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RESUMO - O leite adequado ao consumo deve possuir qualidade higiénica, valor nutritivo e
a manutencao das propriedades organolépticas. O isolamento de coliformes totais e/ou fecais de
leite bovino é considerado um indicador de sanidade e de boas praticas de manejo, podendo ser
usado como indicador de qualidade. Este estudo teve como objetivo isolar, identificar e observar o
perfil de resisténcia de coliformes presentes em tanques de refrigeracéo coletivos e individuais de
acondicionamento de leite. Foram colhidas 89 amostras de leite de tanques coletivos e isolados 21
Klebsiella spp., uma Escherichia coli (E. coli) e 29 Enterobacter spp., e 102 amostras de leite de
tanques individuais das quais foram isolados uma Klebsiella spp. e sete Enterobacter spp. Dos
tanques coletivos, aproximadamente 47% de Klebsiella spp. e Enterobacter spp. foram resistentes
para cefalexina e 30% para ampicilina. Destes, no minimo 24% apresentaram multirresisténcia.
Entre os isolados de tanques individuais, 85% ou mais apresentaram resisténcia para ampicilina. O
fenotipo ESBL e o gene blarem foram detectados em linhagens de Klebsiella spp. isoladas de ambos
os tanques. Constatou-se contaminacao do leite com coliformes totais resistentes e, principalmente,
gue o armazenamento do leite cru de varios pequenos produtores em tanques coletivos potencializa
0 risco de contaminagao.
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN TOTAL COLIFORMS ISOLATED FROM
BULK TANK MILK

ABSTRACT - Milk that is adequate for consumption must be of hygienic quality, nutritional
value, and should maintain its organoleptic properties. Isolation of fecal and/or total coliforms from
bovine milk is considered an indicator of hygiene and good management practices, and can be used
as a quality indicator. This study aimed to isolate, identify, and assess the resistance profile of
coliforms isolated from collective bulk tanks and individual milk tanks. A total of 89 milk samples
were collected from collective bulk tanks and, from these, 21 Klebsiella spp., one E. coli, and 29
Enterobacter spp. were isolated, whereas 102 milk samples from individual tanks showed isolation
of one Klebsiella spp. and seven Enterobacter spp. In collective bulk tanks, at least 47% of Klebsiella
spp. and Enterobacter spp. were resistant to cephalexin and 30% to ampicillin. From these, at least
24% showed multidrug resistance. Among the microorganisms isolated from the individual tanks,
85% or more were resistant to ampicillin. The ESBL phenotype and the blarem gene were detected
in strains of Klebsiella spp. isolated from both tanks. It was concluded that contamination of milk with
resistant total coliforms, and especially the storage of raw milk from several small producers in the
collective bulk tank increase the risk of contamination.

Keywords: E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., multiresistance, dairy cow
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INTRODUCAO

O leite de qualidade deve possuir trés atributos: qualidade higiénica, valor nutritivo e
manutencao das propriedades organolépticas. A salde e o manejo do rebanho sdo fundamentais
para a qualidade do leite produzido, nos quais os procedimentos higiénicos adotados na producéo
e no armazenamento do leite nas propriedades rurais s&o pontos cruciais (Brito 2008).

O isolamento de coliformes totais e/ou fecais de leite bovino € considerado um indicador de
sanidade e boas préaticas de manejo e pode ser usado como indicador de qualidade. O leite de
tanques de refrigeracéo tem sido usado para diagnosticar varios problemas relacionados com a
qualidade que podem existir em rebanhos leiteiros. A presenca de coliformes em tanques é
sugestiva de deficiéncias de manejo na ordenha (Silva et al. 2010).

Os coliformes totais fazem parte de um grupo de bactérias composto por membros da familia
Enterobacteriaceae capazes de fermentar a lactose e produzir gas entre 35 e 37°C, gram-negativos
e nao formadores de esporos. E. coli, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella fazem parte deste
grupo. E. coli tem como habitat o trato gastrintestinal de humanos e animais. Os outros membros
do grupo podem ser encontrados em fezes, porém séo mais frequentemente isolados do ambiente.
Assim, a presenca de coliformes totais no alimento pode n&o indicar contaminacgéo fecal (Franco;
Landgraf 2008).

As bactérias psicrotréficas, incluindo Enterobacteriaceae, sdo aquelas capazes de se
desenvolver em temperaturas abaixo de 7°C. O grupo de microrganismos psicrotréficos inclui
bactérias gram-negativas (como os coliformes) e gram-positivas. A prépria estocagem do leite cru
refrigerado na fonte de producéo reduz perdas econémicas por atividade acidificante de bactérias
mesofilas, mas permite a selecdo de bactérias psicrotréficas relacionadas a problemas tecnolégicos

e econbmicos na industria de laticinios (Fonseca; Santos 2001).

A infeccdo por enterobactérias ocorre pelo canal do teto em qualquer fase da vida dos
animais, incluindo na ordenha, periodo entre ordenhas e periodo seco (Radostits et al. 2007). E.
coli, Klebsiella spp., seguidos por Serratia spp. e Enterobacter spp. sdo os patdgenos gram-
negativos mais frequentemente isolados de casos de mastite clinica em bovinos leiteiros (Locatelli
et al. 2010).

E. coli é considerado um dos principais indicadores de contaminacao de alimentos e da
agua. O microrganismo esta associado a infecces entéricas e extra—entéricas em humanos e
animais. A mastite por E. coli, em vacas, ocorre via ascendente pelo canal do teto, por contaminagéo
no ambiente da pré e pés—ordenha, de utensilios de manejo da ordenha (insufladores) ou agua
utilizada nos procedimentos de limpeza de Ubere ou da ordenhadeira mecéanica (Philpot; Nickerson
2002).

A infeccdo da glandula mamaria por K. pneumoniae tem sido associada com a contaminacao
do ambiente dos animais (Wenz et al. 2001, Sapimon et al. 2006), principalmente com o contato

das vacas, no periodo entre ordenhas, com material organico e fezes (Munoz et al. 2006). O
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microrganismo permanece no ambiente das granjas leiteiras por todo tempo, visto que é

considerado habitante normal do intestino dos bovinos (Munoz et al. 2008).

As espécies de Enterobacter sdo mundialmente distribuidas na natureza e sdo encontradas
em grande diversidade de ambientes como solo, agua, industrias alimenticias, vegetacdo, além de
hospedeiros vertebrados e invertebrados. Estas bactérias também s&o reconhecidas como
patégenos humanos (Cooney et al. 2011). Assim como Klebsiella spp. possuem grande capacidade
de contaminarem equipamentos médicos e solu¢Bes para uso parenteral. Diversas espécies de
Enterobacter tém sido isoladas do solo, de moscas, graos, bebidas fermentadas e até mesmo leite
UHT (Martinez; Trabulsi 2008).

A mastite é a enfermidade mais onerosa para a producéao de leite (Quinn et al. 2011). Esta
afeccéo gera impacto negativo na produgdo animal, no bem-estar animal e na qualidade do leite
produzido (Hillerton; Berry 2005, Holanda Junior et al. 2005). Além de acarretar grandes perdas
econbmicas pode tornar o leite um veiculo de microrganismos patogénicos resistentes, inclusive
para antimicrobianos utilizados em medicina humana, podendo gerar graves problemas de saude
publica, sendo considerada razdo primaria para o uso de antimicrobianos em rebanhos bovinos

produtores de leite (Pol; Ruegg 2007, Burgos et al. 2005).

A década de 1940 marcou o aparecimento de resisténcia bacteriana para a penicilina (Dzidic;
Bedekovic 2003, Livermore; Pearson 2007). Desde entdo, 0s mecanismos de resisténcia sédo objeto
de estudo e motivo de preocupagédo para profissionais da saude.

As B-lactamases de espectro estendido (ESBLS), por definicdo, sdo enzimas capazes de
hidrolisar penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefalosporinas de 32 geragdo) e monobactam e, séo
inibidas pelo acido clavulanico, sulbactam e/ou tazobactam. A primeira ESBL foi observada em uma
cepa de Klebsiella ozaenae isolada na Alemanha na década de 80. A partir de entdo, muitas ESBLs
foram encontradas por todo o mundo em diversas espécies bacterianas (Shah et al. 2004, Perez et
al. 2007, Wilberger et al. 2012).

A emergéncia e o aumento da resisténcia aos antimicrobianos no Brasil e no mundo apontam
para a necessidade de estudos continuados do perfil de sensibilidade de bactérias isoladas de
humanos e animais. Este estudo teve como objetivo isolar, identificar e observar o perfil de
resisténcia de coliformes de tanques coletivos e individuais, da regido sudeste do estado de S&o
Paulo, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 89 amostras de leite de tanques de expansdo coletivos (cerca de cinco
propriedades por tanque) e 102 amostras de tanques individuais (uma propriedade por tanque).
Estas foram colhidas no momento do preparo para o transporte aos laticinios, assim sendo, ndo
foram averiguadas informacdes do manejo individual dos animais em lactacao nestas propriedades.

As amostras de leite bovino de tanques de expanséo coletivos e individuais foram obtidas
na bacia leiteira da regido sudeste do estado de Sdo Paulo. As propriedades que possuiam tanques

coletivos apresentavam ordenha manual e producao diaria entre 12 e 125 litros, com média de 43
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litros por dia. J& as propriedades que possuiam tanques de expansao individuais apresentavam
ordenha mecanizada e producéo diaria entre 120 e 3000 litros de leite, com média de 280 litros por
dia.

Os microrganismos foram isolados a partir do cultivo do leite em placas de agar Mac Conkey
com o intuito de selecionar enterobactérias. Posteriormente, coldnias foram inoculadas no conjunto
de meios EPM/MILI/Citrato, recomendado pela ANVISA (2004), para a identificagdo de E. coli,
Klebsiella spp. e Enterobacter spp..

Os coliformes isolados foram submetidos ao método “in vitro” de difusdo com discos para
caracterizar o perfil de sensibilidade fenotipico aos antimicrobianos de acordo com os parametros
do “Clinical and Laboratory Standards Institute” - CLSI (2008, 2012). Foram utilizados discos de
antimicrobianos amplamente empregados na rotina clinica da medicina veterinaria e humana. A
saber: amikacina (30ug), amoxicilina (10ug), amoxicilina/acido clavulanico (30ug), ampicilina
(10ug), aztreonam (30ug), cefalexina (30ug), cefepima (30ug), cefoperazona sodica (75ug),
cefoxitina (10ug), ceftiofur (30ug), ceftriaxona (30ug), ciprofloxacina (5ug), cloranfenicol (30ug),
enrofloxacina (5ug), gentamicina (10ug), levofloxacina (5ug), sulfametoxazole/trimetoprim (25ug) e
tetraciclina (30ug) (Ribeiro 2008, Winn Jr. et al. 2008).

As cepas de E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. resistentes para antimicrobianos -
lactamicos foram entdo submetidas ao teste de disco aproximacao para a detecgdo fenotipica da
producédo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) utilizando aztreonam (30ug), ceftriaxona
(30ug), cefotaxima (30ug) e ceftazidima (30ug), dispostos a uma distancia de 20 mm do disco de
amoxicilina/acido clavulanico (30ug). Apds incubagao a 37° C por 24 horas, as placas foram lidas
de acordo com as recomendacgfes do CLSI (2005). A presenga de “zona fantasma”, em decorréncia
do alargamento do halo de inibicdo dos antimicrobianos, indicou fenétipo ESBL positivo.

O acido nucléico total foi extraido a partir dos isolados bacterianos inoculados
individualmente em BHI e incubados a 37°C por 24 h. A extragéo foi realizada com o Kit lllustra
Blood GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
O DNA extraido foi aliquotado e congelado a -20°C.

Para a reagcdo de PCR foram utilizados iniciadores especificos para determinar genes
codificadores de resisténcia para 3-lactamicos nas cepas que apresentaram resisténcia fenotipica
aos antimicrobianos [(-lactamicos (Tabela 1). De acordo com o protocolo estabelecido no
Laboratério de Antigenos Bacterianos, do Instituto de Biologia, do Departamento de Genética,
Evolucdo e Bioagentes, da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, para cada reacéo
foram utilizados 1,5 U Taq polimerase, 3uL de Tampéo 10X para PCR, 400uM de dNTP, 2,5mM de
MgCl,, 7uL de DNA e quantidades 6timas de cada iniciador.

Os resultados das reacgtes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose preparados
em concentracdo 1,5% em TAE 1 X, corados com SYBR Green | Nucleic Acid Gel Stain (10.000X
em DMSO) 1% e visualizadas em transiluminador de luz UV. Como marcadores de peso molecular
foram utilizados: Ladder 50 pb, Ladder 100 pb e Ladder 1 kb.
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Tabela 1. Primers para a determinag&o da presenca de genes de grupos de B-lactamases em coliformes
isolados de leite bovino de tanques de expanséo coletivos e individuais obtidos na bacia leiteira
da regido sudeste do estado de Sao Paulo

T°C/Produto

Gene Sequéncias (5'- 3) (o) Referéncia
TCG GGG AAATGT CGC G
blarew TGC TTA ATC AGT GAG GCA CC 60/972
TTATCT CCCTGT TTA GCC ACC
blashv GAT TTG CTG ATT TCG CTC GG 61/795 Cao et al. 2002
blaoxaio TTA GGC CTC GCC GAA GCG 55/ 988

CTTTGT TTT AGC CAC CAATGA TG

ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC
blactxm 1565 GTR AAR TAR GTS ACC AGA AYC AGC GG 557593 Boyd et al. 2004

TGT CAC TGT ATC GCC GTC -
blakec CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC 58/1.000 Yigit et al. 2001

CCC CGC TTATAG AGC AAC AA L
ampC TCA ATG GTC GAC TTC ACA CC 60/634 Féria et al. 2002

*T °C: temperatura de anelamento; pb: tamanho do produto de PCR em pares de bases.

RESULTADOS

Das 89 amostras de leite provenientes de tanques coletivos foram isolados 21 Klebsiella
spp., uma E. coli e 29 Enterobacter spp.

A resisténcia em Klebsiella spp. isoladas de leite de tanques coletivos foi diagnosticada
fenotipicamente em 81% (17/21) dos isolados para amoxicilina, 47,6% (10/21) para cefalexina, 30%
(7/121) para ampicilina, cefoxitina e sulfametoxazole associado ao trimetoprim, 9,5% (2/21) para
ceftiofur e 4,8% (1/21) para aztreonam, cefoperazona, cloranfenicol, enrofloxacina e tetraciclina. O
feno6tipo ESBL foi observado (Figura 1) em uma cepa de Klebsiella spp. que também amplificou o
gene blarem. A multirresisténcia para o minimo de duas classes de antimicrobianos foi observada
em 47,6% (10/21) dos isolados. Na analise genotipica realizada pela PCR foi detectado o gene
blarem em 23,8% (5/21) dos isolados de Klebsiella spp. (Tabela 2).

A Unica cepa de E. coli isolada de tanque coletivo foi 100% sensivel a todos os
antimicrobianos testados, embora tenha apresentado o gene blarem (Tabela 2).

Dos 29 Enterobacter spp. isolados de tanques coletivos 63% (18/29) foram resistentes para
cefalexina, 51,7% (15/29) para ampicilina, 27,6% (8/29) para tetraciclina, 10,3% (3/29) para
cloranfenicol, 6,9% (2/29) para sulfametoxazole associado ao trimetoprim e 3,5% (1/29) para
ceftiofur. Multirresisténcia para duas ou mais classes de antimicrobianos foi observada em 24,2%
(7/29) das cepas. O fenoétipo ESBL ndo foi observado, tampouco foram encontrados genes
codificadores da produgéao de B-lactamases (Tabela 2).

Das 102 amostras de leite de tanques individuais foram isolados uma Klebsiella spp. e sete
Enterobacter spp. (Tabela 2).

A Unica cepa de Klebsiella spp. apresentou resisténcia fenotipica para amoxicilina e também
o fenétipo ESBL. A PCR revelou a presenca dos genes blarem € ampC (Tabela 2).

Entre as sete cepas de Enterobacter spp. isoladas de tanques individuais, a resisténcia
antimicrobiana pbéde ser observada em 85,7% (6/7) para ampicilina e em 42,9% (3/7) para
cefalexina. Multirresisténcia e o fenétipo ESBL n&o foram observados, bem como nenhum gene de

resisténcia (Tabela 2).
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Os outros genes pesquisados ndo foram encontrados em nenhuma das bactérias

analisadas.

Tabela 2. Resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos, fenotipo ESBL e presenca de genes
codificadores da produgao de B-lactamases em coliformes isolados de leite bovino de tanques de
expansdo coletivos e individuais obtidos na bacia leiteira da regido sudeste do estado de S&o

Paulo
Klebsiella spp. E. coli Enterobacter spp.

(nzgl) TI (n=1) (nT:Cl) T | TC (n=29) (nT:'7)
Antimicrobianos?
Amoxicilina 81% 100% 0 - NT NT
Ampicilina 30% 0 0 - 51,7% 85,7%
Aztreonam 4,8% 0 0 - NT NT
Cefalexina 47,6% 0 0 - 63% 42,9%
Cefoperazona 4,8% 0 0 - 0 0
Cefoxitina 30% 0 0 - NT NT
Ceftiofur 9,5% 0 0 - 3,5% 0
Cloranfenicol 4,8% 0 0 - 10,3% 0
Enrofloxacina 4,8% 0 0 - 0 0
Sulfametoxazole/Trimetoprim 30% 0 0 - 6,9% 0
Tetraciclina 4,8% 0 0 - 27,6% 0
Multirresisténcia® 47,6% 0 0 - 24,2% 0
Fendtipo ESBL 4,8% 0 - 0 0
Genes de resisténcia*
blarem 23,8% 100% 100% - 0 0
ampC 0 100% 0 - 0 0

*TC: tanque de expanséo coletivo; Tl: tanque de expanséo individual; NT: ndo testado.

1 N&o houve isolamento de E. coli em tanques de expansao individuais.

2 Porcentagens de isolados resistentes aos antimicrobianos testados.

3 Multirresisténcia para o minimo de duas classes de antimicrobianos.

4 Porcentagem de isolados positivos para a pesquisa de genes de grupos de B-lactamases.
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Figura 1. Fen6tipo ESBL-positivo no teste de disco aproximagdo em linhagem de Klebsiella spp. isolada de
leite bovino proveniente de tanque de expanséo individual. As setas indicam a presenca de “zona
fantasma” caracteristica das cepas produtoras de -lactamases

DISCUSSAO

A qualidade do leite permanece como tépico de intenso debate na industria de laticinios e
entre as comunidades de profissionais das areas médicas e de saude publica. A produ¢cdo maxima
de leite com alta qualidade é um objetivo fundamental de toda cadeia leiteira (Oliver et al. 2009). O
leite de qualidade deve possuir gosto agradavel, ser mais nutritivo e ter longa vida de prateleira. Ja
o leite de baixa qualidade afeta todos os segmentos da industria do leite, resultando no decréscimo
das propriedades fabris e em produto final com vida de prateleira reduzida (Oliver; Murinda 2012).

A auséncia de patdgenos causadores de infec¢bes de origem alimentar € um dos principais
guesitos de qualidade. Muitos patégenos habitam 6rgaos e sistemas dos animais de producao,
principalmente pele e trato gastrintestinal, além do ambiente da propriedade. Estes microrganismos
podem contaminar a carne e o leite durante a estabulacéo dos animais e na ordenha, ou até mesmo
contaminar vegetais quando o solo é fertilizado com matéria organica de origem animal (Oliver et
al. 2009).

O leite cru é reconhecido ha décadas como veiculo de transmissao de grande variedade de
patégenos. Entre 1993 e 2006, 68 surtos de doencas associadas com o consumo de leite ndo
pasteurizado e subprodutos foram reportados nos EUA. Em anos recentes, E. coli
Enterohemorragica (EHEC), Campylobacter spp., Salmonella spp. e Listeria monocytogenes séo 0os
quatro géneros bacterianos mais frequentemente associados com surtos de doencas de origem
alimentar. Todos os surtos reportados entre 2000 e 2008, nos Estados Unidos da América, de
acordo com as evidéncias epidemiologicas, foram causados pelo consumo de leite cru ou seus
subprodutos (Oliver et al. 2009).

E considerada de importancia primaria a necessidade de providenciar programas de

educacado e material que traga informacgdes sobre os riscos microbianos a saude para fazendeiros,
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trabalhadores das fazendas de leite e de laticinios e consumidores. Os produtores devem estar bem
informados quanto aos riscos que o produto que comercializam pode oferecer. O aprimoramento de
programas educacionais voltados para consumidores é essencial para protegé-los de riscos
potenciais associados com o consumo de leite cru (Oliver et al. 2009).

Em uma perspectiva de saulde publica hd potencial de disseminacdo de bactérias
patogénicas e comensais resistentes aos antimicrobianos, de animais para seres humanos, via
contato direto ou pela cadeia alimentar. Nos sistemas de producdo de bovinos hé intensa pressao
de selecdo para microrganismos resistentes devido ao uso de antimicrobianos no tratamento de
diversas infecgfes (mastite, laminite, doencas respiratérias), na profilaxia (terapia da vaca seca) e
como promotores de crescimento (alimentacdo de suinos e aves). Estas praticas podem promover
a resisténcia aos antimicrobianos de duas formas: 1) permitem que a populacdo de bactérias
resistentes expanda em numeros por selecdo competitiva das cepas em detrimento das néo
resistentes, 2) também por permitir a disseminacdo de genes de resisténcia entre novos
hospedeiros bacterianos quando estes estéo albergados em elementos moéveis como plasmidios e
transposons (Call et al. 2008). A transmiss&o por alimentos pode ser a principal rota para a aquisi¢cao
humana de bactérias entéricas resistentes ou com potencial para transmitir genes de resisténcia
(Vieira et al. 2011).

No que tange as medidas adotadas, nas propriedades amostradas, visando a ordenha
higiénica e controle da mastite, somente 15% dos criatérios com tanques de expansao individuais
realizavam pré-dipping, secagem dos tetos, pds-dipping e a terapia da vaca seca. Em contraste,
nenhum produtor com tanque coletivo realizava estas medidas de controle e profilaxia para
infeccbes mamarias. Estes resultados indicam a existéncia de falhas de manejo no controle e
profilaxia da mastite nas propriedades estudadas, assim como na realizacdo de boas praticas de
producdo visando a higiene de ordenha e a qualidade do leite. A ado¢éo de procedimentos como
pré e pos-dipping, terapia da vaca seca, descarte de vacas com mastite crénica, treinamento de
trabalhadores para ordenha higiénica, manutencdo dos equipamentos de ordenha e realizacéo
sistematica de testes como a prova do Tamis, “California Mastitis Test” (CMT) e cultivo microbiano
de quartos positivos, podem contribuir significativamente no controle e profilaxia da mastite, e na
melhoria da qualidade do leite nos criatérios amostrados (Fonseca; Santos 2001).

Entre os produtores amostrados, 42% com tanques de expansao individuais e 62% com
tanques coletivos afirmaram nao receber nenhum tipo de assisténcia veterinaria regular. Nestas
propriedades, o contato com o médico veterindrio restringe-se a atendimentos isolados de casos
clinicos emergenciais. Estes dados sdo preocupantes, visto que elevado niumero de produtores da
regido ndo dispbem de orientacdo técnica e assisténcia veterinaria na elaboracado de programas
destinados ao manejo sanitario do rebanho, tampouco no controle e profilaxia de doencgas,
particularmente a mastite, impactando negativamente na qualidade e no volume de producéo de
leite.

A caracterizacdo dos microrganismos nos tanques de expansdo € considerada
procedimento importante nos programas direcionados a melhoria da qualidade do leite, posto que

permite nortear a provavel origem de contaminag¢do do leite. A diferenciacdo dos agentes em

Asa, Sao Paulo, v. 2, n. 3, p. 2-15, Set/Dez. 2014 9



Resisténcia antimicrobiana em coliformes totais isolados de tanques de refrigeragédo de leite bovino

contagiosos e ambientais possibilita inferir, estrategicamente, quais medidas de controle e profilaxia
poderdo ser adotadas em cada criatorio. A contaminacdo do leite geralmente € causada por
deficiéncias nos processos de higienizacao do ambiente, dos equipamentos e utensilios de ordenha
ou problemas relacionados ao armazenamento inadequado do produto final, por falhas de
resfriamento do leite até a coleta a granel pelo laticinio (Santos 2003, Ribeiro 2008).

Existem beneficios do uso de antimicrobianos: 1) vacas saudaveis sdo mais produtivas; 2)
baixa incidéncia de doencas; 3) reducdo de morbimortalidade; 4) reducéo da carga de patégenos;
5) producéo abundante de leite nutritivo e de alta qualidade. Em contraste, o uso de antimicrobianos
na agricultura pode ter parte da responsabilidade na emergéncia de bactérias resistentes aos
antimicrobianos, podendo afetar o tratamento de doencgas na populagdo humana. Ademais, o leite
de vacas tratadas para a mastite € associado com alta ocorréncia de residuos. Esse leite ndo é
apenas um problema para a saude publica e seguranca alimentar, mas também importante fator
econdmico para o produtor que pode ser penalizado pelo leite alterado, além de colocar em risco o
produto e subprodutos (Oliver; Murinda 2012).

As evidéncias cientificas ndo conseguem dar suporte a informacdo de que a emergéncia e
disseminacao de resisténcia bacteriana sejam diretamente relacionadas ao uso de antimicrobianos
em animais de produg&o. No entanto, o uso indiscriminado pode contribuir para o aparecimento e
aumento da resisténcia microbiana (Oliver; Murinda 2012).

As bactérias produtoras de ESBL representam um dos mais importantes problemas de
resisténcia bacteriana nos hospitais brasileiros. K. pneumoniae é isolado em aproximadamente
29,0% das infecgBes hospitalares e,geralmente, estas infec¢cdes estdo associadas com alta
morbimortalidade (Pereira et al. 2003). A difusdo destas enzimas pelo mundo é atribuida por sua
mobilidade (Sacha et al. 2009), podendo assim ter seus genes transferidos para outras bactérias
da mesma espécie ou até de espécies distintas (Shah et al. 2004, Perez et al. 2007).

E. coli produtoras de B-lactamases tém sido isoladas de animais e de alimentos de origem
animal (Carattoli 2001). Nam et al. (2010), ao isolar bactérias gram-negativas de leite cru de
rebanhos provenientes da Coreia, encontraram 78,2% de resisténcia para ampicilina, 46,5% para
tetraciclina e 21,8% para gentamicina. Mais recentemente, a frequéncia de Enterobacter resistente
para as cefalosporinas de terceira geracédo tem aumentado no mundo todo (Wilberger et al. 2012).

A presente pesquisa revelou a presenga de genes de resisténcia para (B-lactamicos, bem
como o fenétipo ESBL de Enterobacteriaceae isoladas de leite bovino avaliado, indicando que o uso
excessivo ou ndo racional pode ser um dos principais fatores para o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos.

A evolugéo do impacto da resisténcia em bactérias isoladas de animais na saude humana
ndo deve ser limitada as bactérias patogénicas, mas devem incluir comensais, considerados
também fontes de genes de resisténcia (Smet et al. 2010).

De maneira similar ao observado por Ribeiro (2001), Villa (2007) e Brito (2008), o presente
estudo descreve alta prevaléncia de enterobactérias em tanques de expansao. Estes achados séo
indicativos de falhas na higiene do ambiente da pré e pds ordenha e no momento da ordenha,

particularmente nos procedimentos de limpeza e desinfec¢do dos tetos dos animais, deficiéncia na
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higienizacdo das ordenhadeiras, das maos dos ordenhadores, tanques e utensilios de
armazenamento e transporte do leite. Sinalizam também deficiéncias na profilaxia de agentes
ambientais de mastite, 0 que nos leva a considerar de forma preocupante sobre o0 risco para a saude
publica a partir da ingestdo do leite cru.

Pinto et al. (2006) descreveram que a maior contaminagao do leite dos tanques coletivos da
Zona da Mata Mineira pode ser consequéncia da mistura do leite cru de diferentes propriedades e
graus de contaminacgdo, além de, no transporte e estocagem para os laticinios, poder ocorrer novas
contaminacfes e o aumento do numero de microrganismos. Citadin et al. (2009), no estado do
Parana, relataram elevadas concentra¢g6es de microrganismos no leite cru refrigerado e apontaram
para a necessidade de investimentos nas propriedades e no treinamento dos profissionais em boas
praticas de manejo da ordenha.

Em todo mundo é crescente a preocupac¢do com a obten¢do de Produtos de Origem Animal
(POA) que atendam as exigéncias do mercado, cada vez mais competitivo (Winn Jr. et al. 2008). A
qualidade do leite deve ser interpretada com cautela, pois o termo apresenta concepg¢des variadas
e significados distintos para muitos gestores. No entanto, a compreensao da qualidade é fator
indispensavel para a tomada de decisdes que norteardo os programas de melhoria da qualidade
(Souza et al. 2008). A garantia da qualidade no processo produtivo, ainda na producdo priméaria, €
fundamental, pois a auséncia de conformidade nessa etapa compromete de forma irreversivel a

gualidade do produto final.

CONCLUSOES
Constatou-se contaminagdo do leite com coliformes totais resistentes e, principalmente, que
a granelizacdo do leite cru de varios pequenos produtores em tanques coletivos de refrigeracao

potencializa o risco de contaminagéo do produto “in natura”.
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