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Resumo

Os objetivos foram avaliar o perfil microbiano e determinar a sensibilidade aos
antibidticos de enterobactérias isoladas do leite de transicdo bovino in natura e
fermentado por 21, 30, 60, 90, 120 e 180 dias, coletados de dez vacas leiteiras.
Foram realizadas diluicbes seriadas e inoculacbes das amostras em meios de
cultura enriquecidos e seletivos. Apds a quantificacdo, procederam-se 0s testes
morfotintoriais, bioquimicos e o antibiograma. No D60 nenhum crescimento de
enterobactérias foi identificado, enquanto que as bactérias acido-laticas (BAL)
aumentaram a partir do D21. Bactérias multirresistentes foram encontradas até o
D30 e 29% das bactérias do leite de transicdo in natura apresentaram indice de
resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) =20,3. Conclui-se que com a
fermentacdo do leite de transicdo as BAL mantém-se viaveis e 0s patdgenos
reduzem durante o periodo de 180 dias. As bactérias multirresistentes sao
eliminadas com o processo fermentativo e, de maneira geral, as enterobactérias sao
sensiveis aos antibidticos.

Introducao

O colostro é a primeira secrecdo da glandula mamaria pos-parto, sendo rico
em proteinas, imunoglobulinas, minerais, vitaminas, solidos totais e cinzas
(ANDRADE; ANSELMI; MENDES, 2010). Nas ordenhas seguintes, o colostro passa
a ser denominado leite de transicdo e a partir da 72 ou 82 ordenha se obtém o leite
(SANTOS et al., 2002). O colostro é produzido em quantidades maiores do que as
exigidas pelos bezerros e o excedente ndo é comercializado. Assim, técnicas de
armazenamento vém sendo estudadas ha muitos anos e uma delas € a fermentacao
obtida com o armazenamento de forma anaerdbica (AZEVEDO; DUARTE, 2013).

Deste modo, o presente estudo teve como objetivos conhecer o perfil
microbiano e a susceptibilidade das enterobactérias aos antimicrobianos de
interesse zootécnico do leite de transi¢cdo bovino in natura e fermentado por até 180
dias.

Material e Métodos

Foram utilizadas amostras de leite de transicdo de dez vacas leiteiras da
raca Holandesa e tricross (Jersey x Holandesa x lllawarra), criadas na Fazenda
Escola Capéo da Onca, Ponta Grossa/PR.

Os leites de transicao foram obtidos assepticamente entre o 1° e o 3° dia
pos-parto, armazenados em garrafas plasticas PET de 500 mL, sem a presenga de
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ar, e analisados in natura (DO) e nos dias 21 (D21), 30 (D30), 60 (D60), 90 (D90),
120 (D120) e 180 (D180) apds o envase.

No laboratorio, as amostras diluidas em série foram inoculadas nos meios de
cultura: MRSA (bactérias laticas), &gar sangue (bactérias totais), agar fungo
acrescido de enrofloxacino (fungos e leveduras), agar macconkey (enterobactérias),
agar cetrimide (Pseudomonas) e &gar manitol (estafilococos). Apds incubacéo,
procedeu-se a quantificacdo, os testes morfotintoriais, bioquimicos e o antibiograma.

Foram calculadas as médias das unidades formadoras de coldnias (UFC)
isoladas de cada meio de cultura. A % de enterobactérias sensiveis aos antibiéticos
testados foi calculada através da frequéncia relativa e, posteriormente, foi
determinado o indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) para cada
enterobactéria isolada conforme Krumperman (1983).

Resultados e Discusséao
As contagens dos principais grupos de micro-organismos isolados do leite de
transicao in natura e fermentado estéo listadas nas Figuras 1-3.

Figura 1 —Média e erro padrdo das UFC de bactérias totais, em leite de transicao
bovino in natura e fermentado por 21, 30, 60, 90, 120 e 180 dias, Ponta
Grossa/PR, 2019
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A gquantidade média de bactérias totais no leite de transicdo in natura foi de
567.810 UFC mL? (Figura 1). Com 21 dias de fermentacdo houve aumento nas
contagens de bactérias totais, mas as mudancas também foram qualitativas. Niveis
de contaminacdo para bactérias totais acima de 100.000 UFC mL™ nédo sdo
adequados para alimentacéo de bezerros (SANTOS et al., 2017).

As colbnias crescidas no MRSA foram isoladas e caracterizadas como
bacilos ou cocos Gram-positivos, ndo esporulados e catalase negativos,
caracteristicas presuntivas para bactérias acido laticas (BAL). Houve aumento das
BAL aos 21 dias e, posteriormente, houve um declinio, possivelmente pela falta de
substrato para a sua manutencdo (Figura 2). As BAL sao importantes agentes
probidticos e antagonistas das bactérias patogénicas e, ao fermentarem a lactose do
leite produzindo acido latico, podem impedir a deterioracdo do produto e a
transmissao de doencas e toxinas (WOUTERS, 2002).
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Figura 2 — Média e erro padréo das UFC de bactérias &cido laticas, em leite de
transicdo bovino in natura e fermentado por 21, 30, 60, 90, 120 e 180
dias, Ponta Grossa/PR, 2019
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Figura 3 — Média e erro padrdo das UFC de enterobactérias, em leite de transi¢édo
bovino in natura e fermentado por 21, 30, 60, 90, 120 e 180 dias, Ponta
Grossa/PR, 2019
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No agar macconkey foram isolados e caracterizados bacilos Gram-negativos
e oxidase negativos. No leite de transicdo in natura foram identificadas
bioquimicamente as espécies: Enterobacter amnigenus, Escherichia coli, Citrobacter
diversus, Enterobacter cloacae, Citrobacter amalonanaticus, Serratia liquefaciens e
Citrobacter freundii. Aos 21 de fermentacdo foram isoladas seis enterobactérias
predominantes e dentre elas foram identificadas Hafnia alvei e Escherichia coli. Com
30 dias de fermentacdo foram isoladas Escherichia coli, Citrobacter diversus e
Serratia rubidaea. Houve reducdo das enterobactérias apenas aos 60 dias de
fermentacéao (Figura 3).

Com 60 dias de armazenamento ndo houve crescimento de leveduras, no
entanto, com 90 e 180 dias de armazenamento houve crescimento de fungos
filamentosos e leveduras em apenas uma das vacas, podendo se tratar de uma
possivel contaminacdo ambiental do material no decorrer da realizacao da andlise.

No D90 e D120 foram isolados do &gar manitol Staphylococcus aureus e
diplococos, Gram-positivos, respectivamente.

O grupo das Pseudomonas sp., foi eliminado com o processo fermentativo
até os 120 dias, no entanto houve a identificacdo de bactérias deste mesmo género
no ultimo periodo de andlise (D180). A presenca desses micro-organismos sinaliza
que o leite comecgou a se deteriorar (NUNEZ; NUNES, 1983) o que pode ocorrer em
um processo fermentativo longo.

No presente trabalho, todas as enterobactérias isoladas foram sensiveis aos
antibidticos de amplo espectro: fluorquinolonas (ciprofloxacino, enrofloxacino e

b

norfloxaxino), anfenicéis (cloranfenicol) e a cefalosporina de terceira geracdo
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(ceftiofur). Alguns isolados apresentaram resisténcia aos inibidores de B-lactamicos
(amoxicilina/acido clavulanico e ampicilina). A sensibilidade variavel das
enterobactérias frente a cefoxitina, tetraciclina (doxiciclina), aminoglicosideos
(gentamicina e amicacina), carbapenémicos (meropenem) e
sulfametoxazol/trimetoprin (sulfazotrin) foram confirmadas.

Bactérias multirresistentes foram encontradas nos tratamentos DO, D21 e
D30 e 29% dos isolados do leite de transi¢do in natura apresentaram IRMA 20,3.
Isolados com IRMA 20,3 séao considerados fonte potencial de transmisséo de genes
de resisténcia (KRUMPERMAN, 1983). As bactérias multirresistentes encontradas
no leite de transi¢éo in natura foram a Escherichia coli e Citrobacter diversus.

Conclusdes

As BAL mantém-se viaveis durante o processo fermentativo, ha reducéo da
populacdo de patégenos, com a eliminacdo de bactérias patogénicas
multirresistentes a partir dos 30 dias. As enterobactérias sdo sensiveis aos
antibidticos de interesse zootécnico.
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