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RESUMO

As Bactérias Acido Laticas (BAL) sdo bactérias ndo patogénicas derivadas do leite e
apresentam expressivo potencial tecnoldgico em virtude de sua ampla aplicabilidade. Embora
sejam consideradas bactérias benéficas, as BAL podem apresentar diferentes perfis de
susceptibilidade a antimicrobianos, em virtude da diversidade de géneros que as compdem.
O presente estudo objetivou identificar a taxonomia de BAL isoladas de leite cru de cabras
criadas no bioma Caatinga e avaliar sua susceptibilidade a antimicrobianos. Foi realizada a
coleta de leite de seis diferentes propriedades, realizada semeadura em agares MRS e M17,
seguidas de incubagcdo. As colbnias presuntivas foram isoladas e submetidas a testes
confirmatérios como catalase e Gram. A confirmacéo foi realizada por MALDI-TOF, seguida
de antibiograma pela técnica de Kirby-Bauer, utilizando discos comerciais contendo
sulfazotrim 25mcg, ceftazidima 30ug, oxaciclina 1ug, gentamicina 10ug, ciprofloxacina 5ug,
clindamicina 2ug, penicilina 10ui, vancomicina 30ug, eritromicina 15ug, tetraciclina 30ug,
cloranfenicol 30mcg e amicacina 30 mcg. Das 28 cepas isoladas, 17 foram identificadas como
Lactococcus spp. (12 de L. lactis e 5 de L. garvieae) e 11 Enterococcus spp. (3 E. faecium, 4
E. durans, 3 E. faecalis € 1 E. hirae). Resisténcia antimicrobiana foi observada em 24,8% das
bactérias pertencentes ao Enterococcus spp. € em apenas 8% das bactérias do género
Lactococcus spp. Esses resultados contribuem para o entendimento da microbiota do leite
caprino produzido no bioma Caatinga, tanto sob o aspecto de potencial biotecnolégico quanto
de potenciais perigos associados a resisténcia antimicrobiana, particularmente em
Enterococcus spp.

Palavras-Chave: MALDI-TOF; susceptibilidade; seguranca alimentar.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are non-pathogenic bacteria derived from milk and have significant
technological potential due to their broad applicability. Although considered beneficial bacteria,
LAB can present different antimicrobial susceptibility profiles due to the diversity of their
genera. This study aimed to identify the taxonomy of LAB isolated from raw milk of goats raised
in the Caatinga biome and to evaluate their antimicrobial susceptibility. Milk was collected from
six different farms and plated on MRS and M17 agars, followed by incubation. Presumptive
colonies were isolated and subjected to confirmatory tests such as catalase and Gram stains.
Confirmation was performed by MALDI-TOF, followed by antibiogram by the Kirby-Bauer
technique, using commercial discs containing sulfazotrim 25 mcg, ceftazidime 30 pug,
oxacycline 1 ug, gentamicin 10 ug, ciprofloxacin 5 ug, clindamycin 2 ug, penicillin 10 1U,
vancomycin 30 ug, erythromycin 15 ug, tetracycline 30 pg, chloramphenicol 30 mcg and
amikacin 30 mcg. Of the 28 isolated strains, 17 were identified as Lactococcus spp. (12 L.
lactis and 5 L. garvieae) and 11 Enterococcus spp. (3 E. faecium, 4 E. durans, 3 E. faecalis
and 1 E. hirae). Antimicrobial resistance was observed in 24.8% of Enterococcus spp. bacteria
and only 8% of Lactococcus spp. bacteria. These results contribute to our understanding of
the microbiota of goat milk produced in the Caatinga biome, both from the perspective of its
biotechnological potential and the potential risks associated with antimicrobial resistance,
particularly in Enterococcus spp.

Keywords: MALDI-TOF; susceptibility; food safety.
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1 INTRODUGAO

De acordo com o Censo Agropecuario de 2017, a Paraiba € o maior produtor
de leite de cabra do Brasil (FUNDAJ, 2019). Isso ocorreu devido aos incentivos
recebidos pela regido em 2003 pelo Programa de Aquisicdo de Alimentos na
modalidade Leite, em que houve a introdugdo de ragas caprinas especializadas em
leite (Oliveira et al., 2022). Porém os produtores ainda enfrentam dificuldades devido
a falta de divulgacao dos beneficios de leite caprino e derivados (Nascimento et al.,
2015).

O leite € um composto que possui uma rica microbiota, dentre elas, se
destacam as Bactérias Acido Laticas (BAL). BAL s&o microrganismos nao patogénicos
derivados do leite e apresentam expressivo potencial tecnolégico em virtude de sua
ampla aplicabilidade. Sao utilizadas como probidticos e na bioconservacéo de
alimentos, possuem atividade antimicrobiana. Além de seus beneficios tecnoldgicos,
essas bactérias também exercem efeitos benéficos a saude humana, incluindo agao
imunomoduladora e atividade antitumoral e efeito hipocolesterolémico (Ruas-
Madiedo; Hugenholtz; Zoon, 2002).

As BAL sdao um vasto grupo compostos por diversos géneros de bactérias,
sendo mais abundante no leite caprino os géneros Lactococcus e Enterococcus
embora Aerococcus e Streptococcus também sejam descritos em menor quantidade
(Tormo; Lekhal; Roques, 2015). Por ser um grupo composto por diversos géneros, as
BAL podem apresentar distintos niveis de resisténcia e susceptibilidade a
antimicrobianos.

A resisténcia a antimicrobianos tém se tornado um problema global, gerando
preocupagao em diversos paises e promovendo um trabalho de integragdo entre
diferentes 6rgdos como Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacéo e a
Agricultura (FAO), Organizagao Mundial da Saude Animal (OIE) e pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (Wall et al., 2016). E a resisténcia antimicrobiana (RAM) se
torna um problema no leite, devido uso antimicrobiano nos animais que deixa residuos
no leite (Martin, 2011).

Dessa forma, a identificacdo das BAL isoladas de leite cru caprino e o estudo
do perfil de susceptibilidade antimicrobiana se faz interessante devido a escassez de

estudo e importancia do tema para a saude animal e humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

|dentificar a taxonomia de Bactérias Acido Laticas isolada a partir de leite cru
de caprinos criados no bioma Caatinga e avaliar sua susceptibilidade a

antimicrobianos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a identificacdo das BAL por Matrix-Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight (MALDI-TOF);

¢ Analisar a susceptibilidade das BAL através de antibiograma;

e Avaliar BAL que tenham susceptibilidade para seguir para investigacéo e aplicagéo

do seu potencial tecnolégico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 COMPOSICAO E MICROBIOTA DO LEITE DE CABRA

3.1.1 Composigao do leite caprino

A composicdo fisico-quimica do leite € uma mistura homogénea de varias
substancias como lactose, proteinas, sais, glicerideos, vitaminas etc. (Ordofiez, 2005).
Possui mais proteinas, globulos de gordura menores e menos lactose em comparagao
ao leite de vaca (Park et al., 2007). Mas essa composicao pode sofrer diversas
alteracbes provenientes de diversos fatores como racga, fase da lactacao, tipo de
alimentacao (Costa; Queiroga; Pereira, 2009) e o uso de boas praticas sanitarias, que
interfere inclusive, na Contagem Bacteriana Total (CBT) (Beloti et al., 2012).

O leite possui, ainda, microbiota propria, proveniente do animal, composto por
bactérias dos géneros Enterococos, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
Lactococcus, Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus, entre outras. E por se tratar de
um alimento rico em nutrientes, também serve como meio de crescimento para outros
microrganismos, como os deteriorantes, que podem causar alteragdes organolépticas

do leite e, eventualmente, até mesmo microrganismos patogénicos (Carvalho, 2010).

3.1.2 Qualidade higiénico-sanitaria

Auséncia de boas praticas sanitarias pode levar a um aumento das bactérias
deteriorantes e até causar toxi-infecgdes alimentares (Morais, 2025). Portanto, é
necessario realizar manejo sanitario adequado, o que inclui pré e pds dipping,
descarte dos primeiros 3 jatos de leite para reduzir a carga microbiana e obter um
produto dentro dos parametros descritos pela legislagao (Junior et al., 2014).

A Instrugdo Normativa N° 76, de 26 de novembro de 2018 define como valores
maximos, para leite cru refrigerado de vaca, 300.000 UFC/ml para CBT e 500.000
CS/ml para contagem de células somaticas (CCS), enquanto o anexo Ill da Regulation
(EC) N° 853/2004 do Reino Unido define os valores maximo de 100.000 para
contagem de placa a 30°C por ml e 400.000 para CCS. O CBT um indicador de higiene

e 0 CCS um indicador de sanidade (Souza; Carvalho; Mendong¢a, 2010). Falhas
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higiénico sanitarias também afetam negativamente a qualidade de derivados lacteos
(Silva et al., 2017).

3.2 BACTERIAS ACIDO-LATICAS

3.2.1 Caracteristicas das BAL

As BAL sdo um grupo de microrganismos Gram-positivos, catalase-negativos,
que podem apresentar morfologia cocoide ou bacilar. Esse grupo é taxonomicamente
diversificado, englobando diferentes géneros, como Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, entre outros (Abreu, 2015). BAL podem ser classificadas,
ainda, de acordo com seu metabolismo fermentativo em homofermentativas ou
heterofermentativas. As espécies homofermentativas convertem, principalmente
glicose em acido latico, enquanto as heterofermentativas produzem também etanol,
acido aceético e dioxido de carbono (Pereira, 2020).

Uma vez isoladas, BAL podem ser usadas como cultura starter para producéo
de outros alimentos fermentados como produtos carneos e vegetais fermentados,
além do efeito probiético e melhoramento das caracteristicas organolépticas do
alimento (Lindner, 2022). A diversidade de géneros e de caracteristicas, acabam por
influenciar numa diferenga metabdlica gerando diferentes produtos, por exemplo,
Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus que possuem alta conversido de glicose
em acido lactico tornando o pH dos alimentos mais acidos, uma forma de conservagao
(Beltran, 2025).

As BAL do leite caprino, durante a fermentacdo, podem produzir peptideos
bioativos que, ao serem consumidos, tém acio de inibicdo da enzima conversora de
angiotensina e propriedades antioxidantes que sao benéficos a saude humana (Zhang
et al., 2025).

3.3 METODOS DE ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BAL

3.3.1 Meios de cultura seletivos

O leite possui uma microbiota rica, entdo para estudarmos as diferentes

caracteristicas de um determinado género, precisamos fazer o isolamento em um
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meio de cultura que fornega os nutrientes para esse género, assim como submeté-lo
a temperatura adequada (Vermelho, 2019). No caso das BAL, podem ser usados os
meios de cultura M17 ou Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Bruno; Carvalho, 2009).

As placas de Petri devem ser colocadas em estufa a 37°C por 48 horas e, para
isolamento, devem ser selecionadas as maiores colbnias, lisas e com bordas
definidas. Além de, apos testes confirmatorios, serem classificadas como Gram-
positivas e catalase negativas, as BAL também podem ser caracterizadas quanto a
capacidade parcial de hemdlise, atividade ausente de gelatinase e da enzima DNase,

e resisténcia variada a antimicrobianos (Lima; Carbonera; Helbig, 2022).

3.3.2 Métodos moleculares

Os microorganismos também podem ser identificados por métodos
moleculares, pois como para cultivo as bactérias precisam de nutrientes especificos
nem todas as bactérias sdo cultivaveis (Rappé; Giovannoni, 2003), dessa forma
através da biologia molecular sdo possiveis realizar outras técnicas de identificacéo
de microrganismos como por microscopia optica, eletroforese em gel, PCR, entre

outros (Junqueira, 2023).

3.3.3 ldentificagdo por MALDI-TOF

A MALDI-TOF é uma técnica de identificagcdao molecular, que consiste na jungao
de duas técnicas, a MALDI que € composta por um laser que ioniza as amostras,
atravessa a placa e chega ao detector com a técnica de TOF que calcula o tempo de
voo de acordo com a razdo massal/carga do ion, entdo o computador consegue
identificar o tempo que o ion levou para chegar ao detector e identifica o
microorganismo, numa técnica extremamente sensivel e de alta resolugdo (Madigan,
2016).

Essa técnica possui uma alta precisédo para identificacdo da bactéria, quanto a

género e espécie, além de ser rapida e ter baixo custo (Quirino, 2025).

3.4 SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
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A avaliagao a susceptibilidade a antimicrobianos pode ser realizado através de
varias técnicas como diluicdo em caldo, pelo teste de disco-difusédo (Kirby-Bauer), por
difusdo de gradiente em agar ou por outros métodos automatizados (Quinn, 2018).

O teste de disco-difusdo € um dos mais utilizados e considera a sensibilidade
através da medicao do didmetro de uma zona de inibigdo, que se forma como um halo
ao redor do disco de difusdo, e posteriormente é realizado a interpretacdo de dados
seguindo os resultados desenvolvidos pela Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (Tortora; Funke; Case, 2012).

3.4.1 Susceptibilidade em BAL

O uso indiscriminado de antibiéticos na medicina veterinaria € um dos maiores
obstaculos da saude publica mundial devido a contribuicdo com o surgimento de
resisténcia bacteriana (Santos et al., 2025).

A resisténcia antimicrobiana pode ser adquirida pela BAL através de
transferéncia de gene (Belay, 2024). E o consumo desse leite pode levar
microrganismos resistentes ao consumidor final (Nero, 2007). Dessa forma, o
monitoramento dos niveis de resisténcia em diferentes microrganismos se faz

necessaria.
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4 METODOLOGIA

4.1 SELEGCAO DE AMOSTRAS

Para esse estudo foram usadas 28 bactérias aleatérias de uma biblioteca de
bactérias presuntivas de BAL, armazenadas a -80°C, do Laboratdrio de Avaliagédo de
Produtos de Origem Animal (LAPOA) localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.1.1 Biblioteca de amostras

A biblioteca de amostras faz parte do projeto Ciéncias dmicas aplicadas a
producao de leite e queijo caprino no bioma da Caatinga, e as amostras presuntivas
de BAL foram selecionadas aleatoriamente e posteriormente foram identificadas como

provenientes de 6 diferentes propriedades usadas nesse projeto (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados referéncia a quantidade de amostras usadas em relagéo as propriedades de origem

Propriedade de Origem Quantidade de Amostras
1 12
2 1
3 7
4 4
5 3
6 1

Fonte: Elaboragao propria, 2025.

Essas bactérias presuntivas de BAL ja haviam sido isoladas anteriormente a
partir de amostras de leite em agares MRS (Man, Rogosa e Sharpe) ou M17. As
amostras semeadas em MRS foram incubadas a 37°C por 48 horas, e as semeadas
em M17 foram incubadas a 35°C por 48 horas, ambas em aerobiose. Para isolamento,
foram consideradas as colénias com aparéncia tipica de BAL, além de serem
submetidas a teste de catalase e GRAM, sendo consideradas presuntivas as bactérias
que apresentaram catalase negativa e GRAM positiva. As amostras consideradas
presuntivas foram passadas para caldo MRS e incubados por 48 horas a 37°C, depois



18

foi retirado 1ml de caldo e passada para criotubos com 0,2ml de glicerina para

posterior armazenamento a -80°C.

4.2 REATIVAGAO DAS AMOSTRAS DE BAL PARA MALDI-TOF

As amostras selecionadas presuntivas de BAL foram descongeladas em
temperatura ambiente. Depois os tubos foram vortexado por aproximadamente 5
segundos, e retirado 10uL do tubo com alga microbiolégica para posterior semeio em
agar MRS e incubadas a 37°C por 48h em aerobiose.

Para identificagdo por MALDI-TOF é necessario que a massa da colbénia seja
fresca, dessa forma, 48 horas antes de levar as amostras para o MALDI-TOF foi
necessario refazer a semeadura em MRS agar com a alga microbiolégica em uma
nova placa seguido de incubagédo a 37°C para que a massa chegasse fresca ao
Laboratério Multiusuario de Caracterizagado e Analise (LMCA), na UFPB, campus |.

A técnica de espectrometria MALDI-TOF (Biotyper® Sirius One RUO System),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, consistiu em passar a massa
fresca para a placa matriz do MALDI-TOF com hastes estéreis para formagao de um
film sobre a placa alvo (Figura 1). As analises foram feitas em duplicata. Em seguida
a placa foi colocada dentro da maquina de MALDI-TOF para identificagao, gerando ao
final um relatério com indice quanto a identificacdo de cada amostra. Sendo
considerados confiaveis os indices de superior a 1,7 para género e superior a 2,0 para

espécie, conforme indicacdo do software.
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Figura 1 — Passagem das colbnias para placa matriz de MALDI-TOF

Fonte: Elaboragao prépria, 2025.

4.3 DETERMINACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ATRAVES DE DISCO-
DIFUSAO

As cepas foram recultivadas em meio MRS por 48 horas a 37°C para a
obtencdo de colbnias frescas. A massa fresca foi transferida 10uL com alga
microbioldgica para um tubo com 5 ml de solugédo salina a 0,85% estéril, até atingir a
turbidez 0,5 na escala McFarland (108 UFC/ml). Entdo com um swab estéril a solugdo
salina foi espalhada sobre uma placa de petri com agar Muller Hinton (MH), seguido
da adi¢ao dos discos de antimicrobianos de maneira equidistantes pela placa, entéao
incubagédo por 24 horas numa estufa a 37°C. Dessa forma, os halos inibitérios
formados pela presencga dos discos com antimicrobianos se formaram na placa e
foram medidos com ajuda de um paquimetro e avaliados no modelo proposto por
Charteris et al. (1998) ou de acordo com a Clinical and Laboratory Standards Institute
(NCCLS, 2005). O controle foi realizado com a bactéria Escherichia coli ATCC 25922.

O antibiograma foi feito utilizando os seguintes discos de antibidticos
impregnados: sulfazotrim 25mcg (SUT) (composto por 23,75mcg € sulfametoxazol e
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1,25mcg é trimetoprim), ceftazidima 30ug (CAZ), oxaciclina 1ug (OXA), gentamicina
10ug (GEN), ciprofloxacina 5ug (CIP), clindamicina 2ug (CLlI), penicilina 10ui (PEN),
vancomicina 30ug (VAN), eritromicina 15ug (ERI), tetraciclina 30ug (TET),
cloranfenicol 30mcg (CLO) e amicacina 30 mcg (AMI). As cepas foram analisadas e
classificadas em susceptiveis (S), intermediarias () ou resistente (R).

A interpretagao dos resultados (Figura 2) depende do tipo de bactéria (Tabela
2 e Tabela 3) identificada pois a diferengca de metabolismo das bactérias altera o

tamanho do halo.

Figura 2 — Paquimetro medindo halo formado por bactéria em placa com meio MH
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Fonte: Elaboragao prépria, 2025.

Tabela 2 — Dados referéncia para interpretagcao de Enterococcus spp.
Antibiético R | S Referéncia Nota
Amicacina <15 16-17 218 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Ceftazidima <15 16-18 =219 Charteris et al., 1998  Lactobacillus spp.
Ciprofloxacina <15 16-20 =221 CLSI, 2017 Enterococcus spp.
Clindamicina 8 911 212 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.




Cloranfenicol
Eritromicina
Gentamicina

Oxaciclina

Penicilina
Sulfazotrim
Tetraciclina

Vancomicina

13-17
14-22

11-15
15-18
15-16

215
216
=219
217

CLSI, 2017
CLSI, 2017
Charteris et al., 1998
CLSI, 2017

CLSI, 2017
Charteris et al., 1998
CLSI, 2017
CLSI, 2017
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Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Lactobacillus spp.
Streptococcus
pneumoniae
Enterococcus spp.
Lactobacillus spp.
Enterococcus spp.

Enterococcus spp.

Fonte: Adaptado de Charteris et al. (1998) e da Clinical and Laboratory Standards Institute (2017).

Tabela 3 — Dados referéncia para interpretagédo de Lactococcus spp.

Antibiético R | S Referéncia Nota
Amicacina <15 16-17 =218 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Ceftazidma <15 16-18 =219 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Ciprofloxacina <13 14-18 219 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Clindamicina <8 9-11 212 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Cloranfenicol <13 14-17 218 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Eritromicina <13 1417 218 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Gentamicina <12 - 213 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Oxaciclina - - 220 CLSI, 2017 Streptococcus
pnheumoniae
Penicilina <1 20-27 =228 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Sulfazotrim <10 11-15 216 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Tetraciclina <14 15-18 219 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.
Vancomicina <14 15-16 =17 Charteris et al., 1998 Lactobacillus spp.

Fonte: Adaptado de Charteris et al. (1998) e da Clinical and Laboratory Standards Institute (2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para confirmagao dessas 28 cepas, isoladas a partir de leite caprino, como BAL
na técnica de MALDI-TOF, e considerando as especificagcdes do software quanto ao
indice de confiabilidade, todas as amostras identificadas nessa analise sao

consideradas confiaveis (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultado de MALDI-TOF considerando a amostra, a espécie de bactéria identificada, o

indice de confirmacgao dado pela maquina e o meio de cultivo que essa amostra foi obtida.

Amostra Espécie indice Melo de
Cultivo
S24e'5 Lactococcus garvieae 1,89 M17
A2495 Lactococcus lactis 2,01 MRS
S24h'3 Lactococcus lactis 1,98 M17
S24i'3 Lactococcus lactis 2,1 M17
S24k3 Lactococcus lactis 1,92 MRS
S24e'3 Lactococcus garvieae 1,8 M17
A249g1 Lactococcus garvieae 2,05 MRS
N24f2 Enterococcus faecium 2,16 M17
A24b4 Lactococcus lactis 2,08 M17
S249'5 Lactococcus lactis 2,03 M17
S24k1 Lactococcus lactis 2,36 M17
S24k2 Enterococcus durans 2,05 MRS
S24i'2 Enterococcus faecium 2,09 MRS
S241 Enterococcus durans 1,97 MRS
S2412 Lactococcus lactis 1,91 MRS
S2414 Lactococcus lactis 2,11 MRS
S2415 Lactococcus lactis 1,95 M17
A24Y5 Enterococcus faecalis 1,93 M17
S24e'4 Lactococcus garvieae 1,92 M17
S24i'5 Lactococcus lactis 2 MRS
A24c5 Lactococcus garvieae 2,08 M17

j24c3 Enterococcus faecalis 2,24 M17
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S24e'2 Lactococcus garvieae 1,93 MRS
A24d5 Enterococcus hirae 1,95 MRS
A24Y1 Enterococcus faecalis 2,15 MRS
A24e3 Enterococcus durans 2,08 MRS
A24Y4 Enterococcus faecium 1,94 M17
A24e2 Enterococcus durans 1,85 MRS

Fonte: Elaboragao proépria, 2025.

Dentre as bactérias encontradas, houve um claro dominio do género
Lactococcus spp. (17/28). Essa predominancia confere ao leite um alta potencial
tecnoldgico, pois, segundo Cruz (2018) por representar cerca de 90% dos fermentos
usados para manteiga, queijo, buttermilk e sourcream. Lactococcus lactis (11/28), a
mais abundante, é produtora de nisina, uma bacteriocina que reduz a contaminacao
microbiana em queijos e tem importante agdo em bactérias Gram-positivas, a exemplo
de Staphylococcus aureus. O estudo de Cruz (2018) aponta ainda que Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium e Enterococcus durans sao as mais comuns do género
a serem encontradas em leites e derivados, embora ndo sejam classificadas como
segura pelo FDA por terem origem fecal mas costumam ser susceptiveis aos
antibiodticos mais comumente usados na clinica (penicilina, vancomicina e
gentamicina). Sao psicrotréficas e resistem a pasteurizagdo e outras condi¢des
adversas, e sua presenga representa um risco por ser frequentemente associada a
infeccdes clinicas por possuir uma patogenicidade multifatorial, complexa e ocorre
apdés uma sequéncia de fatores de viruléncia.

A presentao de E. faecium pode beneficiar as caracteristicas organolépticas em
produtos derivados do leite, como queijo, além de deter o crescimento de coliformes,
e que, as infecgdes por Enterococcus spp. s6 ocorre em caso de comprometimento
do sistema imunolégico, de acordo com os estudos de Ribeiro et al. (2012).

A Figura 3 apresenta a distribuigdo taxondbmica dos microrganismos
identificados. O género Enterococcus spp. correspondeu a aproximadamente 40% do
total de isolados. Sua presenga deve ser investigada por ser uma causadora de
infeccbes gastrointestinais podendo levar a sintomas como febre, dor, fadiga e perda
de peso (Oliveira et al., 2025).
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Figura 3 — Frequéncias de bactérias acido laticas (BAL) identificadas em amostras de leite caprino
produzido no semiarido paraibano.
E. hirae
E. faecalis 4%
11%

L. garvieae
21%

E. durans
14%

E. faecium

11% L. lactis

39%

Fonte: Elaboragao prépria, 2025.

A identificacdo de aproximadamente 60% de Lactococcus spp. se faz
novamente importante pelo alto valor tecnoldgico por atuar, segundo Lopes (2021),
como conservante e melhorar as caracteristicas organolépticas dos produtos.

A interpretagdo do antibiograma de disco-difusdo (Tabela 5) foi realizada de
acordo com a cepa identificada em MALDI-TOF pois o tamanho do halo para
determinado antibidtico deve ser diferente de acordo com a bactéria identificada,

dessa forma, diferentes literaturas foram consideradas e, as vezes, adaptadas.



Tabela 5 — Resultado de perfil de susceptibilidade considerando susceptivel (S), intermediario (I) ou resistente (R).

CEPA MALDI-TOF SUT PEN VAN ERI GEN CAZ CIP OXA CLI TET CLO AMI
A2495 Lactococcus lactis S S S S S I S R S S S S
S24i'3 Lactococcus lactis S I S I S R S R R S S I
A2491 Lactococcus garvieae S I S R S R S R I R S I
S2412 Lactococcus lactis S S S S S S S R S S S R
S2414 Lactococcus lactis S S S S S S S R S S S S
S2415 Lactococcus lactis I S S S S S S R S S S R
S24i'5 Lactococcus lactis I S S S S S S R S S S R
A24c5 Lactococcus garvieae S S S S S S S R R S S I
N24f2 Enterococcus faecium S S S I S R S R R S S I
S24i'2 Enterococcus faecium I S S I S R S R R S S S
S2411 Enterococcus durans S S S S S R S R S S S S
j24c3 Enterococcus faecalis S S S S R R S R S R S R
A24d5 Enterococcus hirae S S S S R R S R R S S R
S24k1 Lactococcus lactis S S S S S R S R S R S S
S24k3 Lactococcus lactis S S S S S S S R S S S S
A24b4 Lactococcus lactis R S S S S S S R S S S S
S249'5 Lactococcus lactis S S S S S S S S S S S S
S24k2 Enterococcus durans S S S S S R S R S R S S
A24e3 Enterococcus durans S S S S S R S R S R S S




A24e2
S24e'5
S24e'3
S24e'4
S24e'2
A24Y5
A24Y1
A24Y4

Enterococcus durans
Lactococcus garvieae
Lactococcus garvieae
Lactococcus garvieae
Lactococcus garvieae
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Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium
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Fonte: Elaboragao propria, 2025.
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Legenda: SUT - sulfazotrim, CAZ - ceftazidima, OXA - oxaciclina, GEN - gentamicina, CIP - ciprofloxacina, CLI - clindamicina, PEN - penicilina, VAN -

vancomicina, ERI - eritromicina, TET - tetraciclina, CLO — cloranfenicol, AMI — amicacina, S - susceptivel, | — intermediaria, R - resisténcia
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Outra importante caracteristica observada foi que a relagéo de resisténcia entre
Enterococcus spp. foi proporcionalmente superior aos Lactococcus spp., sendo
24,79% (30/121) e 8,02% (15/187) respectivamente. Isso, desconsiderando a
oxaciclina que so foi avaliada para grau de susceptibilidade. Entdo, apesar de estar
em menor quantidade do total identificado, os Enterococcus spp. apresentam maior
resisténcia total e relativo, por se tratar de um género com varias origens enquanto
Lactococcus spp. tem origem predominantemente lactea. A quantidade de bactérias
que foram classificadas como intermediarias também teve diferengas consideraveis,
9,09% (10/110) para Enterococcus spp. e 7,64% (13/170) de Lactococcus spp. sendo
desconsiderado para esse calculo a gentamicina que s6 foi classificado em resistente
e susceptivel, sendo nesse caso, o total de Lactococcus spp. intermediarios maior. O
trabalho de Silva (2022) para Enterococcus spp. em leite de cabra, apresenta valores
semelhantes a esse para eritromicina (16/22 susceptibilidade) e vancomicina (21/22
de susceptibilidade), enquanto esse trabalho apresenta 5/11 e 11/11 respectivamente,
embora apresente valores diferentes para penicilina (1/22 de susceptibilidade, 3/22
intermediario e 18/22 de resisténcia) enquanto nesse aproximadamente 11/11 sdo
susceptiveis, isso pode ter ocorrido devido ao uso de antimicrobiano que pode levar a
selecao de bactérias resistentes (Aguiar et al., 2016).

A Figura 4 mostra a interpretacdo de Enterococcus spp. como 100%
susceptivel a penicilina e vancomicina se mostra interessante ao considerarmos a
literatura de PROCOP (2018) que mostra que nos EUA os E. faecium, E. faecalis, E.
garvieae e E. hirae apresentam alta resisténcia adquirida a vancomicina e s&do uma
comum causa de infeccao hospitalar, além da concentragao inibitéria minima de
penicilina a esse género chegar a ser de 10 a 100 vezes maior que de outros
estreptococos. Ha também concordancia parcial de dados no que diz respeito aos
aminoglicosideos, que os Enterococcus spp. apresentam uma resisténcia adquirida,
a gentamicina apresentou resisténcia de 27,27% (3/11) e a amicacina apresentou
resisténcia de 45,5% (5/11) e 9% (1/11) foi classificada como intermediaria. A
clindamicina apresentou resisténcia de 45,5% (5/11) e intermediaria de 9% (1/11).
Enquanto a ceftazidima, uma cefalosporina de terceira geracao, apresentou 100%

(11/11) de resisténcia.
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Figura 4 — Frequéncia de susceptibilidade antimicrobiana em Lactococcus spp. (Figura A) e

Enterococcus spp.(Figura B) isoladas de leite caprino cru do semiarido paraibano.
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Fonte: Elaboragao propria, 2025.
Legenda: SUT - sulfazotrim, CAZ - ceftazidima, OXA - oxaciclina, GEN - gentamicina, CIP -
ciprofloxacina, CLI - clindamicina, PEN - penicilina, VAN - vancomicina, ERI - eritromicina, TET -

tetraciclina, CLO — cloranfenicol, AMI — amicacina, S - susceptivel, | — intermediaria, R - resisténcia.

Dentre as bactérias identificadas como L. lactis, 9,09% (1/11) apresentou
resisténcia a tetraciclina, 9,09% (1/11) foi classificada como intermediaria a
eritromicina e essa mesma bactéria foi identificada como resistente a clindamicina, na
identificacdo por MALDI-TOF ela foi reconhecida como L. lactis subsp. lactis DSM
20175 DSM. L. garvieae apresentou 16% (1/6) de resisténcia a tetraciclina. Com isso,
os resultados se mostram parcialmente em concordancia a literatura de Cruz (2018)
que descreve L. lactis como resistente a tetraciclina e clindamicina e L. garvieae como
resistente a tetraciclina.

Penicilina, isolada a partir do fungo Penicillium spp., apresentou 7,14% (2/28)
de bactérias classificadas como intermediarias, todas do género Lactococcus spp..

Cloranfenicol apresentou apenas 3,57% (1/28) de resisténcia, em uma
Lactococcus lactis, e nenhuma classificacédo intermediaria, mas tem uso proibido em
animais devido a IN n°9 de 2003 (MAPA, 2003).

Oxaciclina se destacou por apresentar resisténcia completa a Enterococcus
spp., conforme descrita anteriormente por Teuber, Meile e Schwarz (1999), e
apresentar apenas 5,88% (1/17) de susceptibilidade a L. lactis, tendo sido descrita
como susceptivel. Essa alta resisténcia a oxaciclina ocorre devido a literatura
verificada como base em que os dados mais proximos usados a bactérias estudadas

eram o de Streptococcus pneumoniae.
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6 CONCLUSAO

Este estudo contribui para o entendimento da microbiota do leite caprino
produzido no semiarido paraibano, tanto sob o aspecto de potencial biotecnolégico
quanto de potenciais perigos associados a resisténcia antimicrobiana, particularmente
em Enterococcus spp.

A técnica de MALDI-TOF fez a identificacdo taxonbmicas de 28 bactérias
isoladas, com um dominio do género Lactococcus spp. (18/28) e predominio da
espécie L. lactis (12/28). Esse predominio é importante para o ponto de vista
tecnoldgico, por ser uma bactéria comumente usada como fermentos. Em paralelo, a
presenca de Enterecoccus spp. (10/28), com enfoque E. faecium, E. faecalis e E.
durans, traz uma camada de complexidade ao estudo devido a associacdo desses
microorganismos com fatores de viruléncia e resisténcia.

A avaliagao do perfil de susceptibilidade antimicrobiana relacionando esses
dois géneros evidenciou uma diferenga significativa, pois enquanto Lactococcus spp.
apresenta aproximadamente 8% de resisténcia, Enterococcus spp. apresentou
aproximadamente 25%. Mas em contraste com relatos internacionais, os
Enterococcus spp. apresentou susceptibilidade a penicilina e a vancomicina.

Dessa forma, esse estudo aponta duas importante caracteristicas em relagao
ao leite caprino: o seu potencial tecnoldgico, representado pela abundancia de
Lactococcus spp. € o risco potencial dos Enterecoccus spp. atuarem como
reservatorio de genes de resisténcia antimicrobiana.

Se faz necessario, portanto, mais estudos para investigar genes de resisténcias
presentes em microrganismos isolados a partir de alimentos e explorar o potencial

tecnologico desses microrganismos.
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