L el
BE INSTITUTO FEDERAL

BB DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
BB Riode aneiro

Programa de Pés-Graduacao Stricto Sensu

Mestrado Profissional em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos

CARACTERIZAGCAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS
E DETECGCAO DA PRESENGA DE RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS EM LEITE CAPRINO CRU

RIO DE JANEIRO - RJ
2019



Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos

CARACTERIZAGCAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS
E DETECGAO DA PRESENGA DE RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS EM LEITE CAPRINO CRU

Dissertacdo  apresentada ao
Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Rio de
Janeiro - Campus Rio de Janeiro,
como requisito parcial para a
obtengado do titulo de Mestre em
Ciéncia e  Tecnologia de
Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Janaina dos Santos Nascimento

Rio de Janeiro

2019



Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos

CARACTERIZAGCAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS
E DETECGCAO DA PRESENGA DE RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS EM LEITE CAPRINO CRU

Dissertacdo  apresentada ao
Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Rio de
Janeiro - Campus Rio de Janeiro,
como requisito parcial para a
obtengao do titulo de Mestre em
Ciéncia e  Tecnologia de
Alimentos.

Data da defesa: 14 de fevereiro de 2019.

Profa. D Janaina dos Santos Nascimento

Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro - IFRJ

Profa. Msc. Iracema Maria de Carvalho da Hora

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro - IFRJ

Prof°. Dr°. Hilana Ceotto Vigoder

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro - IFRJ

Prof>. Dr. Alice Gongalves Martins Gonzalez

Universidade Federal Fluminense — UFF



Dedico este trabalho ao meu
companheiro Gabriel Araujo Corréa e a
minha tia Tania Anciens Guimaraes,

por todo o apoio incondicional.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu companheiro Gabriel, pela companhia de todos os dias e por todo o amor
oferecido. Agradeco a minha sogra Neiva, pelo auxilio em conseguir as preciosas amostras e

por todo apoio.

Agradeco a minha familia, por todo o suporte e apoio necessarios, em especial a minha tia

Tania.

Agradeco as minhas amigas que sempre estiveram presentes: Marina, Isabella, Dayane,

Tatiana, Thaina, Thaiane, Shirley e Viviane.

Agradeco aos colegas da turma do mestrado de 2017, por todo o apoio e momentos de

incentivo. Em especial, agradeco as grandes amigas que ganhei: Caroline, Ana Paula e Julia.

Agradeco ao pessoal de meu trabalho, a UFF, por todo o apoio durante este percurso. Em
especial, agradeco as professoras Alice Gonzalez e Marcia Barreto por tantos ensinamentos e
incentivos. Agrade¢o ao pessoal do Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos da

UFF, por todo apoio e troca de conhecimentos.

Agradeco a toda a equipe do laboratério de microbiologia do IFRJ, por todo o apoio e étima
companhia: professores, bolsistas, monitores. Em especial, agrade¢co ao Brendon e Carlos

pela colaboracgio direta neste trabalho.

Agradeco as pessoas que gentiimente deram sua valorosa contribuicdo neste trabalho

participando das bancas de avaliacao: professoras Hilana, Iracema, Alice e Zilma.

Agradeco a coordenacao do curso de mestrado, professores Marcia Cristina e Adriano Gomes,

por toda a assisténcia e incentivo.

Agradeco a pessoa mais especial de todo este processo: minha orientadora Janaina. Nada
disto seria possivel sem seu apoio, desde a época do ensino técnico. Agradeco por todos os

ensinamentos e pela maravilhosa companhia.



RAMOS, G. L. P. A. Caracterizagdo de bacilos gram-negativos e deteccdo da
presenca de residuos de antibidticos em leite caprino cru. Dissertagcao apresentada
como parte dos requisitos necessarios para a obtengao do titulo de Mestre em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Programa de Pés-Graduagao Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e
Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ,
2019.

RESUMO

O leite de cabra vem se revelando uma opcéo ao leite de origem bovina, por questbes de
menor alergenicidade e melhor digestibilidade. O leite de diversos mamiferos em geral, tem um
alto valor nutritivo e por isso tende a ser um meio de cultura excelente para micro-organismos
deteriorantes e patogénicos e apresenta grande variedade de bactérias Gram-negativas. Os
bacilos Gram-negativos sao considerados importantes agentes causadores de infeccbes
hospitalares, e os mais relevantes, especialmente a familia Enterobacteriaceae e o género
Pseudomonas, séo frequentemente relacionados a area de alimentos e lacteos em geral,
exibindo maior capacidade de disseminacdo quando comparados aos cocos Gram-positivos.
Neste trabalho, objetivou-se a detecgdo e a caracterizagéo de bacilos Gram-negativos em 21
amostras de leite de cabra cru comercializados informalmente em diversas cidades do Estado
do Rio de Janeiro, além de verificar possiveis residuos de antimicrobianos nestas amostras. A
obtenc&o dos isolados foi realizada através de plaqueamento das amostras em Agar Vermelho
Violeta Bile Glicose (VRBG), que foram, posteriormente, identificados por meio de
espectrometria de massas (ionizagdo e dessorcao a laser assistida por matriz — MALDI-TOF).
A caracterizagdo dos isolados se deu por meio da avaliacdo de atividades lipolitica (Agar leite),
proteolitica (Agar Spirit Blue modificado) e produtora de biofilme (Agar vermelho congo). Ainda,
realizou-se teste de susceptibilidade a antimicrobianos por meio do método de difusdo em
disco, e verificou-se a ocorréncia de fendtipos produtores de enzimas degradadoras de
antibidticos beta-lactamicos, por inoculagdo em meios de cultura cromogénicos. Também
foram analisados os parametros fisico-quimicos das amostras e eventuais residuos de
antimicrobianos foram verificados por meio do teste rapido DelvoTest T. Foram obtidos 222
isolados, sendo a populacdo microbiana do leite de cabra cru representada por Pseudomonas
sp. (61%), familia Enterobacteriaceae (27%), Stenotrophomonas maltophilia (7,5%) e

Acinetobacter sp. (4,5%). 26% dos isolados apresentaram atividade produtora de biofilme



(maioria de enterobactérias), enquanto 32% apresentaram atividades proteolitica e lipolitica,
altamente associadas a Pseudomonas sp.. Apenas 24 isolados apresentaram resisténcia a
antimicrobianos, sendo trés deles resistentes a trés ou quatro classes diferentes, e sendo
classificados como multirresistentes (Klebsiella variicola (2) e Pantoea agglomerans). Houve
alta taxa de fendtipos produtores de ESBL (91%) e KPC (60%). Estes resultados demonstram
0s riscos associados ao consumo de leite de cabra cru, e ainda é evidenciada a falta de rigor
nas boas praticas de higiene durante a ordenha. Ainda, foi observado um importante problema
tecnolégico do leite, associado a producdo de enzimas deteriorantes termorresistentes.
Nenhuma amostra apresentou residuos de antimicrobianos, fato coerente com a baixa taxa de

resisténcia e com o fato de os produtores em questdo serem de pequeno porte.

Palavras-chave: leite caprino cru; Enterobacteriaceae; Pseudomonas; qualidade do leite;
resisténcia a antimicrobianos.
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ABSTRACT

Goat milk has been shown to be an option for milk of bovine origin, due to lower allergenicity
and better digestibility. Milk from several mammals, in general, has a high nutritional value and
therefore tends to be an excellent culture medium for deteriorating and pathogenic
microorganisms and has a wide variety of Gram-negative bacteria. Gram-negative bacilli are
considered important agents of nosocomial infections, and the most relevant ones, especially
Enterobacteriaceae and Pseudomonas, are frequently related to food and dairy area, exhibiting
a greater dissemination capacity when compared to Gram-positive cocci. In this work, we
aimed the detection and characterization of Gram-negative bacilli in 21 samples of raw goat
milk commercialized informally in several cities of the State of Rio de Janeiro, in addition to
verifying possible antimicrobial residues in these samples. The isolates were obtained by
plating the samples in Violet Red Agar Bile Glucose (VRBG), which were later identified by
mass spectrometry (matrix assisted laser desorption and ionization - MALDI-TOF). The
characterization was done through the evaluation of lipolytic activity (milk agar), proteolytic
(modified Spirit Blue Agar) and biofilm producer (red congo agar). An antimicrobial susceptibility
test was also carried out by disc diffusion test, and the occurrence of antibiotic degrading
enzyme producing phenotypes was verified by inoculation in chromogenic culture media. The
physico-chemical parameters of the samples were also analyzed and the presence of
antimicrobial residues were verified by DelvoTest T rapid test. A total of 222 isolates were
identified. The microbial population of raw goat milk was represented by Pseudomonas sp.
(61%), Enterobacteriaceae (27%), Stenotrophomonas maltophilia (7.5%) and Acinetobacter sp.
(4.5%). 26% of the isolates presented biofilm activity (most Enterobacteriaceae), while 32%
presented proteolytic and lipolytic activity, highly associated to Pseudomonas sp.. Only 24
isolates showed antimicrobial resistance, three of them resistant to three or four different

classes, and being classified as MDR (Klebsiella variicola (2) and Pantoea agglomerans).



There was a high rate of ESBL producing phenotypes (91%) and KPC (60%). These results
demonstrate the risks associated with the consumption of raw goat's milk, and the lack of rigor
in good hygiene practices during milking is evidenced. Also, an important technological problem
of milk was observed, associated with the production of thermoresistant deteriorating enzymes.
No samples showed antimicrobial residues, a fact consistent with the low resistance rate and

the fact that the producers in question were small.

Keywords: raw goat milk; Enterobacteriaceae; Pseudomonas; milk quality; antimicrobial
resistance.
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1 INTRODUGAO

O consumo de leite caprino vem aumentando mundialmente, especialmente em razao
de sua baixa alergenicidade, quando comparado ao leite bovino, e as outras questdes
relacionadas a saude, como melhor digestibilidade.

Com o crescente consumo e producgdo de leite e consequente maior aglomeragao
dos animais, ha uma maior ocorréncia de infecgdes. Assim, ocorre um aumento exacerbado
e muitas vezes mal controlado na administracdo de antibidticos tornando a presenca de
residuos destes medicamentos no leite uma situagcao preocupante.

Anualmente no mundo, sdo usados cerca de 12 milhdes de quilos de antibiéticos na
pecuaria, sendo que 75% sao utilizados no tratamento de infeccbes dos animais, e o
restante com o objetivo de prevencdo (MOGHADAM et al., 2016). Além dos riscos
relacionados a ingestdo desses residuos com impacto na saude humana, a presenca dos
antibiéticos em alimentos pode acarretar o desenvolvimento de multirresisténcia a
antimicrobianos nos micro-organismos presentes. Ainda, traz prejuizos aos processos
tecnolodgicos subsequentes como produgdo de queijo ou iogurte, onde 0s micro-organismos
empregados nestes processos serdo inibidos (FERNANDES et al., 2013).

Os produtos lacteos bovinos, por serem de baixo custo e alto consumo e por
possuirem um processo de produgdo com muitos pontos criticos, se tornam importantes
veiculos de propagacdo de patdogenos e tém sido muito estudados neste aspecto,
especialmente com relagdo ao grupo dos bacilos Gram-negativos. Porém, os lacteos de
origem caprina carecem de estudos e se revelam como um mercado em ascensao.

E cada vez mais alarmante o problema relacionado a micro-organismos da familia
Enterobacteriaceae e outros Gram-negativos resistentes a antibidticos, provocando casos
de severas infec¢des hospitalares. O género Pseudomonas, além de possuir importancia
clinica, se revela como potencial causador de perdas na industria leiteira, devido a sua forte
acao enzimatica que atua na reducao da vida util do leite.

Diante do exposto, faz-se necessario avaliar possiveis relacdes entre a ocorréncia de
fenétipos de multirresisténcia em micro-organismos do grupo dos bacilos Gram-negativos,
como representantes da familia Enterobacteriaceae e dos géneros Pseudomonas e
Acinetobacter, no leite de cabra cru com a presenca de residuos de antibidticos nestes

produtos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LEITE CAPRINO

2.1.1 Definigao e mercado

Os produtos lacteos caprinos sdo considerados saudaveis e com caracteristicas
bioquimicas e sensoriais desejaveis, permitindo a produgdo de uma grande variedade de
derivados, principalmente varios tipos de queijo com alto valor de mercado (CAVICCHIOLI
et al., 2015).

Segundo a Instrucdo Normativa N° 37 de 31 de Outubro de 2000, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que regulamenta o procedimento técnico de
producao, identidade e qualidade do leite de cabra, este é definido como o produto oriundo
da ordenha completa, ininterrupta, em condigbes de higiene, de animais da espécie caprina
sadios, bem alimentados e descansados. Neste regulamento técnico sdo explicitados os
requisitos para o processo de producao, assim como sua higiene, controle e beneficiamento.
Apresenta, ainda, os critérios de classificacdo, designagdo, composi¢cao e aborda pontos
relacionados a fraudes, contaminantes, rotulagem e critérios microbioldgicos (BRASIL,
2000).

Mundialmente, existem cerca de um bilhdo de cabras, sendo o leite de cabra o
terceiro mais produzido, atras dos leites de vaca e bufala. O Brasil possui um rebanho de
caprinos que figura entre os vinte maiores do mundo, sendo que mais da metade deste
consiste de animais leiteiros. Ainda assim, a produgdo nacional € pouco expressiva,
correspondendo a apenas cerca de 2% da produgao mundial. Em termos de América do Sul,
o Brasil € o maior produtor, correspondendo a 80% do total. (FAO, 2018).

Em 2015, o pais atingiu um efetivo de caprinos de 9,61 milhdes de cabecgas, valor
este que representa um crescimento de 8,6% em relacdo ao ano anterior e mantém uma
sequéncia de crescimento. Em 2016, o efetivo de caprinos foi registrado em 9,78 milhdes de
cabegas, um crescimento de 1,7% com relagdo ao ano anterior (Figura 1). A regido
Nordeste corresponde a 93% da producao e exibe crescimento de cabecgas juntamente com
as regides norte e centro-oeste, ao contrario das regides sudeste e sul, que seguem uma
tendéncia de declinio de criacao de caprinos. Bahia e Pernambuco abrigam mais da metade
do efetivo nacional. Dos 5.570 municipios brasileiros, 5.025 (90,2%) apresentaram criagcao
de caprinos em 2016 (IBGE, 2016).
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Figura 1: Efetivo de caprinos no Brasil entre 2007 e 2016 (Fonte: IBGE, 2016).

O mercado de produgdo de leite caprino apresenta sazonalidade e pequena
producao de leite por animal, fatores que resultam em produtos com altos precos e
incentivam fraudes. Os altos precos se justificam pelo pequeno tamanho das cabras em
relagdo as vacas, gerando menor volume de producdo, e pela producgéo irregular,
influenciada pelo clima seco do pais, gerando um custo de cerca do triplo que é pago pelo
leite bovino (GOLINELLI et al., 2014).

2.1.2 Propriedades fisico-quimicas

No Brasil nao ha método analitico oficial indicado para a pesquisa de adulteragdo em
leite de cabra. Um estudo nacional recente apontou que vinte amostras de quatro marcas
diferentes de queijo de cabra apresentaram adulteragcado com leite de vaca, informacao esta
omitida de seus rotulos. Ainda, foi constatada a percepcédo de consumidores por meio de
analise sensorial em queijos de cabra produzidos propositalmente com porcentagens
determinadas de adulteracdo com leite de vaca a partir de 10% (v/v) (GOLINELLI et al.,
2014).

Um dos problemas que leva a uma certa rejeicdo do leite de cabra é o odor
caracteristico. Alguns fatores que influenciam neste odor séo a alta concentracao de acidos
graxos livres, principalmente os de cadeia curta, a concentracao de cloreto de potassio e a
presenga de alguns creséis. Estudos indicam que a permanéncia do leite caprino sob
refrigeragdo pode acentuar o odor, enquanto que tratamentos térmicos tendem a reduzi-lo
(GOLINELLI et al., 2014).

A Tabela 1 apresenta um comparativo entre a composi¢ao do leite caprino e outros
tipos de leite. A composi¢cdo média do leite de cabra é de 87% de agua, 4% de lipideos, 4%
de lactose, 3,5% de proteinas e 1% de cinzas, com pH em torno de 6,5 (PARK, et al., 2007),

se apresentando com uma coloracdo mais esbranquicada com relacdo ao leite de vaca,
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devido a auséncia de B-caroteno. Tem niveis satisfatérios de minerais como calcio, cobre,
manganés, zinco e selénio, e de vitaminas como vitamina A, niacina e riboflavina (LIMA et
al, 2016).

Tabela 1: Composicdo média dos principais componentes nos leites de cabra, ovelha, vaca

e humano.

Composigao Cabra Ovelha Vaca Humano
Gordura (%) 3,8 7,9 3,6 4,0
Sélidos-ndo-gordura (%) 8,9 12,0 9,0 8,9
Lactose (%) 4,1 4,9 4,7 6,9
Proteina (%) 3,4 6,2 3,2 1,2
Caseina (%) 2,4 4,2 2,6 0,4
Albumina, globulina (%) 0,6 1,0 0,6 0,7
N3do-proteina N (%) 0,4 0,8 0,2 0,5
Cinzas (%) 0,8 0,9 0,7 0,3
Calorias /100 ml 70 105 69 68

Fonte: Park et al. (2007).

Com relagdo ao conteudo lipidico, o leite de cabra tem majoritariamente
triacilgliceréis em sua composigado (98%), com tragos de fosfolipideos, colesterol e acidos
graxos livres. Ainda, o leite caprino apresenta glébulos de gordura menores e maior
presenca de acidos graxos de cadeia meédia e curta, causando um impacto positivo no
processo digestivo, que também é justificado pela composicido dos acidos graxos. Como
exibido na Tabela 2, Os acidos caprico, caprilico e caproéico representam em torno de 15%
dos acidos graxos no leite de cabra, enquanto no leite bovino representam 7%, fato este
também associado ao odor caracteristico do leite caprino (TAYLOR & MACGIBBON, 2011).



Tabela 2: Comparacgéo da composicao (%) dos acidos graxos presentes nos leites caprino e

bovino

Acido graxo Leite caprino Leite bovino
Palmitico 28,0 28,3
Oleico 19,3 18,8
Céprico 10,0 3,2
Miristico 9,8 11,1
Estearico 8,9 11,8
Laurico 5,0 3,6
Outros 3,9 5,5
Linoleico 3,2 1,4
Caprilico 2,7 1,5
Caprdico 2,4 2,4
Butirico 2,2 3,7
Palmitoleico 1,6 1,6
Pentadecandico 0,7 1,2
Linolénico 0,4 0,9
Miristoleico 0,2 0,9

Fonte: adaptado de Verruck, Dantas e Prudencio, 2019.

O conteudo proteico, assim como no leite de vaca, é dividido em caseinas e
proteinas do soro do leite (whey proteins) no leite de cabra, cujos valores sao exibidos na
Tabela 3. A maior parte das proteinas do leite bovino se da por ag-caseina, enquanto no
leite caprino, as proteinas maijoritarias sao 3-caseina e as,-caseina. A diferenga do conteudo
proteico entre os ruminantes abordados se da em razao do polimorfismo genético e sua alta
frequéncia em caprinos, especialmente com relagcdo a as-caseina (VERRUCK; DANTAS;
PRUDENCIO, 2019).

O leite de cabra vem se revelando uma opg¢ao ao leite de origem bovina por razées
de alergenicidade, especialmente em criangas. A proteina ogi-caseina, associada a
alergenicidade, é presente no leite bovino em cerca de 12 a 15 g/L, enquanto no leite
caprino, este valor chega no maximo a 7 g/L. A alergia ao leite de vaca atinge cerca de 6%
de criangas brasileiras, e a substituicdo por leite caprino demonstra resultados satisfatérios
em até 40% dos casos. (HODGKINSON et al., 2017).



Tabela 3: Comparagéao da composicao (%) proteica nos leites caprino e bovino

Componente Leite bovino  Leite caprino
Caseinas (g/100mL) 2,40-2,80 2,33-4,63
ag1-caseina 43 -54 0-28
aso-caseina 11-14 10-25
B-caseina 32-40 0-64
K-caseina 11-14 15-29

Whey proteins (g/100mL) 0,50-0,70 0,37-0,70

a-lactoalbumina 14 -21 18 -33
B-lactoglobulina 29 -57 39-72
seroalbumina 1-6 5-21
imunoglobulina 9-14 5-21

Fonte: adaptado de Verruck, Dantas e Prudencio, 2019. As caseinas e whey proteins

individuais estao expressadas em porcentagens relativas ao total de cada grupo.

2.1.3 Propriedades funcionais

Os acidos linoleicos conjugados presentes no leite, definidos como uma familia de
isdbmeros do acido linoleico, tem importancia comprovada na inibicdo do céancer e
aterosclerose e melhora das fung¢des imunoldgicas (ELWOOD et al., 2010).

A B-lactoglobulina do leite de cabra apresenta diferencas com relacdo ao leite de
vaca, gerando peptideos bioativos durante o processo de digestdo e durante o
processamento do alimento. Estes peptideos exercem papéis biolégicos especificos, como
atividades anti-hipertensivas, antimicrobianas, antioxidantes e imunomoduladoras
(BALTHAZAR et al, 2017).

Além da lactose, outros tipos de carboidratos presentes no leite de cabra sao
oligossacarideos, glicopeptideos e glicoproteinas. Os oligossacarideos do leite caprino
exibem uma série de efeitos benéficos a saude humana, como propriedades antigénicas e
efeitos anti-inflamatorios na regido intestinal (VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019).

Com relacdo ao conteudo mineral, sabe-se que além do leite caprino ter maiores
niveis de calcio, fosforo, magnésio, ferro e cobre comparativamente ao leite de vaca, suas
biodisponibilidades sdo aumentadas. O conteido de vitamina A também se mostra mais
elevado em relac&o ao leite de vaca, pois as cabras s&o capazes de converter carotenos em
vitamina A (VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019).



O leite de cabra pode ser utilizado como matéria prima na produgao de diversos
produtos, como queijos, sorvetes, manteigas, produtos condensados e doces. Estes
produtos desempenham importante papel especialmente na dieta de criangas e idosos
devido aos seus beneficios relativos aos produtos lacteos bovinos, tornando o leite caprino
uma excelente matriz para o desenvolvimento de produtos funcionais, incluindo probidticos
(VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019). O abundante uso do leite como matriz para
elaboracdo de probidticos € relacionado a sua composicdo, mais favoravel ao
desenvolvimento de bifidobactérias e bactérias acido laticas (CHAMPAGNE; CRUZ; DAGA,
2018).

Os probioticos sao definidos como micro-organismos viaveis que proporcionam
efeitos benéficos a saude quando presentes em quantidades adequadas no hospedeiro,
sendo os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus os mais utilizados em produtos lacteos
(CHAMPAGNE; CRUZ; DAGA, 2018). Muitos estudos demonstraram a viabilidade de
probidticos em leite de cabra durante o tempo de armazenamento, como leites fermentados,
bebidas lacteas fermentadas, iogurte, kefir, queijo coalho, ricota e sorvete (CHEN et al.,
2018; RANADHEERA et al., 2016; CAIS-SOKOLIASKA et al., 2017; BEZERRA et al., 2017,
MACHADO et al., 2017)

Uma recente pesquisa avaliou as atividades redutora de colesterol e antioxidante em
leites caprino e bovino fermentados com probiéticos (bifidobactérias e lactobacilos), e estas
se apresentaram em maiores niveis nas bebidas de origem caprina, sendo justificado por
diferencas estruturais e maior atividade proteolitica na estrutura primaria do leite caprino
(ZHANG et al., 2015).

Um prebidtico é definido como um substrato que é utilizado seletivamente por um
microrganismo do hospedeiro, gerando efeitos benéficos a saude. Sdo em sua maioria
carboidratos e presentes em maior quantidade no leite de cabra, comparativamente ao leite
de outros ruminantes. Um estudo demonstrou que fragdes do soro do leite caprino, coletado
ap6s producdo de queijo e ricas em oligossacarideos, apresentaram funcionalidade e
promocao da saude intestinal, indicando que estes oligossacarideos concentrados poderiam
ser aplicados no desenvolvimento de produtos funcionais derivados de leite de cabra
(OLIVEIRA et al., 2012).

A combinagdo de um ou mais prebidticos com um ou mais probidticos origina um
produto simbidtico. Na literatura, existem registros de producdo de diversos produtos
simbidticos originados a partir do leite de cabra, sendo em sua maioria diversos tipos de
queijos e iogurte (KINIK et al., 2017; COSTA et al., 2015).



2.1.4 Qualidade microbiolégica

O leite de diversos mamiferos em geral, tem um alto valor nutritivo e por isso tende a
ser um meio de cultura excelente para micro-organismos deteriorantes e patogénicos. Por
isto, deve ser obtido em rigidas condi¢cdes de higiene e imediatamente refrigerado, com
posterior tratamento térmico (WESCHENFELDER et al., 2016).

A cadeia de produgao de lacteos em geral envolve uma série de riscos, o que torna
este tipo de produto uma fonte usual de micro-organismos patogénicos. Além da
contaminagcdo primaria durante a criagdo do animal, existem pontos criticos durante o
processamento, transporte e armazenamento dos produtos finais (AGRIMONTI et al., 2017).

Durante o processo de ordenha, além da importancia do uso das técnicas de boas
praticas, € necessario realizar a contagem de células somaticas, que indica se o animal
possui algum processo inflamatério, em especial, mastite. Para cabras, utiliza-se um valor
aceitavel de até 300.000 células/ml. Acima deste valor, existe o risco da presenca de
patdégenos e possiveis toxinas no leite, trazendo riscos a saude do consumidor e reduzindo
o preco de venda do leite, ou até mesmo inviabilizando seu consumo (SILANIKOVE et al.,
2010).

As condi¢cdes higiénico-sanitarias no processo de obtencdo do leite estao
diretamente relacionadas com o0s pardmetros microbiolégicos do produto, e
consequentemente com a qualidade do produto final. Os processos lipoliticos decorrentes
da agao bacteriana resultam na degradagdo de acidos graxos e formagao de compostos
volateis, gerando alteragdes nas caracteristicas sensoriais (QUEIROGA et al., 2007).

A microbiota natural do leite de cabra cru é composta em sua maior parte por
bactérias acido-laticas, como espécies dos géneros Lactococcus e Lactobacillus, e por
membros da familia Enterobacteriaceae. A composi¢cao microbiolégica pode variar de
acordo com a estacdo do ano em que o leite foi coletado, devido as mudancas na
alimentacao e saude do animal relacionadas a temperatura do ambiente (QUIGLEY, et al.,
2013).

A Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) N° 12 de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprova o regulamento técnico sobre padrbes microbioldgicos
para alimentos. No grupo de alimentos denominado leite de bovinos e de outros mamiferos
e derivados, sdo indicados os micro-organismos que devem ser pesquisados, assim como
seus valores de tolerancia maximos, para que a qualidade minima do produto seja garantida
(Tabela 4). Para leite fluido pasteurizado, a recomendacdo € que sejam pesquisados
coliformes termotolerantes e Salmonella spp. Ja para queijos, a orientacao varia de acordo

com o tipo e a umidade de cada produto. Em geral, devem ser avaliados coliformes



termotolerantes, estafilococos coagulase positiva, Listeria monocytogenes e Salmonella spp.
(BRASIL, 2001).

Tabela 4: Padrdes microbiolégicos para leite pasteurizado

Grupo de alimentos: Leite de bovinos e de outros mamiferos

Tolerancia Tolerancia para
Micro-organismo para amostra amostra representativa
Leite indicativa
pasteurizado n c m M
Coliformes a 45°C/g (mL) 4 5 1 2 4
Salmonella sp./25g (mL) Aus 10 0 Aus -

Legenda: Aus — Auséncia. Fonte: RDC 12 de 2001 (BRASIL, 2001). n: numero de amostras
de um determinado lote em que devem ser realizadas as analises indicadas. c: niumero de
amostras que podem apresentar valores entre m e M sem reprovacdo do lote. m: valor

intermediario. M: valor maximo.

No ano de 2018 houve um processo de revisdo na RDC 12 de 2001, através da
Consulta publica n® 542, onde importantes mudancas estruturais foram observadas durante
seu processo de consulta publica. Para leites pasteurizados em geral, o Unico parametro
exigido é a contagem de enterobactérias (Enterobacteriaceae/ml), apresentando um limite
de 10 UFC/mL como critério microbioldgico de higiene. Para queijos e outros derivados
lacteos em geral, a RDC proposta sugere a pesquisa de Salmonella sp., enterotoxina
estafilococica, estafilococos coagulase positiva e Escherichia coli, além de indicar a
pesquisa de bolores e leveduras para alguns produtos do género (BRASIL, 2018).

Para o leite caprino cru, a Instrucdo Normativa N° 37 de 31 de outubro de 2000
descreve um padrao aceitavel de contagem padrao em placas (CPP), assim como padrdes
de qualidade fisico-quimicos, descritos na Tabela 5 (BRASIL, 2000).

O leite de cabra cru é frequentemente relacionado na literatura a presenga de
Staphylococcus aureus enterotoxigénico e Escherichia coli produtora de toxina Shiga
(STEC). Ainda, é ocasionalmente relacionado a presenca de Listeria monocytogenes,
Campylobacter spp., e outros micro-organismos dos géneros Salmonella e Cronobacter,
ressaltando que o consumo de leite cru € um problema de saude publica (OSMAN et al.,
2013; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2015).



Tabela 5: Padrbes de qualidade para leite de cabra in natura, segundo a IN 37/2000

Padrao microbiolégico

Contagem padrao em placas (CPP) Maximo de 500000 UFC/ml

Padroes fisico-quimicos

Acidez, % acido latico 0,13-0,18
Sélidos ndo gordurosos, % m/m Minimo 8,20
Densidade a 15°C 1,0280 - 1,0340
Proteina total, % m/m Minimo 2,8
Lactose, % m/m Minimo 4,3
Cinzas, % m/v Minimo 0,7

Fonte: IN 37 de 2000 (BRASIL, 2000). Observacao: para leite de cabra cru congelado, a

faixa aceitavel de acidez vai de 0,11 a 0,18, em % de acido latico.

A nivel nacional, estudo recente avaliou a qualidade microbiolégica do leite caprino
cru na Paraiba, sendo obtidas contagens acima do considerado toleravel de mesdfilas totais
e de coliformes, indicando falhas no processo higiénico de ordenha. Ainda, foram
detectadas contagens significativas de Staphylococcus aureus em cerca de 5% das
amostras, revelando um potencial problema relacionado a produgdo de toxinas por estes
micro-organismos e associagdo com mastite no animal, pois este micro-organismo € o mais
relacionado a esta infeccdo. Salmonella enterica foi isolada em 1,3% das amostras
pesquisadas, revelando a variedade e gravidade dos patégenos encontrados no leite
caprino cru (MONTE et al., 2016).

Outros estudos exibem resultados igualmente preocupantes. Em Sao Paulo, foi
detectada alta prevaléncia (cerca de 35%) e diversidade de micro-organismos do género
Staphylococcus, além de representantes das enterobactérias, ambos frequentemente
associados a surtos alimentares e potenciais riscos a saude humana (MACHADO et al.,
2018).

Em um estudo realizado no Rio Grande do Norte, houve prevaléncia de coliformes e
estafilococos em mais de um quarto das amostras de leite cru analisado, além da presenca
de micro-organismos psicrotréficos, que se revelam um importante problema para a
industria, ocasionando perdas em razdo da producédo de enzimas proteoliticas e lipoliticas
que desestabilizam o produto e acarretam perda de qualidade, reduzindo sua vida util
(SILVA et al., 2017).
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2.2 BACILOS GRAM-NEGATIVOS

Os bacilos Gram-negativos sdo considerados importantes agentes causadores de
infeccdes hospitalares, e os mais relevantes sdo frequentemente relacionados a area de
alimentos, exibindo maior capacidade de disseminacdo quando comparados aos cOcos
Gram-positivos (HERNANDEZ-GOMEZ et al., 2013). S&o divididos em dois grandes grupos,

os fermentadores e os nao-fermentadores, como exibido na Figura 2.

Bacilos Gram- 1
negativos J

MEo-
fermentadores

Fermentadores

Oxidase - Cwidase + Cxidase - Oxidase =
—
£ Ex: b £
X . :
# Preudomonas
Enterobacterigceae Aeromonas Acaneq‘o.:bacher 2
Plesiormonds Stenotrophomonas Campylobacter

Vibrio

Figura 2: Classificacdo dos bacilos Gram-negativos e exemplos de seus representantes

mais relevantes.

Para realizar a identificagdo de micro-organismos, um método que atualmente vem
ganhando destaque é a espectrometria de massas MALDI-TOF (ionizacdo e dessorgao a
laser assistida por matriz — tempo de vdo). A técnica consiste em inserir a cultura bacteriana
diretamente em uma placa metalica, onde ocorre uma mistura com uma matriz composta de
acido a-ciano-4- hidroxicinamico (HCCA), com posterior cristalizacdo da amostra em
conjunto com a matriz (Figura 3). A partir disto, a placa é inserida no espectrdmetro de
massas e feixes de laser sdo emitidos, ocasionando a evaporagdo da amostra com
liberagdo de proteinas ionizadas de diferentes cargas e massas. Assim, estas sao
acelerados por um campo eletrostatico até um tubo metalico com atmosfera de vacuo, onde

percorrem a distancia até o detector em fungéo do binbmio massa/carga, gerando diferentes
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espectros com base no micro-organismo em questdo. Assim, 0 equipamento compara o
espectro obtido com um vasto banco de dados, exibindo a identificagdo precisa do micro-
organismo. Este método se revela altamente confiavel e agil, podendo exibir resultados em
menos de uma hora (CROXATTO, PROD’HOM & GREUB, 2012).

Colonias do
Microrganismo

Microrganismo
aplicado a placa

Microrganismo recoberto
por matriz de HCCA

Obtencdo do espectro de
massa por MALDI-TOF

Comparagao com espectros de
referéncia de base de dados

Identificagdo da espécie —

¥

Figura 3: Esquema de funcionamento do MALDI-TOF (Fonte:
https://sbmicrobiologia.org.br/wp-content/uploads/2015/09/Revista23.pdf).

2.2.1 Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae € composta por 53 géneros e mais de 170 espécies
descritas. Sao bastonetes Gram-negativos, ndao formadores de esporos e anaerébios
facultativos. Possuem flagelos peritriquios, com excegao de algumas espécies imoveis. No
geral, possuem caracteristicas como temperatura étima de crescimento de 37°C e produzem
acido ao fermentar a glicose. Alguns géneros patogénicos se revelam de grande importancia
clinica, como Enterobacter e Salmonella, assim como as espécies E. coli e Klebsiella
pneumoniae (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2015).
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No Brasil, a Instrugdo Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), descreve o procedimento recomendado
para a contagem de enterobactérias em alimentos, que emprega o uso do Agar VRBG
(Violet Red Bile Glucose) (BRASIL, 2003). O grupo dos coliformes também fermenta a
lactose, porém outras espécies da familia Enterobacteriaceae fermentam apenas a glicose.
Assim, o agar VRB (Violet Red Bile Agar), indicado para detec¢do de coliformes, teve a
lactose substituida pela glicose em sua composi¢ao, dando origem ao agar VRBG, indicado
para deteccao de todas as enterobactérias. O pH do meio é diminuido devido a fermentagao
da glicose pelas enterobactérias, acarretando em coldnias de tom rosado, em virtude da
presenga do indicador vermelho neutro na formulacao (Figura 4). Ainda, ocorre a formacgao
de halos devido a precipitagdo dos sais biliares. Os micro-organismos Gram-positivos sao
inibidos pela presenca do cristal violeta e dos sais biliares (CORRY, CURTIS & BAIRD,
2003).

b R
W S

Figura 4: Coldnias tipicas de enterobactérias em agar VRBG (Fonte:

http://separations.co.za/products/vrbg-agar/).

O agar VRBG também ¢é associado a recuperagao de micro-organismos do género
Pseudomonas, segundo a farmacopeia internacional da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS). Este meio ¢é indicado para uso com bactérias Gram-negativas tolerantes a bile, e
possui as propriedades de promotor de crescimento e indicador dos micro-organismos
abordados (WHO, 2017).
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Os coliformes sdao um grupo de micro-organismos utilizados frequentemente como
indicadores, com a finalidade de verificar a condicdo microbiologica geral da amostra. Os
micro-organismos desse grupo se caracterizam por serem fermentadores de lactose com
producao de acido e gas a 32-35°C, sendo denominados coliformes totais. Ainda, existem
aqueles que conseguem fermentar a lactose até a temperatura de 45°C, sendo identificados
como coliformes termotolerantes. Neste ultimo grupo, destaca-se a importancia da espécie
Escherichia coli, que indica contaminagao fecal devido a sua origem exclusiva das fezes.
Quase todos os membros do grupo coliforme pertencem a familia Enterobacteriaceae
(sendo os principais os géneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter), com
excecao de integrantes do género Aeromonas. O uso deste grupo como indicadores em
produtos lacteos vem sendo debatido na comunidade cientifica e novas solugdes tém sido
propostas, como o uso do chamado “Grupo EB” ou Enterobactérias totais, que compreende
todos os membros da familia Enterobacteriaceae, incluindo assim o grupo coliforme e sem
os representantes do género Aeromonas, e como a contagem de Gram-negativas totais, que
inclui todas as enterobactérias e os outros Gram-negativos nao fermentadores, como o
género Pseudomonas, importante indicador relacionado a formagédo de biofilme e maior
género associado a contaminagdo pds-processamento na industria de lacteos. Em relacao
aos coliformes, o0 uso do grupo EB se torna vantajoso por detectar um nimero maior de
possiveis contaminantes pds-pasteurizacdo. Ambos 0s grupos propostos, apesar de
incluirem patdégenos, sao considerados indicadores higiénico-sanitarios (MARTIN et al.,
2016).

Acompanhando a discuss&o da comunidade cientifica mundial, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Consulta publica n°® 542, de 17 de julho de
2018, propbés a completa retirada do grupo coliformes do Regulamento técnico sobre
padrboes microbiolégicos para alimentos, sugerindo a substituicdo por pesquisa de
Enterobacteriaceae e Escherichia coli em ambito nacional (BRASIL, 2018).

Embora ndo haja diferenca significativa na prevaléncia de coliformes nos leites
bovino, caprino e ovino, queijos feitos com leite de cabra tendem a apresentar uma
probabilidade maior de deteccdo de coliformes. Isso pode se justificar devido a fatores
intrinsecos do leite e queijo caprinos, procedimento de produgao do queijo e menos recursos
disponiveis pelos produtores de queijos caprinos, com relagdo a seguranca de alimentos
(TRMCIC et al., 2016).

No leite cru, coliformes sdo encontrados em 98% das amostras. Se detectados mais
de 10.000 UFC/mL supde-se que haja uma correlagdo com praticas inadequadas de

higiene, refrigeracéo ineficiente do produto ou condicdo de mastite no animal. No leite
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pasteurizado, a presencga de coliformes indica contaminacao pds-pasteurizacio, relacionada
a formacéo de biofilme, ou falha no processo térmico (MARTIN et al., 2016).

E. coli € um micro-organismo comensal, habitando o intestino humano e animal em
uma relacdo de beneficios mutuos, sendo o principal indicador de contaminagao fecal
(TCHAPTCHET e HANSEN, 2011). Existem seis principais categorias de E. coli
patogénicas: produtora de toxina Shiga (STEC), enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica
(ETEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e de adesdo difusa (DAEC)
(MATHUSA et al., 2010).

Um sorotipo da classe de E. coli STEC é a mundialmente conhecida E. coli O:157H7,
que possui alta viruléncia e € de grande relevancia com relagdo a segurancga da industria
lactea. STEC ¢é o tipo de E. coli mais relacionado a doencas de origem alimentar. Seu
principal fator de viruléncia é a producao de citotoxinas Shiga 1 e 2 (Stx1 e Stx2). Alguns
sorotipos podem crescer no leite sob temperaturas de refrigeracao de até 6°C, e a E. coli
0O157:H7 pode sobreviver por meses em sorvetes, frutas e carnes congeladas a -20°C.
Segundo estudos publicados, cerca de 50% das cabras sdo portadoras de STEC de
diversos sorotipos envolvidos em doenca humana e sua presenca é frequente em leite cru e
queijos de cabra, podendo ocasionar desde diarreia branda até casos mais graves, como a
sindrome hemolitica-urémica, relacionada a anemia e faléncia dos rins (FARROKH et al.,
2013).

Estudos recentes realizados em leite bovino cru e pasteurizado detectaram presenca
de STEC, incluindo fendtipos resistentes e multirresistentes a antimicrobianos, além de
Klebsiella oxytoca e Enterobacter cloacae (NTULI, NJAGE & BUYS, 2016). Ainda, é
evidenciada a facilidade de se isolar Salmonella spp. de amostras lacteas comerciais
(SARKAR, 2015).

Pesquisas na Europa avaliaram cerca de 800 amostras de leite de cabra cru, das
quais cerca de 6% apresentaram STEC. A presenga também foi detectada em queijos
produzidos a partir do leite cru, ressaltando assim que o uso do leite cru continua sendo um

importante veiculo de transmissao de STEC para humanos (STEPHAN et al., 2008)

2.2.2 Género Pseudomonas

Pseudomonas sao bastonetes Gram-negativos ubiquos que constituem o maior
género de bactérias encontradas em alimentos in natura. A presenga em alimentos pode ser
percebida por eventual produgdo de pigmentos azul-esverdeados. Algumas cepas de
relevancia em alimentos que eram classificadas dentro do género Pseudomonas agora

pertencem a outros géneros, como Stenotrophomonas e Burkholderia (JAY, 2005).
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O género Pseudomonas é extremamente relevante na deterioragdo do leite cru,
especialmente por serem psicrotréficos, se multiplicando com eficiéncia durante o
armazenamento refrigerado (crescem entre 4 e 42°C, com temperatura étima a 20°C), e
apresentarem atividade proteolitica e lipolitica. Pseudomonas sp. possuem uma grande
diversidade genética e variedade metabdlica, permitindo seu desenvolvimento em
ambientes diversos, incluindo superficies e equipamentos usados na cadeia produtiva
lactea. As espécies P. fluorescens, P. aeruginosa e P. putida sao consideradas pela
literatura como as mais relevantes no leite (SCATAMBURLO et al, 2015).

Dentre os micro-organismos psicrotréficos usualmente encontrados no leite, as
espécies do género Pseudomonas possuem o menor tempo de geragdo a temperaturas
entre 0 e 7°C, justificando sua prevaléncia. P. fluorescens é a espécie mais isolada em
produtos lacteos e a que mais produz enzimas deteriorantes (FERREIRA et al., 2012).

Embora os micro-organismos do género sejam inativados por eventuais tratamentos
térmicos posteriores, as enzimas produzidas se mostram termorresistentes, resistindo até
mesmo a tratamentos de temperatura ultra alta (UHT), e podem deteriorar o leite durante as
etapas seguintes de armazenamento e transporte. A metaloprotease AprX € uma das
enzimas produzidas, ocasionando a hidrélise da caseina, especialmente a fracdo k-caseina,
e resultando em importantes modificagdes fisico-quimicas e organolépticas, causando
alteracbes na aparéncia, odor e sabor, instabilidade térmica e perda de rendimento na
producdo de queijos, além do impacto no rendimento industrial. Os efeitos causados em
decorréncia da deterioragao provocada por Pseudomonas sp variam consideravelmente de
acordo com cada cepa e condigdes de crescimento (FERREIRA et al., 2012; MENG et al,
2018).

A espécie Pseudomonas aeruginosa é a mais relevante do género do ponto de vista
da saude humana. E relacionada & infecgdes em pacientes com fibrose cistica e altamente
relacionada a infec¢des hospitalares, além de apresentar resisténcia instrinseca e adquirida
a muitos antimicrobianos (MORADALI, GODS & REHM, 2017).

2.2.3 Género Acinetobacter

As bactérias do género Acinetobacter sdo cocobacilos Gram-negativos e se dividem
em mais de 50 espécies, sendo Acinetobacter baumannii a de maior relevancia e altamente
associada a infecgdes hospitalares e pneumonia aspirativa. Os micro-organismos do género
sdo ubiquos, podendo ser encontrados em diversos ambientes, alimentos, animais e
humanos, e tém sido reportados em alimentos nos ultimos anos, sendo encontrados em
carnes, vegetais e lacteos (ATROUNI et al, 2016; WONG et al., 2016).
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O género Acinetobacter é associado a alta taxa de mortalidade em infecgdes
hospitalares e a expressao de multirresisténcia, sendo suas espécies boas competidoras na
microbiota de matrizes alimentares devido a varios fatores como capacidade de formacao de
biofilme e sobrevivéncia por longos periodos em superficies (AMORIM & NASCIMENTO,
2017°).

Apesar de pouco relacionado a alimentos, as bactérias do género Acinetobacter ja
foram reportadas, embora poucas vezes, também em leite. Estudos asiaticos mostram que
centenas de isolados, especialmente A. baumannii, de leite bovino cru apresentaram
multirresisténcia a uma vasta gama de antibiéticos (GURUNG et al., 2013; TAMANG et al.,
2014).

Em estudo recente, cepas multirresistentes a antimicrobianos (MDR), resistentes
inclusive a carpanenémicos, do complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus foram
encontradas em férmulas infantis e utensilios de lactario em hospital publico no Rio de
Janeiro, ressaltando o alarmante problema de saude publica associada a este género
(ARAUJO et al., 2015).

2.3 RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EM ALIMENTOS LACTEOS

Em bovinos e caprinos em lactacdo, € usual o tratamento de mastites e outras
infeccbes com antibidticos. Porém, o uso indiscriminado e muitas vezes sem o
acompanhamento de um médico veterinario ocasiona superdosagem ou rota de
administracdo inadequada (BELTRAN et al, 2013). Ainda, pode ocorrer o uso de
substancias ndo adequadas para o animal em questdo ou o descumprimento do tempo de
nao utilizagdo do leite apds a administragcdo do medicamento, gerando residuos no leite
obtido (BELTRAN et al, 2014). A associagdo do uso de antimicrobianos nos animais com o
desenvolvimento de multirresisténcia pelos micro-organismos tém desencadeado estudos
no sentido de buscar alternativas para o tratamento de infecgdes, especialmente de mastite,
com o objetivo de reduzir a administracdo destes farmacos (KROMKER e LEIMBACH,
2017).

A presenca de residuos de antibiéticos no leite € um problema de saude publica que
pode acarretar reacbes alérgicas em individuos sensiveis e tem efeitos negativos na
microbiota intestinal humana. Ainda, estes residuos podem causar desordens intestinais,
problemas no figado e escurecimento dos dentes. Do ponto de vista ambiental, estes

residuos de antibidticos em produtos animais acarretam na poluicdo do meio ambiente e da
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agua, além de desenvolver resisténcia aos micro-organismos presentes no ambiente
(MOGHADAM et al., 2016).

Segundo o Codex Alimentarius, é recomendado que quando animais leiteiros sao
tratados com antibidticos o leite produzido seja descartado por um periodo de seguranga,
que pode ser de dias ou semanas dependendo do medicamento. Ainda, ressalta que o
tratamento e a prevencdo de doencas no rebanho devem ser realizados apenas com
medicamentos veterinarios autorizados, visando a inocuidade e idoneidade do leite (WHO,
2018).

A Instrugdo Normativa n° 62, de 29 de dezembro de 2011 do MAPA (que sera
revogada em Maio de 2019, sendo substituida pela IN n°. 77 de 26 de Novembro de 2018)
proibe a administracdo de medicamentos no animal em lactagédo, além de orientar que o
animal que esteja sendo tratado com droga veterinaria seja afastado da producao pelo
periodo recomendado pelo fabricante da droga, com o objetivo de que nao haja residuos
desta acima do permitido no leite. Ainda, exige a pesquisa peridédica mensal de residuos
antibiéticos em leite cru, ndo devendo haver presenca destes em quantidade superior aos
limites maximos de residuos (LMR), especificados na Tabela 6. (BRASIL, 2011).

O MAPA possui uma ferramenta de gerenciamento de risco denominada Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC/Animal), onde séo elaborados
planos de amostragem de carnes, pescados, ovos, leite e mel, buscando contaminantes
quimicos, micotoxinas, agrotoxicos e drogas veterinarias, como os antimicrobianos. A
ANVISA complementa o monitoramento com o Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem animal (PAMVET) (BRASIL, 2017;
BRASIL, 2009)

No PNCRC 2016, foi detectada uma concentracédo quatro vezes maior de ivermectina
do que o limite maximo de residuo em leite bovino (concentracdo de 37,5 ug/L, sendo o
LMR igual a 10 pg/L). Em caso de violagdo dos limites, sdo abertos programas de
investigagdo da causa, onde a propriedade é fiscalizada e sancionada administrativamente,
com o objetivo de controle futuro. Estas propriedades entram em um regime especial de
testes, onde lotes sao retidos até que se obtenha conformidade. No PNCRC 2017, foram
encontrados resultados igualmente preocupantes, chegando a concentragbes superando em
dez vezes o LMR de antibiéticos, como para espiramicina (concentragdo de 1117 pg/L,
sendo o LMR de 200 ug/L), ivermectina (concentragdo de 38 pg/L) e cloxacilina
(concentragdo de 305 pg/L, sendo o LMR de 30 pg/L) (BRASIL, 2018?).
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Tabela 6: Limites maximos de residuos de antimicrobianos para leite.

Grupo de antimicrobianos Antimicrobiano LMR (ug/L) Referéncia
Ampicilina 4 Mercosul
Beta-lactamicos - Amoxicilina 4 Mercosul
penicilinas Oxacilina 30 UE
Cloxacicilina 30 UE
al Cefapirina 60 UE
Beta-lactamicos -
Cefazolina 50 UE
Cefalosporinas
Cefoperazone 50 UE
Aminoglicosideos Estreptomicina 200
Mercosul
Neomicina 500
Macrolideos Eritromicina 40 Mercosul

Oxitetraciclina

Tetraciclinas Tetraciclina 100 Mercosul

Clortetraciclina

Cloranfenicol 0 Mercosul
Tianfenicol 50 UE

Anfenicois

) Sulfametazina
Sulfonamidas 100 Mercosul

Sulfametoxina

Legenda — UE: Unido Européia. Fonte: Programa de Analise de Residuos de Medicamentos

Veterinarios em Alimentos de Origem animal (PAMVET).

Para monitorar os residuos de antibidticos em leite, sdo usadas técnicas
imunoldgicas, de inibicdo microbioldgica e instrumentais, especialmente a cromatografia
liguida de alta eficiéncia, sendo um método que apresenta facilidade de separacao,
identificacdo e quantificacdo de cada antibidtico separadamente. Em uma analise de dez
anos de pesquisas do género realizadas pela comunidade cientifica no Brasil, foram
observados resultados entre 1% e 65% de amostras positivas em leite pasteurizado e cru
em varias regides do pais, utilizando-se varios métodos de quantificagido, resultando em
uma meédia de 8% de contaminag¢ao nacional (TROMBETE, SANTOS E SOUZA, 2014).

Existem alguns testes rapidos com a finalidade de detec¢ao de antimicrobianos em
produtos lacteos, dentre eles, o Delvotest®, referéncia mundial no ramo. O Delvotest® T se
baseia em micro tubos contendo meio de cultura sélido com glicose e purpura de

bromocresol, onde sao pré-inoculados esporos de Geobacillus stearothermophilus, espécie
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esta que apresenta alta sensibilidade especialmente aos antibidticos beta-lactamicos
(ROMERO et al, 2014). Com a adigdo da amostra com substancia antimicrobiana, os
esporos ndo germinardo e a aparéncia de coloracdo arroxeada do meio de cultura se
manterd. Na condi¢cdo de nao haver substancia inibitoria, o esporo germinara e produzira
acido decorrente da fermentacao da glicose, alterando o pH do meio e consequentemente
sua coloracao para amarelo (Figura 5) em virtude da presenca do indicador de pH purpura
de bromocresol (BION et al, 2016).

Figura 5: Interpretacdo de resultados do teste DelvoTest® T. As coloragdes roxa e
amarela, representam, respectivamente, presenca e auséncia de residuos. Este teste se
aplica a uma grande variedade de tipos de leite (ovelha, vaca, cabra, bufala) e é capaz de
detectar residuos de substancias antimicrobianas em geral, incluindo sulfonamidas.
Apresenta limites de sensibilidade definidos para Penicilina, sulfodiazina e oxitetraciclina.

(Fonte: http://www.carbon.ie/contentfiles/delvotest%20sp%20nt%20procedure_en.pdf)

Os residuos de antibidticos no leite ndo sao eliminados termicamente por processos
de beneficiamento, representando assim perigos quimicos e deficiéncia tecnolégica nos
derivados eventualmente produzidos com a matéria prima contaminada, pois as culturas
eventualmente empregadas sao inibidas. Por tras do uso indiscriminado de antibidticos nos
animais, ainda pode ocorrer a adigao proposital desses medicamentos, com o objetivo de
encobrir a qualidade sanitaria do produto e aumentar seu prazo de validade (SANTOS,
CRUZ e BRANDAO, 2015).

Outro fato preocupante consiste na venda de leite sem inspecdo governamental,
principalmente em cidades pequenas. No pais, ha uma tendéncia de aumento no consumo
de leite orgéanico, pois € livre de residuos antibiéticos, ja que os animais ndo podem ser

tratados com estes medicamentos. Porém, estudo recente indicou contaminagdo por
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antibidticos em leite organico, indicando necessidade de supervisdo destes produtores
(TROMBETE, SANTOS E SOUZA, 2014).

2.4 CARACTERIZAGAO DOS BACILOS GRAM-NEGATIVOS

2.4.1 Resisténcia a antimicrobianos

Um microrganismo pode ser classificado de acordo com a quantidade de classes de
antibioticos a qual apresenta resisténcia. Um isolado é classificado como multirresistente a
antimicrobianos (MDR) quando nao é suscetivel a pelo menos um antibiotico de trés classes
diferentes, enquanto um isolado extensivamente multirresistente (XDR) ndo é suscetivel a
pelo menos um antimicrobiano de todas as classes, com exce¢do de duas. Ainda, um
isolado pan-resistente (PDR) nao é suscetivel a um antimicrobiano de todas as classes
definidas. Para cada grupo ou género de micro-organismos, sdo definidas classes e
antimicrobianos especificos de maior relevancia. Ainda, é importante o conceito de
resisténcia intrinseca, no qual determinadas espécies microbianas apresentam resisténcia
natural a determinados antibioticos (MAGIORAKOQOS et al., 2012).

Para se avaliar a condigao de resisténcia de um isolado, o método mais utilizado é a
difusdo em disco, onde discos impregnados com antimicrobianos sao inseridos em placas
com agar Mueller Hinton e apds a incubagdo, sdo produzidos halos de inibicdo de
crescimento, sendo estes relacionados com o padronizado pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) para cada grupo de micro-organismos (CLSI, 2018).

A evolugdo da resisténcia microbiana vem crescendo e os medicamentos para
tratamento de infeccbes estdo cada vez mais escassos, visto que a industria farmacéutica
nao consegue acompanhar o ritmo dessa evolugdo com relacdo a criagdo de novos
antibidticos. A disseminagao de micro-organismos multirresistentes é acentuada por controle
ineficaz destes, pelo uso indiscriminado de antimicrobianos e pela pressdo seletiva
(sobrevivéncia continua das cepas resistentes, fazendo com que estas se tornem maioria
em determinado ambiente) associada ao uso de antibidticos, favorecendo determinados
genes (PATZER et al., 2015). Muitos genes de resisténcia sao localizados em elementos
genéticos modveis, como plasmideos conjugativos (moléculas circulares de DNA que atuam
principalmente em fungdes adaptativas) e transposons (segmentos de DNA que se
deslocam de um sitio a outro dentro do genoma), permitindo uma rapida disseminacao da
resisténcia entre as bactérias (SKOCKOVA et al., 2015).
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Os bacilos Gram-negativos apresentam resisténcias intrinsecas e adquiridas a
antimicrobianos, sendo estas determinadas tanto por mutagdes cromossémicas quanto por
transferéncia de genes entre diferentes espécies (HERNANDEZ-GOMEZ et al., 2013).

As classes de antibidticos mais utilizadas no tratamento de patégenos e
consequentemente nos testes de difusdo em disco, sdo os beta-lactdmicos, tetraciclinas,
fenicois, quinolonas e aminoglicosideos (MAGIORAKOS et al., 2012).

Os carbapanémicos (imipenen, meropenen, doripenem) sao a classe de antibidticos
mais usados no tratamento de infecgcbes causadas por micro-organismos patogénicos da
familia Enterobacteriaceae produtores de enzimas inativadoras de antimicrobianos,
especialmente E. coli e Klebsiella sp. Esta classe de farmacos pertence ao grupo dos
antibioticos B-lactdmicos, que além dos carbapanémicos, abrange as penicilinas,

cefalosporinas e monobactamicos, como ilustrado na Figura 6 (GAZIN et al., 2012).
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Figura 6: Subclasses da classe de antibiéticos beta-lactamicos. Fonte: Williams (1999).

Nos ultimos anos tem se observado um problema de saude publica mundial, onde
cada vez mais estudos revelam enterobactérias MDR, incluindo produtoras de B-lactamases
de espectro estendido (ESBL), que sido capazes de hidrolisar os antibiéticos beta-
lactamicos, incluindo as cefalosporinas de terceira e quarta geragdo e os monobactams
(BRASIL, 2013). A enzima B-lactamase hidrolisa o anel B-lactdmico dos antimicrobianos,
que é a estrutura responsavel pela atividade bactericida. O mecanismo de inativacdo é

ilustrado na Figura 7. A B-lactamase de espectro estendido é capaz de hidrolisar
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cefalosporinas de terceira geracdo e monobactamicos e o gene responsavel pela produgao

da enzima é facilmente transferido entre os micro-organismos (SKOCKOVA et al., 2015).
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Figura 7: Mecanismo de hidrolise de antibiotico beta-lactdmico por ESBL. Um aminoacido
presente na enzima (serina) se liga ao oxigénio da dupla ligacdo do anel beta-lactadmico,
rompendo sua cadeia fechada. Legenda: Ser — serina. Fonte: adaptado de Livermore
(1995).

Ja as enzimas carbapenemases, em especial as Klebsiella Pneumoniae
carbapenemases (KPC), sdo capazes de hidrolisar também os carbapenémicos, além dos
demais B-lactdmicos (BRASIL, 2013).

Infeccbes com enterobactérias MDR, especialmente as produtoras de ESBL e KPC,
sdo associadas a alta taxa de mortalidade e longa permanéncia em hospitais. Essas
infeccbes geralmente sdo relacionadas ao sistema urinario (BHAT, MULKI e
RAMAMURTHY, 2017).

Em estudos recentes, verificou-se a presenca de EPEC, EAEC e EHEC em leite, das
quais grande parte apresentou resisténcia a ampicilina e carbenicilina, pertencentes a sub-
classe das penicilinas na classe dos beta-lactamicos. Ainda, foi verificada a producio de
ESBL, indicando que podem ocorrer mecanismos de transferéncia génica e consequente
propagacdo da multirresisténcia a antimicrobianos entre os micro-organismos presentes
(HINTHONG et al, 2017; IBRAHIM et al, 2016).

Em avaliagdo de psicrotroficos isolados de leite cru, membros da familia
Enterobacteriaceae (Serratia marcescens e Hafnia alvei) e diversas espécies do género
Pseudomonas apresentaram altas taxas de resisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos, incluindo carbapenémicos (DECIMO, SILVETTI & BRASCA, 2016).

2.4.2 Producgao de biofilme

Na cadeia de producado alimentar, superficies industriais Umidas se revelam como

otimos ambientes de desenvolvimento de micro-organismos, que se organizam
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espacialmente em uma estrutura denominada biofilme. A maioria dos micro-organismos
patogénicos sao capazes de formar biofilme, em uma grande variedade de materiais e
condicdes ambientais das plantas de produgdo. Sdo usualmente detectados, na industria
lactea e de ovos, biofilmes formados por E. coli, S. aureus e os géneros Shigella,
Pseudomonas e Listeria. Os biofilmes relacionados a alimentos sdo polimicrobianos, pois
nao ha ambiente estéril como na produgdo de medicamento, por exemplo. (BRIDIER et al,
2015).

O biofilme pode ser definido como uma comunidade bacteriana imersa em uma
matriz polimérica produzida pelos proprios micro-organismos, composta de DNA
extracelular, proteinas, polissacarideos e agua. A adesina intercelular polissacaridica é o
componente mais relacionado a adesdo das células. Um estudo realizado em planta de
produgdo de lacteos caprinos revelou a capacidade de micro-organismos do género
Staphylococcus produzirem biofilme (LIRA et al., 2015).

A formacao do biofilme se da por meio de etapas sequenciais: adesdo, expansao,
maturagao e dispersao, como exibido na Figura 8. Inicialmente, o micro-organismo formador
de biofilme aumenta sua populagdo e se adere a superficie por meio de flagelos e pili. O
desenvolvimento do biofilme se inicia com ligagbes com a superficie, podendo estas serem
reversiveis (forgcas de Van der Waals, forgas eletrostaticas ou interagbes hidrofébicas) ou
irreversiveis (forgas dipolo-dipolo, ligagbes de hidrogénio ou ligacdo covalente). A partir
disto, as células produzem o material polimérico, formando um aglomerado tridimensional.
Com o biofilme maturado, células se desligam do aglomerado e retornam ao ambiente
(COUGHLAN et al, 2016).

PNy,

Figura 8: Mecanismo de formacao do biofilme. a) com uma alta densidade populacional, as
células se aderem a superficie na etapa de adesao. b) no desenvolvimento, as células se
multiplicam e podem aderir irreversivelmente, desenvolvendo a estrutura do biofilme. c) na

etapa de maturacao, formam-se aglomerados tridimensionais e ocorre a produg¢ao da matriz
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polimérica. d) na dispersao, células retornam ao ambiente de entorno da superficie (Fonte:
Adaptado de COUGHLAN et al, 2016).

A matriz polimérica exerce fungao fundamental no processo, concentrando nutrientes
para consumo das células, exercendo resisténcia fisica contra antimicrobianos e prevenindo
a dessecacao do aglomerado (COUGHLAN et al, 2016).

Além de ser uma potencial fonte de contaminacéao, o biofilme ainda pode aumentar a
velocidade de corrosdo do material, reduzir a transferéncia de calor e aumentar o fator de
atrito do fluido em escoamento, além de poder causar um bloqueio mecanico na tubulacao
da planta de processo. No caso especifico de produtos lacteos, sdo frequentemente
reportadas ocorréncias de biofilme nas linhas de produto, tanques de estocagem, trocadores
de calor e sistemas de separacdo, como ultrafiltracdo e sistema de osmose reversa
(MOGHA et al., 2014).

Patogenos de importancia em alimentos sao frequentemente associadas a formacgao
de biofilme relacionado a produtos lacteos, como STEC, sendo o sorotipo O157:H7 ou nao.
E importante realizar estudo de eficiéncia dos sanitizantes que serdo empregados na planta
industrial, pois sabe-se que se usados da maneira correta e em concentracbes adequadas,
apresentam resultados satisfatorios. Do contrario, serdo removidas apenas as células
superficiais do biofilme (LIMA et al., 2015).

Além do controle quimico, existem técnicas mecénicas e bioldgicas sendo estudadas
com o objetivo de evitar e eliminar a ocorréncia de biofilme, como a inje¢do de ar, aplicagao

de bacteriéfagos e uso de produtos enzimaticos (MOGHA et al., 2014).

2.4.3 Atividade proteolitica e lipolitica

Enquanto micro-organismos sdo inativados nos processos térmicos utilizados no
leite, como pasteurizacdo e aplicacdo de UHT, enzimas proteoliticas e lipoliticas
termoestaveis continuam viaveis. A atividade dessas enzimas altera as propriedades do leite
e de seus derivados (BAUR et al., 2015).

O ato de refrigerar o leite imediatamente apés a ordenha tem como objetivo inativar
0s micro-organismos mesofilos deteriorantes. Porém, longos periodos de refrigeracao
possibilitam a producdo de lipases e proteases pelos micro-organismos psicrotrofilos,
principalmente do género Pseudomonas, que resistirdo aos tratamentos térmicos
subsequentes.

A atividade lipolitica se baseia na ac¢do de lipases nos triglicerideos, gerando um

sabor amargo e odor desagradavel, em decorréncia da formacado de acidos graxos de
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cadeia curta. Esta atividade é altamente associada a Pseudomonas sp. (CAPODIFOGLIO et
al, 2016).

As proteases, por sua vez, catalisam a degradacao das moléculas de proteina em
peptideos e aminoacidos. Assim, no leite, as micelas de caseina sao hidrolisadas, levando a
desestabilizacdo do produto tratado termicamente. Essas enzimas possuem uso industrial,
nas areas farmacéutica, alimenticia e de produtos de limpeza, correspondendo a 60% da
demanda enzimatica mundial. Ainda, sdo importantes fatores de viruléncia de alguns
patdgenos, propiciando sua sobrevivéncia no hospedeiro (ABED, AUTHMAN e YASSEIN,
2016).

A principal protease produzida por Pseudomonas € a metaloprotease, expressada
pelo gene AprX. Tem sua importancia especialmente no leite, pois a disponibilidade de
calcio torna a desnaturacido da enzima mais dificil, conferindo uma maior resisténcia térmica
(STOECKEL et al., 2016).

Os micro-organismos da familia Enterobacteriaceae também sao capazes de
produzir proteases e lipases frequentemente associados a deterioragao de produtos lacteos.
Além da desestabilizagdo dos constituintes, ocorre alteragdo sensorial de cor, sabor, odor e
textura, interferindo diretamente na aceitabilidade do produto pelo consumidor (AMORIM e
NASCIMENTO, 2017?).
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3 JUSTIFICATIVA

Produtos lacteos sdo consumidos mundialmente e em todas as classes sociais,
sendo que o consumo de leite caprino se mostra em ascensao a nivel mundial, devido a sua
menor alergenicidade e melhor digestibilidade comparativamente ao leite bovino.

Ainda que controverso, ainda existe o consumo do leite cru por muitas pessoas,
inclusive idosos e criancas, e este tipo de produto & encontrado com certa facilidade no
comércio de cidades menores sem nenhum tipo de inspecdo. Por suas condigbes de
producdo e consumo, o leite caprino cru pode se revelar como um potencial reservatorio de
bacilos Gram-negativos, como espécies da familia Enterobacteriaceae, incluindo patégenos
como E. coli e Salmonella sp., e como membros do género Pseudomonas, associados a
producado de enzimas que afetam drasticamente a qualidade do leite.

Com o crescimento da produgdo e consequente reducao das areas de criagdo e
aglomeragao dos animais, tornaram-se mais frequentes as infeccbes e verminoses. Assim,
com o maior uso de antibidticos durante a criagdo, torna-se importante avaliar eventuais
residuos nos produtos finais, considerando que a presenca destas substancias pode
acarretar efeitos graves na saude humana e problemas na producgéo de derivados.

Grande parte dos bacilos Gram-negativos costumam apresentar fendtipos de
resisténcia a antimicrobianos, se mostrando como um grande perigo a saude humana, onde
os tratamentos se tornam muito mais trabalhosos e invasivos, causando alta taxa de
mortalidade especialmente em individuos imunocomprometidos.

Assim, é revelada a importancia de se avaliar a resisténcia e multirresisténcia a
antibidticos usualmente utilizados no tratamento de infeccdes, assim como relacionar estes

resultados com eventuais residuos de antibiéticos no produto final.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo realizar a identificacdo e a caracterizagdo de bacilos
Gram-negativos, especialmente enterobactérias e o género Pseudomonas, isoladas de leite
caprino cru oriundo de diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro, associando os
resultados com a presenca de residuos de antibidéticos nestes alimentos e avaliando a

qualidade microbiolégica e fisico-quimica do produto.

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar o isolamento e a identificacdo de bacilos Gram-negativos em amostras de leite
caprino cru obtidas no Estado do Rio de Janeiro;

e Realizar contagem de bactérias aerdbias mesdfilas e de bacilos Gram-negativos para
avaliacido da qualidade do leite caprino cru;

e Determinar perfil de resisténcia a antibiéticos dos isolados encontrados;

e Avaliar a produgdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e de
carbapenemases (KPC) nos isolados;

e Caracterizar os isolados com relagao a producao de biofilme, de proteases e lipases;

e Investigar a presenca de residuos de antibidticos nas amostras de leite caprino cru;

e Avaliar a relacéo entre a resisténcia ou multirresisténcia antimicrobiana com a presenca
de residuos de antimicrobianos nas amostras de leite de cabra;

e Caracterizar fisico-quimicamente as amostras estudadas, avaliando possiveis relacées
com os resultados microbiolégicos e comparando com o Padrdo de ldentidade e
Qualidade (P1Q) do produto.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas 21 amostras de leite de cabra cru (Tabela 7 e Figura 9), adquiridas
a partir de oito produtores do Estado do Rio de Janeiro (havendo amostras de cabras
diferentes, mas do mesmo produtor) e transportadas sob refrigeracdo até o Laboratério de
Microbiologia do IFRJ, em curto espago de tempo. A coleta de amostras foi realizada em
dois periodos (Marco e Agosto de 2018). Antes de iniciar os procedimentos, foi realizada a

desinfeccao das embalagens.

Tabela 7: Procedéncia das amostras de leite de cabra cru utilizadas e periodos de coleta

Procedéncia

Periodo de

Amostra (Bairro/municipio) Tipo de fornecedor coleta

01 Centro / Santo Antbdnio de Padua Estabelecimento comercial Fevereiro/2018
02 Taquara / Rio de Janeiro Estabelecimento comercial Margo/2018
03 Taquara / Rio de Janeiro Estabelecimento comercial Margo/2018
04 Jardim da Aldeia / ltaocara Produtor Margo/2018
05 Porto das Barcas / Aperibé Produtor Margo/2018
06 Recanto das Palmeiras / Cordeiro Produtor Margo/2018
07 Vargem Pequena / Rio de Janeiro Estabelecimento comercial Margo/2018
08 Vargem Pequena / Rio de Janeiro Estabelecimento comercial Margo/2018
09 Vargem Pequena / Rio de Janeiro Estabelecimento comercial Margo/2018
10 Taquara / Rio de Janeiro Estabelecimento comercial Margo/2018
11 Taquara / Rio de Janeiro Estabelecimento comercial Margo/2018
12 Jardim da Aldeia / ltaocara Produtor Margo/2018
13 Jardim da Aldeia / Itaocara Produtor Agosto/2018

Cidade Nova / Santo Anténio de Produtor Agosto/2018
1 Padua

Cidade Nova / Santo Anténio de Produtor Agosto/2018
1 Padua
16 Recanto das Palmeiras / Cordeiro Produtor Agosto/2018
17 Recanto das Palmeiras / Cordeiro Produtor Agosto/2018
18 Recanto das Palmeiras / Cordeiro Produtor Agosto/2018
19 Centro / Santo Antdnio de Padua Estabelecimento comercial Agosto/2018
20 Centro / Santo Anténio de Padua Estabelecimento comercial Agosto/2018
21 Porto das Barcas / Aperibé Produtor Agosto/2018
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Legenda: Produtor — amostra retirada diretamente com o produtor no local de criagdo dos
animais. Estabelecimento comercial — amostra adquirida em pequenos estabelecimentos,
com venda informal do leite de cabra cru, podendo ser no mesmo local de criagao do animal

ou préximo.
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Figura 9: Mapa de amostragem de leite de cabra cru coletados no Estado do Rio de

Janeiro. As cruzes indicam as regides onde houve coleta de amostras.

5.2 CONTAGEM DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS E ENTEROBACTERIAS
TOTAIS

Para avaliacdo da qualidade das amostras de leite caprino cru, foi realizada a
contagem de bactérias aerdbias mesofilas. De cada amostra foram retirados 25 mL para
insercdo em 225 mL de agua peptonada (BIOCEN, Sao Paulo) 0,1% e posteriormente foram
realizadas diluicdes seriadas até a diluicdo 10 em tubos de ensaio com rosca utilizando o
mesmo diluente. A partir das diluicdes, foram feitas inoculacdes em Agar Padrdo para
Contagem (PCA), pela técnica de “Spread Plate”, e as placas, em duplicata, foram
incubadas a 35°C por 48h. Para a contagem de enterobactérias totais, seguiu-se 0 mesmo
procedimento inicial descrito anteriormente, com posterior inoculacdo em agar VRBG (Kasvi,
Sao Paulo), meio de cultura seletivo e diferencial e preparado com no maximo trés horas de
antecedéncia, também pela técnica de semeadura em superficie. Um ensaio em branco
sempre foi realizado para cada dia de analise. Estes procedimentos s&do os indicados pela
Instrucdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003).
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5.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS

As colbnias tipicas provenientes das placas de agar VRBG (coloragédo réosea com
halo) e atipicas, em média quinze por amostra, foram inoculadas em agar Triptona de soja
(Casoy, BIOCEN, Sao Paulo) para ganho de massa, e posteriormente, armazenados sob
congelamento em criotubos com caldo Casoy (Merck, Sdo Paulo) e glicerol (Merck, Sao
Paulo) a 40%.

A identificacdo dos isolados foi realizada em espectrdmetro de massas MALDI-TOF
(Microflex LT, Bruker, Estados Unidos), no Laboratério de Investigacdo em Microbiologia
Médica do Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, na Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ). Para isto, as culturas bacterianas semeadas em agar Casoy foram inseridas
em duplicata na placa metalica prépria do equipamento, com posterior adicdo de 1 ul de
acido férmico 70% para que ocorra a lise celular. Apés a secagem do acido, foi inserido o
mesmo volume de matriz, que se mostrou cristalizada ao final do processo. Assim, a placa
foi inserida no equipamento previamente calibrado com uma cepa controle de E. coli, e a

identificacdo de cada isolado foi gerada pelo software Biotype 3.1.

5.4 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

Para execucgao da caracterizacéo dos isolados, estes foram previamente transferidos
para agar Casoy, a 37 °C por 24 horas. A partir deste, foram inoculados conforme os

métodos descritos nas se¢des seguintes.

5.4.1 Avaliagao qualitativa de producao de biofilme

Os isolados foram estriados sobre a superficie de agar vermelho congo, formulado a
partir de 15 g/L de agar nutriente (Merck, Sao Paulo), 37 g/L de sacarose (Pro Analysi, Sao
Paulo) e 0,8 g/L de vermelho congo (VETEC, Rio de Janeiro), conforme indicado por
FREEMAN, FALKINER e KEANE (1989), com incubacéo a 37 °C por 24 horas.

Neste método, as colbnias produtoras de biofilme se apresentam de coloragcao negra,
podendo tingir o agar ao redor de negro. Os isolados de producdo negativa, se revelam
incolores ou avermelhados. Este método produz resultados satisfatérios apenas para

bactérias Gram-negativas.
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5.4.2 Avaliacao de atividade proteolitica

O estriamento dos isolados foi feita em agar leite, com o objetivo de se observar a
hidrélise da caseina do leite por eventuais proteases produzidas pelo micro-organismo,
evidenciada por halo ao redor das colénias. O agar é preparado com 10% de leite em pd
integral (ltambé, Minas Gerais) e 2% de agar-agar (Merck, Sdo Paulo), sendo autoclavado
por apenas 5 minutos para evitar possivel caramelizagao do leite.

Apods o meio ser vertido em placas e devidamente inoculado em superficie, este foi
incubado a 37 °C por 18-24 horas (MINOTTO et al., 2014).

5.4.3 Avaliagao de atividade lipolitica

Os isolados foram estriados em placas contendo agar Spirit Blue [1% de peptona
(Himedia, Estados Unidos), 0,05% de extrato de levedura (Becton Dickinson, Estados
Unidos), 2% de agar-agar e 970 mL de agua destilada], onde apds autoclavagdo e
resfriamento a 55 °C, foi adicionado o reagente lipase em 3% [12 mL de azeite de oliva
(Borges, Brasil), 0,12 mL de Tween 80 (Proquimios, Rio de Janeiro) e 17,9 mL de agua
destilada]. As placas foram incubadas a 37°C por 18 — 24 horas e foi observada a presenca
de halo, indicando a degradacao lipidica por meio da producédo de lipases pelo micro-
organismo em questao (BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2009).

5.4.4 Perfil de resisténcia a antimicrobianos

Para a determinacao do perfil de resisténcia a antimicrobianos, foi utilizado o método
de difusdo em disco, seguindo a metodologia descrita em Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2018).

Partindo do isolado previamente crescido em agar Casoy, a massa bacteriana foi
transferida para tubos contendo solugao salina (cloreto de sodio, Alphatec, Rio de Janeiro) a
0,85% (p/v) até obtencgao de turvagao similar a Escala 0,5 de Mcfarland.

Os isolados foram semeados em agar Mueller Hinton (Himedia, Estados Unidos) com
o auxilio de swabs descartaveis, a fim de que toda a superficie da placa fosse inoculada.
Logo apds, os discos de antibidticos (CEFAR, Sao Paulo; DME, Sdo Paulo) de diferentes
classes indicadas no método para micro-organismos dos géneros encontrados foram
colocados sobre a superficie das placas com auxilio de pinga, respeitando o limite maximo
de seis discos por placa. As placas foram incubadas conforme as condigdes de tempo e

temperatura indicadas pelo manual do CLSI para cada género. Os halos formados apés o
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tempo de incubacao, relativos a sensibilidade ou resisténcia a cada antimicrobiano, sao

interpretados de acordo com as recomendagdes do meétodo (CLSI, 2018).

Para avaliacdo de enterobactérias, foram utilizados 22 antibiéticos de nove classes

diferentes, indicados na Tabela 8. Os micro-organismos foram classificados como

multirresistentes quando apresentaram condicdo de resisténcia a pelo menos trés
antibioticos de classes diferentes (MAGIORAKOS et al., 2012). As Tabelas 9, 10 e 11

apresentam os antibiéticos utilizados para os géneros Pseudomonas e Acinetobacter e para

a espécie Stenotrophomonas maltophilia.

Tabela 8: Antibiéticos empregados para avaliagao de resisténcia de micro-organismos da

familia Enterobacteriaceae

Classe Antibidtico Codigo
Ertapenem 10 pg ERT
Carbapenémicos Meropenem 10 pg MER
Imipenem 10 ug IPM
Penicilinas Ampicilina 10 pg AMP
Cefalosporinas - 1a geracao Cefazolina 30 ug CFz
Cefuroxima 30 ug CRX
Cefalosporinas - 2% gerac3o
Cefoxitina 30 ug CFO
Cefotaxima 30 ug CTX
Cefalosporinas - 3a geracao
Caftazidima 30 ug CAZ
Cefalosporinas - 4a geracao Cefepime 30 pg CPM
Monobactamicos Aztreonama 30 ug ATM
Tetraciclinas Tetraciclina 30 g TET
Ciprofloxacino 5 pg CIP
Quinolonas Levofloxacino 5 pg LVX
Acido Nalidixico 30 pg NAL
Gentamicina 10 g GEN
Aminoglicosideos
Tobramicina 10 pg TOB
Fenicdis Cloranfenicol 30 pg CLO
Amoxicilina + Acido Clavulanico 20/10 pg AMC
CombinacgGes de Beta-lactamicos com Piperaciclina + Tazobactam 100/10 pg PPT
inibidores de beta-lactamases Ampicilina + Sulbactam 10/10 pg ASB
Ticarciclina + Acido Clavulanico 75/10 ug TAC
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Tabela 9: Antibidticos empregados para avaliagédo de resisténcia de micro-organismos do

género Pseudomonas

Classe Antibiotico Cadigo

Meropenem 10 pug MER

Carbapenémicos
Imipenem 10 ug IPM
Cefalosporinas - 3a geracao Caftazidima 30 ug CAZ
Cefalosporinas - 4a geragao Cefepime 30 pug CPM
Monobactamicos Aztreonama 30 ug ATM
Ciprofloxacino 5 pg CIP

Quinolonas

Levofloxacino 5 pg LVX
Gentamicina 10 g GEN

Aminoglicosideos
Tobramicina 10 ug TOB

Combinagbes de Beta-lactamicos com

Piperaciclina + Tazobactam 100/10 pg PPT

inibidores de beta-lactamases

Tabela 10: Antibiéticos empregados para avaliagdo de resisténcia de micro-organismos do

género Acinetobacter

Classe Antibidtico Codigo

Meropenem 10 ug MER

Carbapenémicos
Imipenem 10 ug IPM
Cefotaxima 30 ug CTX

Cefalosporinas - 3a geracao
Caftazidima 30 ug CAZ
Cefalosporinas - 4a geragao Cefepime 30 pug CPM
Ciprofloxacino 5 pg CIP
Quinolonas

Levofloxacino 5 ug LVX
Gentamicina 10 ug GEN

Aminoglicosideos
Tobramicina 10 pg TOB
Piperaciclina + Tazobactam 100/10 pg PPT

CombinacgGes de Beta-lactamicos com
Ampicilina + Sulbactam 10/10 pg ASB
inibidores de beta-lactamases i

Ticarciclina + Acido Clavulanico 75/10 pg TAC
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Tabela 11: Antibiéticos empregados para avaliacdo de resisténcia de Stenotrophomonas

maltophilia
Classe Antibidtico Codigo
Cefalosporinas - 3a geracao Caftazidima 30 ug CAZ
Quinolonas Levofloxacino 5 pg LVX
Fenicdis Cloranfenicol 30 pg CLO
Combinagdes de Beta-lactdmicos com .
Ticarciclina + Acido Clavulanico 75/10 pg TAC

inibidores de beta-lactamases

5.4.5 Fenotipos de producgdo de ESBL e KPC

Para avaliacido dos fendtipos produtores de KPC e ESBL, foram utilizados testes
CHROMagar®KPC e
CHROMagar®ESBL, adquiridos em placas prontas para uso. O material foi incubado a 37°C

rapidos utilizando os meios de cultura cromogénicos

por 18-24 horas. Os resultados foram interpretados de acordo com instrucdes do fabricante,
indicados na Tabela 12. Caso haja correspondéncia da aparéncia da colbnia com a

identificacado do isolado, este se confirma como produtor da enzima em questdo (ESBL ou

KPC, de acordo com o meio utilizado).

Tabela 12: Padrao de coldnias tipicas observadas nos meios cromogénicos

Micro-organismo

CHROMagar®KPC

CHROMagar®ESBL

Escherichia coli

Enterobacter sp.

Klebsiella / Raoultella sp.

Acinetobacter sp.

Pseudomonas sp.

Stenotrophomonas sp.

Coldnias rosas ou
avermelhadas

Col6nias azul metalico com ou
sem halo avermelhado

Col6nias azul metalico com ou
sem halo avermelhado

Colonias de coloracdo creme

Colbnias translucidas, com ou
sem pigmentacdo creme ou
esverdeada

Coldnias incolores

Colbnias rosas ou avermelhadas

Col6nias azul metalico com ou
sem halo avermelhado

Col6nias azul metalico com ou
sem halo avermelhado

Colonias de coloracdo creme

Colbnias translucidas, com ou
sem pigmentagdo creme ou
esverdeada

Colbnias incolores

Fonte: http://www.chromagar.com/
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55  DETERMINACAO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS DE
LEITE CAPRINO CRU

Todos os parametros fisico-quimicos foram determinados de acordo com as
metodologias indicadas no manual de Métodos Fisico-quimicos para Analise de Alimentos
do Instituto Adolfo Lutz (2008) e realizados no Laboratério de Bromatologia da Faculdade de

Farmacia da Universidade Federal Fluminense (UFF).

5.5.1 Determinacgao de pH

O valor de pH foi determinado com auxilio de pHmetro (Tecnal, Sdo Paulo) com
eletrodo de vidro, previamente calibrado com solugdes-tampéao de pH 4,00 e 7,00 (Nalgon,
Sao Paulo), onde 30mL da amostra foram dispostos em becher de vidro, com medicao de

temperatura e respectivo ajuste no equipamento antes da afericio do valor de pH.

5.5.2 Determinagéao de acidez

Foi realizado o procedimento de determinagcédo de acidez em acido latico. Para isto,
foram transferidos 10 mL de amostra para um erlenmeyer de 125 mL, por meio de pipeta
volumétrica, com adicdo de 5 gotas de solucao indicadora de fenolftaleina (VETEC, Rio de
Janeiro) 1% em meio alcodlico.

Cada amostra foi titulada em duplicata com solu¢do de hidroxido de sodio (NaOH,
VETEC, Rio de Janeiro) 0,1 M, previamente fatorada com biftalato de potassio (VETEC, Rio
de Janeiro). Para a titulagcao foi utilizada bureta de 10 mL, até o aparecimento de coloragao
résea, indicando a viragem do indicador. A porcentagem de acidez em acido latico é

calculada pela formula:

vx fx09

% acido latico (m/v) = —

Onde:

v = volume de hidroxido de sodio gasto na titulagao
f = fator da solucéo de hidréxido de sédio

0,9 = fator de conversao para acido latico

a = volume de amostra utilizado (10 mL)
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5.5.3 Determinacao do percentual de gordura

A determinagdo de gordura foi realizada pelo método de Gerber. Em
lactobutirdbmetros (Funke Gerber, Alemanha), foram inseridos 10 mL de &cido sulfurico
(ISOFAR, Rio de Janeiro) previamente diluido, resultando em densidade 1,8 (o uso de acido
concentrado acarretaria na total carbonizacédo da amostra), 11 mL da amostra de leite e 1
mL de alcool isoamilico (Synth, Sao Paulo). As adi¢gdes foram realizadas cuidadosamente,
sem que houvesse queima imediata da amostra ao contato com o acido, formando trés
camadas visualmente distintas e agitando apds a colocada da rolha até a total dissolugao da
amostra.

Procedeu-se a centrifugacdo em centrifuga de Gerber (Caplab, Sdo Paulo), a 1200
rpm por cinco minutos, e posterior insercdo em banho maria (ITR, Sdo Paulo) a 65 °C. Ao
retirar o lactobutirémetro do banho, foi realizada a leitura da coluna de gordura diretamente
na escala. Caso nao fosse possivel efetuar a leitura, eram inseridos mais 2 mL de alcool
isoamilico e os processos repetidos, com o objetivo de subir a coluna de gordura até a
escala.

5.5.4 Determinacao do extrato seco total

A determinacao do extrato seco total foi realizada pelo método de residuo seco a 105
°C. Em capsulas de porcelana, foram adicionadas cerca de 10 g de areia previamente
lavada e um bastdo de vidro de pequeno comprimento. As capsulas foram mantidas em
estufa (FANEM, Sao Paulo) a 105 °C por 2 horas, resfriadas por 15 minutos em dessecador
com silica e posteriormente pesadas em balanga analitica (Shimadzu do Brasil, Sado Paulo).
A transferéncia das capsulas entre estufa, dessecador e balanca foi realizada com pinca
metalica, com o objetivo de nao transferir eventual gordura das maos para a porcelana e
assim alterar seu peso.

Foram reservadas trés capsulas para cada amostra (analise em ftriplicata), onde
foram inseridos 5 mL de amostra, por meio de pipetas volumétricas, com posterior registro
de peso. Os bastbes de vidro dispostos nas capsulas foram utilizados para homogeneizar a
amostra com a areia, com o objetivo de aumentar a superficie de contato na secagem.

As capsulas com amostra foram submetidas a banho-maria fervente para secagem
inicial, e transferidas para estufa a 105 °C por uma hora. Apds, foram resfriadas em
dessecador e pesadas, retornando para a estufa por 30 minutos e repetindo-se o ciclo até a

obtencéo de peso constante.
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O extrato seco total se da pela porcentagem relativa & massa restante da amostra

apos os ciclos de secagem, ou seja, a diferenca percentual em relagdo a umidade.

5.5.5 Determinacao do extrato seco desengordurado

O extrato seco desengordurado é expresso em porcentagem e calculado pela

diferenga entre o extrato seco total e o percentual de gordura obtidos experimentalmente.

5.5.6 Determinacgao do teor de lactose

Foi realizada a determinacdo de glicidios redutores em lactose pelo método de
Fehling. Foram adicionados 10 mL de amostra em baldo volumétrico de 100 mL, por meio
de pipeta volumétrica, juntamente com 50 mL de agua destilada e 2mL das solugdes
clarificantes: sulfato de zinco (Quimex, Minas Gerais) a 30% e ferrocianeto de potassio
(Proquimios, Rio de Janeiro) a 15%. Estas solugbes tem o objetivo de precipitar
componentes da amostra que atrapalhariam o processo, deixando a solugdo da amostra
limpida.

Apoés a adicdo, aguardou-se por cinco minutos até que ocorresse a sedimentacao
dos componentes indesejaveis e apds isso completou-se o volume do baldo. A solucéo de
amostra proveniente do balao foi filtrada em papel de filtro por meio de um funil de vidro e o
filtrado limpido foi recolhido em um bécher. Com este filtrado, foi completada uma bureta de
25 mL.

A solucao de Fehling A foi preparada pela diluicdo de 34,639 g de sulfato de cobre
(CuS0O,, VETEC, Rio de Janeiro) em 1000mL de agua destilada. A solugédo de Fehling B foi
preparada com 173 g de tartarato duplo de sédio e potassio (VETEC, Rio de Janeiro) em
250 mL de agua destilada, com adigdo de 250mL de hidréxido de sodio (NaOH) a 20%. O
volume foi completado a 1000 mL em baldo volumétrico.

Para a padronizacao das solugcbes de Fehling, foram preparados erlenmeyers com
10 mL das solugdes de Fehling A e B, 40 mL de agua destilada e pérolas de vidro.
Adicionalmente, preparou-se uma solugao padrao de lactose (VETEC, Rio de Janeiro) a 1%
e procedeu-se a titulagdo a quente, mantendo o conteudo do erlenmeyer sob agitacédo e
ebulicdo constante. Com base no volume gasto até a total dissolugdo da coloragéao azul do
erlenmeyer e formagao de precipitado vermelho, foi determinado o fator. A cada utilizagao

da solucao, a mesma foi fatorada novamente para manter a precisao analitica do método.
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Assim, procedeu-se a analise das amostras, as quais foram tituladas a quente da
forma como descrita na etapa de fatoragao. O calculo do percentual de lactose na amostra é

calculado pela formula:

dxfx100

% lactose = T

Onde:

d = diluicdo da amostra (100mL)

f = fator da solugéo de Fehling para lactose
| = volume de amostra utilizado (10mL)

v = volume gasto na titulagdo em mL

56  AVALIACAO DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

A avaliacido de residuos de antibioticos foi realizada inicialmente por meio do teste
rapido Delvotest® T (DSM, Holanda). Foram seguidas as instrugées do fabricante, onde foi
inoculado 0,1 mL da amostra no tubo com o meio de cultura contendo esporos de
Geobacillus stearothermophilus, com pipeta pasteur descartavel prépria do kit.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 64°C por 3 horas e 15 minutos. A
virada de cor do meio de cultura de roxo para amarelo indica germinagdo do esporo, e
consequente auséncia de substancia inibitoria na amostra. Caso a amostra apresente
residuos de antimicrobianos, a coloragcdo do meio de cultura permanecera inalterada. O
teste apresenta sensibilidade descrita para penicilina G (1 ppb), sulfadiazina (100 ppb) e
oxitetraciclina (100 ppb).

Foi realizado um teste controle positivo, onde a partir de discos impregnados com
ampicilina (10 pg) e tetraciclina (30 ug) foram produzidas amostras controle de leite de cabra
com concentragbes destes antimicrobianos préximas ao limite maximo permitido pela
legislacdo. A partir do LMR para Penicilina estipulado em 4 pg/l, foi preparada uma amostra
de leite de cabra selecionada aleatoriamente dentre as estudadas com concentracao similar
de ampicilina, e igualmente para a tetraciclina, com LMR de 100 ug/l. Feito isto, as amostras

foram inoculadas no teste normalmente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.7 CONTAGEM DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS E ENTEROBACTERIAS
TOTAIS

Apesar da dificuldade em se encontrar amostras de leite caprino cru no Estado do
Rio de Janeiro, muitas vezes devido ao periodo de lactacdo dos animais, foram obtidas 21
amostras de leite caprino cru. As amostras foram submetidas a quantificacdo de
enterobactérias totais e de mesdfilos aerdbios e os resultados estdo apresentados na
Tabela 13.

Tabela 13: Quantificagéo de enterobactérias totais e de mesdfilos aerébios nas amostras de

leite de cabra cru

Contagem de Contagem de mesofilos
Amostra enterobactérias totais aerdbios (UFC/mL)
(UFC/mL)
1 4,9 x 103 1,8x 10"
2 <1,0x 10 1,5 x 103
3 <1,0x 10 8,0 x 102
4 1,8 x 10° 1,6 x 108"
5 6,7 x 10° 2,0x 107
6 3,0 x 102 1,0 x 10*
7 3,6 x 103 2,1x10°
8 2,2 x 103 4,0 x 10°
9 2,3 x 103 > 1,0 x 10*
10 <1,0x 10 1,6 x 103
11 <1,0x 10 7,2 x 102
12 2,8 x 10° 1,5 x 10%
13 1,1x 10* 8,8x 10"
14 9,5 x 103 6,8x 10"
15 9,0 x 10? 3,0x 10°
16 2,2x10* >1,0x 10°
17 4,8 x 10? 1,0 x 10*
18 1,2 x 103 3,0x10*
19 1,4 x 103 > 1,0 x 10*
20 6,0 x 102 9,6 x 10*
21 1,0 x 102 1,0 x 10*

Legenda: Valores acompanhados de “*” indicam que estdo fora dos padrdes da IN
37/2000.
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Excetuando-se as amostras que nao apresentaram contagem até o limite de detecgao
da técnica (amostras 2, 3, 10 e 11), as enterobactérias totais foram quantificadas até a
ordem de 10° sendo as amostras 4 e 12 (amostras do mesmo produtor) exibindo as
contagens mais altas. Com relagdo a contagem de mesofilos aerdbios, estas mesmas

amostras também apresentaram as maiores contagens (ordem de 10%e 109). Outras quatro

amostras também exibiram valores considerados altos, na ordem de 10’

O procedimento técnico de producdo, identidade e qualidade do leite de cabra
(Instrucdo Normativa N° 37 de 31 de outubro de 2000, MAPA) estabelece o padréao de 5,0 x
10° UFC/ml para contagem padrdo em placa em leite de cabra cru, e assim, seis amostras
(29%) se apresentam fora deste padrao.

Na literatura, é geralmente adotado um valor de 10° para indicar que as condicdes
higiénicas utilizadas no processamento ndo foram adequadas. Um estudo brasileiro que
analisou a qualidade microbiolégica de 61 amostras de leite caprino cru em 12 fazendas em
Minas Gerais, apresentou contagens padrdo em placa oscilando entre a ordem de 10* e 10°
(YAMAZI et al., 2013). Em um estudo realizado na Grécia, foram encontrados valores
aproximadamente dentro da mesma faixa (KONDYLI et al., 2012). J& em um trabalho de um
grupo francés, os valores ficaram na faixa de 10® (TORMO et al., 2011).

No presente estudo, comparativamente a outros encontrados na literatura, foi obtida
uma contagem maior em algumas amostras, podendo isto ser relacionado ao fato de
amostras terem sido coletadas de pequenos produtores, os chamados “produtores de fundo
de quintal”’, onde aparentemente as medidas de boas praticas ndo sdo seguidas a risca e
nao ha nenhum tipo de controle ou inspecéo do leite de cabra, embora seja vendido cru ao
consumidor. Ainda, altas contagens de mesdfilos sdo relacionadas a falha no
armazenamento, onde provavelmente nao foi mantida a temperatura adequada.

Foram selecionados 271 isolados, a partir das placas de VRBG, das 17 amostras que
apresentaram contagem, dentre colénias tipicas e atipicas e selecionando-se uma média de
15 colénias por amostra, sendo todos submetidos a identificacdo por MALDI-TOF. As
coldnias apresentaram variagdo de cor (tons de rosa claro a escuro), de tamanho e de tipo
de halo (transparente, esbranquicado ou réseo). A Figura 10 ilustra o aspecto de algumas

das diferentes coldnias encontradas.
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Figura 10: Aspecto de algumas das colbnias bacterianas isoladas de leite de cabra cru,

observadas em agar VRBG

5.8 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Dos 271 isolados submetidos ao MALDI-TOF, 194 foram identificados com precisdo
de espécie, enquanto outros 28 foram identificados com precisdo somente relativa ao
género, totalizando 222 isolados identificados. Os 49 isolados restantes nao foram possiveis
de se identificar.

A Figura 11 mostra um fragmento do relatério gerado pelo software acoplado ao
equipamento. A primeira coluna se refere a posicdo da amostra na placa do equipamento,
sempre inserida em duplicata. As colunas seguintes s&o os dois principais resultados
obtidos, com base na comparacéo relativa ao banco de dados de espectros do software. Os
numeros exibidos ao lado dos nomes dos micro-organismos consistem de uma escala de 0
a 3, onde quanto mais proximo de 3, mais semelhanga ocorreu entre um espectro
armazenado, garantindo maior certeza na identificagdo. Resultados com valores amarelos
apresentam certeza na identificagcdo do género e provavel espécie, enquanto os valores
verdes exibem alta precisdo na identificagdo da espécie. No caso deste fragmento do
relatorio, dois isolados (60 e 61) ndo apresentaram correspondéncia de espectros

satisfatéria, e ndo foram possiveis de serem identificadas.
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Figura 11: Fragmento do relatério gerado pelo software acoplado ao MALDI-TOF

Dos 222 isolados identificados, 26,6% corresponderam a membros da familia
Enterobacteriaceae. Outros 61,3% dos isolados foram identificados como espécies do
género Pseudomonas e 4,5% como espécies do género Acinetobacter. Ainda, 7,7%
corresponderam a espécie Stenotrophomonas maltophilia, uma espécie que anteriormente
era classificada como pertencente ao género Pseudomonas. O grafico exibido na Figura 12
ilustra a identificacdo geral obtida e a Tabela 14 exibe os géneros encontrados divididos por
amostra, assim como algumas espécies predominantes.

Inicialmente, o estudo era voltado para a deteccdo de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, por isso, foi realizada a escolha do agar VRBG. No entanto, a maior
proporg¢ao de isolados foi pertencente ao género Pseudomonas.

Um estudo japonés ressalta a relevancia do género Pseudomonas em agar VRBG,
comparando a influéncia deste grupo frente a deteccdo de enterobactérias em amostras
alimenticias em diferentes meios de cultura. Dependendo do tipo de amostra, da
temperatura e das espécies presentes, podem-se obter diferentes taxas de crescimento dos
micro-organismos presentes. Ainda, é ressaltada a alta frequéncia de ocorréncia do género
Pseudomonas em leite cru e pasteurizado, especialmente os submetidos a refrigeracéo por
maiores periodos de tempo (SATO, OHNO & MATSUI, 2014).
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Figura 12: |dentificacdo geral dos isolados obtidos das amostras de leite caprino cru

Com excecao das amostras 4, 14, 15, 19 e 20, foi observado que nao houve
presenga de enterobactérias e Pseudomonas na mesma amostra. Ainda, destaca-se que
todas as enterobactérias dos géneros Serratia, Pantoea e Hafnia foram identificadas
somente na amostra 5. A amostra 14 se apresentou como a mais diversificada do ponto de
vista da populacdo microbiana, apresentando diversos géneros de enterobactérias,
Pseudomonas, Acinetobacter e Stenofrophomonas maltophilia. Em cinco amostras (22%)
foram encontrados exclusivamente micro-organismos do género Pseudomonas.

Um estudo chinés, que avaliou a diversidade bacteriana de leite de cabra cru,
também encontrou os mesmos grupos detectados neste estudo, porém em proporgdes
diferentes, sendo as enterobactérias correspondentes a cerca de 25% do total (juntamente
com alguns isolados Gram-positivos), seguidas por Pseudomonas (13%), Acinetobacter
(13%) e Stenotrophomonas (3%) (ZHANG et al., 2017).
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Tabela 14: Identificacdo de micro-organismos divididos por amostra de leite de cabra cru

Amostra

Divisao por géneros

Stenotrophomonas (26%)
Pseudomonas (74%)

Enterobacter (82%)
Escherichia (13%)
Pseudomonas (5%)

Serratia (44%)
Pantoea (28%)
Raoultella (11%)
Hafnia (11%)
Enterobacter (6%)

Pseudomonas (60%)
Moelerella (20%)
Stenotrophomonas (20%)

Pseudomonas (89%)
Leclercia (11%)

Pseudomonas (100%)

Pseudomonas (100%)

12

Enterobacter (88%)
Escherichia (12%)

13

Pseudomonas (100%)

14

Pseudomonas (54%)
Enterobacter (22%)
Stenotrophomonas (11%)
Klebsiella (8%)
Raoultella (3%)
Acinetobacter (3%)

15

Pseudomonas (75%)
Klebsiella (12%)
Acinetobacter (12%)

16

Pseudomonas (100%)

17

Acinetobacter (60%)
Pseudomonas (40%)

18

Pseudomonas (100%)

19

Pseudomonas (80%)
Klebsiella (10%)
Stenotrophomonas (10%)

20

Pseudomonas (80%)
Acinetobacter (13%)
Klebsiella (7%)

21

Stenotrophomonas (83%)
Enterobacter (17%)
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Com relacdo aos membros da familia Enterobacteriaceae obtidos (59 isolados), a
Figura 13 exibe suas identificacbes e respectivas proporgdes em relagao ao total da familia.
Foram identificadas espécies pertencentes aos géneros Escherichia (5%), Enterobacter
(48%), Raoultella (5%), Hafnia (5%), Pantoea (8%), Klebsiella (11%), Serratia (14%),

Leclercia (2%) e Moelerella (2%).

B Enterobacter asburiae

B Enterobacter cloacae

m Serratia liquefaciens
Pantoea agglomerans

H Klebsiella variicola

B Escherichia coli

B Raoultella ornithinolytica

B Hafnia alvei

B Enterobacter kobei

W Enterobacter hormaechei

B Enterobacter

M Leclercia adecarboxylata

1 Moelerella wisconsensis

I Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Figura 13: Identificagdo dos isolados obtidos das amostras de leite caprino cru,

identificados por MALDI-TOF e pertencentes a familia Enterobacteriaceae

Em estudo realizado no Quénia, foram identificados diversos géneros de
enterobactérias em leite de cabra cru, como Serratia (20% do total), Klebsiella (11%),
Enterobacter (7%), e E. coli (6%) (MAHLANGU, MAINA & KAGIRA, 2018).

Bactérias frequentemente encontradas no leite podem permanecer presentes em
seus derivados e levar a caracteristicas indesejadas nesses produtos, conforme verificado
por Tabla e colaboradores (2018). Amostras de queijo de cabra produzidos com leite cru

foram analisadas e mostraram a presenca de K. oxytoca, E. cloacae, H alvei e P.
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agglomerans, todas elas associadas a produgcdo de gas e consequente geracdo de
olhaduras (“early blowing”) no queijo (TABLA et al., 2018).

Foram identificados 136 isolados de 16 espécies pertencentes ao género
Pseudomonas, conforme ilustrado na Figura 14, sendo P. putida e P. koreensis as espécies
mais representadas (10% cada). Ainda, 26 isolados foram identificados apenas com

precisao de género (12%).
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Figura 14: Identificacdo dos isolados obtidos das amostras de leite caprino cru, identificados

por MALDI-TOF e pertencentes ao género Pseudomonas.

A literatura menciona a espécie Pseudomonas fluorescens como a mais
frequentemente isolada de produtos lacteos (FERREIRA et al., 2012). Um recente estudo
chinés avaliou 87 amostras de leite de cabra cru e identificou 146 isolados do género
Pseudomonas, sendo a maioria P. fluorescens (42%) e P fragi (16%) (MENG et al., 2018).
Em nosso trabalho, no entanto, foi observado que apenas 10% dos isolados do género
corresponderam a espécie P. fluorescens.

Em leite bovino, P. fluorescens também & uma das bactérias mais encontradas.

Rossi e colaboradores realizaram um estudo envolvendo varios produtos lacteos oriundos
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de leite bovino e verificaram que 70% dos isolados correspondiam a P. fluorescens. Os
autores também identificaram P. putida e P. koreensis (ROSSI et al., 2018). Amostras de
leite cru bovino analisadas na lItalia também apresentaram, dentre a bactérias do género
Pseudomonas, P. fluorescens como a mais isolada (30%), seguida por P. aeruginosa (22%),
P. putida (11%), P. fulva (6%), P. mosselii (5%) e P. rhodesiae (3%) (DECIMO et al., 2014).

P. fluorescens é altamente associada com a produgdo de pigmentos azuis e
esverdeados, fato que ocorreu visivelmente em duas amostras nas quais foi encontrada esta
espécie (amostras 16 e 18). Estas se apresentaram com uma coloragdo levemente
esverdeada, comparada as outras amostras. Estudos relatam que este € um importante
problema associado a perda industrial de produtos lacteos, como apontado em estudo feito
neste sentido com queijo mussarela, pois a coloragdo alterada leva a rejeicdo do
consumidor (CHIERICI et al., 2016).

A variedade de espécies do género Pseudomonas em leite caprino e bovino, assim
como sua prevaléncia em diversos produtores e em locais extremamente distantes
demonstra a ubiquidade do género e sua relevancia como microbiota contaminante destes
produtos (SCATAMBURLO et al., 2015). Esta variedade indica baixa pressao seletiva no
ambiente de produgdo em razdo da falta de boas praticas, permitindo que uma grande
variedade de espécies entre em contato com o produto durante ou apdés a producao
(JUNIOR et al., 2018).

No Parana, foi detectada uma contagem média da ordem de 10* UFC/ml de
Pseudomonas em leite de cabra cru, sendo obtidos 54 isolados identificados em sua maioria
como P. azotoformans, P aeruginosa e P. koreensis. Em semelhanca a este estudo,
também foram detectadas P. monteilii, P. chlororaphis, P. fluorescens, P. plecoglossicida e
P. vancouverensis. Em amostras de leite bovino, foi identificada unicamente P. aeruginosa.
(JUNIOR et al., 2018).

Um fato interessante € a auséncia de deteccdo de P. aeruginosa nas amostras de
leite de cabra cru analisadas neste trabalho. Essa espécie é frequentemente relatada como
a mais relevante do género do ponto de vista da saude humana (MORADALI, GODS &
REHM, 2017).

Com relacado ao género Acinetobacter, foram identificados 10 isolados, dois quais 6
representam a espécie A. guillauiae, 3 representam A. ursingii e 1 representa A. bereziniae.
Vale ressaltar que A. baumannii, um importante patégeno (SANTAJIT & INDRAWATTANA,
2016), nao foi encontrado em nenhuma das amostras analisadas.

A diversidade de géneros e espécies encontradas nesse trabalho apds a
identificagdo corresponde com a variedade de caracteristicas fenotipicas das colbnias

crescidas em agar VRBG durante a etapa de isolamento. A Figura 15 exemplifica essa
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variedade, deixando mais claras as diferengas entre os isolados, como descoloragao do

meio, presenca de halos e coloragdo mais esbranqui¢cada de certos isolados.

Figura 15: Caracteristicas de isolados de diferentes géneros no agar VRBG. A — Klebsiella

pneumoniae, representando o comportamento das enterobactérias, padréo para este meio
de cultura. B — Pseudomonas putida indicando a caracteristica do género Pseudomonas, o
qual ndo fermenta a glicose, produzindo colbnias rosas estreitas com discreto halo réseo. C
— Acinetobacter ursingii apresenta colénias mais esbranquicadas com crescimento mais
escasso, sem nenhum tipo de halo e com descoloragdo do meio. D — Stenotrophononas
maltophilia apresenta crescimento abundante, coldnias levemente réseas e descoloragdo do

meio.
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5.9 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

5.9.1 Atividade produtora de biofilme

A atividade produtora de biofilme foi avaliada por meio do agar vermelho congo,
baseado na producdo de exopolissacarideos. E um método de baixo custo e rapido que
apresenta boa sensibilidade e reprodutividade (AMORIM et al., 2017% HEDAYATI,
EFTEKHAR & HOSSEINI, 2014), permitindo uma deteccdo qualitativa rapida de micro-
organismos Gram-negativos produtores de biofilme, fator importante para garantir a
qualidade e seguranca do leite e produtos lacteos (HASSAN et al, 2011; SHERIFF &
SHANA, 2016).

Foram detectados 58 isolados (26% do total) com atividade produtora de biofilme,
sendo a maioria absoluta de membros da familia Enterobacteriaceae (52 isolados,
correspondendo a 88% do total de enterobactérias). Exemplos de resultados obtidos no agar
vermelho congo séo exibidos na Figura 16. A Figura 17 exibe os géneros bacterianos que
apresentaram atividade produtora de biofilme, e a porcentagem correspondente ao total de

isolados do género em questéo.

Figura 16: Exemplos de resultados obtidos no agar vermelho congo. As colénias ou areas
demarcadas de coloragdo negra indicam que o isolado possui atividade produtora de

biofilme.

50



Atividade produtora de biofilme

100%
80%
60%
40%
20%

0%

5 5 < o o o o ' o
& ‘(\o(\0 & & 0\’&\\ ¢ & &K\o &
N 20 ¢ § ¢
¥ © ° W & & E2 Q
Q(,Q? X &
3
o
¢
L)\,

Figura 17: Géneros bacterianos que apresentaram atividade produtora de biofilme. As
porcentagens sdo expressas por isolados com resultado positivo (coloragdo laranja) em
relagdo ao total de isolados de cada género. Os géneros ndo mencionados no grafico nao

apresentaram nenhum tipo de atividade produtora de biofilme.

A atividade produtora de biofilme pesquisada em isolados do género Pseudomonas
provenientes de leite e derivados, exibiu uma taxa de cerca de 15% de positividade em
condi¢cdes semelhantes as realizadas, valor consideravelmente mais alto que o obtido neste
estudo (3%) (ROSSI, et al., 2018).

Bactérias Gram-negativas, e principalmente membros da familia Enterobacteriaceae
sdo associados a formacao de biofilme na industria lactea, como exemplifica um estudo na
Nova Zelandia onde a partir de um biofilme desenvolvido a ponto de haver bloqueio na linha,
foram isolados Enterobacter sp., Klebsiella sp., Citrobacter sp., e Raoultella sp (DIXON et
al., 2017).

Apenas 4 isolados do género Pseudomonas foram capazes de exibir atividade
produtora de biofilme, sendo um correspondente a P. monteilii e trés a P. fluorescens. Um
estudo ressalta a espécie P. fluorescens por sua habilidade de produzir biofilme, e
verificando que ocorre a formagdo de biofiimes de forte aderéncia e alta atividade
metabdlica em temperaturas baixas (ASWATHANARAYAN & VITTAL, 2014).

5.9.2 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi observada em 71 isolados (32% do total), sendo a maioria
dos géneros Pseudomonas (36), Stenotrophomonas (17) e Serratia (7). A Figura 18 exibe
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0s géneros bacterianos que apresentaram atividade proteolitica observada no agar leite, e a

porcentagem correspondente ao total de isolados do género em questéo.
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Figura 18: Géneros bacterianos que apresentaram atividade proteolitica. As porcentagens
sdo expressas por isolados com resultado positivo (coloragao laranja) em relagcao ao total de
isolados de cada género. Os géneros ndao mencionados no grafico ndo apresentaram

atividade proteolitica.

Dentre os isolados do género Pseudomonas com atividade proteolitica observada, as
espécies mais representadas foram P. koreensis com 15 isolados (65% dos isolados desta
espécie) e P. mosselii com 4 isolados (80% dos isolados desta espécie). Todos os isolados
de Stenotrophomonas maltophilia (17) apresentaram atividade proteolitica.

Um estudo com leite bovino e derivados exibiu que 47% dos isolados do género
Pseudomonas, em sua maioria P. rhodesiae, exibiram atividade proteolitica inclusive em
temperatura de refrigeracdo de 5°C (CALDERA et al., 2016). Outro estudo com leite de
cabra cru, indicou que de 61 amostras pesquisadas, 22 apresentaram alta atividade
proteolitica, como mais de 50% da contagem de psicrotréficos produzindo proteases. Ainda,
constatou-se que o armazenamento por longos periodos em refrigeracao ocasiona em uma
selecao natural das psicrotroficas, gerando producao intensa de enzimas deteriorantes
termoestaveis (YAMAZI et al., 2013).

A multiplicagao de Pseudomonas em baixa temperatura é favorecida pela producgao
de proteases e lipases. Em estudo paranaense, de 60 isolados do género em leite de cabra
cru, 91% exibiram atividade proteolitica em temperatura na faixa mesofila e 80% exibiram

atividade a 10°C por 7 dias. Comparativamente, em leite bovino, foi observado que apenas
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35% dos isolados de Pseudomonas apresentou atividade proteolitica (sendo todos P.
aeruginosa) a 35°C, enquanto nenhum isolado apresentou atividade em temperatura de
refrigeragdo. Ainda, foi evidenciado que isolados da mesma espécie possuindo o gene aprX
(gene associado a metaloprotease) apresentaram comportamentos diferentes, com
expressao do gene em uma condi¢cao de temperatura e ndo em outra ou até mesmo nao
expressando em temperatura alguma, indicando que variagdes na expressdo génica devem
ser influenciadas por outros fatores nao especificos a cada espécie, e que outros tipos de
proteases também s&o produzidos por Pseudomonas. Por exemplo, P. fluorescens
apresentou atividade proteolitica apenas em temperatura de refrigeracdo (SCATAMBURLO
et al., 2015; JUNIOR et al., 2018).

Neste estudo, observou-se o mesmo comportamento, onde isolados da mesma
espécie apresentaram fenodtipos diferentes. Por exemplo, dentre os 23 isolados de P.
koreensis, 14 apresentaram atividade proteolitica e 10 apresentaram atividade lipolitica.

Nado ha constatacdo de que exclusivamente algumas espécies do género
Pseudomonas sejam produtoras de proteases. Para evitar isto, deve-se manter a
temperatura do leite baixa e pelo menor tempo possivel, sempre associando estes controles
com boas praticas de higiene (MENG et al., 2018).

Em leite bovino cru, isolados do género Acinetobacter apresentaram atividade
proteolitica em cerca de 60% dos casos. No caso de Stenofrophomonas sp. e Serratia sp.,
todos os isolados, semelhantemente ao presente estudo, apresentaram atividade produtora
de proteases. No caso de outros géneros da familia Enterobacteriaceae encontrados
(Enterobacter, Klebsiella, Raoultella e Hafnia) ndo foi detectada atividade produtora de
proteases (BAUR et al., 2015). Na Itdlia, a atividade proteolitica de enterobactérias

observada em leite bovino foi restrita & Serratia marcescens (DECIMO et al., 2014).

5.9.3 Atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi evidenciada no agar Spirit Blue em 71 isolados (32% do
total), sendo os isolados com resultado positivo muito semelhantes com os obtidos na
avaliagdo de atividade proteolitica, com relacdo a classificagdo por géneros, como
observado na Figura 19, que exibe os géneros bacterianos que apresentaram atividade
lipolitica.

Dentre os isolados do género Pseudomonas com atividade lipolitica observada, as
espécies mais representadas foram P. koreensis com 9 isolados (39% dos isolados desta
espécie), P. manteilli com 7 isolados (44% dos isolados desta espécie), P. putida com 6

isolados (26% dos isolados desta espécie) e P. mosselii com 5 isolados (100% dos isolados
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desta espécie). Todos os isolados de Stenotrophomonas maltophilia (17) apresentaram

atividade proteolitica.
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Figura 19: Géneros bacterianos que apresentaram atividade lipolitica. As porcentagens séo
expressas por isolados com resultado positivo (coloragio laranja) em relagdo ao total de
isolados de cada género. Os géneros ndo mencionados no grafico ndo apresentaram

atividade lipolitica.

Dos 60 isolados de Pseudomonas obtidos de leite caprino cru em estudo no Parana,
95% apresentaram atividade lipolitica a 35°C e 78% em temperatura de refrigeracao.
Quando avaliados os isolados de leite bovino cru, apenas 25% apresentaram atividade
produtora de lipases em ambas as temperaturas (JUNIOR et al., 2018). Também em leite
bovino, outro estudo determinou que apenas 9% dos isolados de Pseudomonas
apresentaram atividade lipolitica. O género Acinetobacter, especificamente A. guillaouiae,
também identificado neste estudo, se se mostrou o maior isolado produtor de lipases.
(BAUR et al., 2015).

Assim, analisando os resultados de diversos estudos, o leite bovino além de
apresentar menores contagens, apresenta uma atividade deterioradora muito inferior ao
encontrado em leite caprino, especialmente em temperatura de refrigeragéo.

Conhecida a gravidade do problema da presenca de enzimas deteriorantes em
alimentos, especialmente relacionado ao género Pseudomonas, alternativas vém sido
desenvolvidas para contornar este problema tecnoldgico, como o uso de bacteriéfagos

especificos para o género e outros psicrotroficos (HU, MENG & LIU, 2016), o
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desenvolvimento de técnicas colorimétricas para quantificacdo de proteases em leite de
cabra e ovelha (PALOMBA et al., 2017) e o desenvolvimento de métodos de desativagao
das enzimas deterioradoras no leite, com o objetivo de desenvolver produtos lacteos com
maior vida de prateleira (STOECKEL et al., 2016).

5.9.4 Perfil de resisténcia a antimicrobianos

Do total de 222 isolados identificados, 21 isolados (9%) apresentaram resisténcia a
uma ou duas classes de antimicrobianos. Trés isolados (1%) apresentaram resisténcia a 3
ou 4 classes de antimicrobianos, sendo classificados como MDR (MAGIORAKOS et al.,
2012). A Tabela 16 exibe o detalhamento destes isolados, indicando a amostra de origem e
a quais antibidticos a resisténcia foi observada.

Com relacao ao género Pseudomonas, 13 isolados (9,6%) apresentaram resisténcia
a antibidticos de uma ou duas classes, sendo geralmente resistentes a aztreonam e/ou
cefepime. Ja as enterobactérias exibiram 11 isolados apresentando algum tipo de
resisténcia, principalmente a tetraciclina e ceftadizima, sendo 8 isolados (13,6%) resistentes
a uma ou duas classes de antimicrobianos e 3 isolados (5,1%) multirresistentes (resistentes
a 3 ou 4 classes de antimicrobianos), sendo que um isolado de E. hormaechei apresentou
resisténcia a imipinem. Ainda, 3 isolados do género Acinetobacter (30%) apresentaram
resisténcia a uma ou duas classes de antimicrobianos, exclusivamente imipinem e
piperaciclina + tazobactam.

A amostra 14 apresentou o maior numero de isolados resistentes (3) e
multirresistentes (2), e das 21 amostras, 11 (52%) apresentaram pelo menos um isolado
com resisténcia a pelo menos uma classe de antimicrobianos.

No Quénia, um estudo avaliou a susceptibilidade a antimicrobianos de isolados
obtidos a partir de leite de cabra cru, onde foram avaliados diversos géneros de
enterobactérias. As taxas de resisténcia a antimicrobianos foram baixas, como no presente
estudo, e os unicos isolados que apresentaram fenétipo MDR foram Serratia sp. e E. coli
(MAHLANGU, MAINA & KAGIRA, 2018).

Em isolados de Pseudomonas sp. em leite bovino cru, um estudo relata que houve
alta prevaléncia de resisténcia a aztreonam (32% dos isolados), especialmente P.
fluorescens, com 47% destes, e P. putida. Também se observou resisténcia de 22% dos
isolados a cefepime e 11% a carbapenémicos. A maior taxa de resisténcia foi observada
com relagdo a ticarciclina + acido clavulanico (52%). Ja em isolados de enterobactérias,
especialmente Serratia sp., foi reportada uma maior taxa de resisténcia a ampicilina (76%) e
tetraciclina (24%) (DECIMO, SILVETTI & BRASCA, 2016).
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Tabela 15: Isolados de leite caprino cru que apresentaram resisténcia a antimicrobianos

Amostra Resisténciaa Resisténciaa
. Isolado
de origem antibioticos classes de
antibidticos

Isolados resistentes

7 Pseudomonas putida IMP/MER 1
12 Escherichia coli CFO 1
14 Raoultella ornithinolytica AMP/TET 2
14 Pseudomonas extremorientalis ATM 1
14 Pseudomonas vancouverensis ATM 1
15 Klebsiella oxytoca CFZ/TET 2
15 Pseudomonas putida CAZ 1
16 Pseudomonas fluorescens ATM 1
16 Pseudomonas extremorientalis ATM 1
17 Acinetobacter guillauiae PPT 1
17 Acinetobacter guillauiae PPT/IPM 2
17 Pseudomonas synxantha ATM 1
18 Pseudomonas fluorescens ATM/CPM 2
18 Pseudomonas extremorientalis ATM 1
18 Pseudomonas extremorientalis ATM 1
19 Klebsiella variicola TET 1
19 Pseudomonas extremorientalis ATM 1
19 Pseudomonas libanensis ATM 1
20 Acinetobacter ursingii IPM 1
20 Pseudomonas extremorientalis ATM 1
21 Enterobacter hormaechei IPM 1

Isolados multirresistentes (MDR)

5 Pantoea agglomerans CFO/AMC/CFZ 3

14 Klebsiella variicola CFO/CFZ/TET/ 3

14 AMC/PPT/CFz/ 4

Klebsiella variicola




Ao contrario do que foi observado neste estudo, onde de 3 isolados apenas um
apresentou resisténcia a um unico antibidtico, isolados de Escherichia coli sdo reportados
frequentemente na literatura como caracterizados por multirresisténcia em produtos lacteos
(ZHAO et al., 2014; AWOSILE et al., 2017)

5.9.5 Avaliagao de fendétipos de producao de ESBL e KPC

Os resultados da avaliagdo de fendtipos de resisténcia produtores de ESBL e KPC

em meios cromogénicos sdo exemplificados na Figura 20.

Figura 20: Exemplos de resultados obtidos em meios cromogénicos para detecgdo de
fendtipos de resisténcia produtores de ESBL. Os isolados que se apresentam com coloragao
azulada, correspondem aos géneros Enterobacter ou Klebsiella. Os isolados de
Pseudomonas sp. se apresentam com coloragdo creme ou levemente esverdeada,
enquanto Acinetobacter sp. se apresentam com coloragcdo creme. Stenotrophomonas
maltophilia se apresenta praticamente incolor.

Com relagdo a identificacao de fendtipos de resisténcia produtores de ESBL,
avaliados pelo meio cromogénico Chromagar ESBL, 201 isolados (91% do total) se
apresentaram com resultado positivo, ou seja, com crescimento das colbnias de
determinado género bacteriano de acordo com o indicado pelo fabricante. A Figura 21 exibe
0s géneros bacterianos que apresentaram atividade produtora de ESBL, e a porcentagem
correspondente ao total de isolados do género em questdo. Os géneros Serratia, Hafnia,
Pantoea, Leclercia e Moelerella nao foram avaliados quanto atividade produtora de ESBL e
KPC, pois ndo haviam padrdes de crescimento disponiveis pelo fabricante do meio para
estes grupos.
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Figura 21: Géneros bacterianos que apresentaram atividade produtora de ESBL. As
porcentagens sao expressas por isolados com resultado positivo (coloragdo laranja) em
relagdo ao total de isolados de cada género. Os géneros ndo mencionados no grafico ndo

apresentaram atividade produtora de ESBL detectada no meio cromogénico.

A maioria absoluta dos isolados se apresentou como produtor de ESBL, o que nao foi
evidenciado nos testes de difusdo em disco, onde apenas 11% destes apresentaram
resisténcia a algum dos antibiéticos beta-lactamico testados. No entanto, esse resultado
pode ser uma consequéncia do fatode queforam desconsiderados o©s
antibiéticos cujo isolado correspondente apresenta resisténcia intrinseca, como por
exemplo, a familia Enterobacteriaceae, em relacdo a varios beta-lactdmicos (CLSI, 2018).

Estudos relatam a eficiéncia e a sensibilidade do uso do meio cromogénico

Chromagar® ESBL, indicando altas taxas de correspondéncia comparativamente a outros

métodos (KATTER & SHERIF, 2014; PRABHA, EASOW & SWAPNA, 2016).

De acordo com a literatura, a sensibilidade de testes de difusdo em disco para
deteccao de producdo de ESBL depende dos agentes antimicrobianos testados, e o uso de
cefotaxima e aztreonam podem indicar melhores resultados (MANHAS et al., 2012). De fato,
neste estudo, a maioria dos isolados do género Pseudomonas que apresentaram
resisténcia, foram exclusivamente resistentes ao aztreonam.

Um estudo realizado na Argentina verificou a produgdo de ESBL em amostras

clinicas de isolados da familia Enterobacteriaceae e também relatou discordancia entre os
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testes cromogénico e de difusdo em disco, onde o Chromagar® ESBL apresentou maior
identificacdo de isolados produtores da enzima (VILLAR, BASERNI & JUGO, 2013).

Quanto a identificacéo de fendtipos de resisténcia produtores de KPC, 133 isolados
(60%) apresentaram resultado positivo. A Figura 22 exibe os géneros bacterianos que
apresentaram atividade produtora de KPC, e a porcentagem correspondente ao total de

isolados do género em questao.
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Figura 22: Géneros bacterianos que apresentaram atividade produtora de KPC. As
porcentagens s&o expressas por isolados com resultado positivo (coloragdo laranja) em
relagdo ao total de isolados de cada género. Os géneros ndo mencionados no grafico nao

apresentaram atividade produtora de KPC detectada no meio cromogénico.

O meio cromogénico Chromagar® KPC apresenta alta sensibilidade e especificidade,
alcangando resultados de 100% e 98,4%, respectivamente, quando comparado ao método
de PCR para deteccado do gene blakpec (SAMRA et al., 2008). Quando comparado ao teste
de Hodge, também foi relatada correspondéncia de 100% (HAJI et al., 2012).

No presente estudo, foi observada uma infima taxa de correspondéncia entre
isolados que apresentaram resisténcia a algum carbapenémico no teste de difusdo em disco
(4 isolados, todos relacionados ao imipinem) e os que apresentaram resultado positivo no
meio de cultura cromogénico (133 isolados), equivalendo a apenas 3%.

Esta ocorréncia pode ser justificada pela existéncia de diferentes tipos de
carbapenemases e, consequentemente, diferentes niveis de expressao. A significancia das
carbapenemases produzidas, especialmente por Enterobacteriaceae, é descrita pela
classificagdo de Ambler, onde o nivel de resisténcia aos antibidticos da classe dos
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carbapenémicos pode variar significativamente (GIRLICH, POIREL & NORDMANN, 2013;
CODJOE & DONKOR, 2017). Assim, o meio cromogénico apresenta uma maior

sensibilidade para detectar diferentes niveis de resisténcia aos carbapenémicos, niveis

estes que podem ser indetectaveis no teste de difusdo em disco. Assim, a dificuldade de

deteccao das enzimas pelo teste de susceptibilidade aos carbapenémicos vem contribuindo

para a disseminagao de bactérias que as produzem (LANDMAN et al., 2010).

5.10 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

A Tabela 16 exibe os resultados dos parametros fisico-quimicos analisados, com

excecgao da amostra 1, que por motivos operacionais, ndo pode ser analisada neste aspecto.

Tabela 16: Resultados dos parametros fisico-quimicos das amostras de leite caprino cru

Padrao Umidade Gordura Lactose ACideZ  gsr  Esp
Amostra microbiolégico (%) (%) (%) (% Ac. (%) (%) PH
Latico)
2 89,5 2,8 4,22% 0,091* 10,5 7,7 6,3
3 89,1 3,0 4,14* 0,096* 109 79* 6
4 NC 89,2 3,7 4,15* 0,126 10,8 7,1* 6,0
5 NC 87,3 3,3 4,76 0,119 12,7 94 6,5
6 C 86,7 3,6 4,70 0,124 133 9,7 6,5
7 C 85,8 4,1 4,23* 0,111 14,2 10,1 6,7
8 C 88,2 4,0 3,36 0,084* 108 7,8* 7,0
9 C 89,7 2,8 3,85* 0,126 10,3 7,5 6,7
10 C 89,7 2,7 4,21* 0,088* 10,3 7,6 6,0
11 C 88,8 2,9 4,17* 0,087* 11,2 83 6,3
12 NC 89,0 3,6 4,14* 0,122 110 74* 6,0
13 NC 89,0 3,4 4,24* 0,119 110 7,6* 6,5
14 NC 90,1 2,2 4,79 0,071* 99 7,7 6,7
15 C 88,0 3,7 4,49 0,078* 120 83 7,0
16 C 90,7 3,1 4,83 0,114 93 62 7,0
17 C 92,7 2,1 4,54 0,116 73 52 7,0
18 C 93,0 1,8 4,48 0,082* 7,0 52* 6,3
19 C 89,0 3,4 4,57 0,116 110 7,6* 7,0
20 C 87,5 4,2 5,00 0,097* 125 83 7,0
21 C 88,7 3,5 4,52 0,084* 11,3 7,8* 7,0
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Legenda: EST — Extrato seco total; ESD — Extrato seco desengordurado. Valores

Wk

acompanhados de “*” indicam que estao fora dos padroes da IN 37/2000. NC: Nao conforme
com o valor padrdo de 5,0 x 10° para contagem padrdo em placas descrito na IN 37/2000. C:
Conforme com o valor padrdo de 5,0 x 10° para contagem padrdo em placas descrito na IN

37/2000.

Dez amostras (48%) se apresentaram com valor de acidez abaixo da faixa
recomendada pela IN 37/2000 (0,11-018 % acido latico para leite de cabra cru congelado,
visto que as amostras foram congeladas apds a analise microbioldgica, para posterior
realizacao das analises fisico quimicas.). Outras dez amostras apresentaram teor de lactose
abaixo do minimo estabelecido (4,3%) e 14 (67%) amostras apresentaram valores de
extrato seco desengordurado abaixo do minimo estabelecido (8,2%), valor este relacionado
com o teor de umidade e o teor de gordura.

Os baixos valores de acidez podem ser justificados pelo fato da colheita de amostras
ter sido de “leite de retencao”, que é o leite obtido na fase final da lactagdo do animal, tendo
suas caracteristicas fisico-quimicas alteradas. Ainda, algumas amostras podem estar
relacionadas com a ocorréncia de mastite na cabra, pois isto acarreta valores menores de
acidez, teor de lactose e teor de gordura (BRITO & BRITO, 1998), como observado na
amostra 8, que apresenta os trés valores baixos e de um grupo de trés cabras deste
produtor, apenas esta apresentou este comportamento nos parametros fisico-quimicos.

As amostras 17 e 18 apresentaram valores muito altos de umidade e muito baixos de
gordura, porém os valores de lactose detectados foram normais, e suas contagens
microbianas se mostraram baixas. Isto pode ser relacionado ao descongelamento multiplo
das amostras para realizacido das analises fisico-quimicas.

A amostra 14, que apresentou a maior contagem microbiana e maior diversidade de
micro-organismos, teve reflexos em seus parametros fisico-quimicos. Seu extrato seco se
apresentou baixo, indicando relagdo direta com a contagem microbiana e producado de
enzimas deteriorantes, aumentando o valor de umidade e consequentemente diminuindo os

valores de gordura e acidez.

5.11 DETECGCAO DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Todas as 21 amostras de leite caprino cru apresentaram resultado negativo no
DelvoTest. A Figura 24 exibe um exemplo de dois resultados de amostras estudadas, ao
lado de um teste usado como controle negativo. Espera-se que o fato da auséncia de
residuos de antibidticos se dé pelo fato das amostras terem sido obtidas de pequenos

produtores, que ndao devem fazer uso de medicamentos para tratar seus poucos animais.
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Figura 24: Resultados negativos do DelvoTest para duas amostras de leite de cabra cru
camparativamente ao controle negativo (a esquerda). O controle negativo se mantém na
coloragao original (roxa), enquanto nos tubos inoculados foi observada auséncia de residuos
inibitorios, permitindo que o esporo germinasse e fermentasse o agucar do meio, alterando

seu pH e ocasionando a viragem do indicador para amarelo.

Um estudo recente demonstrou que 46% de amostras de leite de cabra analisadas
na Bahia apresentaram residuos de antibidticos acima do limite maximo recomendado
(LMR), a partir do uso de testes rapidos de deteccdo, sendo que determinadas propriedades
apresentaram percentual de até 67% de amostras com resultado positivo. Esse percentual
se revelou consideravelmente maior em relagdo a estudos realizados na década passada,
que oscilaram entre 7 e 30% de amostras com residuos de antibiéticos identificados,
revelando a gravidade e o avango deste problema de saude publica (SANTOS, CRUZ e
BRANDAO, 2015).

Evidencia-se que o fato de haver baixa taxa de resisténcia da microbiota do leite de

cabra cru neste estudo pode justificar-se pela auséncia de residuos de antimicrobianos.
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6 CONCLUSOES

e O leite de cabra cru analisado neste trabalho se mostrou com grande populagao
microbiana de bacilos Gram-negativos, especialmente a familia Enterobacteriaceae e os
géneros Pseudomonas e Acinetobacter. Chama a atengdo, comparativamente ao leite
bovino, a grande variedade de espécies de Pseudomonas encontradas.

o Altas contagens de mesofilos totais aerébios em cerca de um terco das amostras
sugerem que os pequenos produtores alvo deste estudo ndo praticam as boas praticas de
higiene da forma correta, havendo falha em algum ponto da producao.

e A caracterizagdo dos isolados revelou resultados preocupantes em termos de
seguranga do alimento: Além da consideravel taxa de atividade produtora de biofilme, ligada
a disseminagdo de patdégenos pelo processo produtivo, em especial enterobactérias,
atividades proteolitica e lipolitica foram detectadas em quase um tergco dos isolados,
ressaltando o grave problema ocasionado pelas enzimas deteriorantes termoestaveis, que
pode resultar em prejuizo aos produtores pela desestabilizagdo do produto.

e Com a verificagdo dos parametros fisico-quimicos, foi possivel observar importantes
indicadores, como a possibilidade de mastite na cabra leiteira e como a verificacdo do efeito
dos micro-organismos nas propriedades do leite, como a reducao do extrato seco total em
virtude da acao de enzimas deteriorantes.

e Em virtude de as amostras serem provenientes de pequenos produtores, foram
observadas baixas taxas de resisténcia dos isolados, possivelmente pela raz&o de que néo
ha um descontrole na aplicagdo de medicagdo nos animais como é relatado nas grandes
industrias. Ainda, este fato é relacionado a auséncia de residuos de antimicrobianos nas
amostras.

o Foram identificadas altas taxas de identificacao de fendtipos produtores de enzimas
deteriorantes de antimicrobianos (ESBL e KPC), embora este comportamento ndo tenha
sido evidenciado no teste fenotipico. Este fato ressalta a dificuldade laboratorial de se
identificar a produgao destas enzimas, dificultando o tratamento e facilitando a disseminagao
dos micro-organismos produtores.

e Assim, com o ascendente consumo do leite caprino, frente a seus beneficios quando
comparado ao leite bovino, fica evidenciado o alto risco do consumo do leite de cabra cru,
devendo ser tomadas medidas de conscientizagdo para que seu consumo nao ocorra.
Sugere-se, portanto, maior rigor de fiscalizagao nos produtores para que as boas praticas de

higiene sejam seguidas a risca.
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ANEXO 1

RESUMO DE TRABALHO ENVIADO PARA APRESENTAGAO ORAL A Il JORNADA DE
POS-GRADUAGAO / VIl FORUM DE INOVAGAO, TECNOLOGIA E EDUCAGAO DO IFRJ

DETECCAO E CARACTERIZACAO DE PSEUDOMONAS SP
ISOLADOS DE LEITE CAPRINO CRU

Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos (Mestrado Profissional em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos), Brendon Chaves Aratjo (PIVICT/IFRJ), Janaina dos Santos Nascimento.
janaina.nascimento@iftj.edu.br

Resumo: O Brasil possui um rebanho de caprinos que figura entre os vinte maiores do
mundo. O leite de cabra vem se revelando uma opg¢do ao leite de origem bovina, pois a
proteina a-s1 caseina, associada a alergenicidade, estd presente no leite bovino em cerca de 12
a 15 g/L, enquanto no leite caprino este valor atinge, no maximo, 7 g/L. Com relagdo ao
conteudo lipidico, o leite de cabra tem glébulos de gordura menores e maior presenca de
acidos graxos de cadeia média e curta, causando um impacto positivo no processo digestivo.
O leite de diversos mamiferos em geral, tem um alto valor nutritivo e por isso tende a ser um
meio de cultura excelente para micro-organismos deteriorantes e patogénicos e, segundo a
literatura, apresenta grande variedade de bactérias Gram-negativas. Neste trabalho, objetivou-
se a deteccdo e a caracterizagdo de espécies do género Pseudomonas em 12 amostras de leite
de cabra de diversas cidades do Estado do Rio de Janeiro. A obtencdo dos isolados foi
realizada através de plaqueamento das amostras em Agar Vermelho Violeta Bile Glicose
(VRBG). Os isolados foram identificados por meio de espectrometria de massas (ionizagdo e
dessor¢do a laser assistida por matriz — MALDI-TOF). A caracterizagdo se deu por meio da
avaliagdo de atividades lipolitica (Agar leite), proteolitica (Agar Spirit Blue modificado),
hemolitica (Agar sangue) e produtora de biofilme (Agar vermelho congo). Foram obtidos 42
isolados, sendo identificadas as espécies P. fulva, P. monteilli, P. rhodesiae, P. putida, P.
plecoglissicida e P. mosselii. Dos 30 isolados dos quais os testes ja foram concluidos, 33%
apresentaram atividade proteolitica, 27% apresentaram atividade lipolitica e 20%
apresentaram atividade hemolitica. Nenhum isolado apresentou-se como produtor de biofilme.
Como continuidade do estudo, pretende-se avaliar os isolados quanto a resisténcia a diferentes
classes de antibioticos, pelo método da difusdo em disco, assim como verificar a producao de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e de carbapenemases (KPC). Essa
caracterizacdo permitird uma melhor avaliacdo do perfil das Pseudomonas encontradas no
leite caprino cru, que podem tanto afetar sua qualidade quanto causar impactos na satde dos
consumidores.

Palavras-chave: leite; caprino; Pseudomonas; qualidade; resisténcia
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ANEXO 2
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ANEXO 3

ARTIGO TECNICO ENVIADO A REVISTA INDUSTRIA DE LATICINIOS, COM
PUBLICAGAO PREVISTA PARA O PRIMEIRO TRIMESTRE DE 2019

Quais os possiveis riscos no consumo de leite de cabra cru?
Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos 1’2, Janaina dos Santos Nascimento'

! Laboratorio de Microbiologia, Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
de Janeiro (IFRJ), Rio de Janeiro, Brasil.

2 Laboratorio de Higiene e Microbiologia de Alimentos, Faculdade de Farmécia, Universidade
Federal Fluminense (UFF), Niteroi, Brasil.

O leite de cabra

Os produtos lacteos caprinos sdo considerados saudaveis e com caracteristicas
bioquimicas e sensoriais desejaveis, permitindo a producdo de uma grande variedade de
derivados, principalmente varios tipos de queijo com alto valor de mercado (CAVICCHIOLI
etal., 2015).

O leite de cabra vem se revelando uma opgao ao leite de origem bovina por razdes de
alergenicidade, especialmente em criancas. Suas composicdes centesimais sdo parecidas
numericamente, porém existem diferengas estruturais que afetam as caracteristicas digestivas.
A proteina os;-caseina, associada a alergenicidade, ¢ presente no leite bovino em cerca de 12 a
15 g/L, enquanto no leite caprino, este valor chega no maximo a 7 g/L. Com relagdo ao
contetdo lipidico, o leite de cabra tem gldbulos de gordura menores e maior presenca de
acidos graxos de cadeia média e curta, causando um impacto positivo no processo digestivo
(LAl et al., 2016; HODGKINSON et al., 2017).

O Brasil possui um rebanho de caprinos que figura entre os vinte maiores do mundo,
sendo que mais da metade deste consiste de animais leiteiros. Ainda assim, a produgdo
nacional é pouco expressiva, correspondendo a apenas 1,66% da produ¢do mundial
(15.262.116 toneladas). Em termos de América do Sul, o Brasil ¢ o maior produtor,
correspondendo a 80% do total (314.565 toneladas) (FAO, 2016).

Segundo a Instru¢do Normativa N° 37 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), que regulamenta o procedimento técnico de producao, identidade e
qualidade do leite de cabra, este ¢ definido como produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢des de higiene, de animais da espécie caprina sadios, bem alimentados
e descansados. Neste regulamento técnico sdo explicitados os requisitos para o processo de
produgdo, assim como sua higiene, controle e beneficiamento. Apresenta, ainda, os critérios
de classificacdo, designa¢do, composicdo e aborda pontos relacionados a fraudes,
contaminantes, rotulagem e critérios microbioldgicos (BRASIL, 2000).

Riscos microbiolégicos e quimicos do leite cru

O leite ¢ um alimento com alto valor nutritivo e, por isso, tende a ser um meio de
cultura excelente para micro-organismos deteriorantes e patogénicos. Devido a esse fato, deve
ser obtido em rigidas condi¢des de higiene e imediatamente refrigerado, com posterior
tratamento térmico (WESCHENFELDER et al., 2016; ALEGBELEYE et al., 2018). A cadeia
de produgdo de lacteos também contribui para a contaminagao, pois além da contaminagdo
primaria durante a criagdo do animal, existem pontos criticos durante o processamento,
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transporte e armazenamento dos produtos finais (AGRIMONTI et al., 2017). Logo, as
condi¢des higiénico-sanitarias no processo de obtengdo do leite estdo diretamente
relacionadas com os parametros microbiologicos do produto, € consequentemente com a
qualidade do produto final (QUEIROGA et al., 2007).

A Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) N°® 12 de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) apresenta o regulamento técnico sobre padroes
microbioldgicos para alimentos. No grupo de alimentos denominado leite de bovinos e de
outros mamiferos e derivados, onde inclui-se o leite de cabra, sdo indicados os micro-
organismos que devem ser pesquisados, assim como seus valores numéricos maximos, para
que a qualidade minima do produto seja garantida. Para leite fluido pasteurizado, a
recomendacdo ¢ que sejam pesquisados coliformes a 45°C e Salmonella spp. Ja para queijos, a
orientacdo varia de acordo com o tipo ¢ a umidade de cada produto. Em geral, devem ser
pesquisados coliformes termotolerantes, estafilococos coagulase positiva, Listeria
monocytogenes € Salmonella spp. Nao ha parametros para o leite cru (BRASIL, 2001),
entretanto, o consumo deste alimento ¢ uma pratica muito disseminada em varias regides do
Brasil, o que pode constituir um riso para a saide do consumidor.

A microbiota natural do leite de cabra cru ¢ composta em sua maior parte por bactérias
acido-laticas, como espécies dos géneros Lactococcus e Lactobacillus, ¢ por membros da
familia Enterobacteriaceae. A composi¢ao microbiologica pode variar de acordo com a
estacdo do ano em que o leite foi coletado, devido as mudangas na alimentag¢do e na satde do
animal, que podem estar relacionadas a temperatura do ambiente (QUIGLEY, et al., 2013).
Este alimento, no entanto, ¢ frequentemente relacionado a presenga de Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos e Escherichia coli produtoras de toxina Shiga (STEC). Ainda, ¢
ocasionalmente relacionado a presenca de Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., €
outros micro-organismos dos géneros Salmonella e Cronobacter, ressaltando, assim, que o
seu consumo in natura pode vir a se tornar problema de satide publica (ALVAREZ-SUAREZ
etal.,2015; OSMAN et al., 2013).

A nivel nacional, a presenga de micro-organismos potencialmente patogénicos no leite
caprino cru também tem sido comumente descrita. Um estudo recente avaliou a qualidade
microbiolodgica do leite caprino cru na Paraiba, onde foram obtidas contagens acima do
considerado toleravel de mesofilas totais ¢ de coliformes, indicando falhas no processo
higiénico de ordenha. Foram detectadas, ainda, contagens significativas de Staphylococcus
aureus em cerca de 5% das amostras, revelando um potencial problema relacionado a
producao de toxinas por estes micro-organismos € uma possivel associagdo com mastite no
animal, uma vez que esta bactéria ¢ a mais relacionada a esta infeccdo. Salmonella enterica
foi isolada em 1,3% das amostras pesquisadas, revelando a variedade e gravidade dos
patogenos encontrados no leite caprino cru (MONTE et al., 2016).

Outros estudos exibem resultados igualmente preocupantes. Em amostras de leite
caprino cru obtidas no estudo de Sdo Paulo, detectou-se alta prevaléncia (cerca de 35%) ¢
diversidade de mico-organismos do género Staphylococcus, além de representantes da familia
das enterobactérias, ambos frequentemente associados a surtos alimentares e considerados,
assim, potenciais riscos a saude humana (MACHADO et al., 2018a). Essa afirmacao ¢
fortemente corroborada por Cavicchioli ¢ colaboradores, que realizaram um estudo em Minas
Gerais, com leite de cabra cru, onde além de revelar alta contagem de estafilococos coagulase
positiva nas amostras analisadas, também comprovou a producdo efetiva de enterotoxinas por
estes micro-organismos (CAVICCHIOLI et al., 2015).

Em um trabalho realizado no estado do Rio Grande do Norte, além de amostras de
leite caprino cru, foi avaliada também a condicdo higiénico-sanitaria dos manipuladores da
ordenha, dos utensilios utilizados durante o processo e dos tetos dos animais. Nos
manipuladores, foram encontrados estafilococos coagulase negativa em mais de 70% das

83



amostras, assim como coliformes totais e termotolerantes em cerca de um quarto dos
colaboradores avaliados. Estes resultados evidenciam a higiene precaria das maos antes do
processo de ordenha, podendo ocorrer contaminagdo do leite obtido pelo manipulador. Com
relagdo a superficies de utensilios (baldes e peneiras) utilizados diretamente no processo de
ordenha, 91% das amostras analisadas apresentou contagem total de mesofilos acima de 5,0 x
10 UFC/cm?, indicando deficiéncia nos processos de sanitizagdao dos utensilios ¢ falha nos
processos de controle. Ainda, cerca de 20% destes utensilios e 52% das amostras de leite
apresentaram presenca de coliformes totais e termotolerantes e estafilococos coagulase
positiva e negativa, indicando alta probabilidade contaminacdo cruzada (SILVA et al., 2017).

De acordo com Martin e colaboradores, no leite cru de bovinos e outros animais, 0s
coliformes sdao encontrados em cerca de 98% das amostras. Se detectados mais de 10.000
ufc/mL desse grupo, supde-se que haja uma correlagdo com praticas inadequadas de higiene,
refrigeragdo ineficiente do produto ou condi¢do de mastite no animal. Por outro lado, no leite
pasteurizado, a presenga de coliformes indica contamina¢do pos-pasteurizacdo, relacionada a
formag¢do de biofilme, ou falha no processo térmico (MARTIN et al., 2016). Silva e
colaboradores confirmam a importancia da observac¢do das praticas de higiene, uma vez que
verificaram que a contaminacao de utensilios utilizados na ordenha de cabras por coliformes e
estafilococos pdde ser corrigida em quase totalidade dos casos apos a simples implementacao
de boas praticas no processo de ordenha (SILVA et al., 2017).

Outro problema que merece destaque quando se trata do consumo de leite caprino cru
consiste no fato de que em vacas e cabras no periodo de lactagdo, ¢ usual o tratamento de
mastites ¢ outras infec¢cdes com antibioticos. Porém, o uso indiscriminado e muitas vezes sem
o acompanhamento de um médico veterinario pode resultar em superdosagem ou em rota de
administracao inadequada (BELTRAN et al, 2013). Pode, ainda, ocorrer o uso de substancias
ndo adequadas para o animal em questdo ou o descumprimento do tempo de ndo retirada do
leite apos a administragdo do medicamento, gerando residuos no leite obtido (BELTRAN et
al, 2014). Embora o risco de se encontrar residuos de antibidticos em leste pasteurizado
também ocorra, muitos consumidores erroneamente acreditam que leite cru e leite organico
sdo, necessariamente, sindnimos, ou ainda, que residuos de antibidticos podem ser
encontrados apenas em leite bovino e ndo em leite caprino.

Um estudo recente demonstrou que 46% de amostras de leite de cabra analisadas na
Bahia apresentaram residuos de antibidticos acima do limite maximo recomendado, a partir
do uso de testes rapidos de deteccdo, sendo que determinadas propriedades apresentaram
percentual de até 67% de amostras com resultado positivo. Esse percentual se revelou
consideravelmente maior em relagdo a estudos realizados na década passada, que oscilaram
entre 7 ¢ 30% de amostras com residuos de antibioticos identificados, revelando a gravidade e
o avango deste problema de saude publica (SANTOS, CRUZ e BRANDAO, 2015).

A associacdo do uso de antimicrobianos nos animais com o desenvolvimento de
multirresisténcia pelos micro-organismos tém desencadeado estudos no sentido de buscar
alternativas para o tratamento de infecgdes, especialmente de mastite, com o objetivo de
reduzir a administracdo destes farmacos (KROMKER & LEIMBACH, 2017). A prevencio ¢
o controle da mastite caprina ainda s3o as melhores op¢des para evitar a utilizacdo de
antibidticos e estdo relacionadas a aplicacdo de medidas sanitarias nas propriedades criadoras
e as boas praticas de higiene das glandulas mamarias e dos profissionais envolvidos durante a
ordenha, além da sanitizagdo adequada dos utensilios utilizados nesse processo
(CONTRERAS et al., 2007; MACHADO et al., 2018b).

Conclusoes
No mercado consumidor brasileiro, assim como em outras partes do mundo, ¢é
crescente a demanda por produtos lacteos que possuam boa qualidade e que tenham um longo
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prazo de validade. Dessa forma, o leite pasteurizado apresenta uma grande vantagem em
relagdo ao leite cru. Entretanto, o consumo de leite cru é comum em varias cidades brasileiras,
por motivos culturais e, nos ultimos anos, pelo apelo de ser um produto mais saudavel.

Um fato preocupante, que deve ser considerado, consiste na comercializacdo de leite
sem inspe¢do governamental, principalmente em cidades pequenas, onde grande parte da
produgdo € proveniente de pequenos produtores, € que, na maioria das vezes, acaba sendo sua
principal fonte de renda. Além disso, problemas na ordenha ou no armazenamento do leite de
cabra cru contribuem para aumentar a contaminagdo microbioloégica do produto,
especialmente, em pequenas propriedades. Nesses casos, uma politica de conscientizagao e
treinamento com os produtores poderia auxiliar no processo de garantia da qualidade do leite.

Devido ao importante e crescente papel que o setor de produtos lacteos caprinos
desempenha na economia nacional e devido aos riscos microbioldogcos € quimicos que o
consumo de leite de cabra cru pode ocasionar, faz-se necessaria uma maior fiscalizacao da
comercializa¢do do leite por parte dos 6rgaos regulamentadores para melhor zelar pela satde
dos consumidores, mas sem causar prejuizo aos pequenos produtores.
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ANEXO 4

ARTIGO TECNICO ENVIADO AO SITE MILK POINT, COM PUBLICAGAO PREVISTA
PARA O PRIMEIRO TRIMESTRE DE 2019

Leite de cabra: aspectos funcionais e beneficios para a saude
Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos 1’2, Janaina dos Santos Nascimento'

! Laboratorio de Microbiologia, Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
de Janeiro (IFRJ), Rio de Janeiro, Brasil.

2 Laboratorio de Higiene e Microbiologia de Alimentos, Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal Fluminense (UFF), Niteroi, Brasil.

Para a civilizagdo ocidental, a criacdo de cabras desempenhou importante papel como
fator de sobrevivéncia no inicio dos assentamentos, inclusive no Brasil, com os primeiros
colonos portugueses trazendo caprinos no inicio da colonizacdo e deixando no pais uma
importante fonte de leite, carne e pele, principalmente em areas de climas mais indspitos
(CORDEIRO & CORDEIRO, 2011).

A composi¢do média do leite de cabra ¢ de 87% de 4gua, 4% de lipideos, 4% de
lactose, 3,5% de proteinas e 1% de cinzas, com pH em torno de 6,5 (PARK, et al., 2007).
Tem niveis satisfatorios de minerais como calcio, cobre, manganés, zinco e selénio, e de
vitaminas como vitamina A, niacina e riboflavina (LIMA ef al, 2016).

Com relagdo ao contetdo lipidico, o leite de cabra tem majoritariamente
triacilglicerdis em sua composi¢cdo (98%), com tracos de fosfolipideos, colesterol e acidos
graxos livres. Ainda, o leite caprino apresenta globulos de gordura menores ¢ maior presenga
de acidos graxos de cadeia média e curta, causando um impacto positivo no processo
digestivo, que também ¢ justificado pela composicao dos acidos graxos. Os acidos céprico,
caprilico e caprdico representam em torno de 15% dos acidos graxos no leite de cabra,
enquanto no leite bovino representam 7%, fato este também associado ao odor caracteristico
do leite caprino (TAYLOR & MACGIBBON, 2011).

O contetdo proteico do leite de cabra, assim como no leite de vaca, ¢ dividido em
caseinas e proteinas do soro do leite (whey proteins). A maior parte das proteinas do leite
bovino € composta pela agj-caseina, enquanto no leite caprino, as proteinas majoritarias sao 3-

caseina e ag-caseina. A diferenca do contetido proteico entre os ruminantes abordados se da
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em razdo do polimorfismo genético e sua alta frequéncia em caprinos, especialmente com
relagdo a ag-caseina (VERRUCK, DANTAS & PRUDENCIO, 2019).

O leite de cabra vem se revelando uma op¢ao ao leite de origem bovina por razdes de
alergenicidade, especialmente em criangas. A proteina os-caseina, associada a processos
alérgicos, € presente no leite bovino em cerca de 12 a 15 g/L, enquanto no leite caprino, este
valor chega a, no maximo, 7 g/L. A alergia ao leite de vaca atinge cerca de 6% de criangas
brasileiras, e a substitui¢do por leite caprino demonstra resultados satisfatorios em até 40%
dos casos. (HODGKINSON et al., 2017).

A B-lactoglobulina do leite de cabra apresenta diferencas com relagdo ao leite de vaca,
gerando peptideos bioativos durante o processo de digestdo e durante o processamento do
alimento. Estes peptideos exercem papéis biologicos especificos, como atividades anti-
hipertensivas, antimicrobianas, antioxidantes ¢ imunomoduladoras (BALTHAZAR et al,
2017).

Além da lactose, outros tipos de carboidratos presentes no leite de cabra sdo
oligossacarideos, glicopeptideos e glicoproteinas. Os oligossacarideos do leite caprino exibem
uma série de efeitos benéficos a saide humana, como propriedades antigénicas e efeitos anti-
inflamatorios na regido intestinal. Ainda, os acidos linoleicos conjugados presentes no leite,
definidos como uma familia de isdmeros do acido linoleico, tem importancia comprovada na
inibi¢do do cancer e aterosclerose ¢ melhora das fungdes imunoldgicas (ELWOOD et al.,
2010). Com relacao ao contetido mineral, sabe-se que além do leite caprino ter maiores niveis
de célcio, fosforo, magnésio, ferro e cobre comparativamente ao leite de vaca, suas
biodisponibilidades sdo aumentadas. O conteudo de vitamina A também se mostra mais
elevado em relagdo ao leite de vaca, pois as cabras sdo capazes de converter carotenos em
vitamina A (VERRUCK, DANTAS & PRUDENCIO, 2019).

Os produtos lacteos caprinos sdo considerados saudaveis e com caracteristicas
bioquimicas e sensoriais desejaveis, permitindo a producdo de uma grande variedade de
derivados, principalmente varios tipos de queijo com alto valor de mercado (CAVICCHIOLI
et al., 2015). O leite de cabra pode ser utilizado como matéria prima na producao de diversos
produtos, como queijos, sorvetes, manteigas, produtos condensados e doces. Estes produtos
desempenham importante papel especialmente na dieta de criangas e idosos devido aos seus
beneficios relativos aos produtos lacteos bovinos, tornando o leite caprino uma excelente
matriz para o desenvolvimento de produtos funcionais, incluindo probiodticos e prebidticos

(VERRUCK, DANTAS & PRUDENCIO, 2019). O uso do leite como matriz para elaboragado
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de probioticos ¢ relacionado a sua composi¢do, mais favoravel ao desenvolvimento de
bifidobactérias e bactérias acido laticas (CHAMPAGNE; CRUZ; DAGA, 2018).

Um prebiotico ¢ definido como um substrato que ¢ utilizado seletivamente por um
micro-organismo do hospedeiro, gerando efeitos benéficos a satde. Sdo em sua maioria
carboidratos e presentes em maior quantidade no leite de cabra, comparativamente ao leite de
outros ruminantes. Um estudo demonstrou que fragdes do soro do leite caprino, coletado apos
producdo de queijo e ricas em oligossacarideos, apresentaram funcionalidade e promoc¢ao da
saude intestinal, indicando que estes oligossacarideos concentrados poderiam ser aplicados no
desenvolvimento de produtos funcionais derivados de leite de cabra (OLIVEIRA et al., 2012).

Ja& os probioticos sdo definidos como micro-organismos viaveis que proporcionam
efeitos benéficos a saide quando presentes em quantidades adequadas no hospedeiro, sendo
os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus os mais utilizados em produtos lacteos
(CHAMPAGNE, CRUZ & DAGA, 2018). Muitos estudos demonstraram a viabilidade de
probidticos em leite de cabra durante o tempo de armazenamento, como leites fermentados,
bebidas lacteas fermentadas, iogurte, kefir, queijo coalho, ricota e sorvete (CHEN ef al., 2018;
RANADHEERA et al., 2016; CAIS-SOKOLIASKA et al., 2017; BEZERRA et al., 2017,
MACHADO et al., 2017).

Uma recente pesquisa avaliou as atividades redutora de colesterol e antioxidante em
leites caprino e bovino fermentados com probidticos, € estas se apresentaram em maiores
niveis nas bebidas de origem caprina, sendo justificado por diferengas estruturais e maior
atividade proteolitica na estrutura primaria do leite caprino (ZHANG et al., 2015).

A combinacao de um ou mais prebidticos com um ou mais probidticos origina um
produto simbidtico. Na literatura, existem registros de producdo de diversos produtos
simbidticos originados a partir do leite de cabra, sendo em sua maioria diversos tipos de
queijos e iogurte (KINIK et al., 2017; COSTA et al., 2015).

A utilizagdo do leite caprino como matriz para o desenvolvimento de produtos
funcionais pode ser ainda muito explorada, visando seu excelente valor nutricional e
propriedades funcionais comparativamente superiores ao leite bovino, gerando produtos

derivados inovadores e de alto valor agregado.
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ANEXO 5
RESUMO DE TRABALHO ENVIADO PARA APRESENTAGAO AO IV CONGRESSO
NACIONAL DE ALIMENTOS E NUTRIGAO (CONAN — MAIO/2019).

DETECCAO E CARACTERIZACAO DE ACINETOBACTER SP.
ISOLADOS DE LEITE CAPRINO CRU

Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos, Brendon Chaves Araujo, Carlos Henrique da Silva Cruz,
Janaina dos Santos Nascimento.
janaina.nascimento@ifrj.edu.br

Resumo: O leite de cabra vem se revelando uma opg¢do ao leite de origem bovina, por questdes de
menor alergenicidade (menor fragdo de a-sl caseina) e melhor digestibilidade (globulos de gordura
menores € maior presenca de acidos graxos de cadeia média e curta). O leite de diversos mamiferos
em geral, tem um alto valor nutritivo e por isso tende a ser um meio de cultura excelente para micro-
organismos deteriorantes ¢ patogénicos e apresenta grande variedade de bactérias Gram-negativas. O
género Acinetobacter ¢ associado a alta taxa de mortalidade em infecgdes hospitalares e a expressdo de
multirresisténcia, e, embora ainda pouco relatado em alimentos, algumas de suas espécies sdo boas
competidoras na microbiota de matrizes alimentares, devido a varios fatores como capacidade de
formagdo de biofilme e sobrevivéncia por longos periodos em superficies. Neste trabalho, objetivou-se
a detecgdo e a caracterizagdo de espécies do género Acinetobacter em 21 amostras de leite de cabra cru
comercializados informalmente em diversas cidades do Estado do Rio de Janeiro. A obtengdo dos
isolados foi realizada através de plaqueamento das amostras em Agar Vermelho Violeta Bile Glicose
(VRBG), que foram, posteriormente, identificados por meio de espectrometria de massas (ionizagdo e
dessor¢do a laser assistida por matriz — MALDI-TOF). A caracterizacdo se deu por meio da avaliagdo
de atividades lipolitica (Agar leite), proteolitica (Agar Spirit Blue modificado), hemolitica (Agar
sangue) e produtora de biofilme (Agar vermelho congo). Ainda, realizou-se teste de susceptibilidade a
antimicrobianos por meio do teste de difusdo em disco, e verificou-se a ocorréncia de fendtipos
produtores de enzimas degradadoras de antibidticos, ESBL e KPC, por inoculacdo em meios de
cultura cromogénicos. Dentre a populagdo microbiana do leite de cabra cru, majoritariamente
composta por Pseudomonas sp. € membros da familia Enterobacteriaceae, foram obtidos 10 isolados
de Acinetobacter sp., sendo identificadas as espécies 4. guillauiae (6), A. ursingii (3) e A. bereziniae
(1). Estes isolados foram provenientes exclusivamente de 4 amostras. Nenhum isolado mostrou-se
produtor de biofilme, enquanto 1 (10%) apresentou atividade hemolitica ¢ 6 (60%) apresentaram
atividades lipolitica e proteolitica. Dois isolados, 4. ursingii e A. guillaouiae, apresentaram resisténcia
a apenas um antimicrobiano (imipinem e piperaciclina + tazobactam, respectivamente). Um isolado de
A. guillaouiae apresentou resisténcia a dois antibidticos de classes diferentes, os mesmos citados
anteriormente. Os dez isolados se apresentaram como fenotipos produtores de ESBL, enquanto oito
como produtores de KPC. Estes resultados apontam como o género em questdo exerce importante
papel também na 4rea de alimentos, especialmente em lacteos, além de exibir a gravidade do problema
de comércio informal de leite cru.

Palavras-chave: leite caprino cru; Acinetobacter; qualidade; resisténcia
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ANEXO 6
RESUMO DE ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA SMALL RUMINANT RESEARCH

Pseudomonas sp. in uninspected raw goat milk in Rio de Janeiro, Brazil
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' Laboratério de Microbiologia, Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
de Janeiro (IFRJ), Rio de Janeiro, Brazil. CEP 20270-021
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Federal Fluminense (UFF), Niteroi, Brazil. CEP: 24241-000

* corresponding author: janaina.nascimento@ifrj.edu.br

Abstract

Although  quite  controversial from the point of view of food safety,
a considerable number of people of different ages and incomes consume raw goat milk.
Even refrigerated after milking, raw goat's milk may still be susceptible to the action of
psychrotrophic microorganisms. Pseudomonas species are common psychrotrophic spoilage
bacteria associated to raw or pasteurized milk, and are able to secrete termostable enzymes,
such as protease and lipase. In the study, Pseudomonas sp. from 21 refrigerated raw goat
milk samples freely commercialized without any type of inspection, by small producers and
markets from different geographic regions of State of Rio de Janeiro, Brazil, were
characterized for production of theses enzymes and for other relevant factors, as
antimicrobial resistance profile, hemolytic activity and qualitative biofilm production. A total of
136 isolates were identified, most of them belonging to species P. putida, P. koreensis, P.
monteilii and P. fluorescens. Twenty-one isolates presented only proteolytic activity, 21
presented only lipolytic activity, being that 17 isolates expressed both phenotypes. It was
detected that 91.4% of Pseudomonas isolates were susceptive to all the antibiotic tested,

94



9.6% were resistant and none exhibited a MDR phenotype. None of the raw goat milk
samples presented antibiotic residues detectable by the technique used, which may justify
the very low frequency of resistant bacteria. Although Pseudomonas is not considered a
typical food-related pathogen, its presence and its associated virulence factors indicate that
regulatory measures including the determination of microbiological standards for raw goat's
milk and greater control of the commercialization of this product are necessary.

Keywords: Refrigerated raw goat milk, Pseudomonas spp., antibiotic susceptibility,

proteolytic and lipolytic activity, biofilm production, antibiotic resistance.

95



ANEXO 7
COMPROVANTE DE SUBMISSAO DE ARTIGO A REVISTA SMALL RUMINANT
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