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RESUMO

O leite compde as refeicbes diarias de inimeras familias, portanto ha uma constante
preocupacao quanto a qualidade e a eliminacdo dos fatores contaminantes presentes no
processo de obtencdo desses produtos. Entre as doencas que acometem o gado bovino
leiteiro, encontra-se a mastite, a qual consiste na infeccdo intramamaria causada
primariamente pela presenca de microrganismos patogénicos. Diversas pesquisas
comprovam Staphylococcus aureus, como 0 microrganismo mais frequentemente isolado
de amostras de leite provenientes dessa enfermidade em inUmeras propriedades rurais
em todo o mundo. A analise da diversidade genética de S. aureus e o estudo de
diferentes cepas tém sido vistos como etapas indispensaveis para o controle mais efetivo
da doenca. A capacidade dos S. aureus aderirem a superficie do epitélio estad associada a
producdo de biofilmes, sendo esse constituido por multicamadas de células embebidas
em uma matriz. A proposta do presente artigo é realizar uma breve reflexdo sobre a
importancia do estudo e controle microbiolégico da mastite com finalidade de amenizar
sua disseminacdo e aumentar a eficicia desse controle, visando a saude e ao bem-estar
humano e animal.
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1 INTRODUGCAO

Denomina-se leite como sendo o produto normal, fresco, integral, oriundo da
ordenha completa e ininterrupta, em condi¢cées de higiene, proveniente de vacas sadias,
bem alimentadas e descansadas (FONSECA; SANTOS, 2000).

O Brasil ocupa posicdo de destaque quando observados os indices de producéo da
pecuaria leiteira mundial. Como um pais, em sua essencialidade, promotor da atividade
agropecudria, fiscaliza todas as etapas de processamento do leite por meio de diversos
orgdos competentes, bem como enfermidades que acometam desde os animais até os
consumidores, decorrentes de qualquer irregularidade de manejo e higiene (MENEZES,
2013).
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A mastite continua sendo grande problema para a pecuaria leiteira, apesar das
diversas pesquisas voltadas para o diagnéstico e controle dessa enfermidade
(MEDEIROS et al. 2011). Acarreta inUmeros prejuizos econdmicos, entre eles gastos com
medicamentos, descarte de animais, diminuicdo da producao leiteira, entre outros. Pode-
se ressaltar também alerta a saude publica, pois 0 manejo ou o tratamento inadequado
possibilitam a presenca desses patdégenos ou de residuos de antimicrobianos no leite
destinado ao consumo humano, acarretando casos de toxinfec¢des alimentares.

Embora possa ser ocasionada por inimeros patdgenos, Staphylococcus aureus é
um dos principais agentes das mastites consideradas contagiosas, apresentando elevada
incidéncia na maioria dos rebanhos leiteiros em varios paises.

Dentre as caracteristicas que tornam esse microrganismo um dos principais
agentes causadores de mastite, destaca-se a alta capacidade de invasao, que permite a
infeccdo de regibes mais profundas da glandula mamaéria. Adicionalmente, ocorre
formacao de tecido fibroso no foco da infeccdo, formando "bolsdes" de bactérias que
dificultam a agdo dos antibioticos ao local da infecgéao.

Diversos fatores de viruléncia (resisténcia a fagocitose, reconhecimento e ligacédo a
proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, capacidade de metabolizar substratos
presentes no leite) contribuem para a diversidade genética de S. aureus e auxiliam no
estabelecimento das infec¢ces causadas pelo patégeno.

Mediante certas condicdes, os microrganismos se aderem, interagem com diversas
superficies e iniciam o crescimento celular, sendo entdo formado o biofilme. Esses podem
ser caracterizados como comunidades microbianas constituidas por células sésseis,
mono ou multiespécies, aderidas em superficies embebidas numa matriz de polimeros
extracelulares (Exopolissacarideos - EPS).

Nas industrias de alimentos, a existéncia de biofiimes é problemética, sendo
responsavel por prejuizos de ordem econdmica e contaminacdes dos alimentos.
Consequentemente, pesquisas envolvendo a caracterizagdo da capacidade de formacéao
de biofilmes microbianos sdo relevantes para posteriormente se realizarem estudos
utilizando agentes sanificantes e antibidticos para prevencdo ou remediacdo de
superficies com biofilmes ja formados.

A presente revisao foi construida com o objetivo de evidenciar a importancia do
estudo e o controle microbiolégico da mastite com a finalidade de amenizar sua
disseminacdo e aumentar a eficacia desse controle, visando a saude e ao bem-estar

humano e animal.
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2 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE NO BRASIL

O leite, por definicdo do Ministério de Abastecimento, Pecuaria e Agricultura
(MAPA), é, sem outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condi¢cBes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2011).

Do ponto de vista biolégico, leite € o produto da secre¢édo das glandulas mamaéarias
de fémeas mamiferas, cuja fungéo natural é a alimentacdo dos recém-nascidos. Do ponto
de vista fisico quimico, leite € uma mistura homogénea de grande numero de substancias
(lactose, glicerideos, proteinas, sais, vitaminas, enzimas etc.) em que algumas estdo em
emulsdo (gordura e substancias associadas), em suspensao (caseinas ligadas a sais
minerais) e outras em dissolucdo verdadeira (lactose, vitaminas hidrossollveis, proteinas
do soro, sais etc.) (LIMA et al., 2007).

O leite, fonte de alimento natural mais completo que existe, reconhecido pelo seu
alto valor nutritivo e energético, constitui um excelente meio onde, sem preparacdes ou
alteracbes fisico-quimicas, podem-se desenvolver, com maior ou menor intensidade, as
mais variadas formas de microrganismos, modificando, assim, as suas caracteristicas
primarias e comprometendo a qualidade final de seus subprodutos (ALBUQUERQUE,
1997).

O conceito de alimento seguro é dado a partir da definicdo de risco significativo. A
maior parte dos pesquisadores concorda que risco igual a zero € impraticavel, devido a
guantidade de produtos alimenticios disponiveis, da complexidade da cadeia de
distribuicdo e da natureza humana. Os riscos de ocorréncia de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA’s) devem ser reduzidos ao maximo, durante sua producao, para se obter
risco aceitavel e de acordo com os padrdes exigidos pela legislacdo (RICHARDS, 2002).

O Brasil € atualmente o quarto maior produtor de leite no mundo, estando atras
apenas dos Estados Unidos, india e China (FAO, 2013). Em 2011, a produc&o brasileira
atingiu 32,1 bilhdes de litros de leite fluido, sendo que 33% desse volume se trataram de
leite ndo inspecionado (EMBRAPA, 2014). O destino do leite sem inspecédo é o mercado
informal, podendo ser vendido diretamente ao consumidor ou ser comercializado na forma
de derivados produzidos por pequenos laticinios (BARRETO et al., 2012).

No ano de 2012, o Brasil obteve a terceira posi¢do no ranking dos maiores paises
produtores de leite do mundo, com producdo equivalente a 33,2 milhGes de toneladas
métricas aproximadamente (IBGE, 2012). Entre os maiores produtores na uUltima década,
apresentou a maior taxa de crescimento anual de produtividade, o que reforca a

argumentacao do elevado potencial da producéo nacional (MACHADO et al., 2008).
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A baixa qualidade microbiologica encontrada no leite in natura produzido no Brasil
é reflexo das precarias condi¢cdes de higiene na producdo nacional. Embora importantes
para a economia do pais, as fazendas leiteiras ainda apresentam pouco ou nenhum
conhecimento tecnoldgico, com condi¢cdes higiénicas insatisfatorias e controle sanitario
ineficiente (NERO et al., 2009).

3 MASTITE

O saldo da balanca comercial brasileira de lacteos considera Minas Gerais 0
Estado que mais contribuiu para as exportagbes, com embarques de US$ 224,5 milhdes
(CARVALHO et al., 2008). Entretanto estudos demonstraram significativa queda de 12 a
15% na producgdo de leite todos os anos, representando desperdicio de 2,4 bilhdes de
litros de leite/ano. Uma das principais razfes para essa perda é a mastite bovina (DIAS,
2007).

A mastite nesses animais é um grave problema, tanto pela reducdo na
produtividade, como pelos riscos a saude publica (SILVA et al., 2001). Trata-se de uma
inflamacédo da glandula mamaria (ocasionada na sua maioria por bactérias), incluindo nédo
apenas tecidos intramamarios, mas também estruturas anatémicas relacionadas, tais
como tetos e dutos de leite (FETHERSTON, 2001).

Quanto a forma de apresentacdo, essa doenca pode ser classificada como clinica
ou subclinica. A mastite clinica é facilmente diagnosticada por alteracdes no leite e no
Ubere. No entanto os principais prejuizos a producdo sdo ocasionados pela mastite
subclinica, que ndo é diagnosticada pela observacao visual da fémea ou do leite, e sim
pela presenca de elevadas Contagens de Células Somaticas (CCS) no leite. O controle
dessa enfermidade esta mais relacionado ao sucesso de praticas preventivas que de
tratamentos medicamentosos, sendo importante aumentar a capacidade de resposta do
sistema imune do animal, através de vacinas contra esses agentes (CONTRERAS et al.,
2007).

Devido a consideravel incidéncia em rebanhos do mundo todo, é de grande
importancia estudar a etiologia dessa enfermidade, as causas e 0s tipos mais comuns.
Assim, pode-se formar uma base tedrica para dissertar a respeito de métodos de
prevencao e de tratamentos eficazes, visando, sobretudo, melhorar a qualidade do leite

produzido e minimizar as perdas econémicas (HACHEM, 2005).

4 STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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Staphylococcus sdo cocos  Gram-positivos, pertencentes a familia
Staphylococcaceae, imdéveis, com diametro entre 0,5 a 1,5 um e, por dividirem-se em
planos diferentes, quando vistos ao microscopio, aparecem na forma de cacho de uva.
S&o bactérias anaerdbias facultativas, com maior crescimento sob condicbes aerdbias,
guando, entdo, produzem catalase (GARRITY, 2006). Sdo bactérias mesodfilas e a
temperatura de crescimento encontra-se na faixa de 7°C a 47,8°C e pH de crescimento
variando entre 4,2 e 9,3, com 6timo entre 7 a 7,5 (BERGDOLL, 1990). Apresentam
metabolismo respiratorio e fermentativo, atuando sobre carboidratos, com producédo de
acidos (NETO et al., 2002). O crescimento ocorre em agar nutritivo e agar-sangue
(QUINN et al., 2011). Considerando a atividade de agua (ay), os estafilococos sao Unicos
em sua capacidade de multiplicar-se em valores inferiores aos normalmente considerados
minimos para bactérias ndo halofilicas. Sdo tolerantes a concentracdes de 10% a 20% de
cloreto de sédio, em que o valor minimo de aw considerado € de 0,83 (PORTOCARRERO
et al., 2002).

Cerca de 47 espécies de estafilococos e 24 subespécies (EUZEBY, 2012) s&o
reconhecidas e divididas em duas categorias: coagulase positiva e coagulase negativa.
Essa divisdo é baseada na capacidade de coagulacdo do plasma, que € a propriedade
considerada importante como marcador de patogenicidade (BEHME et al., 1996). Os
estafilococos coagulase-positiva tém sido utilizados como microrganismos indicadores,
apesar de a producdo de enterotoxinas por algumas espécies nao produtoras de
coagulase ser relatada (VERNOZY-ROSAND et al., 1996). A coagulase € uma enzima
produzida por algumas espécies de estafilococos, principalmente, S. aureus, que exerce
efeito clinico da coagulacdo do plasma humano e de outros animais, por ativacdo da
protrombina, resultando na conversdo do fibrinogénio em fibrina. Esse teste tem sido
largamente utilizado para diferenciacdo de S. aureus e outras espécies produtoras ou ndo
de coagulase (MADANI et al., 1998).

Dentre os diversos tipos de microrganismos patogénicos que podem ser
encontrados em alimentos, destaca-se a espécie S. aureus, cuja importancia
epidemiologica nas DTA’s decorre em virtude de sua alta prevaléncia e do risco da
producédo de toxinas pré-formadas (ZECCONI; HANG, 2000), produzidas e liberadas pela
bactéria, durante sua multiplicacdo no alimento, representando risco para saude publica
(ALCARAS et al., 1997). Surtos e casos esporadicos de toxinose por S. aureus, atribuidos
ao consumo de produtos lacteos, contendo enterotoxinas pré-formadas, tém sido

relatados em diversos paises (OSTYN et al., 2010). Em se tratando do cenario
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epidemiologico mundial, S. aureus é considerada a terceira causa mais relevante de
DTA’s (TIRADO; SCHIMIDT, 2001).

Uma vez instalados no interior da glandula mamaria, esses microrganismos tém a
propriedade de se fixar as células epiteliais e estabelecer uma infeccdo por meio de
multiplos mecanismos patogénicos, como producao de toxinas (BRITO et al., 2002).

Pereira et al. (2007) analisaram a ocorréncia de mastite subclinica em 31 rebanhos
no sul do estado de Minas Gerais e verificaram que, entre as 2.368 vacas submetidas ao
California Mastits Test (CMT), os principais patdgenos isolados foram Staphylococcus
coagulase positiva (35,57%).

Almeida et al. (2005), em propriedades também na regido sul do estado de Minas
Gerais, analisaram amostras de leite provenientes de 96 rebanhos, sendo a maior
frequéncia microbioldgica de isolamento S. aureus (64,55%).

Sa et al. (2000) verificaram que 0S microrganismos mais comuns nos casos de
mastite bovina no agreste do estado de Pernambuco foram Staphylococcus sp. (33%),
sendo que, entre os estafilococos isolados, a espécie S. aureus apresentou a maior
prevaléncia (66%). Também no mesmo estado, Freitas et al. (2005) analisaram que 0s

agentes mais prevalentes nos casos de mastite bovina foram S. aureus (14%).

5 BIOFILMES BACTERIANOS NA INDUSTRIA DE LEITE

As adesdes dos S. aureus ao epitélio da glandula maméaria sdo consideradas o
primeiro ponto critico na patogenia da mastite, sendo que a maioria das estirpes dos S.
aureus causadoras da doenca séo circundadas por uma camada espessa (slime -
polissacarideo extracelular), que auxilia na aderéncia e colonizacdo dos microrganismos
no epitélio da glandula mamaria (AGUILAR et al.,, 2001). A habilidade dos S. aureus
aderirem a superficie do epitélio estd associada a producao de biofilmes, compostos de
multicamadas de células embebidas em uma matriz (MELO et al., 2012).

O crescimento de qualquer biofilme é limitado pela disponibilidade de nutrientes no
ambiente circundante e pela sua propagacéao as células localizadas no interior do biofilme.
Fatores como o pH, difusdo de oxigénio, fonte de carbono e osmolaridade controlam
também a maturagédo do biofilme. Um biofilme maduro pode levar de algumas horas até
varias semanas para desenvolver-se, dependendo das condi¢cdes de seu meio ambiente.
Sendo assim, existem na literatura varias teorias propostas para formacéao de biofilmes
(MACEDO, 2000).

Biofilme pode ser definido como comunidade séssil de microrganismos embebidos
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numa matriz polimérica extracelular (HARRISON et al.,, 2005), que eles mesmos
produzem, caracterizada por células aderidas irreversivelmente a uma superficie ou
interface e que exibem alteracdo fenotipica em relacdo ao crescimento planctnico
(COSTERTON et al., 1999).

Sauer et al. (2007) identificam biofiimes como agrupamentos de células
microbianas associadas a superficies, 0s quais se encontram envoltos por substancias
poliméricas extracelulares (extracellular polymeric substances) hidratadas.

Outra interessante teoria € proposta por Shi e Zhu (2009), que abordaram a
formacéao de biofilmes microbianos, enfatizando sua ocorréncia em industrias alimenticias,
em que a formacdo de biofiimes microbianos em ambiente de processamento de
alimentos é um processo complexo. Inicialmente, moléculas organicas provenientes do
alimento sdo depositadas sobre a superficie de equipamentos formando o filme
condicionante. Em seguida, microrganismos ativos biologicamente aderem a superficie
condicionada atraidos pelas moléculas organicas. Algumas células microbianas persistem
mesmo apos a limpeza e sanitizacdo e iniciam o crescimento do biofilme. Por ultimo,
forma-se o biofilme maduro com a ajuda da expressao de genes especificos e quorum
sensing.

Na industria de alimentos, a formacdo de biofilme conduz a sérios problemas de
higiene e perdas econbmicas, devido a contaminacdo de alimentos e danos em
equipamentos, podendo desenvolver nas mais variadas superficies (HOOD; ZOTTOLA,
1997).

De acordo com Bremer et al. (2006) e Flint et al. (1997), quando os produtos
lacteos sdo contaminados microbiologicamente, evidéncias sugerem que os biofilmes
formados nas superficies dos equipamentos de processamento sao 0S principais
responsaveis. Nas industrias de laticinios, os biofilmes, além de conterem bactérias e
EPS, contém, também, significativa quantidade de residuos de leite, particularmente
proteinas e minerais, como o fosfato de céalcio (KUMAR et al., 1998).

A contaminacédo do leite pode se iniciar na fazenda, durante e/ou apds a ordenha.
Diversos fatores sédo responsaveis pela perda da qualidade microbiol6gica nessa etapa,
com destaque a ineficiéncia da higienizacdo de utensilios e equipamentos, como 0s
equipamentos de ordenha mecénica, latbes e tanques de expansédo (OLIVEIRA, 2011).
Segundo Oliver et al. (2005), microrganismos podem se aderir com contaminantes do
ambiente de propriedades leiteiras, como matéria fecal ou Ubere de animais infectados e,
também, pela agua utilizada nas ordenhadeiras mecéanicas. Diversos autores mencionam

gue esses microrganismos podem formar biofilmes, dificeis de erradicar e que podem agir
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como abrigo e/ou substrato para microrganismos menos propensos a formacao,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia dos mesmos e a posterior disseminagao
durante o processamento de alimentos (LAPIDOT et al., 2006). Falhas no
armazenamento e transporte do leite para as inddstrias, como tempo e temperatura
inadequadas, podem favorecer a multiplicagédo dos microrganismos presentes (OLIVEIRA,
2011).

ApoOs a pasteurizacdo, pode ocorrer contaminacdo do leite e produtos lacteos em
funcdo dos equipamentos de envase (DOGAN; BOOR, 2003). Biofimes podem se
desenvolver na lateral das juntas dos equipamentos, sendo também fonte de
contaminacdo dos alimentos apdés a pasteurizacdo (AUSTIN; BERGERON, 1995). A
contaminacao do leite pasteurizado, também, pode ocorrer pela adesdo de bactérias nas
placas dos pasteurizadores de leite (FLINT et al., 1997). Superficies do ambiente (pisos e
paredes) podem ser fontes indiretas de contaminacdo. Exemplos desse fato sdo a
transferéncia de microrganismos aos alimentos por vetores, como O ar, pessoas e
sistemas de limpeza (GIBSON et al., 1999).

Do ponto de vista da seguranca alimentar e da degradacdo de alimentos, os
biofilmes sdo importantes devido a sua formacao em alimentos, utensilios e superficies e
a dificuldade encontrada em sua remocdo. Se formados em materiais da linha de
producdo da industria de alimentos, podem acarretar risco a saude do consumidor e
prejuizo financeiro a industria (FLACH et al., 2005).

Por outro lado, os biofilmes nas industrias, em alguns casos, podem ser benéficos,
como na producdo e degradacdo de matéria organica, degradacdo de poluentes ou na
reciclagem de nitrogénio, enxofre e varios metais. A maioria desses processos requer o
esforco coletivo de organismos com diferentes capacidades metabdlicas. Assim, o0s
biofilmes sdo utilizados em tratamentos aerdbios e anaerobios de efluentes domeésticos e
industriais, metabolizando esgotos e dguas contaminadas; no processo de tratamento de
agua potavel, a remocdo de nitrogénio, carbono biodegradavel e precursores de
trihalometanos pode ser obtida por biofilmes microbianos submersos; em reatores para a
producéo de fermentados (MACEDO, 2000).

Para se evitar a formacdo de biofilmes na industria de alimentos, é essencial o

estabelecimento e a adequac&o das medidas de higiene e sanitizagdo (ARAUJO, 2006).

6 CONCLUSAO
Os microrganismos formam o bioflme como estratégia para otimizar a

sobrevivéncia, uma vez que sao consideravelmente mais resistentes as substancias
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antimicrobianas e a remocdo por agentes comumente utilizados para limpeza e
sanificacdo. Desse modo, constituem alvo de preocupacédo para industria de produtos de
origem animal por serem constituidos por patégenos ou deteriorantes, podendo ocasionar
enfermidades aos consumidores e prejuizos econémicos devido a depreciacdo do produto
final por alteracdes fisico-quimicas e sensoriais.

Portanto, conclui-se e se enfatiza que a importancia dessa revisdo foi fornecer
informacdes a respeito de um controle na mastite do gado leiteiro, contribuindo para
prevencao da formacao de biofilmes nas industrias alimenticias bem como para a saude

do consumidor.

BIOFILM FORMATION IN FOOD INDUSTRY BY STRAINS OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS ISOLATED FROM BOVINE MASTITIS

ABSTRACT

The milk makes up the daily meals of countless families, so there is a constant concern for
quality and the elimination of contaminants factors in obtaining these products. Among the
diseases affecting dairy cattle, is mastitis, which constitutes intramammary infection
caused primarily by the presence of pathogenic microorganisms. Several studies show
Staphylococcus aureus as the most common organism isolated from milk samples from
this disease in many rural properties around the world. Analysis of genetic diversity of S.
aureus and the study of different strains have been seen as essential steps for the
effective control of the disease. The ability of S. aureus to adhere to the surface of the
epithelium is associated with the production of biofilms, which is composed of multilayers
of cells embedded in a matrix. The purpose of this article is to reflect briefly on the
importance of the study and microbiological control of mastitis in order to mitigate its
spread and increase the effectiveness of this control, aiming at health and human and
animal welfare.

Keywords: Dairy products. Microbiological control. Virulence factors.
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