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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE BACTER!AS GRAM-NEGATIVAS
ISOLADAS DO LEITE DE TANQUE COMUNITARIO PRODUZIDO EM
TEIXEIROPOLIS-RO

RESUMO: A producao leiteira em pequenas propriedades de Teixeiropolis-RO
desempenha papel fundamental na economia regional. Contudo, a qualidade
microbiolégica do leite cru refrigerado em tanques coletivos enfrenta desafios
significativos. Neste estudo o objetivo foi investigar o perfil da resisténcia
antimicrobiana em amostras de leite cru provenientes da agricultura familiar local. As
coletas foram realizadas em cinco tanques de refrigeragédo coletivos, seguidas de
anéalises laboratoriais que incluiram o cultivo das amostras em Agar EMB e
Mueller-Hinton, técnica de coloragcao de Gram, provas bioquimicas e o método de
disco-difusdo para determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. Os
resultados demonstraram a presenca de Escherichia coli, Pseudomonas spp.,
Salmonella spp. e Klebsiella spp. nas amostras analisadas. Verificou-se um padrao
de multirresisténcia em 57% dos isolados de Salmonella spp. e em 50% dos
isolados de Pseudomonas spp., além de evidenciar resisténcia expressiva a
tetraciclina e vancomicina. Em contrapartida, o cloranfenicol apresentou eficacia
inibitéria na maioria dos isolados testados. A resisténcia observada, aponta para a
correlagao entre o manejo sanitario deficiente, a auséncia de assisténcia veterinaria
e o uso indiscriminado de antibidticos nas propriedades. Portanto, a implementacao
de programas de extensao rural e educagao sanitaria € essencial para assegurar a
qualidade do leite e garantir o uso racional de antibioticos.

PALAVRAS-CHAVE: agricultura familiar; antibiograma; antibidticos;
Enterobacteriaceae; Pseudomonas.

ABSTRACT: Dairy production on small farms in Teixeirépolis, Rondonia, plays a
fundamental role in the regional economy. However, the microbiological quality of raw
milk stored in collective cooling tanks faces significant challenges. This study aimed
to investigate the antimicrobial resistance profile of raw milk samples from local
family farms. Samples were collected from five collective cooling tanks and subjected
to laboratory analysis, including culture on EMB and Mueller-Hinton agar, Gram
staining, biochemical tests, and the disk-diffusion method to determine antimicrobial
susceptibility profiles. The results revealed the presence of Escherichia coli,
Pseudomonas spp., Salmonella spp., and Klebsiella spp. in the analyzed samples. A
multidrug-resistance pattern was observed in 57% of Salmonella spp. isolates and
50% of Pseudomonas spp. isolates, alongside significant resistance to tetracycline
and vancomycin. Conversely, chloramphenicol demonstrated inhibitory efficacy
against the majority of the tested isolates. The observed resistance suggests a
correlation between poor sanitary management, a lack of veterinary assistance, and
the indiscriminate use of antibiotics on the farms. Therefore, implementing rural
extension and sanitary education programs is essential to ensure milk quality and
guarantee the rational use of antibiotics.

KEYWORDS: family farming; antibiogram; antibiotics; Enterobacteriaceae;
Pseudomona
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1 INTRODUGAO

A producéo leiteira € uma das bases da economia do Estado de Rondénia,
estando presente em mais de 25 mil propriedades rurais. Nesse cenario, 0 municipio
de Teixeiropolis destaca-se com 414 propriedades dedicadas a atividade, sendo 28
unidades equipadas com tanques de resfriamento, sistema que recebe a producao
de 128 fornecedores (IDARON, 2025). Essa atividade é essencial, pois o leite € um
item importante na suplementacgao alimentar, na geragao de emprego e renda para a
agricultura familiar, consolidando-se como um dos principais produtos do estado
(Ulisses et al., 2022).

O custo elevado para a aquisi¢cao dos tanques de resfriamento representa um
obstaculo financeiro significativo para pequenos produtores. Nesse cenario, 0 uso
compartilhado desses equipamentos surge como uma estratégia fundamental para
viabilizar a permanéncia e a integragcado desses produtores no mercado nacional do
leite (Dutra; Teixeira, 2019).

De acordo com o Decreto 9.013/2017, Artigo 235, “o leite é definido como o
produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condigbes de higiene, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas” (Brasil, 2020). Do ponto de vista
nutricional, o leite destaca-se ao apresentar uma composi¢do rica em gorduras,
proteinas, carboidratos, minerais e vitaminas (Reche, 2013).

O leite desempenha um papel fundamental na dieta da populagao brasileira.
No publico infantil, € considerado um aliado essencial do desenvolvimento,
contribuindo para o crescimento saudavel, saude bucal, hidratagcéo, fungao cognitiva
e a regulacdo da saciedade. Ja entre os adultos, além de ser uma fonte rica de
nutrientes, pesquisas indicam que seu consumo regular esta associado a beneficios
como o auxilio no controle da pressao arterial e a diminuicdo de riscos
cardiovasculares (Sban; Abran, 2023).

Segundo Siqueira et al. (2014), o leite de qualidade é baseado em higiene
adequada e em um manejo sanitario eficiente. Nesse mesmo cenario, Martins et al.
(2008) afirmam que a contaminagao do leite € influenciada pelo ambiente interno da
glandula mamaria, principalmente relacionado a mastite, além da superficie externa
do ubere e tetos.

Conforme preconizado por Guerreiro et al. (2005), a qualidade do leite



também estd ligada a outros fatores, como a higienizagdo dos utensilios e
equipamentos, abrangendo desde baldes (ordenha manual) até teteiras e
mangueiras (ordenha mecanica), coadores e latdes, bem como a higiene do
ordenhador, além do uso compartilhado de tanques de expanséao e falhas no sistema
de refrigeragdo. Ressalta-se, ainda, a importancia da agua utilizada na sanitizagao
dos equipamentos, a qual deve atender aos padroes de potabilidade para evitar a
contaminacgao do produto.

Apesar da sua importancia social e econémica, o leite cru refrigerado atua
como um importante veiculo de disseminagdo de microrganismos deterioradores e
patogénicos, adquiridos em diversos estagios do fluxo produtivo, representando,
assim, um risco a seguranga do alimento (Cruvinel; Ribeiro, 2024; Ulisses et al.,
2022).

Segundo Souza (2006), a manutencao do leite sob refrigeragao por periodos
prolongados pode acarretar na multiplicagdo de microrganismos psicrotroficos, ou
seja, que possuem a capacidade de se proliferar mesmo em temperaturas inferiores
a 7 °C. Dentre estes, o género Pseudomonas destaca-se, por causar severos
prejuizos na industria leiteira, devido a sua intensa agao enzimatica e a consequente
reducao da vida util do produto (Bruzaroski et al., 2017).

Globalmente, estima-se que sejam utilizados cerca de 12 milhdes de kg de
antibidticos na pecuaria, sendo 75% destinados ao tratamento de infecgbes dos
animais. Através disso, a presenga de antibidticos pode acarretar no
desenvolvimento de multirresisténcia a antimicrobianos em bactérias presentes no
leite (Moghadam, 2016). Visto isso, nota-se um problema alarmante quanto a
presenca de microrganismos da familia Enterobacteriaceae e outros bacilos
Gram-negativos resistentes a multiplos antimicrobianos na cadeia lactea (Ramos,
2019). Essa problematica restringe as opgdes terapéuticas e eleva os riscos de
contaminacao alimentar.

De maneira geral, produtores de pequenas propriedades rurais
frequentemente enfrentam uma escassez de assisténcia técnica referente ao manejo
correto de antibidticos na atividade leiteira. Assim, evidencia-se uma compreensao
limitada frente as consequéncias do mau uso e da resisténcia antimicrobiana a
saude animal e a saude publica, além da dificuldade em distinguir antibiéticos de

outras classes de medicamentos veterinarios (Silva, 2018).



Esse consumo desenfreado acelera o desenvolvimento de mecanismos de
defesa nas bactérias, o que reduz a eficacia dos tratamentos existentes e pressiona
a necessidade constante de pesquisa e criagcdo de novos farmacos antimicrobianos
(Janior, 2019).

Diante desse contexto, evidencia-se a necessidade de avaliar o perfil de
resisténcia bacteriana no leite produzido na regido de Teixeirdpolis-RO, visto que se
observa uma escassez de informacdes técnicas entre os pequenos produtores
rurais, além da falta de dados cientificos a respeito dessa tematica. Portanto, neste
trabalho o intuito foi investigar a resisténcia antimicrobiana em leite cru refrigerado
de tanque de expansao comunitario, proveniente de pequenas propriedades rurais

locais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MICROBIOTA DE LEITE CRU REFRIGERADO COLETIVO E FATORES DE
CONTAMINACAO

A pecuaria leiteira nacional é caracterizada por um expressivo processo de
modernizagdo, selegcdo genética e especializagdo produtiva. Esse avango
tecnolégico impulsionou transformagdes significativas nos sistemas de
armazenamento, consolidando o resfriamento na propriedade como fator
fundamental para a eficiéncia da atividade (Souza, 2006).

Do ponto de vista nutricional, o leite € considerado um dos alimentos mais
completos, devido a sua elevada concentragcao de proteinas, lipideos, carboidratos,
vitaminas e minerais. Porém, essa composicao favorece o crescimento de diversos
microrganismos. Assim, o leite se torna um excelente substrato para a multiplicagéo
bacteriana, tornando sua qualidade microbiolégica dependente da adocédo de
medidas higiénico-sanitarias rigorosas ao longo de todas as etapas da produgao
(Guerreiro et al., 2005; Silva et al., 2011).

A microbiota presente no leite cru é influenciada diretamente por diversos
fatores relacionados ao ambiente do processamento. A contaminacgao primaria pode
ocorrer diretamente a partir do interior da glandula mamaria ou do canal do teto,

principalmente quando se fala de animais acometidos por mastite clinica ou



subclinica. Por outro lado, a contaminagao por fatores externos pode ocorrer
através de fontes ambientais, como fezes, solo, agua, e equipamentos. Nesse
contexto, as condicbes de higiene durante a ordenha sdo os principais fatores
determinantes para o padréo microbioldgico inicial do produto (Yamazi et al., 2010).

No cenario nacional, a persisténcia de altas contagens de microrganismos
mesofilos, coliformes e psicrotroficos fundamenta o panorama qualitativo ainda
insatisfatorio do leite (Silva et al., 2011). Conforme apontado por Flach (2015), a
higienizacdo inadequada de equipamentos como ordenhadeiras, latdes, tubulacdes
e tanques de expansdo possibilita o acumulo de residuos organicos. Esse fator,
consequentemente, favorece a formacdo de biofilmes bacterianos, impactando
negativamente na integridade microbioldgica do alimento.

Com o propdsito de regulamentar e mitigar esses gargalos sanitarios no pais,
o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), instituiu as diretrizes regidas pela
Instrugdo Normativa n° 77, de 26 de novembro de 2018, a qual determina técnicas
preventivas para o uso de tanques coletivos, com o objetivo de assegurar a
qualidade do leite cru refrigerado originario de multiplos produtores rurais, vinculados
a estabelecimentos sob inspecgao sanitaria oficial. Através disso, de acordo com o
Artigo 18, § 1°, o leite cru deve ser submetido ao resfriamento em tanques de
expansao na propriedade rural, atingindo temperatura igual ou inferior a 4 °C, em um
periodo maximo de trés horas (Brasil, 2018).

Quanto a recepgao no estabelecimento, segundo o Artigo 30, o limite térmico
tolerado é de 7 °C, porém, excepcionalmente, admite-se picos de até 9 °C. Além de
parametros térmicos, essa normativa institui diretrizes para o manejo nas
propriedades, englobando acgbes voltadas a obtengdo de leite de qualidade, e a
capacitagcao dos colaboradores envolvidos nas atividades diarias (Brasil, 2018).

Contudo, a manutencdo da qualidade do leite mantido em sistemas de
resfriamento comunitarios, realidade marcante em pequenas propriedades rurais,
enfrenta sérios entraves operacionais. A qualidade inferior do leite mantido nesse
sistema decorre do somatdério de inconformidades higiénicas, e da falta de sincronia
na cadeia produtiva, evidenciada pelo transporte do leite em latdes sem refrigeragao
prévia e a sua insergao no tanque em horarios e temperaturas diferentes. (Pereira,

2011).

Embora o resfriamento do leite iniba os agentes mesdéfilos, como dos géneros



Lactobacillus, Streptococcus e coliformes, que possuem faixa de crescimento entre
20 °C e 40 (Vidal; Netto, 2018), ele estimula o desenvolvimento de bactérias
psicrotréficas e deterioradoras, entre elas Pseudomonas, capaz de produzir enzimas
resistentes ao tratamento térmico (Brandéo et al., 2013).

Alinhado a isso, segundo Souza (2006), no leite e em seus derivados, a
presenca desses contaminantes decorre principalmente de fontes ambientais, tais
como o solo, a agua e os dejetos animais. Além disso, esses fatores atuam como
porta de entrada para patégenos e microrganismos indicadores de qualidade, como
a familia Enterobacteriaceae, cujo isolamento evidencia falhas graves no manejo
produtivo e riscos iminentes a saude publica.

O manejo inadequado da sanidade do rebanho, em especial no controle da
mastite bovina, correlaciona-se diretamente com o uso indiscriminado de antibi6ticos
na atividade leiteira. A disseminagdo de microrganismos patogénicos e cepas
bacterianas resistentes no tanque coletivo, gera profunda preocupacdo na
comunidade cientifica, alinhando-se aos alertas da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) que classificam a resisténcia antimicrobiana como uma das maiores ameacas
globais a saude publica (Souza, 2006; Siqueira et al., 2014; Cruvinel; Ribeiro, 2024).
Portanto, torna-se importante detalhar os perfis de resisténcia dos principais grupos

bacterianos que colonizam o leite cru refrigerado nessas condigdes.

2.2 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

As bactérias Gram-negativas possuem um envoltério celular complexo,
estruturado por trés principais componentes (Figura 1). Destaca-se primeiramente a
presenca da membrana externa (ME), uma caracteristica protetora e exclusiva que
as distingue das bactérias Gram-positivas. Esta membrana é formada por uma
bicamada lipidica assimétrica, na qual o folheto interno é rico em fosfolipidios e o

folneto externo é composto por lipopolissacarideos (LPS), determinando sua
toxigenicidade e indugcdo de respostas inflamatérias intensas (Breijyeh e
Karaman, 2020).

Adicionalmente, a ME integra proteinas especificas, como as porinas, que sao

responsaveis por facilitar a difusdo de metabdlitos essenciais de baixo peso

molecular, incluindo aminoacidos e pequenos sacarideos, além de antimicrobianos
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hidrofilicos (Breijyeh; Karaman, 2020). Consequentemente, essa barreira, atua como
uma linha de defesa, sendo um determinante para a resisténcia intrinseca desses
microrganismos, uma vez que limita a permeabilidade celular, impedindo a
penetragédo de diversas classes de antibidticos (Rajput et al., 2024).

A segunda parte do envoltério celular € constituida por uma fina camada de
peptidoglicano, composta por cadeias de N-acetilglicosamina (NAG) e acido
N-acetiimurdmico (NAM). Esta estrutura atua como um exoesqueleto rigido,
conferindo forma e integridade a célula (Sa, 2026).

Compondo a terceira camada, encontra-se a membrana interna (Ml),
caracterizada bioquimicamente como uma bicamada fosfolipidica. Essa camada é
encarregada por mediar processos biossintéticos, produgdo de energia e controlar o

transporte transmembrana (Breijyeh; Karaman, 2020).

Figura 1 - Representagdo esquematica do envoltério celular das bactérias
Gram-negativas.
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Fonte: Breijyeh; Karaman, 2020.

Devido a sua elevada capacidade de proliferacdo e disseminagao, superior a
observada nos cocos Gram-positivos, os bacilos Gram-negativos representam um
dos grupos bacterianos de maior preocupagao na area de controle de qualidade de
alimentos. Do ponto de vista metabdlico, esses microrganismos sdo amplamente
subdivididos em duas categorias: os fermentadores, cujo principais microrganismos
de importancia pertencem a familia Enterobacteriaceae, e os nao fermentadores,
frequentemente representados pelas bactérias pertencentes ao género

Pseudomonas (Ramos, 2019).

Diante disso, a disseminagcdo dessas bactérias, com a capacidade de
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mecanismos de resisténcia antimicrobiana, ao longo da cadeia produtiva do leite,
representa um desafio direto a qualidade do produto e a saude publica. Portanto,
faz-se necessario detalhar o perfil dos principais microrganismos Gram-negativos

que representam maior importancia sanitaria no setor lacteo.

2.2.1 Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae compreende uma vasta diversidade taxonémica,
sendo constituida por 46 géneros e mais de 263 espécies e subespécies. Seus
membros sado classificados como bacilos Gram-negativos, anaerébios facultativos e
nao esporogénicos. De maneira geral, esses microrganismos apresentam
temperatura 6tima de desenvolvimento a 37 °C e capacidade de produzir acido a
partir da fermentacdo da glicose. Além disso, crescem bem em agar MacConkey,
pois ndo sao inibidos pelos sais biliares presentes neste meio de cultura. Na clinica
veterinaria e humana, sobressaem-se géneros como Enterobacter e Salmonella,
além das espécies Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Quinn et al., 2007;
McVey et al., 2017; Ramos, 2019).

Os coliformes sao pertencentes a familia Enterobacteriaceae, e
frequentemente o isolamento desse grupo atua como um indicador da eficacia das
boas praticas e das condigdes higiénicas na ordenha, de modo que a sua presenga
evidencia falhas no manejo produtivo. E. coli, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella
fazem parte dessa categoria. Comumente, habitam o trato gastrointestinal de
humanos e animais, sendo eliminados pelas fezes, o que favorece a contaminagao
do ambiente, como o solo e a agua. Esses microrganismos possuem a capacidade
de fermentar a lactose e produzir acido e gas quando incubados de 35 °C a 37 °C.
Contudo, existem bactérias que conseguem fermentar a lactose a uma temperatura
de 45 °C, sendo destaque desse grupo a E. coli (Oliveira, 2000; Siqueira et al.,
2014).

Diante desse cenario, observa-se que diversos membros da familia
Enterobacteriaceae possuem a capacidade de sintetizar proteases. A persisténcia
dessa atividade enzimatica na matéria-prima deteriora os constituintes lacteos e
reduz significativamente a vida de prateleira do produto, consequentemente,

gerando impactos econémicos negativos para a industria de alimentos (Silva et al.,
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2022).

Além disso, a presenga de patdogenos no leite cru representa um risco a saude
publica devido a veiculacdo de enfermidades como a salmonelose, provocada por
bactérias do género Salmonella, e infeccbes por E. coli, agente frequentemente
associado a gastroenterites. Ambos o0s microrganismos destacam-se entre os
principais agentes etiolégicos das Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs). Esse
cenario ressalta a necessidade de implementar medidas higiénico-sanitarias que
assegurem a inocuidade do produto ao longo de toda a cadeia produtiva leiteira
(Gualberto et al., 2022).

A infecgdo por enterobactérias na glandula mamaria ocorre usualmente por
via ascendente através do canal do teto e pode acometer os animais em qualquer
estagio produtivo, inclusive durante a ordenha, sendo comum em casos de mastite
ambiental. Entre os patdégenos Gram-negativos mais frequentemente isolados em
casos de mastite clinica bovina, destacam-se Escherichia coli e Klebsiella spp.,
seqguidos por Serratia spp. e Enterobacter spp (Siqueira et al., 2014).

O estabelecimento da mastite por E. coli decorre da contaminagdo ambiental
nos periodos pré e pds-ordenha, seja pelo contato com utensilios de manejo ou pelo
uso de agua contaminada na higienizagdo do ubere e do equipamento de ordenha
mecanica. Por sua vez, a infecgdo da glandula mamaria por K. pneumoniae esta
associada a exposi¢cao das vacas, a materiais organicos e dejetos fecais presentes
no ambiente (Siqueira et al., 2014).

Fica evidente, portanto, a alta relevancia clinica e epidemiolégica da familia
Enterobacteriaceae na cadeia do leite. Esse panorama critico € sustentado pelos
diversos mecanismos determinantes de resisténcia, os quais limitam as opc¢des

terapéuticas disponiveis (Brasil, 2020).

2.2.2 Género Pseudomonas

As bactérias do género Pseudomonas sao bastonetes aerdbicos
Gram-negativos, e apresentam uma parede celular circundada por uma capsula de
carboidrato. A céapsula deste microrganismo, composta por uma estrutura
polissacaridica de aspecto mucoide, atua como um mecanismo de defesa contra o

sistema imune do hospedeiro, inibindo a agédo das células fagociticas. Além disso,
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essa estrutura favorece a adesao a superficies, facilitando a formacao de biofilmes e
conferindo a maioria das cepas resisténcia aos antimicrobianos convencionais
(McVey et al., 2017).

Esse microrganismo constitui o maior género de bactérias encontradas em
alimentos in natura. De modo geral, a sua presenga manifesta-se visualmente por
meio da producgdo caracteristica de pigmentos azul-esverdeados, indicativo do
processo de deterioragdo (Ramos, 2019).

Pseudomonas desempenha um papel critico na deterioracdo do leite cru
devido ao seu carater psicrotrofico, o que |he permite proliferar eficientemente
durante a etapa de refrigeracdo. Sua faixa de crescimento estende-se de 4 °C a 42
°C, com temperatura 6tima de desenvolvimento em torno de 20 °C, destacando-se
ainda por sua marcante atividade proteolitica e lipolitica. Além disso, sua ampla
diversidade genética e versatilidade metabdlica viabilizam a colonizagdo de
diferentes nichos, incluindo superficies e equipamentos da linha de produgédo. As
espécies P. aeruginosa, P. fluorescens e P. putida sao apontadas pela literatura
como as mais relevantes no leite (Ramos, 2019).

Embora as bactérias do género Pseudomonas sejam facilmente eliminadas
pelo processo de pasteurizacdo, as lipases e proteases por elas secretadas,
apresentam elevada termorresisténcia, permanecendo ativas mesmo apos
pasteurizagcdo, consistindo no principal entrave associado a esse microrganismo
(Faria et al., 2024).

As enzimas proteoliticas promovem a desestabilizacdo das micelas de
caseina, comprometendo a estabilidade proteica do leite, que € um requisito
fundamental para o processamento industrial. Além disso, apresentam alto poder
inflamat6rio ao intestino humano, provocando disturbios intestinais. Paralelo a isso,
as lipases catalisam a hidrélise dos triacilglicerois da gordura lactea, desencadeando
a liberagdo de acidos graxos livres que resultam em defeitos sensoriais de sabor e
aroma no leite e em seus derivados (Faria et al., 2024).

As manifestagcdes decorrentes da atividade deteriorante de Pseudomonas
spp. oscilam de forma significativa, sendo fortemente influenciadas pela
especificidade de cada cepa e pelas condigdes de cultivo (Ferreira et al., 2016).

No ambito industrial, a P. fluorescens destaca-se como a espécie mais

frequentemente isolada em derivados lacteos, apresentando também o maior
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potencial de sintese de enzimas deteriorantes. Por outro lado, sob a perspectiva da
saude publica, a P .aeruginosa assume maior relevancia nesse cenario,
sobressaindo-se por sua notavel capacidade de desenvolver resisténcia adquirida a

multiplos antimicrobianos (Ramos, 2019).

2.3 RESISTENCIA BACTERIANA

O panorama global da resisténcia antimicrobiana foi classificado pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2012, como um dos trés maiores
desafios sanitarios deste século. A rapida dispersdo de cepas resistentes, reduz as
opcgoes terapéuticas disponiveis tanto na medicina humana quanto na veterinaria,
exercendo um problema relacionado a eficacia dos antibiéticos convencionais ja
consolidados no mercado (Brasil, 2022).

A ampla disponibilidade de antibidticos no mercado veterinario
frequentemente sem prescricdo veterinaria, fomenta terapias empiricas, uso
irracional e indiscriminado no campo. Nas pequenas propriedades rurais, a
administracao rotineira de medicamentos, evidenciada pela negligéncia, atua como
um potente fator de selegdo sobre a microbiota animal. Esse manejo inadequado
acelera a ocorréncia da resisténcia bacteriana, reduzindo drasticamente a eficacia
dos farmacos. Como resultado, esse fato, gera severos prejuizos econémicos para o
setor produtivo de leite e estabelece um grave risco epidemiolégico para a
populagdo humana, devido a veiculagdo de patdgenos resistentes por meio do
consumo de alimentos de origem animal (Silva, 2018).

Os antibioticos possuem a capacidade de atuar como agentes bacteriostaticos
ou bactericidas, controlando infeccdes bacterianas. Entretanto, a utilizac&o incorreta
e desnecessaria destes compostos acelera o surgimento de microrganismos e cepas
resistentes (Spinosa et al., 2021).

Entende-se por resisténcia bacteriana a incapacidade que um determinado
composto antimicrobiano tem em inibir o crescimento ou promover a destrui¢ao de
uma linhagem bacteriana que, anteriormente, apresentava perfil de sensibilidade.
Esse fendmeno é o resultado de mutagbes genéticas, que desenvolvem
mecanismos moleculares adaptativos capazes de codificar genes de resisténcia e

neutralizar a acdo das drogas. A partir disso, a resisténcia antimicrobiana constitui
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um dos maiores desafios impostos a pratica médica e veterinaria na atualidade
(Brasil, 2022).

Visto isso, as bactérias podem apresentar trés tipos de resisténcia: intrinseca,
adquirida e adaptativa (Figura 2).

Figura 2 - Tipos de resisténcia bacteriana.

‘ Resisténcia bacteriana |

l v l
Adquirida Adaptativa
Caracteristica da
espécie bacteriana
Mutagao Aquisicdo de material genético
(transferéncia vertical de genes) de uma fonte exdgena

(transferéncia horizontal de genes —
integrons, transposons, plasmideos)

Fonte: Spinosa et al., 2021.

Um exemplo de resisténcia intrinseca pode ser observado na arquitetura da
membrana externa das bactérias Gram-negativas. Esta estrutura atua como uma
barreira de permeabilidade seletiva, restringindo o acesso de diversas classes de
antimicrobianos. Em virtude dessa barreira fisica, essas bactérias apresentam, de
modo geral, um perfil de resisténcia natural superior ao observado nas
Gram-positivas (Spinosa et al., 2021).

Diferentemente da resisténcia intrinseca, a resisténcia adquirida ocorre
quando uma espécie bacteriana, anteriormente suscetivel a determinado
antimicrobiano, passa a exibir resisténcia. Esse processo resulta de alteracbes na
arquitetura gendémica, seja através da ocorréncia de mutagdes espontaneas ou pela
aquisicao de material genético exégeno, como plasmideos (Spinosa et al., 2021).

Ja a resisténcia adaptativa € desencadeada por alteragbes nas condigdes
ambientais que impdem estresse a célula bacteriana. Fatores como variagdes de
pH, disponibilidade de nutrientes, ou condi¢cdes de estresse oxidativo podem induzir
a bactéria a modificar seu metabolismo, conferindo-lhe assim, uma resisténcia que

nao depende de alteracdes genéticas (Spinosa et al., 2021).
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Na familia Enterobacteriaceae, a principal estratégia de resisténcia aos
antibidticos B-lactdmicos e aminoglicosideos, por exemplo, consiste na sintese de
enzimas especificas capazes de inativar quimicamente o farmaco, impedindo sua
acao terapéutica. No caso dos B-lactamicos, o mecanismo de resisténcia € mediado
pela producdo de B-lactamases, enzimas secretadas para o espacgo periplasmatico
que hidrolisam e quebram o anel betalactamico, estrutura essencial desses
antibidticos. Por sua vez, a resisténcia aos aminoglicosideos ocorre por meio de
enzimas modificadoras, que provocam alteracbes estruturais na molécula do
farmaco, comprometendo a sua capacidade de ligagdo ao alvo bacteriano (Brasil,
2020).

Em relacao aos bacilos Gram-negativos nao fermentadores da glicose, como
€ o caso do género Pseudomonas, o perfil de resisténcia € multifatorial. Esse
microrganismo destaca-se pela capacidade de combinar diversos mecanismos de
defesa, como a expressdo de bombas de efluxo, a producdo de B-lactamases
intrinsecas, a reducado da permeabilidade da membrana externa e alteragbes nos
alvos enzimaticos, como as topoisomerases. Essa versatilidade genética, somada a
facilidade na aquisicdo de novos genes de resisténcia, confere ao género
Pseudomonas uma elevada capacidade de adaptacao frente a diferentes regimes
terapéuticos (Brasil, 2020).

Portanto, no ambito da producdo leiteira em pequenas propriedades, a
presenca de bactérias resistentes nos tanques de resfriamento ndo apenas desafia a
eficacia dos tratamentos veterindrios, mas estabelece a transmissdo de

determinantes para a resisténcia de bactérias na cadeia alimentar.

3 METODOLOGIA

3.1 AREA DO ESTUDO

O territério rondoniense é subdividido em duas mesorregides geograficas
distintas. Dentre elas, a mesorregido Leste Rondoniense agrupa seis microrregioes
especificas: Ariquemes, Cacoal, Alvorada do Oeste, Colorado do Oeste, Ji-Parana e
Vilhena (Ronddnia, 2019).

Ocupando aproximadamente 11% do territério estadual, a microrregidao de
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Ji-Parana totaliza 25.088,40 km? e engloba um bloco de onze municipios:
Governador Jorge Teixeira, Jaru, Ji-Parana, Mirante da Serra, Teixeirépolis,
Theobroma, Urupda, Nova uniao, Ouro Preto do Oeste, Vale do Paraiso e Presidente
Médici. Sob a influéncia direta do municipio de Ji-Parana, a area articula-se em torno
de sua infraestrutura e relevancia socioeconémica regional (Ronddnia, 2015).

De acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger, o regime climatico da
regido de Teixeiropolis-RO se enquadra em tropical de mongao (Am) (Alvares, et al.,
2013; Cegatta, 2026). Sendo assim, o municipio, caracteriza-se por possuir duas
épocas bem delimitadas: uma estagao seca, que ocorre entre junho e agosto, e um
periodo caracterizado pelo regime de chuvas, concentrado de outubro a abril. Os
meses de maio e setembro sao periodos de transig¢ao climatica (Carvalho, 2012).

A atividade leiteira da regido, caracteriza-se, predominantemente, pelo
modelo de agricultura familiar, a qual constitui o pilar de sustentacdo da economia
rural do municipio. Nesse contexto, observa-se que a infraestrutura produtiva é
marcada, principalmente, pela adogdo da ordenha manual como técnica de manejo

e baixa tecnificacéo (Dias; Oliveira; Macedo, 2023).

3.2 AMOSTRAS DE LEITE

As coletas foram realizadas durante o periodo matutino em cinco tanques de
refrigeragdo de uso coletivo, localizados em pequenas propriedades rurais no
municipio de Teixeirdopolis-RO, sendo obtida uma amostra de leite cru refrigerado por
tanque. A distribuicdo dos fornecedores, categorizada por localizagédo e unidade de

resfriamento, esta detalhada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Quantitativo de produtores rurais por unidade de armazenamento e linha

de coleta.

Linha / KM Tanque N° de Fornecedores
24 - Km 37 A 2
24 - Km 37 B 14
28 - Km 37 C 6
28 - Km 37 D 15
32 -Km 37 E 17

TOTAL 54

Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

A coleta foi realizada com o uso de luvas de procedimento descartaveis e
coletores individuais estéreis com capacidade de 80 mL, sendo colhidos
aproximadamente 40 mL de leite por frasco (Figura 3). Imediatamente apds a coleta,
as amostras foram devidamente identificadas e acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel para a manutengéo da refrigeragdo durante o
armazenamento temporario e o transporte (Barbosa et al., 2024).

As amostras foram transportadas, dentro de um periodo de 2 horas, ao
Laboratério de Biologia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de
Rondénia (IFRO), Campus Jaru, onde foram submetidas as analises microbioldgicas

ao longo do més de novembro de 2025.

Figura 3 - Coleta de leite cru refrigerado em tanque de expansao.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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3. 3 LACTOCULTURA

As analises microbiologicas foram realizadas em capela de fluxo laminar,
previamente submetida a esterilizagdo por luz ultravioleta (UV), visando garantir a
biosseguranca e a acuracia nas analises das amostras, conforme demonstrado na
figura 4.

Para o isolamento e a diferenciagado de bacilos Gram-negativos, com foco nos
géneros da familia Enterobacteriaceae, utilizou-se como meio de cultura o Agar
Eosina Azul de Metileno - EMB de Levine (lonLab®, Brasil).

De acordo com Tortora et al. (2025), a semeadura inicial deve ser conduzida
pelo esgotamento em placas. Para tanto, uma alga bacterioldgica estéril de 10uL foi
imersa na amostra de leite, e em seguida, realizou-se a técnica de estriamento no
meio de cultura, método que permite o esgotamento progressivo das células
bacterianas até que alcancem o afastamento necessario para o crescimento isolado
(Adkins et al., 2017) (Figura 4).

ApOs o procedimento, as placas foram devidamente identificadas e incubadas
em posicao invertida, em estufa bacteriolégica sob temperatura controlada entre 35
°C a 37 °C em aerobiose, por um periodo de 48 horas. Transcorrido esse tempo,
procedeu-se a leitura das placas, com foco na observacdo da macromorfologia das
colbnias (Adkins et al., 2017).

Figura 4 - Procedimento de semeadura por esgotamento em placa.

B

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

ApOs a cultura primaria, visando o isolamento purificado e o refinamento da

identificacdo taxondémica, realizou-se o procedimento de subcultura. A partir da
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selecao de colbnias isoladas na placa primaria, coletaram-se amostras utilizando
alcas bacterioldgicas estéreis, as quais foram inoculadas em novas placas, contendo
Agar EMB e Agar Mueller-Hinton (Kasvi®, Brasil). A utilizacdo do Agar
Mueller-Hinton nesse caso, foi direcionada especificamente para favorecer a
identificacdo e o crescimento de bactérias do género Pseudomonas, através da
observagdo da producédo de pioverdina (pigmento verde-amarelado). Por fim, as
placas foram submetidas a um novo periodo de incubagdo, sob as mesmas

condicdes de tempo e temperatura anteriormente descritas.

3.4 COLORAGAO DE GRAM

A coloracdo de Gram foi utilizada para a diferenciagcdo morfotintorial dos
isolados bacterianos, seguindo as técnicas preconizadas por Tortora et al. (2025) e
Vermelho et al. (2019). O preparo do esfregaco iniciou-se com a deposigao de uma
gota de agua destilada sobre as laminas de microscopia previamente identificadas.
Assim, com o auxilio de uma alga de platina esterilizada através da flambagem, uma
colénia isolada de cada cultura, foi transferida para a lamina correspondente e
homogeneizada. Apds isso, o esfregaco foi submetido a fixagdo por calor,
utilizando-se a chama de um bico de Bunsen.

Para a coloracédo, os reagentes utilizados foram: Violeta Genciana, Lugol
Fraco, Solugéo Descorante (Laborclin®, Brasil) e Fucsina Diluida (Renylab®, Brasil).
Dessa maneira, o protocolo de coloragdo seguiu a seguinte sequéncia: aplicagao de
Violeta Genciana por 1 minuto, seguida de lavagem com agua destilada. Em
seguida, utilizou-se a solugdo de lugol pelo mesmo periodo, com posterior lavagem.
A etapa de descoloragdo foi executada com solugcdo descorante até que o
escoamento do solvente se apresentasse transparente. Finalizando o processo,
aplicou-se a fucsina por 45 segundos como contracorante, seguida de lavagem final.
ApOs a secagem das laminas, as amostras foram submetidas a analise em
microscopia Optica com objetiva de imersdo (100x) para a determinacdo da

morfologia e coloragao bacteriana (Tortora et al., 2025; Vermelho et al., 2019).

3.5 PROVAS BIOQUIMICAS
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Para a realizagdo das provas bioquimicas, seguiram-se as recomendacoes
técnicas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2013). A partir disso,
utilizaram-se os seguintes meios de cultura: Agar Triplice Aclcar Ferro - TSI
(lonLab®, Brasil), Agar Citrato de Simmons (Himedia®, india) e meio SIM (Sulfeto,
Indol e Motilidade) (Kasvi®, Brasil). Os meios foram preparados conforme as
especificagcdes dos fabricantes.

O meio TSI (Figura 5) foi empregado para a diferenciacéo de enterobactérias,
permitindo avaliar a fermentacédo de carboidratos (dextrose, lactose e sacarose) e a
producdo de sulfeto de hidrogénio (H.S). A técnica de inoculagdo consistiu na
selecdo de uma colbnia isolada, a qual foi coletada com auxilio de uma agulha
bacteriologica de platina, previamente flambada em bico de Bunsen. A inoculagao foi
realizada por meio de picada central até o fundo do tubo, seguida de estriamento na
superficie inclinada (Brasil, 2013).

A interpretacado desse teste, fundamenta-se nas alteracdes fenotipicas apés o
periodo de incubacgao. O perfil de fermentagcdo dos carboidratos é determinado pela
mudanga de coloragédo do meio: a coloragdo vermelho (inclinagdo)/amarelo (base)
indica que ocorreu fermentacao exclusiva da glicose, enquanto a coloragdo amarelo
(inclinagao)/amarelo (inclinagcéo), evidencia a fermentagdo da glicose combinada a
lactose e/ou sacarose. Adicionalmente, a produgdo de gas € caracterizada pela
formacgao de bolhas, e 0 H.S é confirmado pela presenca de um precipitado negro no
tubo (Brasil, 2013).

O teste do Citrato de Simmons (Figura 5) é realizado com o objetivo de
verificar a capacidade das bactérias de utilizar o citrato como unica fonte de
carbono. Assim, para este procedimento, utilizou-se uma alga de inoculagao estéril
para transferir a colénia isolada, procedendo-se com o estriamento apenas na
superficie inclinada do meio de cultura, sem realizar a perfuragdo da base do tubo. A
interpretacao do teste considera como resultado positivo a mudanga da coloragcéo do
meio para azul. Por outro lado, o resultado negativo € caracterizado pela
manutencgao da coloragao original do meio (Brasil, 2013).

Ja o meio SIM (Figura 5), é utilizado para a verificacdo da motilidade
bacteriana, produgao de indol e produgdo de H.S. Dessa forma, a inoculacéo foi
realizada com o auxilio de uma agulha bacteriolégica, pela qual a colénia isolada foi

introduzida por picada vertical na regidao central do meio, até a base do tubo.
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Posteriormente, a agulha foi retirada seguindo a mesma linha de inser¢cdo. A
motilidade ¢é considerada positiva quando o0s microrganismos apresentam
crescimento difuso, com turbidez do meio a partir da linha de inoculagao, enquanto a
motilidade negativa é caracterizada pelo crescimento restrito a linha de inoculagao,
mantendo o restante do meio limpido. Ja a produg¢ao de H.S é identificada pela
formacdo de um precipitado negro, e a auséncia desta coloragédo é interpretada
como resultado negativo para a producao de sulfeto de hidrogénio (Brasil, 2013).
Apo6s o processo de inoculagdo, os tubos foram vedados com buchas de
algodao hidrofobo (Figura 5) e incubados a 35 °C por um periodo de 24 horas.
Subsequente a esse intervalo de tempo, as provas bioquimicas passaram por
analise, conforme os critérios estabelecidos. Assim, procedeu-se a tabulagdo dos

resultados obtidos, consolidando o perfil bioquimico das amostras.

Figura 5 - Meios de cultura para testes bioquimicos diferenciais.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

3.6 ANTIBIOGRAMA

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), também conhecido como
antibiograma, foi determinado pelo método de disco-difusdo de Kirby-Bauer
(Hudzicki, 2009), seguindo as diretrizes e os pontos de corte estabelecidos pelo
Comité Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST, 2025).

Para a execugao da técnica, utilizou-se o agar Mueller-Hinton (MH) (Kasvi®,
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Brasil), preparado conforme as instru¢ées do fabricante. O meio foi adicionado em
placas de Petri, mantendo-se uma espessura padronizada de aproximadamente 4,0
mm, conforme preconizado pelas normas técnicas (BrCAST, 2025).

Para a padronizacao do inoculo, preparou-se a suspensao de turbidez 0,5 na
escala de McFarland, equivalente a 1 x 10®° UFC/mL, utilizando Cloreto de Bario
(BaCl.) (Dinamica®, Brasil) e Acido Sulfurico (H:SO.) (Perfyl Tech®, Brasil).
Inicialmente, preparou-se a Solugao A pela dissolugao de 1,175 g de BaCl: - 2H:0
em 100 ml de agua destilada, resultando em uma concentragdo de 0,048 mol/L.
Paralelamente, preparou-se a Solucao B, adicionando-se 1,0 mL de H.SO. a 100 mL
de agua destilada, obtendo-se uma solugao de 0,18 mol/L. A suspenséo final foi
obtida pela mistura de 0,5 mL da Solugdo A com 99,5 mL da Solugdo B (BrCAST,
2025).

O inéculo bacteriano foi preparado a partir da suspenséao direta de col6nias
isoladas em solucao salina estéril (NaCl 0,85%). A partir disso, através de um suabe,
as colonias foram transferidas para a solugdo salina e homogeneizadas. A
densidade foi ajustada de modo a conferir a suspensao uma turbidez equivalente ao
padrao 0,5 da escala de McFarland. Assim, para garantir a precisdo do ajuste, a
comparacgao visual entre a suspensao preparada e o padrao foi realizada contra um
fundo branco contendo linhas pretas de contraste (BrCAST, 2025).

Apos o ajuste da turbidez, procedeu-se com a inoculagdo das amostras em
placas contendo agar MH. Para tanto, um suabe estéril passou por imersdo na
suspensio bacteriana, sendo o excesso de liquido eliminado através da compressao
do algodéo contra a parede interna do tubo. O inéculo foi espalhado sobre toda a
superficie do meio de cultura, percorrendo a placa em trés dire¢des diferentes, de
modo a garantir uma distribuicdo uniforme e a auséncia de falhas entre as estrias
(BrCAST, 2025).

Em seguida, aplicaram-se os discos de antibidticos: azitromicina (AZl),
cloranfenicol (CLO), ceftriaxona (CRO), estreptomicina (EST), tetraciclina (TET) e
vancomicina (VAN) (Sensifar®, Brasil) (Tabela 2). Os seis discos foram
uniformemente espacados e levemente pressionados contra a superficie para
garantir o contato adequado e a difusao dos farmacos no meio. Apds a aplicagéo
dos discos, procedeu-se a inversao e a incubacao, em estufa bacterioldgica, a 35 °C
sob aerobiose por um periodo de 24 horas (BrCAST, 2025).
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Tabela 2- Antibiéticos empregados para a avaliagdo de resisténcia.

Classe Antibiético Cédigo
Macrolideos Azitromicina 15 pg AZ|
Anfenicois Cloranfenicol 30 pg CLO
Cefalosporina Ceftriaxona 30 ug CRO
(32 geracgao)

Aminoglicosideos Estreptomicina 10 ug EST
Tetraciclinas Tetraciclina 30 pg TET
Glicopeptideos Vancomicina 30 ug VAN

Fonte: Elaborada pela autora, 2026.

Por fim, ap6s o periodo de incubacédo, as placas passaram por leitura visual
dos halos de inibicdo. Os didmetros foram aferidos com o auxilio de uma régua
milimetrada (Figura 6) e paquimetro, considerando-se como borda do halo o ponto
de completa inibicao do crescimento bacteriano perceptivel a olho nu. Dessa forma,
os dados obtidos a partir das medigdes forneceram a base para a tabulagdo e
organizagado para a analise comparativa frente aos pontos de corte estabelecidos
pelo BrCAST (2025), de maneira a classificar a sensibilidade dos microrganismos de
acordo com os antimicrobianos testados. Além disso, o percentual dos dados foram

calculados através do programa Microsoft Excel.

Figura 6 - Leitura dos halos de inibigao através de uma régua milimetrada.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO COLONIAL

O cultivo em Agar EMB resultou no crescimento bacteriano de todas as
amostras provenientes dos cinco tanques de refrigeragdo, conforme pode ser
observado na figura 7, a partir das quais foram selecionados 15 morfotipos/colénias
dominantes para posterior caracterizagdo através de provas bioquimicas e de
sensibilidade no TSA.

A analise morfologica das coldnias revelou uma diversidade fenotipica
expressiva, com o predominio de colénias com aspecto cremoso e coloragao rosea,
seguidas por colbnias mucoides em tons de azul e arroxeado. Adicionalmente, foram
identificadas colOnias caracteristicas com brilho verde metalico sob luz refletida,
padrao de leitura condizente com as diretrizes da ficha técnica estabelecida pelo

Laborclin®, Brasil (2009) para a diferenciacdo de enterobactérias em Agar EMB.

Figura 7 - Caracterizagdo macromorfolégica de isolados bacterianos obtidos
de tanques de leite refrigerado apds 48h de crescimento.

Amostra B Amostra C
. e

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

O aspecto mucoide observado em parte dos isolados constitui uma

caracteristica relevante, pois pode estar associado a expressao de genes
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responsaveis pela producdo de biofilme. Essa caracteristica possibilita a
sobrevivéncia dos microrganismos, garantindo a capacidade proliferativa em
ambientes (Silva, 2024).

Nos biofilmes, a organizagdo bacteriana resulta no encapsulamento dos
microrganismos por uma matriz extracelular composta por polimeros. Essa estrutura
atua como uma barreira fisica que limita a penetracdo de antibioticos,
consolidando-se como um mecanismo de resisténcia (Silva, 2024). Assim, a
formagao de biofilmes em tanques de refrigeracao favorece a resisténcia bacteriana,
além de comprometer a qualidade do produto, e propiciar a veiculagdo de agentes
patogénicos. Diante desse cenario, a adogdo de protocolos rigorosos de
higienizacdo nas etapas de processamento, torna-se indispensavel para mitigar a
carga microbiana e prevenir a formagé&o de biofilmes (Miguel et al., 2014).

Conforme ressaltado por Miguel et al. (2014), a colonizacdo de
microrganismos deteriorantes, como as bactérias psicrotréficas, reconhecidas pela
producdo de enzimas termorresistentes, em superficies, representa um desafio
critico para o setor lacteo.

Além disso, a posterior subcultura em agar MH permitiu a identificacdo de
quatro isolados caracterizados pela produgdo de um pigmento esverdeado,
denominado pioverdina, e pela exalacdo de um odor adocicado caracteristico. De
acordo com Silva (2024), tais fendtipos sao sugestivos de Pseudomonas spp. O
género Pseudomonas €& amplamente reconhecido pela sua ubiquidade e
versatilidade metabdlica, capacidade de formar biofilmes, resisténcia a multiplos
agentes e habilidade de proliferacdo sob refrigeracdo. Essas propriedades
representam um risco significativo a qualidade do produto e a seguranca do

consumidor.

4.2 BIOQUIMICA

A caracterizagao dos microrganismos isolados envolveu o uso da coloragao
de Gram e de testes bioquimicos, permitindo o registro detalhado de suas

propriedades fenotipicas e morfolégicas, conforme pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Caracterizacdo dos morfotipos isolados do leite cru de Teixeirdpolis-RO.

Amostra/

Caracterizagao

Morfotipo Morfotintorial

Caracterizagao
Bioquimica

Identificacao
Presuntiva

A/M1

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (+),
gas (+) e H2S (-); Citrato (-); SIM:
motilidade (+) e H2S (-).

Escherichia coli

A/IM2

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (-), lactose/sacarose (-),
gas (-) e H2S (-); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Pseudomonas spp.

B/M3

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (-), lactose/sacarose (-),
gas (-) e H2S (+); Citrato (-); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Salmonella spp.

B/M4

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (-),
gas (+) e H2S (+); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Salmonella spp.

B/M5

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (-),
gas (+) e H2S (-); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Salmonella spp.

C/M6é
Cc/m7
C/M8

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (-), lactose/sacarose (-),
gas (-) e H2S (-); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (-).

Pseudomonas spp.

D/M9

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (-),
gas (-) e H2S (+); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Salmonella spp.

D/M10

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (-),
gas (+) e H2S (+); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Salmonella spp.

D/M11

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (-),
gas (-) e H2S (+); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Salmonella spp.

E/M12
E/M13

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (+),
gas (+) e H2S (-); Citrato (+); SIM:
motilidade (-) e H2S (-).

Klebsiella spp.

E/M14

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (-),
gas (+) e H2S (+); Citrato (+); SIM:
motilidade (+) e H2S (+).

Salmonella spp.

E/M15

Bacilo
Gram-Negativo

TSI: glicose (+), lactose/sacarose (+),
gas (+) e H2S (-); Citrato (+); SIM:
motilidade (-) e H2S (-).

Klebsiella spp.

M = Morfotipo; (+) = Positivo; (-) = Negativo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2026.
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De acordo com Vermelho et al. (2019), o método de coloragdo de Gram,
estabelecido pelo bacteriologista Hans Christian Gram em 1884, consolidou-se como
método de triagem para a classificagdo bacteriana. Sua principal finalidade é
distinguir os grupos bacterianos em duas grandes categorias morfotintoriais,
denominadas Gram-positivas e Gram-negativas, sendo assim, essa técnica é
fundamental para o diagndstico microbiolégico.

A coloracao de Gram baseia-se nas diferengas estruturais das paredes
celulares bacterianas e na sua capacidade de retencao de corantes. Dessa forma,
as bactérias Gram-positivas, composta por uma densa rede de peptideoglicano,
retém o complexo do corante mesmo apos a lavagem, mantendo a coloragao roxa.
Ja nas bactérias Gram-negativas o solvente solubiliza a membrana externa lipidica e
atravessa a camada delgada de peptideoglicano, permitindo a extragdo do corante e
deixando as células descoradas. Por fim, a aplicacdo de um contracorante, como a
fucsina, confere a coloragao rosada as células, permitindo a distingao visual entre os
dois grupos (Vermelho et al., 2019). A partir disso, todas as colénias isoladas
apresentaram perfil de bacilos Gram-negativo (Tabela 3).

Apds a coloragdo de Gram as bactérias foram submetidas a testes
bioquimicos para identificagcao fenotipica seguindo o protocolo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2013). A série bioquimica utilizada foram os meios
TSI, Citrato e SIM.

O meio de cultura TSI foi utilizado para avaliar a capacidade fermentativa dos
15 isolados bacterianos frente a glicose, sacarose e lactose, além de verificar a
producdo de gas e H2S, que ocorre apds a acidificacdo do meio. Os resultados
revelaram um perfil metabdlico diversificado entre as col6nias, uma vez que 10
isolados demonstraram fermentacédo de glicose (M1, M4, M5, M9, M10, M11, M12,
M13, M14 e M15), fendtipo compativel com os géneros Escherichia, Salmonella e
Klebsiella (Brasil, 2013).

Quanto a fermentagcao da lactose/sacarose, quatro isolados (M1, M12, M13 e
M15) apresentaram resultados positivos e portanto, sugestivos de E. coli e Klebsiella
spp. Além disso, observou-se a produgao de gas em nove morfotipos (M1, M4, M5,
M9, M10, M12, M13, M14 e M15), resultado direto do metabolismo fermentativo dos
carboidratos presentes no meio. Adicionalmente, seis amostras (M3, M4, M9, M10,

M11 e M14) exibiram a producdo de H2S, caracteristica bioquimica marcante para a
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identificac&o presuntiva de Salmonella spp (Brasil, 2013).

A prova do citrato visou identificar isolados capazes de crescer em meio de
cultura onde o citrato constitui-se como a unica fonte de carbono disponivel. Este
fendtipo é caracteristico de bactérias que sintetizam a enzima citrase, possibilitando
a utilizacado desta molécula organica no metabolismo energético do microrganismo.
Valores de pH superiores a 7,6 indicam a alcalinizagdo do meio, processo decorrente
da metabolizacdo de compostos nitrogenados na aménia. Essa alteragao promove a
viragem do indicador de pH para a coloragdo azul, caracterizando um resultado
positivo para a prova bioquimica. Essa capacidade metabdlica é caracteristica de
diversas espécies pertencentes aos géneros Pseudomonas, Klebsiella e Salmonella
(Vermelho et al., 2019). Diante disso, observou-se que a maioria dos isolados
apresentou perfil positivo, sendo registrado resultado negativo apenas nas amostras
M1 e M3.

O meio SIM foi empregado para a avaliagdo da motilidade bacteriana e da
producdo de H2S. Quanto a motilidade, apenas trés isolados se apresentaram
imoveis (M12, M13 e M15), fendtipo compativel com o género Klebsiella. Em relagcéo
a producao de H2S, os isolados M1, M6, M7, M8, M12, M13 e M15 foram negativos,
perfil condizente com a presenca de E. coli, Pseudomonas spp. e Klebsiella spp. de
acordo com as normas de interpretagéo (Brasil, 2013).

A analise microbiologica revelou a presencga de E. coli, Pseudomonas spp.,
Salmonella spp. e Klebsiella spp. Dos 15 isolados analisados, 11 foram classificados
como membros da familia Enterobacteriaceae, enquanto os demais foram
identificados como Pseudomonas spp. Além disso, observou-se a ocorréncia de
contaminagcdo mista em determinadas amostras: na Amostra A, detectou-se a
presenga concomitante da E.coli e Pseudomonas spp., enquanto na Amostra 5,
verificou-se a associagao entre Klebsiella spp. e Salmonella spp (Tabela 3).

O canal do teto constitui a principal via de entrada para infecgées por
enterobactérias em bovinos leiteiros. Nesse contexto, os agentes Gram-negativos
mais comumente identificados em casos de mastite clinica ambiental incluem E coli
e Klebsiella spp (Locatelli et al., 2010).

A E. coli € amplamente reconhecida como um indicador de contaminagao
fecal em alimentos e agua. Na bovinocultura leiteira, a contaminagdo por este

agente ocorre tipicamente pela via ascendente do canal do teto, sendo favorecida
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por falhas higiénicas durante os procedimentos ordenha, ou pela contaminagéo de
utensilios e da agua utilizada na limpeza do ubere e dos equipamentos empregados
na obtencao do leite (Siqueira et al., 2014). Assim, no presente estudo, o isolamento
de E. coli na Amostra A, corrobora com os achados de Siqueira et al. (2014), que de
89 amostras de leite cru de tanques de expansao coletivos, foi identificado a
presenca de um isolado do mesmo microrganismo.

Na Amostra E, detectaram-se trés isolados de Klebsiella spp. Este achado é
consistente com os resultados descritos por Siqueira et al. (2014), que também
registraram a presenga deste microrganismo em amostras de leite cru provenientes
de tanques coletivos. A deteccao de Klebsiella spp. € um indicativo de contaminagéao
ambiental na glandula mamaria. A presenca deste patdégeno no leite cru esta
diretamente associada a deficiéncias nas praticas de manejo, incluindo a exposigao
dos animais a substratos organicos contaminados com fezes, umidade excessiva
nas instalagdes e falhas na higienizagdo durante o processo de ordenha (Carvalho
et al., 2026).

Dentre os 15 isolados obtidos, constatou-se a presenga de Salmonella spp.
em sete deles, sendo distribuidos entre as amostras B, D e E. Esta frequéncia
elevada diverge com os relatos na literatura, uma vez que Nero (2005), em um
estudo com 210 amostras, ndo detectou o patdgeno, enquanto Kessel et al. (2004)
identificaram uma prevaléncia de apenas 2,6% em 861 amostras de leite de tanques
de expansdao nos Estados Unidos. A partir disso, nota-se que a presenga de
Salmonella spp. nestes sistemas de armazenamento ndao é considerada frequente
(Generoso; Langoni, 2011). Contudo, os resultados obtidos no presente estudo
acendem um alerta preocupante para a saude publica.

A presenca de Salmonella spp. esta diretamente associada as etapas iniciais
da cadeia de producao leiteira, ocorrendo principalmente por meio da contaminacao
fecal. Assim, o leite cru atua como um importante veiculo de transmissao desse
agente, visto que tal bactéria figura entre as mais frequentes em surtos de Doencgas
Transmitidas por Alimentos (DTAs), sendo os sorotipos Enteritidis e Typhimurium os
de maior relevéncia na epidemiologia da salmonelose humana (Borges et al., 2010).
A gravidade desse risco € historicamente ilustrada pelo surto ocorrido nos Estados
Unidos em 1985, no qual o consumo de leite pasteurizado de baixa qualidade foi

responsavel por mais de 23 mil casos confirmados de infec¢gao por Salmonella spp.
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(Nero, 2005). Adicionalmente, dados do Centro de Controle e Prevengédo de
Doengas (CDC) dos Estados Unidos, apontaram que, em 2008, foram registrados
18.499 casos confirmados de infecgbes alimentares em dez Estados americanos,
afirmando o impacto global desse patdgeno na saude coletiva (Borges et al., 2010).
Além disso, detectou-se a presenca de Pseudomonas spp. em quatro
isolados provenientes das amostras A e C. Este achado pode ser comparado por
Faria et al. (2024), que, em um estudo conduzido no municipio de Urupa - RO
identificou colénias compativeis com este género em 20 das 22 amostras de leite cru
refrigerado analisadas. A ocorréncia de Pseudomonas spp. esta frequentemente
associada a qualidade da agua utilizada nas propriedades, a falhas nas boas
praticas de ordenha e a mistura de leite de diferentes origens em tanques coletivos.
Conforme enfatizado por Faria et al. (2024), tal cenario demanda a implementagao
de programas de assisténcia técnica e educagao sanitaria voltados aos produtores

rurais.

4.3 PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O perfil de sensibilidade dos 15 isolados bacterianos frente aos

antimicrobianos testados € apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Perfil de sensibilidade antimicrobiana de isolados obtidos.

Interpretacao

Amostra Bactérias isoladas AZI| CLO CRO EST TET VAN

A Escherichia coli
Pseudomonas spp.

B Salmonella spp.
Salmonella spp.
Salmonella spp.

- T x| A®”

wwnwwm " w
wwa PN )]

C Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.

- — 0w n— —
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D Salmonella spp.
Salmonella spp.
Salmonella spp.

E Klebsiella spp.
Klebsiella spp.
Salmonella spp.
Klebsiella spp.
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AZlI = Azitromicina; CLO = Cloranfenicol; CRO = Ceftriaxona; EST = Estreptomicina; TET =
Tetraciclina; VAN = Vancomicina. S = Sensivel; | = Sensivel Aumentando Exposicdo; R = Resistente.
Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

Dentre os isolados da amostra A, a E. coli apresentou suscetibilidade a todos
os antimicrobianos avaliados, com excecdo da vancomicina, a qual mostrou
sensibilidade intermediaria, ou seja, sensivel quando aumentada a exposigcao. Esse
resultado assemelha-se ao observado por Siqueira et al. (2014), que, ao isolar uma
cepa de E. coli de amostras de tanques de resfriamento coletivo, também
registraram suscetibilidade completa a todos os farmacos testados, mesmo apos a
identificacao do gene blatewm, responsavel por produzir B-lactamases.

Quanto ao perfil de sensibilidade antimicrobiana dos quatro isolados de
Pseudomonas spp. identificados nas amostras A e C, observou-se uma resisténcia
expressiva aos farmacos testados. Destacam-se a tetraciclina e a vancomicina, que
apresentaram resisténcia em 100% dos isolados avaliados. Em relagdo a
ceftriaxona, foi registrada resisténcia em 50% (2/4), enquanto a azitromicina
demonstrou ineficacia frente a um dos morfotipos analisados. Por outro lado, nao foi

registrado nenhum isolado classificado como resistente ao cloranfenicol e a
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estreptomicina. Assim, nota-se um panorama de multirresisténcia (MDR) em 50%
(2/4) das colbnias isoladas. De acordo com Spinosa et al. (2021), tal classificagao é
atribuida a microrganismos que demonstram resisténcia a pelo menos um agente
antimicrobiano pertencente a trés ou mais classes terapéuticas distintas.

Aproximadamente 71% (5/7) dos isolados de Salmonella spp. revelaram um
padrao alarmante de multirresisténcia. A analise dos dados demonstra que a
vancomicina apresentou 100% de resisténcia e a tetraciclina 71% (5/7). Quanto a
suscetibilidade aos demais farmacos, observou-se uma variabilidade. A resisténcia
foi registrada em 42% (3/7) frente a azitromicina e a estreptomicina, enquanto a
ceftriaxona apresentou resisténcia em aproximadamente 28% (2/7). Dessa forma,
observou-se resisténcia em parte significativa das amostras. Por outro lado, o
cloranfenicol destacou-se como o agente com maior potencial inibitorio
apresentando sensibilidade em 100% dos isolados. Esse cenario de
multirresisténcia, pode ser comparado ao encontrado por Asfaw et al. (2023), que ao
investigar a contaminagao por Salmonella spp. em superficies de contato com leite
na Etidpia, constataram 57,1% de resisténcia a trés ou mais antibiéticos. Dessa
forma, esse fato limita as opcdes de controle sanitario e representa uma ameaca
direta a seguranca alimentar frente a possibilidade de transmissdo de genes de
resisténcia através da cadeia lactea.

Quanto aos isolados de Klebsiella spp. presentes na amostra E, observou-se
um perfil de suscetibilidade favoravel frente aos agentes antimicrobianos testados.
Dentre os farmacos avaliados, notou-se 100% de eficacia para a azitromicina,
cloranfenicol e ceftriaxona. Em contrapartida, exibiram 100% de resisténcia a
vancomicina. Quanto a tetraciclina e a estreptomicina, a analise revelou que apenas
um isolado apresentou resisténcia e o outro apresentou sensibilidade aumentando a
exposicao, respectivamente. Resultado diferente foi encontrado por Siqueira et al.
(2014), em que a maioria dos isolados de Klebsiella spp. de tanques coletivos,
submetidos ao antibiograma, apresentaram resisténcia, sendo que destes, 47,6%
exibiram perfil de multirresisténcia.

No presente estudo, observou-se um padrao predominante de resisténcia a
vancomicina (Figura 8). Esse resultado é esperado, visto que bactérias
Gram-negativas apresentam resisténcia intrinseca a este farmaco. A estrutura da

membrana externa desses microrganismos atua como uma barreira seletiva eficaz,
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impedindo a penetragdo de moléculas de grande porte, como a vancomicina, o que

inativa seu potencial (Spinosa et al., 2021).

Figura 8 - Resisténcia antimicrobiana a vancomicina.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

O tratamento da mastite bovina baseia-se no emprego de diferentes classes
de antimicrobianos, dentre as quais se destacam o0s beta-lactamicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfonamidas e macrolideos, além das lincosamidas,
polimixinas e quinolonas (Zanela et al., 2022). Dessa maneira, na presente
pesquisa, notou-se uma elevada resisténcia a tetraciclina especialmente em isolados
de Pseudomonas spp. € Salmonella spp. As tetraciclinas sdao uma das classes
antibidticas mais largamente utilizadas na pecuaria leiteira a décadas e o resultado
observado pode ser um reflexo do seu uso indiscriminado e inadequado, pratica que
favorece a resisténcia bacteriana. Esse cenario foi evidenciado no estudo de Silva
(2018), realizado em propriedades leiteiras no Estado de Goias, no qual a
tetraciclina configurou-se como o antimicrobiano de uso mais frequente, sendo
citada em 24,7% das respostas obtidas por meio de entrevistas com produtores.

Em contrapartida, o cloranfenicol demonstrou eficacia superior em relacéo a
outras classes antibidticas, apresentando um perfil de sensibilidade predominante
entre os isolados de E. coli, Salmonella spp e Klebsiella spp, enquanto apresentou
sensibilidade intermediaria (sensivel aumentando a exposi¢ao) para Pseudomonas
spp. Este achado pode estar relacionado a proibicdo do uso do cloranfenicol na
medicina veterinaria em animais destinados ao consumo humano no inicio dos anos

2000, estabelecida pela Instrugdo Normativa n°® 9, de 27 de junho de 2003 (Brasil,
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2003). A retirada desse antimicrobiano do uso rotineiro reduziu a pressao seletiva
sobre as populagdes bacterianas, favorecendo, ao longo do tempo, a diminuigdo da
frequéncia de linhagens resistentes e o potencial restabelecimento da
suscetibilidade ao cloranfenicol.

Assim, sob a Otica da saude publica, a disseminagcdo de patdégenos
resistentes dos rebanhos para a populagdo humana representa um risco
significativo, ocorrendo tanto pelo contato direto quanto pelo consumo de produtos
de origem animal, como o leite. A intensificacdo da pecuaria bovina, favorece o
desenvolvimento de populacdes microbianas resistentes devido ao uso frequente de
farmacos no manejo sanitario, a exemplo das terapias contra a mastite (Siqueira et
al., 2014).

Conforme observado por Siqueira et al. (2014), 62% dos produtores que
utilizam tanques coletivos, ndo possuem acompanhamento veterinario regular. Esse
cenario evidencia a necessidade de implementar programas de extensao e
capacitacao técnica voltados a acdes educativas que abordem sobre os riscos
microbiolégicos na cadeia produtiva do leite. Dessa forma, € importante que os
produtores compreendam o impacto da contaminacédo na qualidade do produto final
e na saude publica, bem como os riscos associados ao uso indiscriminado de
agentes antimicrobianos, fator determinante para a selegao de bactérias resistentes.
Portanto, tais medidas sdo fundamentais para assegurar a qualidade do leite e a
integridade da saude dos consumidores, reforcando a responsabilidade dos
produtores no manejo, sendo este, um passo essencial para mitigar os riscos

sanitarios.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se que as analises microbiolégicas permitiram identificar a presenga
de microrganismos de relevancia sanitaria, com destaque para a familia
Enterobacteriaceae e 0 género Pseudomonas no leite de tanque coletivo produzido
em propriedades de Teixeiropolis-RO. A deteccdo desses patdgenos sugere falhas
na assisténcia técnica e infraestrutura sanitaria.

Quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, os resultados

revelaram um cenario preocupante de multirresisténcia, principalmente entre os
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isolados de, Pseudomonas spp. € Salmonella spp. A elevada resisténcia a
tetraciclina, farmaco de uso comum na pecuaria leiteira, sugere uma correlagdo com
0 manejo sanitario inadequado e o uso indiscriminado de antibidticos nas
propriedades rurais.

Portanto, os dados obtidos ressaltam a urgéncia de implementar programas
de educagao sanitaria no municipio de Teixeirdpolis-RO, visando a capacitagao do
produtor sobre a importancia da higiene para a qualidade do produto final, como
também sobre o uso racional de antibidticos e a preservacdo da saude dos

consumidores.
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