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RESUMO

Dentre os alimentos relacionados as doencas transmitidas por alimentos estdo os lacteos,
pois a qualidade do leite produzido em diversas regides do Brasil ainda € insatisfatoria,
deixando-o sujeito a micro-organismos que afetam a producdo leiteira e a satde dos
consumidores. Considera-se Listeria monocytogenes um sério problema na seguranca de
alimentos e diante da relevancia da producéo de leite no pais e da obtencdo de alimentos
seguros, objetivou-se avaliar a formacdo de biofilme e o perfil de resisténcia a
antimicrobianos e sanitizantes de Listeria monocytogenes isoladas de leite de tanques de
expansdo. As analises foram realizadas no Laboratorio de Inspecdo de Carne e Leite
(LICAL) da UFRPE. Ap0s isolamento e identificacdo a partir de caracteristicas morfo-
tintoriais e bioguimicas, colbnias de L. monocytogenes foram submetidas a oito
antimicrobianos, sendo estes penicilina G, ampicilina (10ug), cefalotina (30ug),
cloranfenicol (30ug), ciprofloxacina (5ug), eritromicina (15ug), clindamicina (2ug) e
tetraciclina (30pg), através do método de difusdo em disco. Em seguida, realizou-se o
teste de formacdo de biofilme utilizando-se placa de microdiluicdo de 96 pocos e 0s
isolados formadores de biofilme foram submetidos ao teste com os sanitizantes cloro a
2,5% e clorexidine a 2%. Detectou-se Listeria monocytogenes em 20% das amostras
(6/30). Observou-se que 83,3% (5/6) e 16,6% (1/6) dos isolados apresentaram resisténcia
e resisténcia intermediaria a clindamicina, respectivamente e 16,6% (1/6) de resisténcia a
cloranfenicol e eritromicina. 66,6% (4/6) dos isolados foram capazes de formar biofilme.
Detectou-se acdo mais eficaz do cloro em relacdo a capacidade de interferir nas células
livres, pois em 50% (2/4) inibiu completamente a aderéncia e em 50% (2/4) a sua acao
permitiu uma fraca aderéncia. O clorexidine permitiu aderéncia moderada em 100% dos
isolados. Em relacéo ao biofilme consolidado o cloro foi 75% (3/4) mais eficaz na reducao
da aderéncia em relacdo ao clorexidine. Este trabalho foi pioneiro no isolamento de
Listeria monocytogenes em leite proveniente de tanques de expansao individuais em
municipios do estado de Alagoas. A ocorréncia de Listeria monocytogenes nas amostras
avaliadas representa um risco a saude publica. A formacdo de biofilme e a resisténcia
apresentada por estas cepas a produtos sanitizantes predispdem para a persisténcia deste
micro-organismo na cadeia de producdo de leite. Desta forma, faz-se necessario o
monitoramento deste micro-organismo e da mastite no rebanho. Além disso, a realizacao
de pré e pos-dipping de forma correta, a sanitizacdo dos equipamentos e do tanque, a
avaliacdo regular da eficiéncia dos sanitizantes utilizados e a coleta do leite pelo caminh&o
refrigerado no tempo adequado possuem relevancia na garantia da qualidade do leite,
sendo imprescindiveis para o fornecimento de alimentos seguros a populacdo. A
ocorréncia de cepas resistentes a antimicrobianos pode comprometer o tratamento da
listeriose humana. Evidencia-se a necessidade de realizacdo de testes com
antimicrobianos e de aderéncia periodicamente para monitoramento do perfil de
resisténcia e da formacéo do biofilme por parte deste micro-organismo, com o intuito de
promover o controle da Listeria monocytogenes no rebanho e de prevenir a contaminagéo
do leite por micro-organismos patogénicos.

Palavras-chave: Adesdo bacteriana; Doencas transmitidas por alimentos; Listeriose;
Micro-organismos patogénicos; Ordenha mecénica; Resisténcia; Saude publica;
Seguranca de alimentos.



ABSTRACT

Among foods related to foodborne diseases are dairy products, since the quality of milk
produced in several regions of Brazil is still unsatisfactory, leaving it subject to
microorganisms that affect milk production and consumer health. Listeria monocytogenes
is considered a serious problem in food safety and due to the importance of milk
production in the country and the obtaining of safe food, the objective to evaluate the
biofilm formation and antimicrobial resistance profile and sanitizers of Listeria
monocytogenes isolated from milk from expansion tanks. The analyzes were carried out
at the Meat and Milk Inspection Laboratory (LICAL) of UFRPE. After isolation and
identification from morpho-tinctorial and biochemical characteristics, L. monocytogenes
colonies were submitted to eight antimicrobials: penicillin G (10U), ampicillin (10pg),
cephalothin (30ug), chloramphenicol (30pg), ciprofloxacin 5pg), erythromycin (15pug),
clindamycin (2ug) and tetracycline (30pg) by the disc diffusion method. Then, the biofilm
formation test was performed using a 96-well microdilution plate and the biofilm forming
isolates were tested with 2.5% chlorine sanitizers and 2% chlorhexidine. Listeria
monocytogenes were detected in 20% of the samples (6/30). It was observed that 83.3%
(5/6) and 16.6% (1/6) of the isolates presented resistance and intermediate resistance to
clindamycin, respectively, and 16.6% (1/6) resistance to chloramphenicol and
erythromycin. 66.6% (4/6) of the isolates were able to form biofilm. It was detected a
more effective action of chlorine in relation to the ability to interfere in the free cells,
because in 50% (2/4) it completely inhibited the adhesion and in 50% (2/4) its action
allowed a poor adherence. Chlorhexidine allowed moderate adherence in 100% of the
isolates. In relation to the consolidated biofilm, chlorine was 75% (3/4) more effective in
reducing adherence to chlorhexidine. This work was pioneer in the isolation of Listeria
monocytogenes in milk from the individual expansion tanks existing in the municipalities
of Alagoas State. The occurrence of Listeria monocytogenes in the samples evaluated
represents a risk to public health. The biofilm formation and the resistance presented by
these strains to sanitizing products predispose to the persistence of this microorganism in
the milk production chain. Thus, it is necessary to monitor this microorganism and
mastitis in the herd. In addition, the correct pre and post-dipping, the sanitation of the
equipment and the tank, the regular evaluation of the efficiency of the sanitizers used and
the collection of the milk by the truck refrigerated in the appropriate time have relevance
in the guarantee of milk quality, being essential for the provision of safe food to the
population. The occurrence of antimicrobial resistant strains may compromise the
treatment of human listeriosis. It is evidenced the need to carry out antimicrobial tests and
adhesion periodically to monitor the profile of resistance and biofilm formation by this
microorganism, in order to promote the control of Listeria monocytogenes in the herd and
to prevent contamination of milk by pathogenic microorganisms.

Key words: Bacterial adhesion; Foodborne diseases; Listeriosis; Pathogenic
microorganisms; Mechanical milking; Resistance; Public health; Food safety.



1. INTRODUCAO

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2013),
a producao de leite no Brasil é um dos setores mais importantes para a economia do pais.
No ano de 2015 esta producao, estimada em 34 bilhdes de litros, situou o Brasil no quarto
lugar do ranking mundial de paises produtores como Estados Unidos, Russia, China,
Argentina, México, dentre outros (IBGE, 2016a).

Porém, a qualidade do leite cru produzido em diversas regides do Brasil ainda é
considerada insatisfatdria e isto se relaciona a presenca de micro-organismos. Fatores
como a mé qualidade da &gua utilizada, higienizacdo deficiente de utensilios e
equipamentos de ordenha e dos tanques de refrigeracdo, além da estocagem em
temperaturas inadequadas, corroboram a contaminacéo do leite e favorecem a ocorréncia
de doengas transmitidas por alimentos (DTA) (ZENI et al., 2013; ANGELO et al., 2014).

Visando reformular a normatizacdo da producdo, estabelecer novos critérios e
parametros de identidade e qualidade do leite desde a ordenha, substituindo a IN n°
51/2002, em 29 de dezembro de 2011, entrou em vigor a Instru¢cdo Normativa n° 62 do
Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento (BRASIL, 2011), com prazos
distintos de adequacdo que ocorrem ao longo dos anos para que todos os envolvidos se
enguadrem nas exigéncias para melhorar a qualidade do leite e de seu produtos.

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2017) relata que uma em cada 10
pessoas adoece no mundo por ano devido a alguma DTA. De acordo com o Ministério
da Saude (BRASIL, 2018), foram notificados 12.503 casos de surtos alimentares no pais
do ano de 2000 a 2017, sendo o leite e seus derivados relacionados a 3,21% dos casos.

Dentre estas doencas a listeriose € uma zoonose considerada questdo de saude
publica crescente. E ocasionada pela Listeria monocytogenes, patdgeno psicrotréfico que,
alem de possuir ampla distribuicdo no ambiente, tolerar condigdes de anaerobiose e
sucessivos processos de congelamento e descongelamento, suporta uma ampla faixa de
temperatura, entre -0,4 a 50°C, o que favorece a sua multiplicacdo em tanques de
refrigeracdo de leite (L1U, 2006; HARTMANN et al., 2009; CDC, 2017).

Em humanos L. monocytogenes pode causar desde sintomas gastrintestinais até
infeccBes graves decorrentes de sua forma invasiva, tais como meningite, encefalite,
endocardite e pneumonia. Em gestantes pode causar aborto, morte fetal, nascimento

prematuro, septicemia e meningite neonatal (PARIHAR et al., 2008; FAI et al., 2011).
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Diversos estudos tém relatado a presenca deste micro-organismo em leite
proveniente de tanques de refrigeragéo de leite, como no estudo realizado por Botsaris et
al. (2016), sobre a prevaléncia de L. monocytogenes em tanques do Chipre. Assim,
destaca-se a importancia desse patdgeno para a satde publica.

Geralmente no tratamento da listeriose a L. monocytogenes mostra-se sensivel a
maioria das drogas empregadas no combate a bactérias gram-positivas, porém, observa-
se um aumento no nimero de cepas resistentes, comprovando a importancia do
monitoramento do perfil de resisténcia deste micro-organismo a antimicrobianos
(SAKARIDIS et al., 2011; WANG et al., 2013).

Devido a capacidade de formar biofilmes, estando presente nas etapas de producéo
de alimentos, este micro-organismo pode ter dificil eliminacdo, tornando-se mais
resistente aos produtos utilizados para a limpeza e sanitizacdo. Isto se da em decorréncia
da formacdo da matriz exopolimérica que funciona como uma barreira protetora e
dificulta a interacdo de agentes sanitizantes (CAIXETA et al., 2012; GRANDI, 2015).

No Brasil ainda ndo ha a notificacdo oficial da listeriose humana, porém, na
Europa dados foram estatisticamente registrados, destacando a necessidade de estudos
relacionados a presenca de L. monocytogenes em alimentos, assim como de sua
investigacdo na cadeia produtiva (EFSA, 2015; BOTSARIS, 2016).

Diante do exposto, considerando a relevancia da producao de leite no pais, assim
como a importancia da obtencdo de alimentos seguros, torna-se importante pesquisar
Listeria monocytogenes em leites provenientes de tanques de expansdo, assim como
avaliar o perfil de resisténcia das cepas a sanitizantes e antimicrobianos e a capacidade
de formacdo de biofilmes, ja que este micro-organismo pode comprometer a qualidade

final do produto, acarretar problemas econdmicos, e representa um risco a saude publica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produgéo leiteira no Brasil

A pecuaria e as cadeias produtivas derivadas dela desempenham papel relevante
no suprimento de alimentos e na geracdo de emprego e renda e a presenca da
bovinocultura em todos os estados brasileiros evidencia a importancia econémica e social
desta atividade (BRASIL, 2013; ALAGOAS, 2017).

Ao longo das ultimas décadas a producdo de leite tem crescido com taxas
superiores a do Produto Interno Bruto, denotando que tal comportamento historico do
setor tem superado a média da economia brasileira (CARVALHO e COSTA, 2016).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), no
ano de 2016 foram captados 23,17 bilhdes de litros de leite por usinas de beneficiamento
que atuam sob algum tipo de servico de inspecdo sanitaria (Federal, Estadual ou
Municipal), e no terceiro trimestre de 2017, esta captacdo situou-se em 6,16 bilhdes de
litros.

A producdo de leite movimenta a economia de pequenas cidades, ajuda na
distribuicdo de renda e gera emprego, principalmente no meio rural (EMBRAPA, 2011a).
Entretanto, mesmo o pais possuindo destaque no setor leiteiro, os sistemas de producao
sdo heterogéneos, com baixo nivel de produtividade e tecnologia. Estima-se que 90% dos
produtores sdo considerados pequenos, com baixo volume de producdo diaria, baixa
produtividade por animal e pouco uso de tecnologias (ALAGOAS, 2017).

Apesar de alguns grupos de produtores serem eficientes, a producdo média das
vacas no Brasil é em torno de 1609 litros/vaca/ano, e a maioria continua com baixos
indices de eficiéncia técnica e econémica (IBGE, 2016b).

Em um cenério mundial o setor leiteiro vem passando por mudangas que indicam
uma acelerada modernizacéo tecnoldgica nos processos de producgdo. Porém, a cadeia
produtiva do pais ainda enfrenta obstaculos na obtencdo do leite, principalmente em
relacdo as condicdes higiénico-sanitarias (FREITAS et al., 2005; EMBRAPA, 2011a).

As caracteristicas da producdo de leite no pais dificultam o seu desenvolvimento,
pois, por ser realizada predominantemente por pequenos produtores estes geralmente
investem pouco na atividade. Além disso, possuem baixo conhecimento técnico,
resultando em falta de controle sanitario dos animais e pouca higiene durante a ordenha,

conservacao e transporte do leite (NERO et al., 2009).
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A cadeia de producdo do leite envolve fatores determinantes da qualidade,
seguranca e integridade que incluem desde o solo da fazenda de producéo, passando pela
agua, alimentos do gado, estado sanitério do rebanho e de cada vaca em lactagdo, préaticas
de ordenha, armazenamento na fazenda, nivel socioeconémico do produtor, transporte,
beneficiamento na industria, até o ponto de venda e o destino final (DERETI e BONNET,
2017).

2.3 Legislacao no setor leiteiro nacional

Juntamente com os atores da cadeia produtiva do leite, o Brasil vem tentando
modernizar o setor através de atualizacGes referentes a legislacdo que atende esse nicho
mercadol6gico. Assim, em um breve resumo historico, pode-se comecar citando o
Decreto n° 30.691 assinado em 29 de marco de 1952, aprovando Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA). Publicado no
Diario Oficial da Unido, na data de 07 de julho de 1952, com seus quase 1000 artigos,
consolidou o primeiro codigo higiénico-sanitario do Brasil (BRASIL, 2017b).

Com o intuito de melhorar a qualidade do leite produzido no Brasil, iniciou-se na
década de 1990 a estocagem do leite cru refrigerado. Em 1996 foi formado um grupo de
trabalho na Embrapa Gado de Leite, integrado por pesquisadores, universidades e
representantes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), com o
objetivo de elaborar diagnésticos e formular estratégias para melhoria da qualidade do
leite, caracterizando a elaboracdo do Programa Nacional da Qualidade do Leite (PNQL)
(DURR, 2004).

A partir disso, regulamentando a estocagem do leite cru refrigerado, foi publicada
pelo MAPA a Instrucdo Normativa IN n° 51/2002 (BRASIL, 2002), aprovando Re-
gulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade do leite tipo A, do leite tipo B, do leite
tipo C, do leite pasteurizado, do leite cru refrigerado e da coleta de leite cru refrigerado e
seu transporte a granel. Assim, reduzindo os prejuizos por deterioracdo do leite por
atividade acidificante das bactérias mesofilas.

Anteriormente a publicacdo da IN n°® 51/2002 ndo havia no Brasil padrbes
minimos de CCS (Contagem de Células Somaticas) e de CBT (Contagem Bacteriana
Total) para o leite tipo C e exigéncia legal de resfriamento do leite na fazenda. Desta

forma, esta Instrucdo Normativa estabeleceu um calendario de reducdo gradual destes
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limites, objetivando colocar os critérios minimos de qualidade do leite cru do Brasil em
condicBes de igualdade aos de paises da Europa e dos EUA (VILELA, 2016).

Visando reformular a normatizacdo da producdo, estabelecer novos critérios e
parametros de identidade e qualidade do leite, substituindo a IN n° 51/2002, em 29 de
dezembro de 2011, entrou em vigor a Instrucdo Normativa n® 62 também do MAPA
aprovando os Regulamentos Técnicos de Producdo, Identidade e Qualidade do leite tipo
A, do leite cru refrigerado, do leite pasteurizado e da coleta de leite cru refrigerado e seu
transporte a granel. Assim, prorroga os prazos e limites para a reducdo de CBT e CCS até
0 ano de 2016 e suprime os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos leites
tipos B e C (BRASIL, 2011).

Em 3 de maio de 2016, o MAPA publicou a IN n° 7, que altera a IN n° 62/2011,
estendendo os prazos em relacdo a CCS e CBT em leite cru refrigerado. Com isso, as
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste deverdo se adequar as normas relacionadas a CBT e
CCS até 2018, e as regides Norte e Nordeste em 2019 (BRASIL, 2016).

Ap0s véarias modificacdes e atualizagbes, em 29 de marco de 2017, entrou em
vigor o Decreto n°® 9.013, que Regulamenta a Lei n® 1.283, de 18 de dezembro de 1950, e
a Lei n® 7.889, de 23 de novembro de 1989, que dispdem sobre a inspec¢do industrial e
sanitaria de produtos de origem animal, e revoga o Decreto n°® 30.691/1952 (BRASIL,
2017a).

De acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), leite €, sem outra especificacdo, o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas. Assim, o leite de outras espécies deve ser denominado de
acordo com a espécie da qual proceda (BRASIL, 2017a).

2.4 Qualidade do leite no Brasil

Qualidade, seguranga e integridade sdo conceitos por si so desafiadores devido a
sua abrangéncia e complexidade sob o ponto de vista da ciéncia de alimentos; e o desafio
torna-se maior quando esses conceitos se aplicam aos produtos lacteos (DERETI e
BONNET, 2017).

Além de garantir a seguranca do produto ao consumidor, o controle de qualidade
do leite visa estabelecer um sistema de producdo em que seja preconizada a obtencdo de

um produto competitivo, capaz de atender as exigéncias do mercado (ROSA et al., 2017).
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Basicamente o leite para ser considerado de qualidade, ou seja, seguro para a satde
daqueles que o consomem, deve apresentar as seguintes caracteristicas: baixas contagens
bacterianas; auséncia de micro-organismos patogénicos; auséncia de residuos de
medicamentos veterinarios; minima contaminagdo com produtos quimicos ou toxinas
microbianas (GRACINDO e PEREIRA, 2010).

Estudos preliminares apontam que o grau de tecnificagéo da producao do leite nas
propriedades esta diretamente relacionado a sua qualidade (TAFFAREL et al., 2013),
portanto, pode-se dizer que o leite cru produzido por pequenos produtores brasileiros
pouco tecnificados apresenta baixa qualidade microbioldgica (NERO et al., 2007;
BELOTI et al., 2011; RIBEIRO JUNIOR et al., 2013).

Desta forma, a qualidade do leite cru produzido no Brasil ainda € um sério
problema na producdo de derivados lacteos, ja& que a matéria-prima deve apresentar
qualidade microbioldgica boa ou satisfatoria a fim de oferecer maior rendimento
industrial e gerar derivados nobres. Além disso, um produto com alta qualidade
proporciona o aumento da lucratividade de inddstrias e cooperativas, fato esse que deve
beneficiar também ao produtor (CASTRO et al., 2014; RIBEIRO JUNIOR et al., 2014).

Um dos parametros analisados para verificacdo da qualidade do leite é o seu perfil
microbioldgico, que pode ser caracterizado por micro-organismos indicadores de higiene
e patogénicos (PEREIRA, 2010).

Dentre os indicadores, a pesquisa do grupo coliforme também é importante tanto
na matéria-prima como na agua, pois indica falhas higiénico-sanitarias grosseiras ao
longo do processo produtivo, visto estar associado a contaminacéao fecal recente, direta
ou indireta. Além de serem os coliformes deteriorantes em si, indicam a possivel presenca
de patdgenos entéricos graves como Salmonella spp. (DERETI e BONNET, 2017).

Os aerdbios mesofilos sdo de extrema importancia no ambiente de ordenha e estdo
amplamente difundidos no ambiente. Altas contagens estdo associadas as falhas na
higienizagdo dos equipamentos, no manejo da ordenha ou problemas na refrigeragéo do
leite (RIBEIRO NETO et al., 2012).

Em relacdo aos patogénicos, as bactérias do género Staphylococcus spp. podem ser
encontradas na pele dos tetos, camas, maos do ordenhador, equipamentos e utensilios de
ordenha. O grupo é composto por uma variedade de espécies associadas a infecces em
seres humanos e animais (PHILPOT e NICKERSON, 1991).

A qualidade microbioldgica do leite cru é entdo relacionada ao numero inicial de

bactérias existentes no Ubere do animal e no ambiente externo no ato da ordenha
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(RODRIGUES et al., 2013). Varios aspectos devem ser levados em considera¢ao, como
a qualidade da &gua utilizada na desinfecgdo de equipamentos, de ordenha e do animal,
uso correto de sanitizantes, higiene do ordenhador e das instalagdes (LANGONI, 2013;
SILVEIRA e BERTAGNOLLLI, 2014).

Outros fatores contribuem para que o leite apresente baixa qualidade, tais como
localizacdo geografica, relacionada a distancia entre o local de coleta e o de
beneficiamento e a temperatura em que o leite permanece em todo o trajeto (ZENI et al.,
2013).

Componentes do leite como proteinas, carboidratos, lipideos, minerais e
vitaminas, constituem um 6timo substrato para o crescimento de varios grupos de micro-
organismos (SOUZA et al., 2009; YAMAZI et al., 2010). Quando obtido ou processado
em condicdes higiénico-sanitarias ndo satisfatdrias, o leite pode propiciar a multiplicacdo
de micro-organismos deterioradores que diminuem a sua qualidade e a sua vida de
prateleira e, consequentemente de seus derivados, além de veicular micro-organismos
patogénicos (MIGUEL et al., 2014).

Utilizada para avaliar a qualidade do leite, a contagem total de bactérias, ou
Contagem Bacteriana Total (CBT), é o nimero de bactérias contidas no leite e reflete a
higiene do animal, do ambiente, dos equipamentos, dos procedimentos de ordenha e do
resfriamento. Esta contagem é de extrema importancia ja que, considerando o potencial
de se multiplicarem, as bactérias do leite podem causar alterac@es, tais como a degradacéo
de gorduras, proteinas ou carboidratos, podendo tornar o produto impréprio para o
consumo e processamento industrial (EMBRAPA, 2011b).

J& como indicativo da sanidade da glandula mamaria utiliza-se a Contagem de
Células Somaticas (CCS) do leite, por estas se tratarem de células de defesa no combate
de agentes causadores de mastite ou células de descamacéo do epitélio glandular. Uma
alta contagem destas celulas no leite indica que provavelmente existe infeccdo em pelo
menos um quarto mamario do Ubere (PHILPOT e NICKERSON, 1991; ROSA et al.,
2009).

A CCS é um exame laboratorial especifico que expressa o numero de células
somaticas por mililitro de leite. Analisada individualmente € um método de diagnostico
da mastite subclinica, porém quando analisada no leite proveniente de tanques de
expanséo pode servir como indicativo do padrdo de qualidade do leite cru (WICKSTROM
et al., 2009; EMBRAPA, 2011b).
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Em relacdo ao leite cru refrigerado, alem do CCS e CBT, deve-se atender também
0s requisitos fisico-quimicos, como gordura, densidade relativa, acidez titulavel, indice
crioscopico e proteina, analises que colaboram para a correcao de falhas na obtencéo do
leite (BRASIL, 2011).

Apesar da IN n°62/2011 do MAPA (BRASIL, 2011) ter entrado em vigor no
Brasil, ainda se verificam propriedades com baixa eficiéncia produtiva e altas contagens
de CCSe CBT (ROSA etal., 2017). Apenas com a vigéncia da legislacdo sem associagédo
com outras medidas em relacdo aos sistemas de inspecdo, capacitacdo do produtor,
assisténcia técnica e pagamento por qualidade, ndo houve a melhoria esperada (SILVA,
2016). Assim a IN n° 7/2016 do MAPA (BRASIL, 2016) representa uma nova tentativa
de adequacdo aos valores de CCS e CBT em leite cru refrigerado e de melhorar a
qualidade do leite produzido no Brasil.

N&o ha diferenca entre o leite ordenhado manualmente e o leite ordenhado
mecanicamente no que diz respeito a qualidade, sendo a escolha pelo tipo de ordenha
baseada em informacbes como infraestrutura da propriedade, niumero de animais,
produtividade animal (kg/dia de leite) e niUmero de funcionarios (EMBRAPA, 2011b).

De forma geral o controle higiénico-sanitario dos rebanhos, a obtencédo do leite de
vacas sadias e em condi¢Oes higiénicas adequadas, o seu resfriamento no tempo e
temperatura adequados e um manejo adequado da ordenha até a inddstria sdo medidas
fundamentais e primarias para garantir a qualidade e a seguranca do leite e de seus
derivados (ARCURI et al., 2006; ALMEIDA et al., 2013).

2.5 Boas praticas na ordenha

Durante o processo de ordenha uma série de praticas devem ser observadas
visando a sanidade do Ubere da vaca, um menor nimero de descarte de vacas com mastite,
menor gasto com medicamentos e assisténcia veterinaria para o rebanho, assim como a
producdo do leite de forma higiénica, dentre outros beneficios que favorecem a boa
qualidade do leite (EMBRAPA, 2008).

Neste sentido, as boas praticas de ordenha envolvem obrigatoriamente trés fatores:
0 ordenhador, o ambiente em que 0s animais permanecem antes, durante e depois da
ordenha, e a rotina de ordenha. Aconselha-se que seja realizada uma “linha de ordenha”,
ou seja, comegar com 0s animais sadios e depois seguir com aqueles que apresentam

mastite subclinica, de forma a auxiliar o controle da doenca (ZAFALON et al., 2008).
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Além disso, Rosa et al. (2009) descrevem que com a finalidade de evitar a
transmissdo da mastite contagiosa no momento da ordenha, deve-se iniciar com vacas
primiparas sem mastite, seguindo-se com vacas pluriparas que nunca tiveram mastite;
vacas que ja tiveram mastite, mas que foram curadas; vacas com mastite subclinica; e por
ultimo, vacas com mastite clinica.

De acordo com Oliveira (2011), a rotina basica do manejo pré e pos-ordenha
consiste nas seguintes etapas: teste da caneca telada, pré-dipping, secagem dos tetos e
pos-dipping. Assim, no teste da caneca telada retira-se, manualmente, trés jatos de leite
de cada teto, direcionando-os para uma caneca telada a fim de verificar a ocorréncia de
mastite clinica (Figura 1). No pré-dipping ha a imersdo de cada teto em solugdo
antisséptica apropriada, deixando agir por 30 segundos antes da secagem dos tetos, que
deve ser feita com papel toalha descartavel, um para cada teto. Para finalizar, no pos-
dipping ha imersao de cada teto em solucdo antisséptica apropriada logo apds o término

da ordenha.

Figura 1:Teste da caneca telada (A); Leite com grumos, caracterizando a ocorréncia de
mastite clinica (B).

O pré-dipping, procedimento de desinfeccao dos tetos antes da ordenha, tem como
objetivo a prevencdo da mastite ambiental, ja o pos-dipping, procedimento de desinfecgéo
dos tetos apds a ordenha, tem como finalidade a protecdo dos tetos contra micro-
organismos causadores da mastite (ROSA et al., 2009). Segundo Acosta et al. (2016), nos
dois processos necessita-se de conhecimento por parte do responsavel pela ordenha para
que de fato seja reduzida a carga microbiana no pré-dipping e para que se evite a
contaminagédo do ubere no pos-dipping.

Apbs o pré-dipping deve-se secar criteriosamente as tetas para evitar a
transferéncia de residuos dos produtos utilizados para o leite. Além disso, deve-se

proceder o pos-dipping imediatamente ap0s a ordenha e manter os animais em pé por
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tempo suficiente para que o esfincter da teta volte a fechar, recomendando-se oferecer a
alimentacdo no cocho (BRASIL, 2011).

Além do teste da caneca telada, outros testes podem ser realizados antes do inicio
da ordenha, como o California Mastitis Test (CMT) e a contagem de células somaticas
(CCS). O CMT e utilizado para o diagnostico da mastite subclinica, além de fazer uma
estimativa do numero de células sométicas do leite proveniente das glandulas mamaérias.
Ja a contagem de células somaticas (CCS) é um teste geralmente realizado nas unidades
de beneficiamento, porém pode ser feito na fazenda, ja que é um indicador da qualidade
do leite (ROSA et al.,, 2009). A CCS ¢é usada como ferramenta para avaliacdo e
monitoramento da salde do Ubere nos programas de controle e prevengdo de mastite em
varios paises (EMBRAPA, 2011b).

Para a realizacdo do CMT, utiliza-se um equipamento chamado de raquete e um
reagente composto por um detergente e um indicador de pH, que atua sobre os leucocitos
e outras células presentes no leite causando o rompimento da parede celular. A partir disso
ha liberacdo do material genetico das células, promovendo a formacéao de viscosidade da
mistura do leite com o reagente, como pode-se observar na Figura 2. Quanto maior for a
quantidade de células somaticas no leite, tanto maior serd a viscosidade da mistura
(ZAFALON et al., 2008).

A leitura do CMT leva em consideragéo a reacao do leite na presenca do reagente
e o diagnostico deve ser sempre realizado por pessoa capacitada, sob orientacdo de um
veterinario. As reacdes observadas no teste variam de negativo, falso positivo a positivo,
sendo este Ultimo representado pela presenca de cruzes: (+) fracamente positivo, (++)
positivo e (+++) fortemente positivo (ROSA et al., 2009).

! [ 6t al., 2009) Google.com ™ | T % |

Figura 2: Leite colocado na raquete utilizada no California Mastitis Test (A); Colocacao
do reagente (B); Homogeneizacdo do contetido na raquete (C); Resultado negativo, leite
sem viscosidade (D); Resultado positivo, leite com viscosidade (E).

Quando a obtencdo do leite € feita por meio de ordenhadeira mecénica, se a

colocacdo das teteiras ndo for bem feita, pode comprometer todas as etapas posteriores,
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inclusive a qualidade do leite. Além disso, o tempo decorrido do momento em que 0
animal entra na sala de ordenha até a colocacgdo das teteiras deve ser o0 menor possivel,
sendo o recomendavel que o tempo entre a estimulacdo dos tetos até a colocacdo das
unidades de ordenha seja de aproximadamente um minuto (ZAFALON et al., 2008).

A limpeza do equipamento de ordenha e do equipamento de refrigeracdo do leite
deve ser feita de acordo com instru¢des do fabricante, usando-se material e utensilios
adequados, bem como detergentes inodoros e incolores (BRASIL, 2011). A rotina
de limpeza eficiente deve ocorrer imediatamente ap0s a ordenha, para remover totalmente
os residuos de leite (principalmente a gordura), e ainda as bactérias ou leveduras. A
temperatura e o pH das solugfes de limpeza sdo muito importantes para determinar a
eficiéncia na higiene (EMBRAPA, 2011b).

A higiene pessoal dos ordenhadores é outro fator importante, pois de acordo com
estudo desenvolvido por Molineri et al. (2012), sobre a associacdo entre praticas de
ordenha e contagem de bactérias psicrotroficas em leite de tanque a granel, fazendas onde
os ordenhadores ndo lavavam as maos durante o periodo de ordenha foram mais
propensas a apresentarem maior contagem de psicrotroficos.

Tratando-se de ordenha mecéanica, é necessario ainda trocar periodicamente as
borrachas que entram em contato com o leite, tais como as mangueiras curtas, as
mangueiras longas e principalmente as teteiras, as quais, quando gastas e envelhecidas,
podem fazer com que o0s tetos ndo sejam massageados corretamente, causando congestao
e edema com consequente aparecimento de lesdes. O uso constante de produtos quimicos
durante a lavagem do sistema provoca pequenas rachaduras nas borrachas e essas
aumentam progressivamente (OLIVEIRA, 2011).

A aplicacdo de Boas Préticas de Producdo (BPP) ou Agropecuarias (BPA) ou de
Fabricacdo (BPF) e o sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) na bovinocultura leiteira sdo uma alternativa para minimizar os riscos de
contaminacdo nas diferentes etapas do processo de producdo. Visando a exclusao,
remocdo, eliminacéo, inibicdo da multiplicacdo de micro-organismos indesejaveis e/ou
corpos estranhos, devem ser implantadas em toda cadeia produtiva (VALLIN et al.,
2009).

2.5 Leite cru refrigerado

Entende-se por leite cru refrigerado o produto oriundo da ordenha completa,

ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas, descansadas;
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refrigerado e mantido em temperatura igual ou inferior a 4°C, transportado em carro
tanque isotérmico da propriedade rural para um posto de refrigeracdo de leite ou
estabelecimento industrial adequado, para ser processado (BRASIL, 2011). O tanque
refrigerador de leite a granel é o equipamento para refrigeracao a granel e armazenagem
a granel de leite cru fresco, até o seu transporte pelo carro isotérmico (BRASIL, 2016).

De acordo com a Instrugdo Normativa IN n° 53/2002, do MAPA, o tanque e 0s
equipamentos associados deverdo ser projetados de maneira a fornecer resisténcia
mecanica suficiente para permitir seu transporte e manuseio e proporcionar uma operacao
satisfatoria e segura sob condi¢des normais. Também deverdo ser construidos de forma a
evitar qualquer contaminacdo do leite e qualquer corrosdo dos materiais constitutivos e
de maneira tal que a limpeza, desinfeccdo e inspecdo sejam realizadas sem dificuldade
(BRASIL, 2016).

Assim, no transporte a granel, o leite vai diretamente do tanque de refrigeracéo
por expansdo direta até o tanque localizado no caminhdo. S&o requisitos deste processo a
existéncia de local proprio e especifico para a instalacdo do tanque de refrigeragdo e para
a armazenagem do leite (ZAFALON, 2008).

No entanto, a manutencdo da qualidade desses produtos torna-se um desafio, pois
ndo se pode garantir um produto com vida Gtil prolongada se ndo for dada atengdo a
producdo e a estocagem da matéria-prima (ZENI et al., 2013).

O crescimento do setor de lacteos fez surgir a necessidade do armazenamento
prolongado, possibilitando a reducdo de custos operacionais de producdo e evitando
perdas dessa matéria-prima pela atividade acidificante de bactérias mesdfilas,
responsaveis pela acidificacdo e instabilidade térmica das proteinas do leite (MARTINS
et al., 2005).

Porém, o armazenamento por periodos prolongados sob refrigeracdo em torno de
4-7°C, pode resultar em queda de qualidade dos produtos lacteos, pois permite o
crescimento de micro-organismos psicrotroficos, 0s quais produzem enzimas
termorresistentes que continuam agindo mesmo apds a pasteurizacao e o tratamento UHT
(SANTANA et al., 2001; ZENI et al., 2013).

Desta forma, além do grau de contaminacdo inicial e do bindmio
tempo/temperatura em que o leite permanece desde a ordenha até o processamento, as
condicBes higiénico-sanitarias de obtencdo e armazenamento do leite, assim como o
transporte até o seu posterior beneficiamento na fabrica de laticinios exercem grande
influéncia na sua qualidade (PEREIRA et al., 2010).
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2.6 Psicrotroéficos na contaminacéo do leite cru refrigerado

Os principais géneros de bactérias psicrotréficas relacionadas a contaminacgédo do
leite cru refrigerado normalmente ndo sdo patogénicos, como por exemplo,
Chromobacterium, Flavobacterium, Lactobacillus, Arthrobacter. Entretanto, Yersinia
enterocolitica, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes sdo associadas a doencas
transmitidas por alimentos (DTA) apds consumo de leite ou produtos lacteos
contaminados (BRITO, 2003).

Bactérias psicrotroficas apresentam capacidade de crescimento em temperaturas
em torno de 7°C, seja qual for sua temperatura 6tima de crescimento Os psicrotréficos
encontrados no leite podem ser de varias origens, como ambientais, provenientes do solo,
agua, vegetacdo, teto/Ubere e de equipamentos de ordenha higienizados inadequadamente
(SANTANA et al., 2001; SHIRAI, 2010).

Assim, de acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 62/2011, do MAPA (BRASIL,
2011), em se tratando de tanque de refrigeracdo por expansao direta, é preconizado que
este deve ser dimensionado de modo tal que permita refrigerar o leite até temperatura
igual ou inferior a 4°C no tempo méximo de 3 horas ap6s o término da ordenha,
independentemente de sua capacidade. Além disso, deve haver local proprio e especifico
para a instalacdo do tanque de refrigeracdo e armazenagem do leite, e este deve ser
mantido sob condic¢des adequadas de limpeza e higiene.

Os psicrotroficos sao termolabeis, porém apresentam a capacidade de produzir
diversas exoenzimas termorresistentes, lipases e proteases, responsaveis por grandes
perdas econdmicas e problemas tecnoldgicos para a inddstria, pois as enzimas
proteoliticas e lipoliticas produzidas por esse grupo de micro-organismos estdo
relacionadas a perda de qualidade e a reducéo de vida de prateleira do leite UHT e de
outros lacteos (SORHAUG e STEPANIAK, 1997; ZENI et al., 2013).

A termorresisténcia dessas enzimas da-se pela capacidade de reorganizagdo da
estrutura terciéria, danificada durante a pasteurizacdo, tornando-as ativas, sendo assim
capazes de deteriorar os alimentos. Lipases hidrolisam a gordura do leite promovendo a
liberacdo de acidos graxos de cadeia curta, com producdo de sabor e odores desagradaveis
no leite, e proteases degradam caseina causando cor cinzenta, sabor amargo, além de
gelificacdo de produtos submetidos & esterilizagdo (BRAUN e SUTHERLAND, 2005).

Como medida preventiva, de acordo com a IN 62/2011 (BRASIL, 2011), o tempo

transcorrido entre a ordenha inicial e seu recebimento no estabelecimento que vai
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beneficia-lo deve ser no maximo de quarenta e oito horas, recomendando-se como ideal
um periodo de tempo ndo superior a vinte e quatro horas.

Porém, segundo Brito et al. (2003) a coleta a granel e 0 consequente armazenamento
nas industrias, em alguns casos, faz com o leite seja processado apenas em alguns dias
depois da ordenha, e esse periodo de estocagem, sob refrigeracdo, leva ao aumento no
ndmero dos micro-organismos psicrotroficos.

Além da multiplicacdo de psicrotroficos, praticas higiénico-sanitérias
inadequadas podem promover a formacao de biofilmes em tanques de armazenamento,
favorecendo a persisténcia de micro-organismos no local (FRANCO et al., 2000; HAUN,
2004).

2.7 Listeria monocytogenes

O género Listeria spp. € composto por seis espécies: L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. innocua, L. welshmeri, L. seeligeri e L. grayi, com 16 sorovares, sendo 15
antigenos somaticos “O” e cinco antigenos flagelares “H”. Apenas a L. monocytogenes é
considerada consistentemente patogénica para 0 homem, embora infec¢des ocasionais por
outras espécies venham sendo relatadas (CHAMBEL et al. 2007; HITCHINS, 2012).

Listeria monocytogenes, um micro-organismo psicrotréfico, caracteriza-se por
pequenos bastonetes gram-positivos, ndo formadores de esporos e de capsula, anaerdbios
facultativos e moveis a 30°C, devido a presenca de flagelos peritriquios. Por ser um
micro-organismo ubiquo, o solo é um nicho crucial para sua persisténcia e transmissao
para plantas e animais, favorecendo assim a contaminacgéo de alimentos (VIVANT et al.,
2013).

E geralmente patogénica, com um genoma de aproximadamente 2,94 Mbp
(GLASER et al., 2012). Existem 13 diferentes sorotipos de L. monocytogenes, mas apenas
trés (1/2a, 1/2b, 4b) tém sido frequentemente isolados em doengas humanas (NELSON et
al., 2004).

Este micro-organismo suporta uma ampla faixa de pH (4.7-9.2), altas
concentragdes de sal (10-12 %), suportando 25,5% de NaCl e baixas temperaturas (-0,4 a
50 °C). Além de se multiplicar com crescimento 6timo a 30-37 °C e possuir atividade de
agua otima de >0,97, com a minima variando entre 0,90 - 0,93 (LIU, 2006; HARTMANN
et al., 2009).

As espécies de Listeria spp. podem ser encontradas em animais domésticos e

selvagens, insetos, solo, esgoto e vegetacdo. Além disso, sdo disseminadas nas fezes de
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animais portadores, podendo também ser isoladas das fezes de individuos saudaveis
(JEMMI e STEPHAN, 2006; RAMASWAMY et al., 2007).

Caracterizando-se como intracelular facultativo, resiste a morte intracelular
quando é fagocitada pelos macrofagos. Além disso, possui a capacidade de invadir e se
multiplicar em varios tipos de células pela producdo de fatores de viruléncia, os quais sao
codificados cromossomicamente e estdo organizados em ilhas de patogenicidade (LI1U et
al., 2006; ALHO, 2012).

Em estudo desenvolvido por Kramarenko et al. (2013), que ao estudarem a
prevaléncia de Listeria monocytogenes em alimentos na Estonia, observou-se 2,6% de
amostras contaminadas (554/21.574), sendo dentre elas, carne (18,7%), leite (18,1%) e
peixe (8,8%). Andrade (2018) pesquisou a presenca de L. monocytogenes em presuntos
fatiados obtidos em supermercados da cidade do Recife-PE, e identificou o micro-
organismo em 25% (10/40) do total de amostras analisadas.

Nos EUA a Listeria monocytogenes esta entre os principais patdgenos que causam
9,4 milhdes de casos de doencas transmitidas por alimentos anualmente. Porém, no Brasil
ndo se tem estes dados oficialmente (BARANCELLI et al., 2011; SCALLAN et al.,
2011).

De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2018), dentre os agentes
etioldgicos mais identificados em surtos de DTA nos anos de 2000 a 2017 estdo as
bactérias, porém, ndo ha dados relacionados a L. monocytogenes, como pode-se observar

na Figura 3.
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Figura 3: Distribuigcdo dos agentes etiologicos mais identificados em surtos de DTA no
Brasil de 2000 a 2017. Fonte: Sinan/SVS, Brasil (2018).
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Entretanto, diversos estudos no Brasil demonstram a ocorréncia de L. monocytogenes em
alimentos de origem animal, incluindo os lacteos. Como exemplo, Barancelli (2010),
pesquisando Listeria monocytogenes em industrias de queijo do estado de S&o Paulo-SP,
isolou L. monocytogenes em amostras de leite cru, leite pasteurizado e queijos. Nesse
contexto, os lacteos possuem destaque no desencadeamento de DTA no pais, e isto pode

ser comprovado na Figura 4, que ilustra os alimentos mais incriminados em casos de

surtos de 2000 a 2017 (BRASIL, 2018).
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Figura 4. Distribui¢do dos alimentos incriminados nos surtos de DTA no Brasil de 2000

a 2017. Fonte: Sinan/SVS, Brasil (2018).

As estratégias adotadas no controle do micro-organismo apresentam variagoes.
Nos Estados Unidos ndo € permitida a presenga de L. monocytogenes em produtos prontos
para consumo, incluindo os lacteos. Ja na Europa, nos alimentos prontos para consumo
susceptiveis a multiplicacdo de L. monocytogenes, exceto os destinados a lactentes e a
fins medicinais, é permitida uma contagem até 1x10? UFC/g. Na industria, nos alimentos
suscetiveis a multiplicacdo deste micro-organismo, é preconizada a auséncia em 25g no

momento em que o alimento deixa de estar sob o controle da empresa que o produziu

(PITA, 2012).
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No Brasil, a RDC n° 12/2001 ANVISA (BRASIL, 2001), que estabelece os
padrGes microbioldgicos para alimentos, define o limite para L. monocytogenes apenas
para alguns tipos de queijos, sendo preconizada a auséncia em 25¢g do alimento.

Evolugbes ocorridas na producao de alimentos fazem com que as préaticas de
higiene ideais tornem-se um desafio no processamento de alimentos. Apesar dos avangos
nas tecnologias de controle de micro-organismos, as doencas transmitidas por alimentos
ainda representam um relevante problema de satde publica em todo o mundo (LUNGU
etal., 2011).

Por ser a L. monocytogenes uma das principais preocupacfes da industria
alimenticia e dos 6rgdos de saude, pela habilidade de sobreviver e multiplicar-se em
condigdes tecnicamente indicadas para conservacdo de alimentos como temperatura de
refrigeracdo; aliado a sua resisténcia ao congelamento, ao calor e aos diversos
antibidticos, tornou-se micro-organismo emergente e de grande importancia entre 0s
patdgenos transmitidos por alimentos (LAPENDA, 2010).

L. monocytogenes é frequentemente exposta a diversos agentes durante o
processamento de alimentos ou procedimentos de limpeza e desinfeccao e os efeitos de
tais estresses ambientais podem influenciar a sua resposta e capacidade de persistir nesses
ambientes (MAGALHAES et al., 2016).

2.8 Mastite bovina por Listeria monocytogenes

Apesar de ser considerado estéril na glandula mamaéria de animais sadios, o leite
pode sofrer contaminagdo por micro-organismos patogénicos a partir do momento da
ordenha. Além disso, a contaminacdo bacteriana do leite cru pode ocorrer no proprio
animal se este estiver acometido por enfermidades como a mastite (FUSCO e QUERO,
2014; SILVEIRA e BERTAGNOLLLI, 2014).

Dentre as principais fontes contaminantes do leite estdo a superficie de
equipamentos utilizados na ordenha e do tanque, superficie externa dos tetos e do Ubere.
Assim, sdo varios 0s aspectos que devem ser abordados ao se utilizar boas préaticas na
ordenha, tais como a qualidade da agua utilizada na desinfec¢do de equipamentos, de
ordenha e do animal, uso correto de sanitizantes, higiene do ordenhador e das instalagdes
(MOLINERI et al., 2012; LANGONI, 2013).

Responsavel por grandes perdas econdmicas, a mastite, inflamacéo das glandulas
mamarias, dependendo de sua manifestacdo esta doenca pode ser classificada como

clinica, diagnosticada por alterac6es no leite e no ubere, ou subclinica, diagnosticada pela
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presenca de elevadas contagens de células somaticas no leite. A forma subclinica é
importante devido a maior prevaléncia nos rebanhos, e é de dificil deteccdo e longa
duracdo, tornando os animais reservatorios de micro-organismos para o rebanho (SA et
al., 2000; DIAS, 2007).

Além disso, com base no tipo de patdgeno, a mastite pode ser ainda contagiosa ou
ambiental. Dentre o0s patdgenos mais frequentes nos casos de mastite,
estdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Escherichia coli, Corynebacterium bovis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp. e outros, como Mycoplasma spp., Mycobacterium bovis,
Brucella abortus e Listeria monocytogenes (LANGONI et al., 1998; MARTINS et al.,
2010).

Nos ruminantes, as infec¢fes por L. monocytogenes podem ser assintomaticas ou
causar doencas invasivas e, em ambos 0s casos, 0s animais excretam a bactéria nas fezes.
Desta forma, 0s micro-organismos contaminam o meio ambiente e aumentam o risco de
transmissdo dentro do rebanho, disseminando o agente para outros rebanhos que
compartilham as pastagens (HUTCHISON et al., 2004; HURTADO et al., 2017).

Em estudo desenvolvido por Sunitha et al. (2016), sobre a prevaléncia de L.
monocytogenes em leite de vacas com mastite e ambientes de fazendas na india,
observou-se uma prevaléncia significativa (5,60%) de L. monocytogenes em leite com
mastite e no ambiente de producdo leiteira.

Assim, de acordo com lvanek et al. (2006), ruminantes podem perpetuar os ciclos
de transmissdo da L. monocytogenes e altas cargas da bactéria oriundas de ambientes
rurais podem representar uma fonte de introducdo do patdégeno na cadeia de producao de

leite e derivados.
2.9 Agentes sanitizantes no controle da mastite bovina

O controle da mastite e um adequado manejo de ordenha dependem da utilizagéo
de produtos eficientes. Nesse contexto, na escolha do sanitizante deve-se considerar
natureza, concentracdo, espectro de acéo, atoxicidade, agdo irritante aos tecidos, custo e
propriedades fisico-quimicas (RAMALHO et al.,, 2012; LOPES et al., 2013;
MARGATHO et al., 2014).

O processo de sanitizacdo visa a destruicdo de micro-organismos a niveis

toleraveis, eliminando células vegetativas de micro-organismos. Desta forma, o produto
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a ser utilizado deve ter sua atividade antimicrobiana comprovada na pele do teto, além de
ndo ter sua atividade germicida afetada pela presenga de matéria organica como leite,
fezes ou urina (ZAFALON et al., 2008; CAIXETA et al., 2012).

A acdo do sanitizante é afetada tanto pelas caracteristicas fisico-quimicas da
superficie, tais como tipos de residuos, concentracdo, tempo e temperatura de contato,
pH, quanto pelo tipo e concentracdo dos micro-organismos contaminantes, como por
exemplo o0s esporos que sdo mais resistentes que as células vegetativas ou ainda
sanitizantes que sejam mais efetivos sobre bactérias gram-negativas ou gram-positivas
(ANDRADE, 2008).

Dentre os principios ativos mais utilizados no pré e pés-dipping estéo o cloro e o
clorexidine (MEDEIROS et al., 2009). A acéo do cloro se d& com a destruicdo da capsula
bacteriana de protecao e oxidacao do protoplasma celular exercendo sua a¢ao sanitizante,
também formando cloraminas tdxicas que alteram a permeabilidade celular e impedem a
regeneracdo enzimatica. Através da desnaturacdo de proteinas da membrana celular dos
micro-organismos, o cloro interfere no transporte de nutrientes e promove a perda de
componentes celulares (MORAO et al., 2015).

Apesar do baixo custo e facilidade de preparo e aplicacédo, o cloro é altamente
corrosivo, podendo reagir com matéria organica, irritar a pele, mucosa e vias respiratérias
dos manipuladores onde for utilizado. E um produto de amplo espectro, e em
concentracdes altas pode transmitir sabores e odores indesejaveis na area aplicada bem
como irritabilidade para olhos e pele (SILVA et al., 2010).

Um dos usos do clorexidine € no tratamento de infeccdes superficiais de tetos em
vacas devido ao seu efeito cumulativo e continuo, permanecendo na pele no minimo por
seis horas, além de ser de facil aplicacdo e econdmico (SPINOSA et al., 2002). De acordo
com Phillips et al. (1991) o clorexidine causa menor reacdo tecidual nas dilui¢Oes
recomendadas quando comparado ao iodo.

O clorexidine ¢ bastante utilizado no pré e p6s-dipping por possuir amplo espectro
de acdo e ndo ser inativado por pequenas quantidades de matéria organica, como sangue,
leite, pus e fluidos teciduais. Porém alguns fatores podem interferir na sua eficacia, como
a utilizacdo de &gua dura, pois nessas condi¢bes ha formacdes de sais insollUveis a partir
da clorexidina (SANTOS e FONSECA, 2007).

O efeito antimicrobiano do clorexidine ocorre pela atracdo e adsorcdo de suas
moléculas catidnicas a superficie celular dos micro-organismos, promovendo a alteragdo

da permeabilidade da membrana celular e resultando na perda dos componentes
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intracelulares e no desequilibrio osmotico da célula. A quantidade adsorvida é
proporcional a saida dos constituintes celulares e em pH neutro, é rapidamente adsorvida
a superficie celular dos micro-organismos (VITALIS, 2012).

O clorexidine possui acdo tanto em bactérias aerobias e anaerdbias, e ainda em
gram-positivas e gram-negativas, com acao bactericida ou bacteriostatica dependendo da
concentracdo usada. SolugGes mais concentradas sdo bactericidas, onde ocorre o
rompimento da membrana citoplasmatica da bactéria, ja em concentraces baixas tem
efeito bacteriostatico a qual impede a sintese de ATP da bactéria (MICHELOTTO et al.,
2008).

Cruz et al. (2012) avaliaram, “in vitro”, a citotoxicidade das solugBes de
clorexidina de 2,5% a 5% e concluiram que as solu¢des a 2,5%, 3%, e 3,5% comportaram-
se como ndo citotoxicas, as solucdes de 4% e 4,5% foram moderadamente citotoxicas e a
de 5% foi severamente citotdxica, equivalente ao hipoclorito de sédio a 5%.

Devido a diversidade dos agentes infecciosos envolvidos nos casos de mastite
torna-se importante a utilizacdo de produtos que em uma Unica concentragdo possa atuar
no pré e pés-dipping, mantendo suas propriedades desinfetantes, sem causar danos a
salde do animal ou a qualidade do produto (COUTINHO et al., 2012).

A concentracgdo de sanitizante a ser utilizado deve ser capaz de eliminar o micro-
organismo mais resistente no intervalo de tempo desejado. Assim, além de levar em
consideracdo o tempo de contato nas superficies a serem higienizadas, faz-se necessario
0 controle da concentracdo do produto através de acompanhamentos laboratoriais para
garantir sua efetividade (NASCIMENTO et al., 2010).

2.10 Listeria monocytogenes e a saude publica

A listeriose é uma zoonose causada pela ingestdo de alimentos contaminados por
L. monocytogenes e é considerada uma questdo de salde publica crescente (CDC, 2017).
Por muitos anos a epidemiologia da listeriose foi uma incognita e os isolados da bactéria
em laboratorios ndo passavam de poucos achados, sem grande importancia (LOW e
DONACHE, 1997).

No inicio da década de 1980 o aumento da ocorréncia de surtos de listeriose nos
EUA e Europa demonstraram tratar-se de uma doenca de grande importancia para a saude
publica, deixando de ser considerada apenas doenga que acomete animais (VASQUEZ-
BOLAND et al., 2001; HOF, 2003).
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Na Europa dados sobre listeriose foram estatisticamente registrados. Em 2014,
foram relatados 2.161 casos confirmados de listeriose humana na Unido Europeia,
destacando a necessidade de estudos relacionados a presenca e sobrevivéncia de L.
monocytogenes em alimentos, assim como de sua investigacdo na cadeia produtiva de
alimentos (EFSA, 2015; BOTSARIS, 2016).

No Brasil, dentre os anos de 2000 e 2017 ocorreram 12.503 surtos por doencas
transmitidas por alimentos (BRASIL, 2018), porém ainda ndo ha dados oficiais a respeito
da listeriose. O fato de muitos casos de DTA néo serem notificados e investigados pode
mascarar a real ocorréncia das doencas transmitidas por alimentos (WHO, 2017).

A Portaria n° 204/2016 do Ministério da Saiude (BRASIL, 2016), estabelece que
surtos de DTA constituem Eventos de Satde Publica (ESP) e estdo sujeitos a notificacao
compulsoria imediata. Entretanto, mesmo sendo de grande relevancia na satde publica,
no Brasil a listeriose ndo se enquadra na lista de notificacdo obrigatéria, sendo escassos
os relatos de casos de surtos dessa doenga, sendo estes subdiagnosticados e/ou
subnotificados (CRUZ et al., 2008; BARANCELLI et al., 2011).

A listeriose apresenta como principal grupo de risco gestantes, recém nascidos,
imunocomprometidos e idosos, por serem 0s mais suscetiveis a formas invasivas da
doenga (OXARAN et al., 2017; WIECZOREK e OSEK, 2017).

O periodo de incubacdo da listeriose varia de horas a semanas, contudo a dose
infectante de L. monocytogenes para causar a doenca ainda nao esta bem definida. A dose
aproximada, relatada de casos, varia de 102 a 10° UFC/g ou mL e também em funcio da
viruléncia da cepa e da suscetibilidade do individuo (DALTON et al., 1997).

A listeriose possui duas formas de manifestacdo clinica: a invasiva, que acomete
predominantemente pessoas do grupo de risco para a doenca e caracteriza-se por
septicemia e/ou meningite em ndo gravidas, abortamento e morte fetal, em gestantes,
nascimento prematuro, septicemia ou meningite neonatal, encefalite, endocardite e
pneumonia. Em casos associados com gravidez possui altas taxas de letalidade (20 a
30%); e a forma ndo invasiva, que é autolimitada e manifestada através de uma
gastroenterite febril (SWAMINATHAN et al.,, 2007, BRITO et al, 2008;
GASCHIGNARD et al., 2011; LAMONT et al., 2011).

No inicio da infeccdo, a listeriose assemelha-se a um resfriado comum,
acompanhado de febre, dores musculares e distirbios gastrointestinais. Quando a
infeccdo atinge o sistema nervoso, podem ocorrer sintomas como dor de cabeca, torcicolo,
confusdo mental, perda de equilibrio e convulsdes (VASQUEZ-BOLAND et al., 2001).
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Geralmente sem infeccdo localizada a septicemia é caracterizada por febre,
nausea, vémito e mal estar. O tropismo pelo cérebro e medula justifica a alta incidéncia
de meningite e meningoencefalite nos casos de infeccdo do sistema nervoso central,
acompanhado de febre alta, rigidez na nuca e desordens motoras (VASQUEZ-BOLAND
etal., 2001).

A L. monocytogenes pode ainda causar infecgdes localizadas como conjuntivite,
dermatite e linfadenite, podendo dar origem a complicagcbes como peritonite, hepatite,
pleurite, abscesso esplénico, pericardite, osteomielite, dentre outras. Pacientes com
infeccdo localizada geralmente sdo portadores assintomaticos do patégeno (DOGANAY,
2003).

A sobrevivéncia intracelular é essencial para que o patdgeno persista nas células
epiteliais e em células como macrofagos, responsaveis em elimina-lo, sendo assim L.
monocytogenes utiliza alguns mecanismos para escapar da resposta imune do hospedeiro.
Este micro-organismo pode infectar as células por dois mecanismos, invasdo direta ou
propagacao célula a célula (VASQUEZ-BOLAND et al., 2001; POSFAY-BARBE e
WALD, 2009).

Apds entrar no organismo hospedeiro por via oral, L. monocytogenes atinge o trato
intestinal, aderindo e invadindo a mucosa. A partir do momento que alcanga a corrente
sanguinea, a célula bacteriana € fagocitada por macréfagos e apds a lise do fagossoma, €
liberada no citoplasma da célula hospedeira onde se multiplica rapidamente. O patdégeno
usa a polimerizacdo de filamentos de actina para se mover intracelularmente e se espalhar
de célula a célula infectando uma vasta extensao de tecidos hospedeiros, sendo o figado
o principal sitio da infeccdo (VASQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Cada passo da infeccdo requer a expressdo de fatores de viruléncia especificos.
As internalinas sdo responsaveis pela invasdo das células epiteliais e pelo tropismo ao
tecido. A listeriolisina O (LLO) e duas fosfolipases C (fosfotidilinositol — PI-PLC e
fosfotildicolina — PC-PLC) responsaveis pela lise dos fagossomos da célula e pela
multiplicacdo intracelular do patégeno. A proteina act-A é responsavel pela propagagdo
célula a célula e motilidade. Além desses, hd a proteina de ligacdo da fibronectina,
responsavel pelo processo de colonizagdo do figado e intestino, lecitinases e proteases
(POSFAY-BARBE e WALD, 2009).

A internalina A (InlA), proteina especifica para Listeria monocytogenes, é a

responsavel por induzir a sua fagocitose e permitir a invasdo celular e a presenca de inlC
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e inlJ tem sido usada para diferenciar cepas virulentas de cepas nédo virulentas (LIU et al.,
2002).

O diagndstico pode ser feito por exame bacteriol6gico do material proveniente do
foco infeccioso. O cultivo primario da bactéria proveniente de sangue, liquor aspirado de
medula 0ssea e secrecdo de garganta pode ser facilitado pelo crioenriquecimento, com
manutencdo do meio semeado a 4°C, e subcultivos repetidos em agar-sangue. Além disso,
também pode ser feito pelo isolamento do agente infeccioso na placenta, mecénio, lavado
gastrico ou fezes (SAO PAULO, 2009).

A sorotipagem pode ser utilizada para o diagnostico da listeriose, porém apresenta
limitacOes em relagdo ao tempo exigido para obtencdo de resultados e principalmente em
relacdo a sua eficiéncia na deteccdo de todos os sorotipos presentes nas amostras
analisadas, dificultando assim, as investigacfes de surtos, além dos procedimentos de
diagnostico, terapéutica e prevencdo (BYUN et al., 2001; BEUMER et al., 2003).

Observa-se um grande avanco na precisdo e rapidez para a obtencdo de dados
relativos ao patdégeno, no que se refere ao entendimento de sua biologia, fatores de
viruléncia, evolucdo, diferencas fenotipicas e, consequentemente, nas acbes de
diagnostico e prevencao decorrente do uso de técnicas moleculares de sequenciamento
genético e principalmente as analises genéticas comparativas (BYUN et al., 2001;
VASQUEZ-BOLAND et al., 2001; BEUMER et al., 2003).

2.11 Antimicrobianos no tratamento da listeriose humana

A listeriose humana é tratada principalmente por terapia de suporte. Porém,
devido ao elevado risco de mortalidade decorrente da infeccdo, a listeriose é tratada
juntamente com antibidticos e, geralmente, mostra-se sensivel a maioria das drogas
empregadas no combate a bactérias gram-positivas, como penicilinas, ampicilina e
cefalotina (B-lactdmicos); tetraciclina (Tetraciclina); eritromicina (Macrolideo);
cloranfenicol (Cloranfenicol); ciprofloxacina (Quinolona); clindamicina (Lincosamideo);
gentamicina (Aminoglicosideo); vancomicina e teicoplanina (Glicopeptideos), dentre
outras (SAKARIDIS et al., 2011).

Os R-lactamicos sdo a classe mais prescrita em todo 0 mundo e possuem em
comum na sua estrutura o anel B-lactamico. Fazem parte deste grupo 4 grandes subgrupos:
Penicilinas, Cefalosporinas, Carbapenemes e Monobactamos. O mecanismo de acao

interfere com a sintese do peptidoglicano que é responsavel por manter a integridade da
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parede bacteriana. Em bactérias gram-positivas o polimero de peptidoglicano encontra-
se mais a superficie da célula, permitindo que o antibidtico se ligue mais facilmente as
PBP’s (Penicillin Binding Proteins) (TIPPER, 1985; BRASIL, 2007; FERES, 2012).

AssociacOes de penicilinas a inibidores das [R-lactamases permitem aumentar o
espectro de acdo e tornam o antimicrobiano mais eficaz, uma vez que a inativagéo por 3-
lactamases ndo ocorre. Alguns exemplos sdo associagdes de Amoxicilina com Acido
clavulanico e Piperacilina com Tazobactam. A associacdo de amoxicilina com &cido
clavulanico permite aumentar a acdo contra micro-organismos resistentes aos derivados
da penicilina (INFARMED, 2012).

Os glicopeptideos sdo outra classe de antibidticos, representados por vancomicina
e teicoplanina também possui como mecanismo de acao a interferéncia com a sintese do
peptidoglicano. A vancomicina produzida pelo fungo Streptomyces orientalis é o farmaco
de preferéncia no tratamento de infeccdes graves por gram-positivos como S. aureus ou
S. epidermidis resistentes & meticilina (BRASIL, 2007; INFARMED, 2012).

Os macrolideos sdo um grupo de antimicrobianos quimicamente constituidos por
um anel macrociclico de lactona, ao qual se ligam um ou mais aglcares. Seu mecanismo
de acdo ocorre pela inibicdo da sintese de proteinas, por intermédio da ligacao reversivel
aos receptores localizados na porcdo 50S de ribossomos bacterianos, em especial na
molécula 23S do RNA, impedindo as reacfes de transpeptidacdo e translocacdo. Quando
usados em concentracfes elevadas apresentam efeito bactericida (GUERRANT et al.,
2001; BRASIL, 2007; LOGUE et al., 2010).

Descobertas na década de 1940, as tetraciclinas tém atividade contra micro-
organismos gram-negativos e gram-positivos. Devido ao seu intenso uso na medicina
humana e veterinaria, a resisténcia generalizada limitou um pouco o seu uso. Os membros
mais utilizados desta classe séo tetraciclina e doxiciclina (CHOPRA e ROBERTS, 2001;
BRASIL, 2007).

Acdo das tetraciclinas sobre as celulas é conferida por difusdo em um processo
dependente de gasto de energia. Ligam-se, de maneira reversivel, a por¢do 30S do
ribossomo, bloqueando a ligacdo do RNA transportador, impedindo a sintese proteica.
(BRASIL, 2007; ZILBAUER et al., 2008).

O cloranfenicol é um antibiotico inibidor da sintese proteica bacteriana com efeito
bacteriostatico e bactericida. O espectro de acdo engloba bactérias anaerobias, bactérias
gram positivas, incluindo a maioria das espécies de MRSA. Exerce a sua atividade
ligando-se reversivelmente a subunidade 50S do ribossoma impedindo a ligacdo do
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RNAL, evitando a codificacdo do novo aminoacido e seu efeito bactericida acontece na
presenca de concentragdes elevadas (BRASIL, 2007; GUEDES et al., 2008).

A clindamicina exerce a sua acdo bacteriostatica impedindo a elongacdo das
proteinas pela ligacdo a subunidade 50S do ribossoma. Por outro lado alteram a superficie
bacteriana, facilitando a opsonizacdo, fagocitose e destrui¢do intracelular dos micro-
organismos (INFARMED, 2012).

As quinolonas possuem atividade bactericida resultante da inibicdo do DNA
girase ou topoisomerase Il, enzima essencial a replicacdo e transcricdo do DNA
bacteriano. A inibicdo desta enzima impede o super-enrolamento do DNA, ndo ocorrendo
a separacgdo de suas e assim inibindo a transcricdo e a sintese proteica (BRASIL, 2007;
GUEDES et al., 2008).

Por muitos anos ndo houve grandes mudancas no perfil de sensibilidade de L.
monocytogenes aos antibiodticos. Entretanto alguns relatos tém descrito cepas resistentes
a cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, vancomicina e trimetropina,
inclusive em cepas isoladas de alimentos (AURELI, 2003). Wang et al. (2013) relatam
que em 1988 houve o primeiro isolado de L. monocytogenes resistente a esses
antimicrobianos e, desde entdo, observa-se aumento no nimero de cepas resistentes.

Nesse contexto, é necessario 0 monitoramento da suscetibilidade antimicrobiana
de L. monocytogenes, uma vez que a emergéncia de cepas resistentes pode trazer

consequéncias graves a saude publica (SAKARIDIS et al., 2011).
2.12 Biofilmes microbianos

Biofilmes sdo agrupamentos estruturados de bactérias aderidas umas as outras por
meio de uma matriz extracelular, que € um componente essencial dos biofilmes
bacterianos e geralmente representa mais de 90% da sua matéria seca. Composta
principalmente por polissacarideos, a matriz é considerada a estrutura fundamental do
biofilme (COSTERTON et al., 1999; FLEMMING e WINGENDER, 2010).

De acordo com Costerton et al. (1999), a partir da década de 1970 iniciaram-se 0S
estudos com intuito de identificar e entender sua formacdo, porém muito antes
Leeuwenhoek retirou uma amostra do biofilme da placa de seus dentes e, com seu
microscopio primitivo, observou comunidades microbianas.

Estas estruturas, constituidas de celulas livres (plancténicas) que se aderem a uma

superficie, proliferam e se acumulam em camadas (células sésseis). As primeiras col6nias
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facilitam a chegada de outras células, favorecendo locais de adesdo mais humerosos e
iniciando o processo de construcdo da matriz que contém o biofilme (DONLAN e
COSTERTON, 2002).

Além de ser constituida por polissacarideos, proteinas e lipideos, a matriz
exopolissacaridica pode conter também agua e acidos nucleicos. Ja o biofilme como um
todo, € formado também por &gua e residuos do ambiente (bidtico ou abidtico) em que as
células microbianas se aderem (SUTHERLAND, 2001; CAPELLETI, 2006;
LUCCHESI, 2006).

Dentre os micro-organismos que podem participar de processos de adesdo pode-
se citar Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus sp., Enterococcus faecium, Yersinia enterocolitica, Salmonella
thyphimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Alcaligenes,
Flavobacterium e Listeria monocytogenes (CAPELLETTI, 2006; LUCCHESI, 2006;
CAIXETA etal., 2012).

Biofilmes podem ser formados por apenas um tipo de micro-organismo, ou
monoespécie, sendo estes mais relacionados a tecidos organicos, como valvulas
cardiacas, ou multiespécie, que sdo mais comuns na area de alimentos, onde se utilizam
de outras superficies (O’TOOLE et al., 2000).

Apenas algumas espécies sdo capazes de aderir a uma superficie por conta propria.
Outras sdo apenas capazes de ancorar a matriz ou as col6nias anteriores. Uma vez que a
colonizacdo tenha iniciado, o biofilme cresce através de uma combinacdo de divisdo
celular e recrutamento de novos micro-organismos (COSTERTON et al., 1999).

A adesdo e a formacdo do biofilme sdo dependentes de caracteristicas do micro-
organismo, como expressdo de fatores de viruléncia e producdo da capsula exopolimérica.
A superficie aderente e outros fatores como pH, temperatura, tempo de agitacdo, dentre
outros, também influenciam na formacdo destas estruturas (FLACH et al., 2005;
CAIXETA etal., 2012).

Como pode-se observar na Figura 3, as principais etapas envolvidas na formagéo
de um biofilme microbiano sdo: formacdo do filme condicionador; adeséo inicial dos
micro-organismos; producdo de substancias poliméricas extracelulares; maturacdo e
desprendimento de por¢des. Assim, a formacédo do filme condicionador ocorre a partir da
adsorcdo da matéria organica na superficie e a adesdo dos micro-organismos primarios e
controlada principalmente por interagOes i0nicas entre a parede celular dos micro-

organismos e macromoléculas do filme condicionador (CAPELLETT], 2006).
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Fonte: www.blogdobiomolgroup.com

Figura 5: Etapas de formagéo de biofilme microbiano.

Apds a adesdo inicial, o crescimento e a divisdo celular favorecem a formacao do
biofilme, que ocorre em aproximadamente duas horas. A partir disso, ha um rearranjo
estrutural, a redistribuicdo das bactérias e o aparecimento de canais e poros onde ha
difusdo de nutrientes, producdo de grandes quantidades de substancias poliméricas
extracelulares e aumento da densidade celular, caracterizando a maturacdo do biofilme
(CAPELLETTI, 2006; CHENG et al., 2007).

Porcdes do biofilme maduro se desprendem por mecanismos que podem ser
fisicos, como a eroséo superficial, abrasdo ou formacéo de gases; quimicos, que envolvem
a participacdo de agentes antimicrobianos, mudancas de pH e variacdes nas propriedades
quimicas do substrato; ou bioldgica, que pode ocorrer pela transicdo das células sésseis a
planctonicas provocada pela escassez de nutrientes, que pode ser relacionada a fatores
como aumento da densidade do biofilme, da diviséo celular com a excre¢do de enzimas
por algumas espécies ou pelo ataque de predadores, como os protozoarios (STOODLEY
et al., 2002; MORAES, 2009).

Em todas as etapas de formacéao do biofilme as bactérias se comunicam através do
Quorum-sensing, um sistema que por meio de sinais quimicos secretados pelas células
bacterianas, participa na capacidade de percepcdo da densidade populacional e promove
a regulacdo da expressdo genética (MILLER e BASSLER, 2001; KELLER e SURETTE,
2006).

De acordo com Renner e Weibel (2011), o0 Quorum-sensing é o exemplo mais
caracterizado de comunicagdo quimica entre 0s micro-organismos, sendo responsavel por

modular uma variedade de funcdes celulares, incluindo a formagdo do biofilme, a
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patogénese, a aquisicdo de nutrientes, a motilidade e a producdo de metabdlitos
secundarios.

Este mecanismo € realizado através da producdo de moléculas autoindutoras (AIS)
pelas células bacterianas, que atravessam as células por difusdo e acumulam-se no
ambiente em quantidade proporcional ao crescimento celular, conseguindo ativar os
genes e expressando fendtipos em questdo. Por meio deste mecanismo a bactéria é capaz
de detectar a concentracdo de autoindutores e assim ter a percep¢do do tamanho ou
quorum da populacdo (RUMJANEK et al., 2004; GERA e SRIVASTAVA, 2006;
BEHLAU e GILMORE, 2008).

Em Listeria monocytogenes, o gene luxS é precursor da molécula autoindutora 2
(Al-2), que é considerada um sinalizador na comunicacdo entre espécies microbianas
(BASSLER et al. 1994). O papel de luxS em L. monocytogenes ainda ndo esta esclarecido,
porém foi demonstrado que a inativacdo de luxS resultou em um aumento na formacao
do biofilme (SELA et al., 2006). Assim, de acordo com Belval (2006) o gene LuxS pode
estar envolvido no processo de regulacdo na formacéo de biofilme.

De acordo com Chen et al. (2008), o gene inlA, além de codificar a internalina A,
responsavel pela penetracdo de L. monocytogenes nas células, parece desempenhar um
papel na sua fixacdo em superficies. Chen et al. (2008) e Chen et al. (2009) relataram uma
correlagéo entre a expressédo do gene inlA e a capacidade de ligacdo de L. monocytogenes
a superficies de vidro.

Porém, Yang (2012), em estudo avaliando o mecanismo antimicrobiano de agua
neutra eletroquimicamente ativada sobre patdgenos transmitidos por alimentos e seus
biofilmes, observou que cepas de L. monocytogenes que ndo possuiam o gene inlA foram
capazes de formar biofilmes, e concluiu que esse gene nao foi fator decisivo para a
formacéo de biofilmes nas cepas estudadas.

Os flagelos podem ser relacionados a adesdo dos micro-organismos em
superficies, pois no inicio formacéo de biofilmes facilitam o contato com o substrato
superando as forcas de repulsdo eletrostatica. L. monocytogenes apresenta motilidade a
partir de flagelos peritriquios em temperaturas até 30°C, com a transcricdo do gene
flagelar MogR, o que também pode ser relacionado a sua capacidade de adesdo
(HERALD e ZOTTOLA, 1988; VATANYOOPAISARN et al., 2000; LIU et al., 2002;
FOLSOM et al.; 2006).

Os fatores Sigma sdo subunidades de proteinas dissocidveis que direcionam
holoenzimas de RNA polimerase bacteriana para o reconhecimento da sequéncia do dos
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genes antes do inicio da transcri¢do (RYAN et al., 2008). O fator Sigma oB, codificado
por sigB, é uma molécula essencial nas respostas ao estresses ambientais em diversas
bactérias gram-positivas, incluindo L. monocytogenes, sendo relatado como fator
relacionado a producéo de biofilmes (RAENGPRADUB, et al., 2008).

2.13 Biofilmes na area de alimentos

Quando em forma de biofilme, os micro-organismos sdo mais resistentes aos
materiais utilizados para a limpeza e sanitizacdo. Relaciona-se a isto a membrana
exopolimérica formada, que pode funcionar como uma barreira protetora a possivel

interacdo entre o0 agente antimicrobiano com a matriz (CAIXETA et al., 2012).

Além disso, o biofilme serve como protecdo para diversas mudancas ambientais
como exposicdo a radiacdo ultravioleta, a acidos e a dissecacdo (DONLAN e
COSTERTON, 2002).

Assim, nos biofilmes, as bactérias estdo protegidas das condi¢des adversas do
ambiente como temperatura, estresse oxidativo, privacdo de nutrientes, acdo de
antimicrobianos, dentre outros, auxiliando na sua perpetuacdo (BROWN et al., 2014).

A presenca de biofilmes em industrias de alimentos se deve, primeiramente, pelo
depdsito de material organico em superficies de processamento, as quais facilitam o
desenvolvimento de comunidades bacterianas (OLIVEIRA et al., 2010).

Os biofilmes podem acumular-se em uma variedade de substratos, a exemplo do
aco inox, vidro, borracha, polipropileno, férmica, ferro, poliestileno de baixa densidade
e policarbonato (KASNOWSKI et. al., 2010).

Dessa forma, podem acarretar varios problemas na area de alimentos, ja que a
colonizagdo das superficies em industrias pode contaminar os produtos, alterando suas
caracteristicas, além de possibilitar uma DTA, representando riscos a saude do
consumidor e prejuizos financeiros a induastria (FLACH et al., 2005).

Teixeira et al. (2008), avaliaram a formacéo de biofilme de L. monocytogenes em
materiais normalmente usados em cozinhas e observaram a formagé&o da estrutura em aco
inoxidavel, marmore, granito, vidro, polipropileno e silestone. No estudo de Kadam et al.
(2013) houve formacdo de biofilme por este micro-organismo em polipropileno.

Reis-Teixeira et al. (2017), avaliaram crescimento, viabilidade e arquitetura de
biofilmes de Listeria monocytogenes em superficies abidticas e observaram que as cepas

aderiram a cupons de aco inoxidavel e vidro. Ja& Andrade (2018) constatou que 20%
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(02/10) das cepas de L. monocytogenes isoladas de presuntos fatiados foram capazes de
formar de biofilmes em placa de poliestireno.

Na industria de beneficiamento de leite, praticas inadequadas de manejo e de
higienizacdo em equipamentos de ordenha e no beneficiamento, assim como a
conservacao inadequada, tornam o leite suscetivel a contaminacdo. Além disso, estas
praticas inadequadas podem promover a formagdo de biofilmes em tanques de
armazenamento e trocadores de calor, e ainda, adesdo de esporos na superficie de
embalagens (FRANCO et al., 2000; HAUN, 2004).

Locais onde ocorrem a manipulacdo e o contato com alimentos merece atengédo
redobrada, pois micro-ranhuras e microfendas podem favorecer a formacéo de biofilmes,
ja que dificultam a higienizagdo no local. Além disso, o desprendimento de células pode
desencadear a formacdo de novo biofilme, aumentando os focos de contaminagédo
(CAIXETA etal., 2012).

Assim, em tanques de resfriamento de leite a continua liberacdo de células
aderidas para o alimento torna-se um problema, j& que representa um importante foco de
contaminacdo e muitas vezes de contaminacdo por bactérias resistentes (SALISBURY et
al., 2002; TEALE, 2002; MARQUES et al., 2012).

Outro fator importante em relacdo aos biofilmes na cadeia produtiva do leite é que
a habilidade de algumas bactérias de aderirem & superficie do epitélio da glandula
mamaria esta associada a producdo destas estruturas. Desta forma, se ndo houver o
emprego adequado das boas praticas de ordenha, o leite poderéa ser fonte de contaminacéo
de micro-organismos patogénicos (MELO et al., 2012).

Como o sistema de comunicacdo entre as bactérias pode desencadear a expressao
genética, relaciona-se a participacdo de moléculas sinalizadoras autoindutoras na
regulacdo de fenotipos envolvidos na deterioracdo de alimentos e no desencadeamento de
toxinfeccdes alimentares (CHRISTENSEN et al., 2003; SMITH et al., 2004; VIANA,
2006).

De forma geral, os biofilmes podem acarretar varios problemas na area de
alimentos, j& que a colonizagdo das superficies em industrias pode contaminar 0s
produtos, alterando suas caracteristicas, além de possibilitar uma DTA, representando
riscos a saude do consumidor e prejuizos financeiros a industria com a diminuigcdo do
tempo de vida atil dos produtos (FLACH et al., 2005).
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2.14 Resisténcia bacteriana a antibidticos e a sanitizantes

Tém se observado um aumento significativo da resisténcia aos antibidticos,
particularmente entre as bactérias zoonoticas, que € provavelmente, consequente do uso
indiscriminado das drogas. H& Também correlacdo entre a resisténcia aos
antimicrobianos e a utilizacdo destes na producdo animal, ja que de acordo com estudos
na Unido Europeia, 70% dos antibidticos produzidos no mundo sdo utilizados em
fazendas (BEBELL et al., 2014; LEE et al., 2015).

Considera-se que uma bactéria é resistente a um ou varios antibidticos, quando
este perde a capacidade de controlar o crescimento bacteriano. O agravamento do nivel
de resisténcias é relacionado a sua utilizacdo excessiva e muitas vezes de forma errada
praticada ao longo de décadas. Assim, 0 uso indiscriminado permitiu que 0s micro-
organismos conseguissem se adaptar, por mecanismos de aquisi¢do e transferéncia de
genes de resisténcia aos antibioticos presentes em plasmideos e transposons, diminuindo
a eficacia dos antimicrobianos (SEAN, 2005; CDC, 2015).

Os mecanismos microbianos de resisténcia podem ser intrinsecos ou adquiridos
por transmissdo de material genético ou mutacdo. A resisténcia natural é uma
caracteristica intrinseca de um micro-organismo, que ocorre sem uma exposic¢ao prévia
ao antibidtico. O conhecimento da resisténcia intrinseca das diferentes espécies ajuda a
escolher as estratégias de tratamento (RICE e BONOMO, 2005).

Existem quatro grandes mecanismos de resisténcia aos antibidticos que séo: a
alteracdo da permeabilidade da membrana microbiana; a alteracdo do local de agdo do
antibidtico; a bomba de efluxo, onde ocorre o transporte ativo dos antibiéticos do meio
intracelular para 0 meio extracelular; e o0 mecanismo enzimatico que altera a estrutura
quimica do antibiotico (DZIDIC et al., 2007).

L. monocytogenes apresenta resisténcia natural a alguns antibidticos, tais como:
cefalosporinas de terceira geracdo, &cido pipemidico, aztreonam, fosfomicina e
sulfametoxazol (CHARPENTIER et al., 1999).

Por outro lado, a heterogeneidade genética de Listeria spp., indica que a
transferéncia horizontal de genes é relativamente comum e que provavelmente os
bacteriofagos possuem um papel importante na plasticidade de Listeria spp.
(BERTRAND et al., 2005).
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Da mesma forma, L. monocytogenes pode adquirir ou transferir genes de
resisténcia a antibioticos, a partir de plasmideos e transposons de outras espécies
bacterianas quer “in vitro” ou “in vivo” no trato intestinal (OSAILI et al., 2011).

Situacdes como mutacdo espontanea ou aquisicdo de informacdo genética de
outros micro-organismos atraves de troca de plasmideos por conjugacdo no interior do
biofilme também relacionam-se ao fato de alguns micro-organismos tornarem-se
resistentes a antimicrobianos. A conjugacdo (mecanismo de transferéncia de plasmideos)
ocorre numa taxa maior entre as células em biofilme, pois ha uma maior proximidade
fisica entre as células, favorecendo a passagem dos plasmideos (O'TOOLE, 2000;
DONLAN e COSTERTON, 2002).

De acordo com Hof (2003), a acéo intracelular da bactéria € uma das principais
causas que dificultam a terapéutica por meio de antibidticos. Outro fator relevante é a
capacidade de formacdo de biofilme, ja que a matriz exopolimérica pode interferir na
penetracdo do antimicrobiano.

Assim, biofilmes podem influenciar na resisténcia bacteriana, ja que nestas
formacgdes, ha protecdo das bactérias a acdo dos antibacterianos, pois impedem
fisicamente a entrada das moléculas, e ainda, favorecem as trocas génicas. Assim, podem
contribuir também para a natureza cronica das infec¢des (DAVIES, 2003; MOREAU-
MARQUIS et al., 2008; VUOTTO et al., 2014).

Os micro-organismos no interior de um biofilme expressam diferentes
caracteristicas fenotipicas quando comparadas com seus homdlogos de vida livre, sendo
essa transferéncia horizontal de genes importante para a evolucgdo e diversidade genética
das comunidades microbianas (KOKARE et al., 2009).

Em relacdo aos sanitizantes, geralmente estes agentes sdo escolhidos por habito
de uso, facilidade de aplicacdo ou preco. Entretanto, devem-se avaliar as praticidades e
as limitacdes de cada desinfetante, dado que o uso inadequado, por periodos prolongados
e baixas concentrac6es dos desinfetantes levam a uma selecao natural de cepas resistentes
em uma populagdo microbiana (PEDRINI e MARGATHO, 2003).

A persisténcia de L. monocytogenes em ambientes de processamento de alimentos
estd associada a sua constante exposi¢do a condic¢Bes subletais de fatores estressantes
como antimicrobianos, pH e temperatura, fato que induz seu desenvolvimento e
crescimento condicionado ao estresse, tornando-a fisiologicamente mais tolerante a niveis

aumentados do mesmo ou de diferentes fatores estressantes (SOUZA et al., 2015). Em L.
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monocytogenes, o fator 6B por proteger de estresses ambientais ¢ essencial para a
resisténcia a alguns agentes utilizados na sanitizacdo (RYAN et al., 2008).

Segundo Medeiros et al. (2009), variacOes apresentadas no perfil de
suscetibilidade bacteriana frente a desinfetantes fazem com que sejam necessarias
avaliacdes periodicas dos produtos. Para Margatho et al. (2014), realizar rodizio entre as
substancias ativas é recomendavel para evitar que 0s micro-organismos tornem-se
resistentes a determinado produto.

Praticas inapropriadas no uso dos produtos, assim como 0 uso em concentragdes
abaixo das recomendadas pelos fabricantes, proporcionam a resisténcia das cepas aos
principios ativos. Outro fator que favorece a resisténcia microbiana é o uso excessivo de
desinfetantes em equipamentos e utensilios utilizados na ordenha (LANGSRUD et al.,
2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a formagédo de biofilme e o perfil de resisténcia a antimicrobianos e

sanitizantes de Listeria monocytogenes isoladas de leite de tanques de expanséo.

3.2 Especificos

e Isolar e identificar cepas de Listeria monocytogenes;
e Avaliar “in vitro” o perfil de resisténcia de L. monocytogenes a antimicrobianos;
e Avaliar “in vitro” a capacidade de L. monocytogenes formar biofilme;

e Avaliar “in vitro” 0 perfil de resisténcia de L. monocytogenes a sanitizantes.
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5. ARTIGO I

Listeria monocytogenes em leites de tanques de expansdo em
municipios do estado de Alagoas — AL, Brasil

RESUMO

As doencas transmitidas por alimentos representam um problema mundial de salde
publica. Dentre os alimentos relacionados a estas doencas estdo os lacteos, pois a
qualidade do leite produzido em diversas regides do Brasil é insatisfatoria, deixando-o
sujeito a micro-organismos. Considera-se Listeria monocytogenes um sério problema na
seguranca de alimentos, que no caso do leite representa um perigo potencial por, dentre
outras caracteristicas, poder resistir a temperaturas de conservacdo de alimentos. Diante
da relevancia da producdo de leite no pais, da consideravel participacdo do estado de
Alagoas-AL nesse setor, e da importancia de obtencdo de alimentos seguros, objetivou-
se pesquisar Listeria monocytogenes em leites de tanques de expansao em municipios do
estado de Alagoas-AL. Foram coletadas amostras de leite em tanques de 30 propriedades
que fornecem leite para uma unidade de beneficiamento, e transportadas até o Laboratério
de Inspecédo de Carne e Leite (LICAL - UFRPE). Para as analises, seguiu-se 0 método
ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004, com adaptacdes e colbnias azuladas com ou sem
formacdo de halo foram identificadas através de caracteristicas morfo-tintoriais e
bioguimicas. Detectou-se Listeria monocytogenes em 20% das amostras (6/30), o que
representa um risco a salde publica. Assim, 0 monitoramento do micro-organismo e da
mastite no rebanho, a realizacdo de pré e pds-dipping, a sanitiza¢do dos equipamentos e
do tangue de armazenamento e a coleta do leite pelo caminhdo refrigerado no tempo
adequado possuem relevancia na prevengdo da contaminacdo do leite, sendo

imprescindiveis para o fornecimento de alimentos seguros a populagéo.

Palavras-chave: Doengas transmitidas por alimentos; Laticinios; Micro-organismos

patogénicos; Saude publica.

INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2017) relata que uma em cada 10
pessoas adoece no mundo por ano devido & ocorréncia de doengas transmitidas por
alimentos (DTA). A partir de dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2017), pode-se
observar que foram relatados 7.170 casos de surtos alimentares no pais do ano de 2000 a

junho de 2017, sendo o leite e seus derivados relacionados a 2,8% dos casos. No que diz
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respeito aos doentes, foram aproximadamente 1000 mil pessoas com algum tipo de
sintoma relacionado a estas doencas.

Dentre 0os micro-organismos relacionados a casos de DTA, a Listeria
monocytogenes é um patogeno psicotréfico que pode se multiplicar em temperaturas entre
-0,4 a 50°C e possui ampla distribuicdo no ambiente. Este micro-organismo pode crescer
em condigdes de anaerobiose e é tolerante ao calor, além de ser capaz de tolerar
sucessivos processos de congelamento e descongelamento (HARTMANN et al., 2009;
LIU, 2006).

Dados sobre listeriose em humanos foram estatisticamente registrados na Europa,
0 que destaca a necessidade de estudos relacionados a presenca e sobrevivéncia do
organismo em alimentos, assim como de sua investigacdo na cadeia produtiva de
alimentos (BOTSARIS, 2016; EFSA, 2015). Estando presente nas etapas de producéo de
alimentos, este micro-organismo pode ter dificil eliminacéo devido a sua capacidade de
formar biofilmes, tornando-se mais resistente aos materiais utilizados para a limpeza e
sanitizacdo (GRANDI, 2015).

No Brasil, a RDC n° 12/01 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA (BRASIL, 2001), que estabelece os padrbes microbioldgicos para alimentos,
ndo define o limite para L. monocytogenes em leite cru, apenas para alguns tipos de
queijos, sendo preconizada a auséncia em 25¢g do alimento.

Apesar de ser considerado estéril na glandula mamaria de animais sadios, o leite
pode sofrer contaminacdo por micro-organismos patogénicos a partir do momento da
ordenha. Além disso, sua presenca no trato gastrintestinal de varios animais pode
contaminar o leite e seus derivados. Dentre as principais fontes contaminantes do leite
estdo a superficie de equipamentos utilizados na ordenha e do tanque, superficie externa
dos tetos e do Ubere (FUSCO; QUERO, 2014; MOLINERI et al., 2012).

No que diz respeito a producédo de leite, a Regido Nordeste foi responsavel por
5,1% da producao nacional sob inspecdo em 2016, representando 1,18 bilhdes de litros
de leite, e até marco de 2017 foram produzidos mais de 10 mil litros em Alagoas
(CONAB, 2017).

Porém, estes numeros nao demonstram a realidade da cadeia produtiva do pais,
que enfrenta obstaculos em relacdo a obtencdo do leite, principalmente em relacdo as
condigdes higiénico-sanitarias. A qualidade do leite cru produzido em diversas regides

do Brasil ainda é considerada insatisfatoria e este fator estd relacionado a taxa de
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multiplicacdo de micro-organismos (FREITAS et al., 2005; SOUZA et al., 2009; ZENI
etal., 2013).

Diante do exposto, considerando a relevancia da producdo de leite no pais, assim
como da participacdo do estado de Alagoas-AL nesse setor, e a importancia da obtengédo
de alimentos seguros, objetivou-se pesquisar Listeria monocytogenes em leites de tanques

de expansdo em municipios do estado de Alagoas-AL.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 30 amostras de leite provenientes de rebanhos bovinos em 30
propriedades localizadas em 10 municipios pertencentes & bacia leiteira do estado de
Alagoas- AL (Mar Vermelho, Vicosa, Chd Preta, Minador do Negrdo, Palmeira dos
indios, Cajueiro, Major Isidoro, Arapiraca, Jacaré dos Homens e Monteirdpolis), que
utilizam ordenha mecanica e sdo fornecedoras de leite para uma unidade de
beneficiamento sob inspegdo federal.

Coletou-se assepticamente 50 mL de leite, de acordo com a Circular Técnica 92
da Embrapa Gado de Leite (BRITO et al., 2007), com o auxilio de um coletor de aco
inoxidavel e frascos tipo Falcon estéreis, diretamente dos tanques de refrigeracdo por
expansdo direta das propriedades. Em seguida as amostras foram transportadas sob
refrigeracdo a aproximadamente 4°C em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel até
o0 Laboratorio de Inspecédo de Carne e Leite (LICAL- UFRPE), onde foram realizadas as
analises.

Para o isolamento do micro-organismo, foi utilizado o método 1SO 11290-
1:1996/Amd.1:2004 (ISO, 2004), com adaptacdes, onde as amostras de leite foram
homogeneizadas e 25 mL de cada uma foram transferidos para frascos com tampa
contendo 225 mL de caldo para pré-enriquecimento Demi Fraser (Acumedia)
suplementado com 1g de Citrato de Ferro e Aménio Il purissimo (Vetec), para incubagéo
por 24 horas a 30°C. Em seguida, de cada frasco foi transferido 0,1 mL para tubos com
tampa contendo 10 mL de caldo para enriquecimento Fraser (Merck) suplementado com
0,5g Citrato de Ferro e Aménio |1l purissimo (Vetec), e estes foram incubados por 24
horas a 37°C. Posteriormente, de cada tubo foi feita semeadura por esgotamento em
placas de Petri contendo agar Chromocult Listeria Seletivo, de acordo com Ottaviani e
Agosti - Aloa (Merck), suplementado com 5mg de Anfotericina B (Cristalia) e 10mg de
Ceftazidima (ABL), e as placas foram incubadas por 48 horas a 37°C, com a finalidade
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de se observar o desenvolvimento de col6nias azuladas com ou sem formacédo de halo,
caracterizando Listeria spp. e Listeria monocytogenes, respectivamente.

A partir disso, coldnias sugestivas de Listeria spp. e de Listeria monocytogenes
foram identificadas através de suas caracteristicas morfo-tintoriais (coloracdo de Gram)
e bioguimicas, utilizando-se os testes de catalase, motilidade e teste CAMP, de acordo
com Barrow; Feltham (1993).

Utilizou-se como controle positivo de L. monocytogenes a cepa American Type
Culture Collection (ATCC 19115), fornecida pelo Laboratorio Nacional Agropecuario —
LANAGRO-PE, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, mantida

em agar estoque e renovada mensalmente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se Listeria spp. em 23,3% das amostras (7/30), enquanto que 76,7%
das amostras (23/30) ndo apresentaram coldnias sugestivas do micro-organismo.

Durante as coletas, observou-se que em nenhum dos tanques a higiene era
totalmente adequada, e em 66,6% (20/30) das propriedades, 0s tanques apresentavam-se
extremamente sujos, em condi¢fes higiénico-sanitarias inadequadas para 0
armazenamento do leite, inclusive com a presenca de moscas. Em relacdo a isso,
observou-se que as amostras positivas para Listeria spp. e para Listeria monocytogenes
foram provenientes dos tanques em que as condi¢Ges higiénico-sanitarias eram as mais
criticas. Préaticas higiénico-sanitarias inadequadas podem promover a formacdo de
biofilmes em tanques de armazenamento, favorecendo a persisténcia do micro-organismo
no local (FRANCO et al., 2000; HAUN, 2004).

No entanto as caracteristicas de producdo de leite no pais dificultam o
desenvolvimento da atividade, pois, por serem na maioria pequenos produtores,
geralmente investem pouco na atividade, possuem baixo conhecimento técnico, com falta
de controle sanitario dos animais e pouca higiene durante a ordenha, conservacéo e
transporte, podendo resultar em baixa qualidade da matéria-prima (NERO; VICOSA;
PEREIRA, 2009).

Outro fator que pode ser relacionado a presenca de Listeria spp. e de L.
monocytogenes em leite, é a ocorréncia de mastite no rebanho. De acordo com Ivanek;
Grohn; Wiedmann (2006), ruminantes podem perpetuar os ciclos de transmissédo da L.
monocytogenes e altas cargas da bactéria oriundas de ambientes rurais podem representar

uma fonte de introducdo do patdgeno na cadeia de producéo de laticinios.
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Em estudo sobre a qualidade microbiologica de leites provenientes da bacia
leiteira do Médio Mearim/MA, Almeida; Pereira; Costa (2013), encontraram
contaminagdo por esse micro-organismo em 10% das amostras, resultado inferior ao
encontrado no presente estudo. Contrariando estes valores, Gelinski; Baseggio (2013) ndo
encontraram amostras positivas para Listeria spp. em leite cru armazenado sob
refrigeragdo em propriedades rurais em Santa Catarina- SC.

Araljo (2015), avaliou a qualidade microbioldgica de leite cru produzido na Zona
da Mata e Agreste do Estado de Alagoas -AL, coletado durante a ordenha, e verificou a
presenca de Listeria spp. em 83,33% das amostras avaliadas. Ao investigar a qualidade
microbioldgica do leite in natura no estado da Paraiba-PB, também durante a ordenha,
Catéo e Ceballos (2001) verificaram em 73,3% das amostras a presenca de Listeria spp.

De acordo com Miguel et al. (2014), quando é obtido ou processado em condigdes
higiénicas ndo satisfatdrias, o leite pode veicular micro-organismos patogénicos. Além
disso, pode propiciar a multiplicagdo de deterioradores que diminuem a sua qualidade e
a sua vida de prateleira e, consequentemente, de seus derivados. Segundo Barancelli et
al. (2011), a presenca de Listeria spp. no leite cru é preocupante, pois existe o habito de
consumi-lo ou utilizad-lo na producdo de derivados sem nenhum tratamento térmico,
principalmente quando contaminado por espécies de risco a satde publica, como no caso
de Listeria monocytogenes.

No que diz respeito a presenca de L. monocytogenes no presente estudo, em 20%
das amostras (6/30) detectou-se esta espécie. Resultado inferior foi observado por
Mansouri-Najand et al. (2015), que avaliando a prevaléncia de Listeria monocytogenes
em leite cru provenientes de tanques no Iran, obtiveram positividade em 5% das amostras.
Waak; Tham; Danielsson-Tham (2002), avaliando a prevaléncia de L. monocytogenes em
tanques de fazendas na Suécia, obtiveram resultado positivo em 1% das amostras.
Resultado semelhante foi encontrado por Botsaris et al. (2016), estudando a prevaléncia
de Listeria monocytogenes em tanques do Chipre, encontraram 0 micro-organismo em
0,98% das amostras.

Ja Agostini et al. (2012), ao avaliarem amostras de leite in natura coletados da
regido do Vale do Taquari, RS, ndo observaram contaminagédo por L. monocytogenes. Da
mesma forma, Arcuri et al. (2006), pesquisando este micro-organismo em amostras de
leite de tanque de refrigeracao nas regides Sudeste de Minas Gerais e Norte do estado do

Rio de Janeiro, ndo obtiveram resultados positivos.
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Entretanto, comparar resultados em relacdo a ocorréncia de Listeria spp. e de
Listeria monocytogenes pode ser dificultado pela variedade de métodos analiticos
utilizados, bem como diferencas no meio de cultura, padrdes de amostragem adotados em
cada caso e nos resultados alcangados, o que pode resultar em diferentes niveis de
deteccdo. Além disso, as diferencas nos dados também podem ser explicadas pelas
diferengas entre as areas geograficas e pela especificidade geogréfica da distribui¢do do
género Listeria (BOTSARIS, 2016).

Para Barancelli et al. (2011), a quantidade de amostras avaliadas pode influenciar
na probabilidade de presenca ou auséncia de L. monocytogenes. Ou seja, na analise de
poucas amostras, a auséncia de L. monocytogenes nao significa, necessariamente, que o
micro-organismo ndo esteja presente no lote. Por outro lado, uma ou duas amostras
positivas podem representar uma alta porcentagem de ocorréncia. Além disso, enfatiza
que na comparacdo de dados de ocorréncia, € preciso considerar que, durante 0s anos
1990, houve consideravel aperfeicoamento dos métodos de isolamento de L.
monocytogenes, facilitando sua identificagéo.

A deteccdo deste micro-organismo em alimentos pode ser influenciada, seja pela
presenca de alta populacdo da microbiota competitiva, por baixo nivel de contagem do
patdgeno, ou ainda por interferéncias de componentes alimentares inibidores (NORTON,
2000). Segundo Meyer-Broseta et al. (2003), L. monocytogenes encontra-se nos alimentos
em baixas concentracdes, e no caso do leite, normalmente em contagens inferiores a 10
UFC/mL, seu crescimento pode ser inibido por outros micro-organismos.

Em estudo realizado por Padilha et al. (2001), L. monocytogenes nao foi detectada
nas amostras de leite cru analisadas. Entretanto, as analises microbioldgicas evidenciaram
a presenca de outros micro-organismos gram positivos e gram negativos dos géneros
Enterobacter, Citrobacter, Erwinia, Klebsiella, Serratia, Pseudomonas, Aeromonas e
Bacillus. Os autores associaram a ndo detecgéo de Listeria monocytogenes a competicao
com 0s outros micro-organismos encontrados.

O leite cru contaminado pode ser fonte de contaminagédo cruzada para os produtos
lacteos processados pela contaminacdo do ambiente na industria (ARCURI et al., 2006).
Em relacdo a isso, na Suécia, Waak; Tham; Danielsson-Tham (2002) relataram a
ocorréncia de Listeria spp. em tanques de leite das fazendas e silos de armazenamento de
leite, provenientes de uma industria de laticinios. Neste contexto, Chambel et al. (2007),
avaliaram ocorréncia deste micro-organismo em amostras de swabs coletados em

laticinios de Portugal e encontraram L. monocytogenes em 40% das amostras testadas.
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A presenca de Listeria spp. e de Listeria monocytogenes no leite pasteurizado
pode indicar um processo de pasteurizacdo ineficiente ou contaminagdo pods-
processamento do leite, ou ainda, a ocorréncia de ambos os fendmenos (ALMEIDA,;
PEREIRA; COSTA, 2013). Neste contexto, a obtencdo do leite de vacas sadias, em
condicdes higiénicas adequadas, e o seu resfriamento imediato a temperatura adequada
sdo medidas fundamentais e primarias para garantir a qualidade e a seguranca do leite e
seus derivados (ARCURI et al., 2006).

Nesse estudo, no que diz respeito a temperatura de refrigeracdo nos tanques de
expansdo, observou-se que em 96,6% das propriedades (29/30) os tanques estavam de
acordo com a Instrucdo Normativa 62/11, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2011) em relagdo a temperatura de armazenamento do leite,
que é de 4 °C. Ao contrario disso, em 3,4% (1/30) observou-se a temperatura de
armazenamento em desacordo, pois encontrava-se acima de 4 °C.

De acordo com Barancelli et al. (2011), o controle da L. monocytogenes torna-se
dificultado pois o controle de patdgenos tradicionalmente € centrado na higiene de
ordenha e pasteurizacdo do leite. Porém, para esse micro-organismo, somente essas
medidas ndo sdo, necessariamente, suficientes na sua prevencao, pois, se nao houver boas
praticas de fabricacdo, recontaminacdes poderdo ocorrer.

Segundo Rodrigues; S&; Melo (2017), faz-se necesséario identificar as doencas que
afetam a populacdo e a presenca de agentes patogénicos em alimentos para entdo

estabelecer medidas de mitigacdo de risco.

CONCLUSAO

Observou-se a ocorréncia de Listeria monocytogenes nas amostras de leite dos
tanques de expansdo avaliados, 0 que representa um risco a saude publica. Assim, 0
monitoramento do micro-organismo e da mastite no rebanho, a realizacdo de pré e pos-
dipping, a sanitizag&o dos equipamentos e do tanque de armazenamento e a coleta do leite
pelo caminh&o refrigerado no tempo adequado possuem relevancia na prevencdo da
contaminacg&o do leite, sendo imprescindiveis para o fornecimento de alimentos seguros

a populagéo.
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6. ARTIGO II

Listeria monocytogenes formadoras de biofilme em leite de tanque de expanséo e
perfil de resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes

RESUMO

Obijetivou-se avaliar a formacéo de biofilme por Listeria monocytogenes provenientes de
leite de tanques de expanséo individuais e o perfil de resisténcia a antimicrobianos e a
sanitizantes. Foram analisados seis isolados de L. monocytogenes provenientes de 30
amostras de leite coletadas em tanques de expansdo. Os isolados foram submetidos a
testes com os antimicrobianos penicilina G, ampicilina, cefalotina, cloranfenicol,
ciprofloxacina, eritromicina, clindamicina e tetraciclina, pela difusdo em disco. Em
seguida, realizou-se o teste de formacéo de biofilme utilizando-se placa de microdilui¢éo
de 96 pocos. Os isolados formadores de biofilme foram submetidos ao teste com os
sanitizantes: cloro a 2,5% e clorexidine a 2%. Observou-se que 83,3% e 16,6% dos
isolados apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria a clindamicina,
respectivamente e 16,6% de resisténcia a cloranfenicol e eritromicina. 66,6% dos isolados
foram capazes de formar biofilme. O cloro foi mais eficaz em relacdo a capacidade de
interferir nas células livres, inibindo a aderéncia em 50% dos isolados e permitindo uma
fraca aderéncia em 50%. O clorexidine permitiu aderéncia moderada em 100% dos
isolados. O cloro foi 75% mais eficaz na reducdo da aderéncia do biofilme em relagdo ao
clorexidine. Evidencia-se a necessidade de realizacdo de testes antimicrobianos e de
aderéncia periodicamente para monitoramento da formacéo do biofilme por parte destes
micro-organismos, assim como de avaliacdo regular da eficiéncia dos sanitizantes
utilizados no pré e pds-dipping, com o intuito de promover o controle da Listeria
monocytogenes no rebanho e de prevenir a contaminagéo do leite por micro-organismos
patogénicos.

Palavras-chave: Antibidticos; Higienizacdo; Listeriose; Micro-organismos patogénicos;

Leite; Ordenha mecanica; Tanques de expansao; Saude publica.

ABSTRACT

The objective was to evaluate the formation of biofilm by Listeria monocytogenes from
milk from individual expansion tanks and the profile of resistance to antimicrobials and

sanitizers. Six isolates of L. monocytogenes from 30 samples of milk collected in
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expansion tanks were analyzed. The isolates were submitted to antimicrobial agents
Penicillin G, ampicillin, cephalothin, chloramphenicol, ciprofloxacin, erythromycin,
clindamycin and tetracycline by the disc diffusion method. The biofilm formation test
was then performed using a 96-well microdilution plate and the biofilm forming isolates
were tested with 2.5% chlorine sanitizers and 2% chlorhexidine using a microdilution
plate of 96 wells. It was observed that 83.3% and 16.6% of the isolates presented
resistance and intermediate resistance to clindamycin, respectively, and 16.6% resistance
to chloramphenicol and erythromycin. 66.6% of the isolates were able to form biofilm.
Chlorine was more effective in the ability to interfere with free cells, inhibiting adhesion
in 50% of the isolates and allowing a low adherence of 50%. Chlorhexidine allowed
moderate adherence in 100% of the isolates. Chlorine was 75% more effective in reducing
biofilm adhesion than chlorhexidine. It is evidenced the need to perform antimicrobial
and adhesion tests periodically to monitor the formation of biofilm by these
microorganisms, as well as regular evaluation of the efficiency of the sanitizers used in
pre- and post-dipping, in order to promote the control of Listeria monocytogenes in the

herd and to prevent contamination of milk by pathogenic microorganisms.

Keywords: Antibiotics; Sanitation; Listeriosis; Pathogenic microorganisms; Milk;
Mechanical milking; Expansion tanks; Public health.

Introducéo

O leite pode ser contaminado por micro-organismos patogénicos no momento da
ordenha, tendo como fontes de contaminacdo utensilios e equipamentos, o tanque de
refrigeracdo e superficies externas dos tetos e do Ubere (MOLINERI etal., 2012; FUSCO;
QUERO, 2014).

Dentre estes micro-organismos pode-se citar Listeria monocytogenes, que além
de possuir ampla distribuicio no ambiente, pode crescer em anaerobiose e tolerar
sucessivos congelamentos e descongelamentos. Por ser um patdgeno psicrotrofico,
representa um perigo para contaminacGes em leites armazenados em tanques de
refrigeracdo (LIU, 2006; HARTMANN et al., 2009).

Sendo um dos micro-organismos envolvidos em casos de mastite, 0s ruminantes
podem perpetuar os ciclos de transmissao da L. monocytogenes e cepas provenientes de
ambientes rurais podem representar uma fonte de introducdo do patdégeno na cadeia de
producdo de laticinios (IVANEK et al., 2006; SUNITHA et al., 2016).
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Diversos principios ativos podem ser utilizados no pré e pés-dipping com o
objetivo de controlar a contaminagdo microbiana durante a ordenha, e dentre 0s mais
utilizados nestes processos estéo o clorexidine e o cloro (MEDEIROS et al., 2009).

Devido a capacidade de formar biofilmes, estando presente nas etapas de producéo
de alimentos, L. monocytogenes pode ser de dificil eliminacdo, pois a membrana
exopolimérica formada funciona como uma barreira protetora aos produtos utilizados
para a limpeza e sanitizacdo (CAIXETA et al., 2012; GRANDI, 2015).

L. monocytogenes é o agente etiologico da listeriose, que € considerada uma
questdo de saude publica crescente (CDC, 2017). Os principais grupos de risco para
listeriose sdo gestantes, recém-nascidos, imunocomprometidos e idosos (OXARAN et al.,
2017; WIECZOREK e OSEK, 2017), nos quais pode causar infecgfes graves, como
meningite, encefalite, endocardite e pneumonia, além de aborto, morte fetal, nascimento
prematuro, septicemia ou meningite neonatal (PARIHAR et al., 2008; FAI et al., 2011).

Geralmente no tratamento da listeriose a L. monocytogenes mostra-se sensivel a
maioria das drogas empregadas no combate a bactérias gram-positivas, porém, observa-
se aumento no namero de cepas resistentes e esse perfil de resisténcia tem sido comum
em relacdo a cepas isoladas de alimentos (AURELI, 2003; SAKARIDIS et al., 2011;
WANG et al., 2013).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a formacdo de biofilme por Listeria
monocytogenes provenientes de leite de tanques de expansdo e o perfil de resisténcia a

antimicrobianos e a sanitizantes utilizados no pré e p6s-dipping.

Material e Métodos

Foram analisados seis isolados de Listeria monocytogenes provenientes de 30
amostras de leite coletadas em tanques de expansdo individuais em propriedades que
utilizam ordenha mecéanica e sdo fornecedoras de leite para uma unidade de
beneficiamento sob inspe¢do federal. O isolamento e a identificacdo fenotipica foram
realizados de acordo com Moura et al. (2018).

Para avaliar a resisténcia antimicrobiana, foram testados penicilina G (10U),
ampicilina (10ug), cefalotina (30ug), cloranfenicol (30ug), ciprofloxacina (5ug),
eritromicina (15ug), clindamicina (2ug) e tetraciclina (30ug), pelo método de difusdo em
disco (BAUER et al.,1966). Colbnias de L. monocytogenes foram suspensas em 5ml de
solucdo salina estéril e diluidas até a turvacdo 0.5 na escala de McFarland. A solucéo foi

semeada com swab em placas contendo agar Mueller-Hinton (Himedia) suplementado
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com sangue equino a 5% (EUCAST, 2017). Apds secagem do indculo, os discos foram
colocados sobre o &gar e incubados a 37°C/24h.Utilizou-se cepa padrdo de L.
monocytogenes (ATCC 19115) fornecida pelo Laboratério Nacional Agropecuario —
LANAGRO-PE, como controle positivo e a leitura e a interpretacdo dos resultados foram
realizadas de acordo com os pontos de corte (break points) especificos para L.
monocytogenes, sendo cefalotina (CLSI, 2012), ampicilina, eritromicina e penicilina G
(EUCAST, 2017). Para os antimicrobianos clindamicina, tetraciclina, ciprofloxacina e
cloranfenicol devido a auséncia de padronizacdo nos critérios para L. monocytogenes,
foram utilizados os pontos de corte para Staphylococcus spp. (CLSI, 2017). A partir da
leitura do didmetro dos halos, as zonas de inibicdo foram mensuradas e classificadas em
sensivel, intermediaria ou resistente.

Na avaliacdo da formacdo de biofilme, utilizou-se metodologia adaptada de
Rodrigues et al. (2010), em que col6nias de L. monocytogenes foram inoculadas em 3mL
de Caldo Triptona Soja (Himedia®) até turvacdo 0.5 na escala de McFarland e incubadas
a 37°C por 24 horas. A partir disso, 100ul da solugdo foram inoculados em placas de
microdiluicdo de 96 pocos e incubados a 37°C/ 24h. O conteudo de cada pogo foi aspirado
e estes foram lavados trés vezes com agua destilada estéril. Apos secagem das placas em
temperatura ambiente, as células aderidas foram coradas com 200ul de violeta de
genciana a 0,25% e apds 5 minutos os pocos foram lavados e submetidos a secagem. Em
seguida, foram adicionados 200pl de alcool: acetona (80:20) e seguiu-se com a leitura da
densidade dptica (DO) por espectrofotometria a 620nm. Para classificar os isolados
quanto a producdo de biofilme, foi medida a densidade ética média (DO) do controle
negativo (DOcn) e comparada com a DO média dos isolados (DOis), sendo estes
classificados como: negativo (DOis< DOcn); fraco (DOcn<DOis<2.DOcn); moderado
(2.DOcn<DO0O)s<4.DOcny); e forte (4.DOcn<DO;js) formadores de biofilme (MERINO et
al., 2009). Nos trés testes, em cada placa foi utilizado um poco contendo somente Caldo
Triptona Soja como branco, uma cepa de Escherichia coli ATCC® DH So. como controle
negativo e os testes foram realizados em triplicata.

Para avaliar a resisténcia a sanitizantes, os isolados classificados como formadores
de biofilme foram submetidos ao teste com os sanitizantes, sendo o cloro a 2,5% e
clorexidine a 2%, ambos adquiridos comercialmente, avaliados quanto a interferéncia na
adesdo dos isolados de L. monocytogenes (biofilme em formacédo) e a capacidade de
interferir no biofilme consolidado de acordo com Peixoto et al. (2015), com adaptacoes,
utilizando-se placas de microdilui¢cdo de 96 pocos. Para avaliar a agdo dos sanitizantes
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sobre o biofilme em formacéo, col6nias de L. monocytogenes foram inoculadas em 3mL
de Caldo Triptona Soja (Himedia®) até turvacdo 0.5 na escala de McFarland e incubadas
a 37°C por 24 horas. Apos este periodo, 100ul da solugdo foram adicionados aos pogos
das placas de microdiluicdo e em seguida foram adicionados 100ul do sanitizante, e
seguiu-se a incubacdo a 37°C/24h. O conteudo de cada poco foi aspirado e foram
realizadas trés lavagens com &gua destilada estéril. ApOs secagem da placa em
temperatura ambiente, adicionou-se 200ul de violeta de genciana a 0,25% durante 5
minutos e os pocos foram novamente lavados e submetidos a secagem. Em seguida,
adicionou-se 200ul de alcool:acetona (80:20) e seguiu-Se a leitura da densidade optica.
Para a determinacdo do grau de aderéncia sob a acdo do sanitizante foram utilizadas as
equacOes descritas anteriormente para a analisar a formacéo de biofilme.

Para avaliar a acdo dos sanitizantes sobre o biofilme consolidado, col6nias de L.
monocytogenes foram inoculadas em 3mL de Caldo Triptona Soja (Himedia®) até turva-
¢do 0.5 na escala de McFarland e incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, 100ul da
solugdo foram inoculados em placas de microdiluicdo e incubados a 37°C/24h.
Posteriormente, o conteido de cada pogo foi aspirado e trés lavagens com agua destilada
estéril foram realizadas. Apds a secagem em temperatura ambiente foram adicionados
200ul do sanitizante e realizada uma primeira leitura da densidade optica. Em seguida, a
placa foi incubada a 37°C/24h e realizou-se a segunda leitura. A DO dos pocos foi
determinada apds a adi¢do do sanitizante (Oh) e 24 horas apds incubacao da placa a 37°C,
sendo a acdo do sanitizante no biofilme consolidado definida pela equacgdo: 100 -
[(DO24h média /DOOh média) x 100] (MARINO et al., 2010).

Nos trés testes, em cada placa foi utilizado um pog¢o contendo somente Caldo
Triptona Soja como branco, uma cepa de Escherichia coli ATCC® DH 5o como controle
negativo e os testes foram realizados em triplicata. A leitura da densidade dptica (DO) foi
realizada por espectrofotometria a 620nm. A analise estatistica foi do tipo descritiva,
analisando-se as frequéncias absoluta e relativa (SAMPAIO, 1998).

Resultados e Discussao

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da suscetibilidade de L. monocytogenes
aos antimicrobianos testados. Observou-se resisténcia a clindamicina (83,3% - 5/6),
cloranfenicol (16,6% - 1/6) e eritromicina (16,6% - 1/6), e resisténcia intermediaria a
clindamicina (16,6% - 1/6).
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Tabela 1: Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Listeria monocytogenes isoladas de
leite de tanques de expanséo.

Resisténcia dos isolados

Antimicrobiano Resistente Intermediério Sensivel
Penicilina G 100% (6/6)
Ampicilina 100% (6/6)
Cloranfenicol 16,6% (1/6) 83,3% (5/6)
Tetraciclina 100% (6/6)
Cefalotina 100% (6/6)
Ciprofloxacina 100% (6/6)
Eritromicina 16,6% (1/6) 83,3% (5/6)
Clindamicina 83,3% (5/6) 16,6% (1/6)

Em estudo realizado por De Nes et al. (2010), avaliando a resisténcia
antimicrobiana de L. monocytogenes em produtos lacteos em Porto Alegre/ RS, nenhuma
das 19 cepas analisadas foi resistente a ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina,
tetraciclina, cloranfenicol e apenas um dos isolados mostrou suscetibilidade reduzida a
ciprofloxacina. Avaliando a resisténcia antimicrobiana de espécies de Listeria spp.
isoladas de leite cru, Osman et al. (2016) observaram que a suscetibilidade dos isolados
variou entre 84,2 e 100% para a maioria dos antimicrobianos. Os isolados de L.
monocytogenes provenientes de leite de bufala foram resistentes ao cloranfenicol, ja os
de leite de vaca apresentaram resisténcia ao trimetoprim e ao sulfamatoxazol.

Os micro-organismos podem apresentar mecanismos de resisténcia intrinsecos, ou
adquiridos por transmissao de material genético ou mutacdo (RICE e BONOMO, 2005).
Em Listeria spp. a aquisicdo de elementos genéticos moveis de outras bactérias foi
relatada por Charpentier e Courvalin (1999). Da mesma forma, L. monocytogenes pode
adquirir ou transferir genes de resisténcias a antibioticos, a partir de plasmideos e
transposons de outras espécies bacterianas seja “in vitro” ou “in vivo” no trato intestinal
(OSAILI et al., 2011).

A resisténcia a eritromicina e a clindamicina tem sido cada vez mais observada.
A multiplicidade de mecanismos de resisténcia apresentada pelos micro-organismos a
estas drogas incluem a diminuicdo da permeabilidade, alteracdo do local de acdo no

ribossoma, acdo enzimatica e bombas de efluxo. O mecanismo mais comum é a alteracao
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do alvo no ribossomo, alterando a sua conformacdo e impossibilitando a ligacdo do
antibiotico (LECLERC, 2002).

Tém se observado um aumento da resisténcia aos antibioticos, particularmente
entre as bactérias zoonoticas, que € provavelmente, consequente do uso indiscriminado
das drogas. Também hé correlacéo entre a resisténcia aos antimicrobianos e sua utilizagédo
na producdo animal (BEBELL et al., 2014; LEE et al., 2015). A resisténcia de cepas de
L. monocytogenes a antibidticos pode comprometer as opgdes de tratamentos para a
listeriose. Conter et al. (2009) alertam para a necessidade de vigilancia continua de
resisténcia desse patdgeno para garantir eficiéncia nos tratamentos da listeriose humana.

Biofilmes podem influenciar na resisténcia bacteriana, ja que nestas formacdes ha
protecdo das bactérias a acdo dos antibacterianos, pois impedem fisicamente a entrada
das moléculas, e ainda, favorecem as trocas génicas. Assim, podem contribuir também
para a natureza cronica das infeccbes (DAVIES, 2003; MOREAU-MARQUIS et al.,
2008; VUOTTO et al., 2014).

Os resultados relacionados a formacdo de biofilme e a acdo dos sanitizantes
encontram-se na Tabela 2. Observou-se que 66,6% (4/6) dos isolados foram capazes de
formar biofilme, sendo classificados como fortes 33,3% (2/6) ou fracos 33,3% (2/6)
formadores de biofilmes.

Segundo Reis-Teixeira et al. (2017), a formacdo de biofilmes por L.
monocytogenes é influenciada ndo apenas pela cepa e por sua origem, mas também por
fatores intrinsecos e extrinsecos, como por exemplo a superficie e o substrato em que o
micro-organismo esta em contato. Teixeira et al. (2008), avaliaram a capacidade de
adesdo de Listeria monocytogenes a materiais normalmente usados em cozinhas (ago
inoxidavel, marmore, granito, vidro, polipropileno e silestone. Verificou-se que todas as
estirpes aderiram a todos 0s materiais.

De acordo com a Instru¢do Normativa IN n° 53/2002, do MAPA, o tanque e 0s
equipamentos associados deverdo ser construidos de forma a evitar contaminacao do leite
e corrosdo dos materiais constitutivos, e de maneira tal que a limpeza, desinfecgéo e
inspecéo sejam realizadas sem dificuldade (BRASIL, 2016).

A motilidade flagelar pode favorecer a capacidade de L. monocytogenes em
formar biofilme. Porém, a temperatura pode afetar a formacdo do flagelo, pois em
temperaturas acima de 30°C h& a repressdo da transcricdo do gene flagelar MogR,
dificultando assim a ades&o (PEEL et al.,1988; LIU et al., 2002; SHEN e HIGGINS,
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2006). No presente trabalho a incubacgéo ocorreu a 37 °C, o que pode ter dificultado a

formacé&o dos flagelos das cepas e consequentemente a adeséo.

Tabela 2: Formacéo de biofilme e agdo de sanitizantes utilizados no pre e pds-dipping
sobre Listeria monocytogenes isoladas de leite de tanque de expansao.

Capacidade de Acdao sobre biofilme Acéo sobre biofilme
formacéao de em formagéo consolidado
biofilme (Aderéncia) (Reducéo da aderéncia)
Isolado Cloro Clorexidine Cloro Clorexidine
1 Negativa
2 Fraca Fraca Moderada 72,5% 75,9%
3 Forte Fraca Moderada 80,26% 75,9%
4 Forte Sem Moderada 79,53% 77,50%
aderéncia
5 Fraca Sem Moderada 76,07% 71,92%
aderéncia
6 Negativa

No que diz respeito a acdo dos sanitizantes, como pode-se observar na Tabela 2,
houve acdo mais eficaz do cloro em relacdo a capacidade de interferir nas células (livres)
planctonicas, ja que em 50% (2/4) inibiu completamente a aderéncia da cepa e em 50%
(2/4) a sua acao permitiu uma fraca aderéncia da cepa a superficie. O clorexidine, ao
contrario, permitiu uma aderéncia moderada em 100% dos isolados. Desta forma, 0s
isolados apresentaram maior resisténcia ao clorexidine.

Carandina (2013), estudando sobre a formacdo de biofilme e a resisténcia a
sanitizantes de L. monocytogenes provenientes de laticinios do estado de S&o Paulo,
observou que das 19 cepas avaliadas, nenhuma foi resistente ao clorexidine a 2%.

O clorexidine ¢ bastante utilizado no pré e p6s-dipping por possuir amplo espectro
de acdo e ndo ser inativado por pequenas quantidades de matéria organica, como sangue,
leite, pus e fluidos teciduais. Porém a &gua dura interfere na sua acdo sanitizante, pois
nessas condigdes ha formacéo de sais insoluveis a partir do clorexidine (PASSOS, 2004;
SANTOS e FONSECA, 2007). O cloro é também muito utilizado como sanitizante nas
propriedades leiteiras, pois apresenta baixo custo e boa acdo desinfetante. Atraves da

desnaturacdo de proteinas da membrana celular dos micro-organismos, o cloro interfere
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no transporte de nutrientes e promove a perda de componentes celulares (MORAO et al.,
2015).

Em relac&o a interferéncia dos sanitizantes ao biofilme consolidado, observou-se
que o cloro foi mais eficaz do que o clorexidine em 75% (3/4) dos isolados. A acdo do
clorexidine foi mais eficaz apenas em 25% (1/4) dos isolados. Sendo novamente 0s
isolados mais resistentes ao clorexidine.

Rodrigues et al. (2011), sobre suscetibilidade de biofilmes de L. monocytogenes a
diferentes desinfetantes (hipoclorito de sédio, cloreto de benzalconio, perdéxido de
hidrogénio e triclosan) que, de uma forma geral, mostrou que os biofilmes de L.
monocytogenes foram mais suscetiveis ao hipoclorito de sédio do que a qualquer outro
desinfetante testado.

Observa-se que o cloro na diluicdo utilizada no estudo foi mais eficaz do que o
clorexidine nas duas situacdes avaliadas, podendo ser o mais indicado para uso nos
processos de pré e pos-dipping nas propriedades das areas de onde as cepas foram
isoladas.

O cloro possui amplo espectro, baixo custo e facilidade de preparo e aplicacéo,
porém o seu uso requer alguns cuidados principalmente em relacdo a concentracao, pois
é altamente corrosivo, podendo reagir com matéria organica, irritar a pele, mucosa e vias
respiratorias dos manipuladores onde for utilizado (SILVA et al., 2010).

O mecanismo de acdo antibacteriana do clorexidine envolve adsor¢do a membrana
celular por interacdes eletrostaticas, assim a matriz do biofilme dificulta a sua interacédo
com a membrana celular (ZANATTA e ROSING, 2007). Bonez et al. (2013), descreve
que sdo necessarios mais estudos sobre o mecanismo de penetracdo de clorexidina na
parede celular em biofilmes.

Antes da aplicagdo de sanitizantes € necessario conhecer suas fungdes,
concentracgdes efetivas, modo de acdo, como e onde eles serdo usados, e a forma correta
de prepara-los para otimizar sua aplicacdo e obter melhores efeitos (MAILLARD, 2016).
Outro fator que favorece a resisténcia microbiana é o uso excessivo de desinfetantes em
equipamentos e utensilios utilizados na ordenha (LANGSRUD et al., 2003).

Ressalta-se que resultados de sensibilidade obtidos “in vitro ” ndo necessariamente
correspondem aos resultados que podem ser obtidos “in vivo”. Portanto tais resultados
devem ser considerados apenas como um indicativo do desempenho do melhor
desinfetante avaliado (SARTORI et al., 2012).
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Além de se levar em consideracdo o tempo de contato nas superficies a serem
higienizadas, faz-se necessario o controle da concentracdo do produto para garantir sua
efetividade (NASCIMENTO et al., 2010). Outro fator importante é que devem ser
evitadas situacdes de exposicdo do sanitizante a luz solar ou a temperaturas elevadas que
possam comprometer o pH, e o efeito antimicrobiano (CLARKSON et al., 2001).

VariagOes apresentadas no perfil de suscetibilidade bacteriana frente a de-
sinfetantes fazem com que sejam necessérias avaliagbes periddicas dos produtos.
(MEDEIROS et al., 2009). Além disso, realizar rodizio entre as substancias ativas é
recomendavel para evitar que 0s micro-organismos tornem-se resistentes a determinado
produto (MARGATHO et al., 2014).

Concluséo

A deteccéo de cepas de Listeria monocytogenes formadoras de biofilme em leite
de tanque de expansédo e a resisténcia destas a produtos utilizados rotineiramente nos
processos de pré e pés-dipping predispdem para a persisténcia de Listeria monocytogenes
na cadeia de producdo de leite, 0 que representa um risco a salde publica. Além disso, a
ocorréncia de cepas resistentes aos antimicrobianos pode comprometer o tratamento da
listeriose humana. Evidencia-se a necessidade de realizacdo de testes antimicrobianos e
de aderéncia periodicamente para monitoramento da formacao do biofilme por parte deste
micro-organismo, assim como de avaliacdo regular da eficiéncia dos sanitizantes
utilizados no pré e pés-dipping, com o intuito de promover o controle da Listeria
monocytogenes no rebanho e de prevenir a contaminacéo do leite por micro-organismos

patogénicos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi pioneiro no isolamento de Listeria monocytogenes em leite
proveniente de tanques de expansao individuais em municipios do estado de Alagoas. A
ocorréncia de Listeria monocytogenes nas amostras avaliadas representa um risco a satde
publica.

A formacdo de biofilme e a resisténcia apresentada por estas cepas a produtos
sanitizantes predispdem para a persisténcia de Listeria monocytogenes na cadeia de
producéo de leite.

Desta forma, faz-se necessario o monitoramento deste micro-organismo e da
mastite no rebanho. Além disso, a realizacdo de pré e po6s-dipping de forma correta, a
sanitizacdo dos equipamentos e do tanque, a avaliacdo regular da eficiéncia dos
sanitizantes utilizados e a coleta do leite pelo caminh&o refrigerado no tempo adequado
possuem relevancia na garantia da qualidade do leite, sendo imprescindiveis para o
fornecimento de alimentos seguros a populacgéo.

A ocorréncia de cepas resistentes a antimicrobianos pode comprometer o
tratamento da listeriose humana. Evidencia-se a necessidade de realizagdo de testes com
antimicrobianos e de aderéncia periodicamente para monitoramento do perfil de
resisténcia e da formacéo do biofilme por parte deste micro-organismo, com o intuito de
promover o controle da Listeria monocytogenes no rebanho e de prevenir a contaminacao

do leite por micro-organismos patogénicos.
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