 2,1
NMP/cm
D <0,3 24 <0,3 <0,3 43 <0,3 2,4x10° 110
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Tabela 3- Espécies bacterianas identificadas pelo MALDI TOF em equipamentos, no leite de cabra in natura e pasteurizado em usina do Cariri paraibano durante o periodo de

janeiro a fevereiro de 2019.

Nicho

Usinas

A

B

C

D

Méo do manipulador

Tanque de recepcéo

Tanque de pasteurizacdo

Embaladeira

Embalagem

Parede

Leite in natura

Klebsiella pneumoniae
Bacillus megaterium

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis

Staphylkococcus aureus

Enterobacter cloacae

Staphylococcus epidermidis

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae

Serratia marcescens

Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae
Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae

Enterococcus spp.

Providencia

Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus spp.

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis
Enterococcus spp.
Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis
Enterococcus spp.
Enterobacter cloacae
Serratia marcescens

Enterococcus spp.

Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Enterobacter kobei
Enterobacter asburie

Enterococcus spp.



Leite pasteurizado

Klebsiella pneumoniae
Enterobacter kobei

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli]

Enterococcus spp.

Escherichia coli
Enterobacter cloacae
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Dos 84 isolados obtidos nas industrias de leite de cabra do Cariri paraibano, 77,38% pertencem a
familia Enterobacterales, com 6 géneros diferentes, sendo que a Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter
spp. foram as espécies com a maior frequéncia de isolamento, com 66,66% dos isolados. Esses microrganismos
tém como habitat de origem o trato gastrointestinal de humanos e animais. Sdo consideradas bons indicadores
das condicBes higiénico-sanitarias dos alimentos (CRUZ et al., 2019) e capazes também de gerar quebra das
proteinas e dos lipidios, contribuindo para perdas econdmicas e desperdicio (BAYLIS et al., 2011), devido a
producdo de enzimas.

Na Europa, a familia Enterobacterales tem sido utilizada como indicador de qualidade em laticinios e
do estado higiénico dos produtos lacteos e do ambiente de processamento (HERVERT et al., 2016), sendo assim
a mesma é usada como um marcador para contaminacdo e condi¢Bes de higiene durante processamento ou p6s-
processamento pois sua presenca pode indicar patdgenos entéricos (MORAES et al., 2009; OKURA; MARIN,
2014). A Escherichia coli foi encontrada apenas no leite in natura e no leite pasteurizado, o que indica falhas no
controle de qualidade do estabelecimento.

Klebsiella spp. e Enterobacter spp. foram encontradas em varios ambientes de processamento de leite
de cabra, entre eles mdo do manipulador, tanque de recepcdo, tanque de pasteurizacdo, embalagem, leite in
natura e leite pasteurizado, demonstrando que existem lacunas no processo de higienizagio que precisam ser
reavaliadas para assegurar a qualidade higiénica do produto. Klebsiella spp. causa mastite, e é comumente
encontrada no ambiente, agua, camas e solos, sendo que as duas espécies mais frequentes sdo K. pneumoniae e
K. oxytoca (SANTOS et al., 2019; SANTOS JUNIOR et al., 2019; PODSCHUM; ULLMANN, 1998;
CERQUEIRA et al., 2011).

Enterobacter spp. possue ampla disseminacgdo, compondo a flora do trato gastrintestinal humano e
animal e, por vezes, tornam-se agentes patogénicos oportunistas (MEZZATESTA; GONA; STEFANI, 2012).
Ganharam significancia clinica crescente durante os uUltimos anos e foram reconhecidos como os principais
patégenos nosocomiais, especialmente para pacientes de terapia intensiva (por exemplo, causando septicemia).
Esses microrganismos sdo amplamente difundidos no meio ambiente, uma vez que sdo encontrados no solo e
esgoto (WISPLINGHOFF et al., 2004; DENTON, 2007).

Listeria monocytogenes e Salmonella spp. ndo foram encontradas nas amostras pesquisadas, mas
trabalhos demonstram sua presenca na industria de laticinios (ZEGARRA et al., 2009; Monte et al., 2016), e sdo
microrganismos envolvidos em surtos associados a ingestao de leite (CRUZ et al., 2019).

Os outros géneros identificados como Bacillus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e
Macrococcus sdo microrganismos Gram positivos. Muitas dessas espécies sdo patdgenos com potenciais para
formacdo de biofilmes (LIRA et al., 2016; NOVOA et al., 2018; ALONSO e KABUKI, 2019; WANG et al.,
2019) e, quando aderidos aos equipamentos torna-se mais dificil sua eliminacao, podendo funcionar como fontes

de micro-organismos patogénicos para o produto processado.

CONCLUSAO:
A presenca de diversas espécies bacterianas patogénicas nos equipamentos e no leite de cabra in natura

e pasteurizado nas usinas do Cariri paraibano revelam falhas nos procedimentos de higiene, sendo necessério a
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reavaliagdo das praticas de higiene e controle de qualidade dos produtos processados adotadas nos

estabelecimentos, para assegurar a qualidade sanitaria do produto final.
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Impacto do estudo: A caprinocultura leiteira desempenha um papel social de grande
relevancia para a regido tornando-se fonte de renda e considerado um alimento nobre para a
populagdo carente da regido. A presenca de genes de integrons e ESBL nesta atividade
demonstra a necessidade de politicas sanitarias para a prevencdo de microrganismos com
genes de resisténcia tornando esse trabalho pioneiro com pesquisa de integrons no

beneficiamento do leite caprino.

Resumo: O leite caprino pode ser fonte de contaminacdo de microrganismos patogénicos,

com resisténcia aos diversos farmacos. Diante do impacto social que a caprinocultura leiteira
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desempenha, este trabalho teve como objetivo identificar genes de integrons em
Enterobacterales e ESBL isoladas no leite caprino. Foi realizado o isolamento no tanque de
pasteurizacdo, embalagem, tanque de recepcdo, manipulador, no leite in natura (leite do
conjunto) e leite pasteurizado. Foram semeados nos meios de cultura McConkey e EMB e
identificados por MALDI TOF. A avaliacdo da resisténcia bacteriana foi feita através de disco
difusdo e a pesquisa de ESBL pelo método de aproximacéo dos discos. A pesquisa dos genes
de integrons foi realizada pela técnica de PCR. Foram obtidos 13 isolados de Klebsiella spp e
14 de E. coli. E. coli foi isolada no leite in natura e leite pasteurizado. Klebsiella spp foi
encontrada no tanque de recepcao, tanque de pasteurizacdo, embalagem, mdo do manipulador,
leite in natura e leite pasteurizado. Das 27 cepas avaliadas, 51,8% (14/27) foram resistentes a,
pelo menos, trés ou mais classes de antimicrobianos. Entre os isolados de Klebsiella spp,
38,4% (5/13) apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos, sendo que
92,3% (12/13) dos isolados foram resistentes a cefalotina. Os antimicrobianos que foram mais
eficazes contra Klebsiella spp foram cloranfenicol e gentamicina ambos com 7,69% (1/13) de
resisténcia. Com relacdo a E. coli, 64,2% (9/14) das amostras avaliadas apresentaram
resisténcia a, pelo menos, trés ou mais classes de antimicrobianos. A tetraciclina e a cefalotina
apresentaram 0S maiores percentuais de resisténcia com 64,2% (9/14) para cada
antimicrobiano. Verifica-se que o antimicrobiano mais eficaz contra os isolados foi o
cloranfenicol com apenas uma amostra resistente de Klebsiella spp e nenhuma amostra
resistente de E. coli. Quanto aos integrons ndo houve amplificagdo para os genes Intl1, Intl2 e
Intl3. Por outro lado, a regido cassete dos integrons foi amplificada em 11,1% dos isolados
(3/27), sendo 15,3% (2/13) de E. coli e 7,14% (1/14) de K. pneumoneae. J& para a pesquisa de
ESBL observou que 37% (10/27) dos isolados resistentes aos antibidticos beta-lactdmicos
apresentaram fenotipos para ESBL. A identificacdo de genes de integrons em isolados

provenientes de unidades de beneficiamento de leite de cabra demonstra um risco potencial
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deste alimento na disseminacdo de Enterobacterales com perfil de resisténcia a
antimicrobianos, principalmente considerando que o destino do produto € o Programa
Alimenta Brasil (PAB), tornando esta pesquisa pioneira com esses genes de resisténcia na

cadeia produtiva do leite caprino.

Palavras chaves: Integron, Enterobacterales, Gene cassettes,

Abstract: Goat milk can be a source of contamination by pathogenic microorganisms, with
resistance to various drugs. Given the social impact that dairy goat farming plays in the Cariri
region of Paraiba, this work aimed to identify integron genes in Enterobacteriaceae isolated in
a goat milk processing plant. Isolation was performed using McConkey and EMB culture
media and identified by MALDI TOF. The evaluation of bacterial resistance was performed
using disk diffusion and the search for ESBL using the disk approach method. The research of
integron genes was performed by the PCR technique. 13 isolates of Klebsiella spp and 14 of
E. coli were obtained. E. coli was isolated from raw milk and pasteurized milk. Klebsiella spp
was found in the reception tank, pasteurization tank, packaging, handler's hand, in natura and
pasteurized milk. Of the 27 strains evaluated, 51.8% (14/27) were resistant to at least three or
more classes of antimicrobials. Among the Klebsiella spp isolates, 38.4% (5/13) were
resistant to three or more classes of antimicrobials, and 92.3% (12/13) of the isolates were
resistant to cephalothin. The antimicrobials that were most effective against Klebsiella spp
were chloramphenicol and gentamicin, both with 7.69% (1/13) of resistance. Regarding E.
coli, 64.2% (9/14) of the samples evaluated showed resistance to at least three or more classes
of antimicrobials. Tetracycline and cephalothin showed the highest percentages of resistance
with 64.2% (9/14) for each antimicrobial. It appears that the most effective antimicrobial

against the isolates was chloramphenicol with only one resistant sample of Klebsiella spp and
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no resistant sample of E. coli. There was no amplification for the Intl1, Intl2 and Intl3 genes.
On the other hand, the cassette region of the integrons was amplified in 11.1% of the isolates
(3/27), with 15.3% (2/13) of E. coli and 7.14% (1/14) of K .pneumoneae (Table 3). As for the
ESBL research, it was observed that 37% (10/27) of the isolates resistant to beta-lactam
antibiotics presented ESBL phenotypes. The identification of integron genes in isolates from
mini plants for goat milk processing demonstrates a potential risk of this food in the
dissemination of Enterobacteriaceae with a profile of resistance to 4th generation antibiotics,
especially considering that the product is destined for the Programa Alimenta Brasil (PAB),

making this research pioneer with these resistance genes in the goat milk production chain.

Key word: integron; Enterobacterales; cassette genes.

Introducao:

Microrganismos patogénicos podem contaminar o leite caprino, tornando-o um
veiculo potencial de Doengas Veiculadas por Alimentos (DVAs). Na literatura, relata-se
isolamento de varios microrganismos no leite caprino como Staphylococcus spp. (Siqueira et
al. 2021), bolores e leveduras (Padua et al. 2019), Klebsiella spp, Escherichia coli (Siqueira
et al. 2021), Bacillus, Enterococcus e Macrococcus (Siqueira et al. 2021), que se tornam
resistentes aos antimicrobianos. Mundialmente, a resisténcia bacteriana tornou-se um dos
problemas mais graves para a saude humana e animal devido ao uso indiscriminado. Os
alimentos, entre eles o leite e seus derivados, podem atuar como veiculo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos para humanos. A contaminagdo de alimentos com bactérias
pode ser um grande problema e ameaca pois microrganismos com genes de resisténcia podem

realizar transferéncia para outras bactérias de importancia clinica (Van et al. 2008).
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O uso nédo especifico de antimicrobianos promoveu uma rapida propagacao de
resisténcia de muitos microrganismos e causa um grande problema para tratamento de tais
infeccbes (Magiorakos et al. 2012). Essa resisténcia € transportada por transpossons,
plasmideos e genes de integrons que sao 0s principais genes e tem uma grande prevaléncia em
especial na familia Enterobacterales (Cergole-Novella et al. 2011). Os géneros desta familia
séo habitantes naturais do trato intestinal de humanos e animais, membros como Escherichia
coli, Shigella, Salmonella, Klebsiella e Yersinia sdo comumente implicadas em doencas
intestinais, geniturinarias e infeccdes da corrente sanguinea (Donnenber e Donnernber, 2005).

Integrons sdo elementos genéticos, ndo moveis, com papel na aquisicdo e expressao de
genes que conferem resisténcia a antimicrobinos, mediada por uma integrase codificada por
integron, que captura genes que fazem parte de cassetes e sdo transferidos entre bactérias
(Chunfeng et al. 2013). Os integros podem ser considerados uma das principais causas de
disseminacdo de resisténcia bacteriana e desempenham um papel importante na aquisicédo e
difusdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e na propagacdo de multirresisténcia em
bactérias Gram-negativas, devido a sua capacidade de capturar os cassetes de genes no
ambiente e incorpora-los (Farshad et al. 2008; Guerin et al. 2017; Ding et al. 2019). Assim, a
deteccdo e a caracterizagdo dos integrons contendo genes de resisténcia aos antimicrobianos
sdo passos fundamentais na avaliacdo do potencial de um determinado ambiente representar
um reservatorio de resisténcia aos antimicrobianos (Pires et al., 2019).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi identificar genes de integrons e beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL) em Klebsiella spp e Escherichia coli isolados de

unidades de beneficiamento de leite de cabra.

Material e Métodos

Obtencéo das amostras
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Foram selecionadas quatro unidades de beneficiamento de leite de cabra, identificadas
como A, B, C e D, e que fornecem leite ao Programa Alimenta Brasil (PAB) no estado da
Paraiba, Brasil. O PAB é um programa do governo federal em parceria com os estados para
destinar a populacdo carente da regido alimentos. De cada uma das unidades de
beneficiamento, foram coletadas amostras do tanque de recepc¢éo, do tanque de pasteurizacao,
da embaladeira, da embalagem, da mdo do manipulador e do ambiente (parede) do
estabelecimento. As amostras de leite foram obtidas do produto in natura, proveniente do
tanque de resfriamento (leite do conjunto), e a outra do leite apds o processo de pasteurizacao.
As coletas se repetiram por quatro vezes, totalizando 32 amostras.

A coleta do material dos equipamentos foi realizada ap0s o procedimento de
higienizacdo. Para as amostras de superficie, friccionou-se um swab estéril, com haste de 12
cm, umedecido em solucédo de agua peptonada a 0,1%. Com o uso de um molde esterilizado,
delimitou-se o tamanho da superficie avaliada com 100cm?. Aplicou-se o swab com pressdo
constante, em movimentos giratorios, numa inclinacdo aproximada de 30°, descrevendo
movimentos da esquerda para a direita inicialmente e, depois da direita para a esquerda. A
parte manuseada do swab foi quebrada na borda interna do frasco de 10 ml de 4gua peptonada
que continha a solucdo da diluicdo. Em seguida, foi realizado o plagueamento de aliquotas em
meio de cultura apropriados (ANDRADE, 2008).

Para as mdos dos manipuladores, usou-se um swab estéril, com haste de 12cm de
comprimento, que foi umedecido em uma solugdo de agua peptonada a 0,1%, friccionando o
algodéo trés vezes em direcdo a cada um dos dedos a partir do punho. Em seguida, a comecar
do punho, friccionou-se o swab entre os dedos, retornando novamente ao punho. Os
microrganismos coletados foram transferidos para tubo contendo 10 ml de solucdo de agua
peptonada (ANDRADE, 2008). Em seguida, foram realizadas as diluicbes para os meios

adequados para cada microrganismo.



78

Isolamento bacteriano
O isolamento de Klebsiella spp e Escherichia coli foi realizado no Laboratério de
Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados da UFCG/Patos-PB utilizando o agar MacConkey
(Merck) e o agar Eosina Azul de Metileno (EMB), respectivamente, a 37°C por 48h horas por
superficie (APHA, 2001; Pinto, 2004). As colbnias tipicas foram submetidas a identificacdo
por espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) na Universidade de S&o Paulo, campus
Pirassununga, no Laboratério QUALILEITE de acordo com o protocolo de Barcelos et al.

(2019).

Determinacao do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos
O perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados foi determinado pelo método de
disco difusdo. Os antimicrobianoss testados foram ampicilina (10 pg), amoxicilina/acido
clavulanico (30 pg), cefalotina (30 pg), ceftazidima (30 pg), cloranfenicol (30 pg),
gentamicina (10 pg), meropenem (10 pg), norfloxacina (10 pg), sulfametoxazol/trimetoprim
(25 pg) e tetraciclina (30 ug) seguindo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI)

(2020).

R-lactamases de espectro ampliado (ESBL)

A identificacdo de ESBL foi realizada pelo método de aproximacdo em discos. Os
indculos foram semeados em placas contendo agar Mueller Hinton, segundo as normas do
CLSI (2020), com adicéo dos discos de: amoxicilina/acido clavulanico (10 ug), aztreonam (30
ug), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg) e cefepime (30 pg) (Laborclin) e incubadas a
37°C por 24-48 horas. Os inoculos foram considerados produtores de ESBL quando ocorreu o
aumento do didmetro do halo de inibicdo de p-lactamico em direcdo ao disco de

amoxicilina/acido clavulanico ou o aparecimento da zona fantasma (CLSI, 2020).



Amplificacdo por PCR de genes de integrase e cassetes de genes

realizada no Laboratério de Biologia Molecular do Semiarido na UFCG/Patos-PB utilizando
0 Kit Dneasy Blood and Tissue (Qiagen, Alemanha), seguindo as recomendacdes do

fabricante.

avaliadas através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex com os primers

A extracdo do DNA gendmico dos isolados de Klebsiella spp e Escherichia coli foi

A subsisténcia dos integrons 1, 2 e 3 e da regido variavel das classes 1 e 2 foram

(Quadro 1) e metodologia descritos por Rizk e EI-Mahdy (2017).

Quadro 1. Gene, sequéncia dos primers e tamanho do amplicon em pares de base (pb)

Tamanho do amplicon em

GENE SEQUENCIA DOS PRIMERS
pares de base (pb)

Intll
F GGTCAAGGATCTGGATTTCG 436 bp
R ACATGCGTGTAAATCATCGTC
Intl2
F CACGGATATGCGACAAAAAGG 788 bp
R TGTAGCAAACGAGTGACGAAATG
Intl3
F AGTGGGTGGCGAATGAGTG 600 bp
R TGTTCTTGTATCGGCAGGTG
5°CS GGCATCCAAGCAGCAAG

Variavel
3°CS AAGCAGACTTGACCTGA
attl2-F GACGGCATGCACGATTTGTA

Variavel
orfX-R GATGCCATCGCAAGTACGAG
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Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)

Para avliar se os cassetes génicos dos diferentes isolados eram idénticos, os produtos
da PCR foram purificados e digeridos com Hinfl (CutSmart, New England Biolabs), sequindo
a metodologia descrita por Rizk e EI-Mahdy (2017). A reacéo de digestdo foi composta por 3
pl dos produtos de PCR purificados em uma mistura de reacdo de 50 pl contendo 1 pl de
Hinfl, 5 pul de Tampao 10X NE e 41 ul de agua destilada deionizada e incubado a 37°C por 15

minutos.

Resultados
Isolados bacterianos e suscetibilidade aos antimicrobianos

A partir das amostras coletadas da mao do manipulador, do tanque de pasteurizacgéo,
do tanque de recepcdo, da embalagem, da embaladeira, do leite in natura e do leite
pasteurizado, foram obtidos 13 e 14 isolados de Klebsiella spp e de Escherichia coli,
respectivamente.

Na tabela 1, verifica-se o percentual da resisténcia antimicrobiana. Das 27 cepas
avaliadas 51,8% (14/27) foram resistentes a, pelo menos, trés ou mais classes de
antimicrobianos (aminoglicosideos, quinolonas, cefalosporinas, penicilinas, tetraciclinas
sulfonamidas e carbapenémicos). Entre os isolados de Klebsiella spp., 38,4% (5/13)
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos, sendo que 92,3% (12/13)
dos isolados foram resistentes a cefalotina, entre eles uma amostra de K. oxytoca. Os
antimicrobianos que foram mais eficazes contra Klebsiella spp foram cloranfenicol e
gentamicina ambos com 7,69% (1/13) de resisténcia. Com relagdo a E. coli, 64,2% das
amostras (9/14) avaliadas apresentaram resisténcia a, pelo menos trés ou mais classes de
antimicrobianos. A tetraciclina, ampicilina e a cefalotina apresentaram os maiores percentuais

de resisténcia com 48,1% (13), 66,6% (18) e 77,7% (21). Ainda de acordo com a tabela 1,
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verifica-se que o antimicrobiano mais eficaz contra os isolados foi o cloranfenicol com apenas

uma amostra resistente de Klebsiella spp e nenhuma amostra resistente de E. coli.

Tabela 1- Perfil de resisténcia antimicrobiana de Klebsiella spp. e Escherichia coli isoladas de

unidades de beneficiamento de leite de cabra do Cariri paraibano.

N° (%) dos isolados resistentes

Klebsiella spp (13) E. coli (14) Total (27)
Agentes antimicrobianos

Ampicilina 11 (84,1) 7 (50,0) 18 (66,6)
Amoxicilina/acido 5 (38,4) 3(21,4) 8 (29,6)
clavulanico
Cefalotina 12 (92,3) 9 (64,2) 21 (77,7)
Ceftazidina 2 (15,3) 3(21,4) 5 (18,5)
Cloranfenicol 1(7,69) - 1(3,70)
Gentamicina 1(7,69) 5 (35,7) 6 (22,2)
Meropenem 2 (15,3) 4 (28,5) 6 (22,2)
Norfloxacina 1(7,69) 2 (14,2) 3(11,1)
Sulfametoxazol/trimetropin 5 (38,4) 2 (14,2) 7 (25,9)
Tetraciclina 4 (30,7) 9 (64,2) 13 (48,1)

De acordo com a tabela 2, E. coli foi isolada apenas no leite in natura e leite

pasteurizado demonstrando uma contaminacdo cruzada. Klebsiella spp foi isolada do tanque

de recepgéo, do tanque de pasteurizacdo, da embalagem, da méo do manipulador, do leite in

natura e do leite pasteurizado.
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Deteccdo dos integrons e caracterizacdo dos genes cassetes por PCR

Os isolados que apresentaram resisténcia a varias classes de antimicrobianos foram
submetidos a identificacdo dos genes das classes de integrons por PCR multiplex. Ndo houve
amplificacdo dos genes Intl1, Intl2 e Intl3. Por outro lado, a regido cassete dos integrons foi
amplificada em 11,1% dos isolados (3/27), sendo 15,3% (2/13) de E. coli e 7,14% (1/14) de

K. pneumoniae (Tabela 2). Observou-se a presenca de integrons em E. coli no leite in natura.

Deteccdo de ESBL.:

A ESBL foi identificada nos isolados de Klebsiella spp e E. coli. Na Klebsiella spp, a
ESBL apresentou com 30,76 (4/13) dos, ja E. coli com 42,85 (6/14). Klebsiella spp com
fenotipo de ESBL estava presente no leite pasteurizado, leite in natura e na embalagem. E.
coli foi encontrado apenas no leite in natura.

Ainda de acordo com a tabela 2, observa-se que 37% (10/27) dos isolados resistentes
aos antimicrobianoss apresentaram fen6tipos para ESBL. A presenca de ESBL foi observada

nos isolados provenientes do leite in natura, leite pasteurizado e na embalagem.
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Tabela 2. Perfil de resisténcia antimicrobiana, presenca de integrons e de ESBL em Klebsiella spp e E. coli isoladas de unidades de

beneficiamento de leite de cabra do estado da Paraiba, durante o periodo de janeiro a fevereiro de 2019.

Presenca dos

Isolados Perfil de resisténcia antimicrobiana Origem das amostras _ Presenca de ESBL
integrons

1-K. pneumoniae AMP, AMC, CFL, SUT, TET Leite pasteurizado - +
47-K. pneumoniae AMP, CFL, CAZ Embalagem - -
48-K pneumoniae CFL Leite in natura - +
49- Kpneumoniae AMP, CFL, SUT Leite in natura - +
76-K pneumoniae AMP, AMC, CFL, TET Leite pasteurizado - -
21-K pneumoniae AMP, CFL, CAZ, GEN, MPM, NOR, SUT Leite pasteurizado - -

27-K. oxytoca AMP, CFL Leite in natura - -
28-K penumoniae AMP, AMC, CFL, MPM Tanque de recepcéo + -
50-K pneumoniae AMP, AMC, CFL Méo do manipulador - -
38-K pneumoniae AMP, CFL, SUT, TET Leite in natura - -
36-K pneumoniae CFL Embalagem - +

68-K pneumoniae

AMP, AMC, CFL, CLO, SUT, TET

Tanque de pasteurizacdo

72-K pneumoniae AMP Leite pasteurizado - -
3-E. coli CAZ, MPM Leite in natura - -
18-E coli AMP, CFL. TET Leite in natura - -



19-E.

coli

6-E. coli

75-E.

62-E.

24-E.

15-E.

16-E.

32-E.

33-E.

34-E.

T7-E.

23I- E. coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

AMP. TET

AMP, CFL, TET

AMP, GEN, MPM, SUT, TET

CFL, CAZ, GEN, TET

AMP, AMC, CFL, TET
CFL, GEN, MPM, TET
CFL, GEN, NOR
AMP, AMC, CFL, TET
CFL, SUT

AMP, AMC, CFL, CAZ, GEN, MPM, NOR, TET

Leite in natura
Leite in natura
Leite in natura
Leite pasteurizado
Leite in natura
Leite in natura
Leite in natura
Leite in natura
Leite in natura
Leite in natura

Leite pasteurizado

Leite in natura

84

-: auséncia de resisténcia; AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina+éac. clavunénico, CFL: Cefalotina, CAZ: Ceftazidina, CLO

Meropenen, NOR: Norfloxacina, SUT: Sulfametoxazol+trimetoprim, TET: Tetraciclina

: Cloranfenicol, GEN: Gentamicina, MPM:
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Discussao

Os alimentos de origem animal sdo pontos finais na disseminacéo, selecéo e dispersao
de bactérias resistentes a antimicrobianos e de genes de resisténcia. O uso extensivo de
antimicrobianos na agricultura para promocdo do crescimento e prevencdo de doencas em
animais tem impacto na disseminacdo de genes de resisténcia entre bactérias, resultando em
pacientes com doencas ndo tratadveis (Thamer et al. 2016; Watkins et al. 2016) e essa
resisténcia tem se refletido no leite e seus derivados (Carvalho et al. 2018; Silva et al. 2019;
Siqueira et al. 2022), tornando risco potencial para a populacéo.

Nas bactérias isoladas de unidades de beneficiamento que processam leite caprino
participantes desse estudo, observou-se um maior perfil de resisténcia a cefalotina, ampicilina
e tetraciclina que pode ser resultado do maior uso desses antimicrobianos na sanidade dos
animais leiteirias.

Esses dados corroboram com os dados de Ombarak et al. (2018), que encontraram
61% das bactérias isoladas de leite e queijo com resisténcia a tetraciclina e 42% a ampicilina.
Chen et al. (2017), Ombarak et al. (2018) e e Hassen et al. (2019) também observaram que a
E. coli foi mais resistente a tetraciclina. Ja Silva et al., (2019) verificou uma maior eficiéncia
da tetraciclina nos isolados de leite cru.

O percentual de resisténcia a tetraciclina, ampicilina e cefalotina que sdo drogas
pertencentes a diferentes classes torna este fator preocupante em uma atividade leiteira de
grande impacto para a regido. Além das classes anteriormente citadas, observou-se que a
Klebsiella spp e E. coli foram resistentes a outras classes de antimicrobianos como
sulfametoxazol/trimetropin muito utilizados na agropecuaria no tratamento das mais diversas
infeccdes.

Neste estudo, obteve-se resisténcia de cepas de E. coli, ao meropenem, cefalosporina

de 42 geracdo (carbapenémicos). A resisténcia de microrganismos na cadeia produttiva de leite
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cabra resistentes aos carbapenémicos (meropenem) pode ser resultado de uma contaminacéo
cruzada uma transmissdo homem-animal, tornando estes resultados preocupantes do ponto de
vista de saude publica. Os carbapenémicos sdo drogas de Ultima instancia, portanto, seu uso
inadequado leva a producdo de enzimas [-lactamases contra esse antimicrobiano,
denominadas de carbapenemases (NORDMANN et al. 2011; HARRIS et al. 2015).

A resisténcia aos antimicrobianos esta intrinsicamente associada ao seu uso de forma
indiscriminada, que pode acarretar na disseminacao de bactérias resistentes comprometendo a
cura de doencas infecciosas e com impacto na saude publica mundial. Na maioria dos paises
em desenvolvimento, o baixo custo, a disponibilidade de antimicrobianos e a falta de
orientacdes técnicas sobre o uso adequado do farmaco séo as principais razdes para seu amplo
uso.

Quanto a resisténcia genotipica, estava presente em diversas amostras em especial no
leite in natura que é resultado provavelmente devido a préaticas adotadas pelos produtores na
administragdo de farmacos sem orientagdes técnicas.

Klebsiella spp apresentou genes de integrons no tanque de recepcdo e pode ser
resultado de falhas na sanitizagdo dos equipamentos ou mesmo uma contaminacdo cruzada
dos manipuladores ja que nesse tanque a higienizacdo é feito pelo manipulador e ndo pelo
sistema Cleaning in pleace (CIP), j& E. coli estava presente no leite in natura, que torna as
praticas sanitarias adotadas com esse animal de grande importancia na veiculacdo de
microrganismos resistentes para o leite.

Os integrons séo responsaveis pela introducdo de cassetes de genes de resisténcia,
sendo a principal causa para o desenvolvimento de resisténcia a antibioticos entre isolados
clinicos (Hall e Collis, 1998; Ochman et al. 2000; Ploy et al. 2000; Maynard et al. 2004),
havendo sido demonstrado por alguns estudos que ha correlagéo entre a resisténcia bacteriana

e a presenca de integrons (Fluit Schmitz, 2004 e Leverstein 2003; Lee e Yonn, 2022). Com
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relacdo ao percentual de genes dos integrons amplificados nas Enterobacterales isoladas nas
unidades de beneficiamento de leite caprino, 7,40% (2/14) foram amplificados em E. coli e
3,70% (1/13) em Klebsiella spp. Os integrons apresentam cinco classes. O integron da classe
1 é a classe de integrons mais onipresente em bactéria entéricas, incluindo patdgenos comuns
como E. coli, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Yersinia e outras doencas causado por Proteus,
Enterobacter, Citrobacter e Serratia (Goldstein et al. 2001). Nao houve amplificacao para os
genes ntll, Intl2 e Intl3. Por outro lado, a regido cassete dos integrons foi amplificada em
11,1% dos isolados, 0 que demonstra a sua presenca em bactérias contaminantes de leite
caprino, que, além de torna-lo inadequado para consumo, poderd comprometer o tratamento
de pessoas acometidas por DVAs.

A prevaléncia de amostras que apresentaram genes de integros foi baixa quando
comparamos com outros estudos (Rizk e EI-Mahdy 2017; Chen et al. 2017), mas sua
importancia se deve as caracteristicas que o0s integrons possuem no poder de disseminagdo do
clone entre os isolados (Rizk e EI-Mahdy 2017) e isso pode agravar a resisténcia.

Quanto as ESBL, estava presente em varios isolados, mas em apenas uma amostra
houve amplificagdo de genes de integrons e a ESBL. Tradicionalmente, os isolados
produtores de ESBL principalmente blaTEM e produtores de blaSHV, exibem corresisténcia a
aminoglicosideos, tetraciclina e sulfonamidas (Morosini et al., (2006), corroborando com 0s
dados desta pesquisa onde as amostras produtoras de ESBL foram resistentes a esses
antimicrobianos. Neste estudo, observou-se que 37% (10/27) dos isolados resistentes aos
antimicrobianos apresentaram fenotipos para ESBL.

As B-lactamases de espectro estendido sdo enzimas reconhecidas por sua capacidade
de fornecer resisténcia a cefotaxima, ceftazidima e outras cefalosporinas de amplo espectro e
a monobactamicos, bem como a antimicrobianos pB-lactamicos mais antigos (Jacoby e

Carreras, 1990).
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Estudo mais recente sobre genes de ESBL demonstrou que tais genes foram
localizados em integrons. Assim sendo, os genes de ESBL podem ser localizados em
integrons e facilmente transferidos para diversas bactérias (Hadizadeh et al. 2017), o que pode
ter levado a identificacdo fenotipica de ESBL nos isolados do leite de cabra, pois muitas
amostras apresentaram resisténcia aos B-lactdmicos, tornando este alimento um veiculador

final de genes de resisténcia a populacéo.

Concluséo

A presenca de genes de integrons e ESBL em Klebsiella spp e E. coli provenientes de
unidades de beneficiamento de leite de cabra demonstra um risco potencial deste alimento na
disseminacéo de bactérias multirresistentes da ordem Enterobacterales, o que é preocupante
uma vez que o produto é destinado ao Programa Alimenta Brasil (PAB), como parte do

combate a inseguranca alimentar.
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Resumo gréfico:

Tabela 1- Perfil de resisténcia antimicrobiana de Klebsiella spp. e Escherichia coli
isoladas de unidades de beneficiamento de leite de cabra do Cariri paraibano.
N° (2%) dos isolados resistentes

Klebsiella spp (13) E. coli (14) Total (27)
Agentes antimicrobianos
Ampicilina 11 (84.1) 7 (50.0) 18 (66.6)
Amoxicilina/acido 5(38.4) 3(21.4) 8(29.6)
clavulanico
Cefalotina 12 (92.3) 9 (64.2) 21 (77.7)
Ceftazidina 2(15.3) 3(21.4) 5(18.5)
Cloranfenicol 1(7.69) - 1(3.70)
Gentamicina 1(7.69) 5(35.7) 61(22.2)
Meropenem 2(15.3) 4 (28.5) 6(22.2)
Norfloxacina 1(7.,69) 2(14.2) 3(11.1)
Sulfametoxazol/trimetropin 5(38.4) 2(14.2) 7(25.9)
Tetraciclina 4 (30.7) 9 (64.2) 13 (48.1)
CONCLUSAO GERAL:

Os resultados obtidos no presente trabalho de tese possibilitam concluir que:

A) Foi possivel verificar a contaminacdo do leite de cabra, antes e apds o seu
beneficiamento, em unidades de beneficiamento de leite cabra no Estado da Paraiba
com o envolvimento de patdgenos previamente descritos na literatura como
causadores de Doengas Veiculadas pelos Alimentos (DVAS);

B) Provaveis falhas nos procedimentos de higienizacdo e a contaminacdo cruzada do
leite processado pode ter permitido a colonizagdo e proliferagdo de varios
microrganismos, em especial da familia Enterobacterales, com destaque para

Klebsiella sp, Escherichia coli e Enterobacter spp.;



C)

D)

E)

F)
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Microrganismos isolados foram capazes de formar biofilmes e apresentaram
caracteristicas fenotipicas e genotipicas de resisténcia a antimicrobianos, tornando-0s
resistentes a acdo dos sanitizantes e, a possibilidade de desprendimento, pode causar a
contaminacdo de um alimento que sera fornecido e ingerido, principalmente, por
individuos vulneraveis que fazem parte do Programa Alimenta Brasil;

Isolados de Klebsiella spp e Escherichia coli apresentaram perfil de resisténcia a
varias classes de antimicrobianos, entre eles antimicrobianos de quarta geracéo e que
ndo séo utilizados no tratamento de pequenos ruminantes;

Quanto aos genes de resisténcia, este é o primeiro relato da presenca de integrons e
fendtipos de ESBL no ambiente de processamento e no leite de cabra, tornando este
alimento uma via de disseminacao de resisténcia bacteriana;

Torna-se imprescindivel a implantacdo de medidas que visem a) a orientacdo dos
envolvidos na produgdo e beneficiamento do leite; b) ajustes na higienizacdo e
sanitizagdo dos equipamentos; ¢) orientagdes quanto a higienizacdo das méos dos
funcionarios envolvidos com a manipulacdo do leite e e) melhor fiscalizacdo da

Vigilancia Sanitaria Estadual.



