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LIMA, Joyce Bitencourt Athayde. Caracterizacdo genética de bactérias
proteoliticas e lipoliticas autdéctones do leite cru no Maranh&o-Brasil. 2016.
100f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2016.

RESUMO

O leite € um alimento completo e por ser um produto rico em nutrientes pode
veicular varios agentes microbianos deteriorantes e/ou patogénicos. A microbiota
deteriorante presente no leite diminui sua qualidade e consequentemente sua vida
util. No estado do Maranhdo nao existem informagdes quanto a microbiota
deteriorante do leite. Dessa forma, o presente estudo objetivou caracterizar
geneticamente bactérias proteoliticas e lipoliticas autoctones do leite cru no
Maranhao-Brasil. Foram coletadas 10 amostras de leite cru em propriedades
leiteiras, e bactérias mesdfilas e psicrotroficas foram cultivadas em petrifilm ACTM e
PCA por semeadura em superficie, incubadas a 7°C por 10 dias e 35°C/48h
respectivamente. A avaliagdo das atividades proteolitica e lipolitica foi realizada
utilizando-se semeadura em agar leite e agar tributirina, incubados a 32°C/48h,
respectivamente, sendo as cepas deteriorantes agrupadas e identificadas
geneticamente. Os resultados mostraram que duas amostras apresentaram
contagens acima de 600 mil UFC/mL para contagem de bactérias mesoéfilas. Do total
de 10 amostras de leite foram isoladas 1.102 cepas e foram identificas
geneticamente 166 (15.06%) cepas puras deteriorantes sendo 120 (72,28%) com
atividade lipolitica, 27 (16,26%) proteoliticas; e 19 (11,44%) tanto proteoliticas como
lipoliticas. A identificacdo genética das cepas mesdfilas mostrou predominéancia de
Klebsiella sp. com 95 (57,22%), seguida da bactéria Acinetobacter sp. com 19
(11,44%) cepas, Pseudomonas aeruginosa com 13 (7,83%), Staphylococcus
epidermidis com 7 (4,21%), Pseudomonas sp. com 6 (3,61%), Streptococcus
dysgalactieae com 5 (3,01%), Bacillus sp. com 4 (2,40%) Lactococcus lactis subesp.
Lactis com 3 (1,80%) cepas, Acinetobacter baumannii, Empedobacter falsenii,
Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacterium sp. e Microbacterium sp. com
duas (1,20%) cepas cada e Acinetobacter septicus, Macrococcus caseolyticus,
Brevibacillus sp. e Staphylococcus sp. com uma (0,60%) cepa cada. Quanto as
bactérias psicrotroficas os resultados mostraram baixas contagens e destas foi
possivel isolar 74 cepas, 27 (36,48%) com atividade deteriorante, sendo 17 (62,96%)
com atividade lipolitica e 10 (37,03%) tanto atividade proteolitica como lipolitica.
Quanto a identificacédo das cepas, 12 cepas (44,44%) foram identificadas como
Enterococcus sp. género predominante; 7 (25,92%) como Lactococcus garvieae; 2
(7,40%) como Bacillus sp., Hafnia alvei e Pantoea sp. (cada uma) e uma (3,70%)
como Brevibacillus agri e Klebsiella sp. (cada). A microbiota deteriorante presente foi
em sua maioria lipolitica. A identificagdo genética mostrou variedade bacteriana
mesofilas e psicrotrofica proteoliticas e/ou lipoliticas sendo parte desta patogénicas,
presente no leite cru estudado inclusive espécies que ainda nao haviam sido
relatadas como microbiota deteriorante do leite no Brasil foram isoladas.

Palavras-chave: Microbitoa deteriorante. Qualidade. Micro-organismos. PCR.



LIMA, Joyce Bitencourt Athayde. Genetic characterization of indigenous
proteolytic and lipolytic bacteria from raw milk in Maranh&ao-Brazil. 2016. 100p.
Thesis (Doctoral in Animal Science)—Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2016.

ABSTRACT

Milk is a complete food and being a product rich in nutrients can serve various
microbial spoilage agents and / or pathogens. The microbiota deteriorating in milk
decreases its quality and therefore its life. In the state of Maranhdo no information
about the deteriorating microbiota of milk. Thus, this study aimed to characterize
genetically indigenous proteolytic and lipolytic bacteria from raw milk in Maranhao,
Brazil. Were collected 10 samples of raw milk in dairy farms, and mesophilic and
psychrotrophic bacteria were grown in petrifim ACTM and PCA by seeding surface,
incubated at 7 ° C for 10 days and 35 ° C / 48h respectively. The evaluation of
proteolytic and lipolytic activities was carried out using seeding on agar milk and
tributyrin agar, incubated at 32 ° C / 48h, respectively, being grouped and identified
genetically spoilage strains. The results showed that two samples had counts over
600 thousand CFU / mL for mesophilic bacteria counts. From a total of 10 milk
samples were isolated and 1.102 strains were genetically you identify 166 (15,6%)
pure strains of spoilage and 120 (72,28%) with lipolytic activity, 27 (16,26%)
Proteolytic; and 19 (11,44%) both proteolytic and lipolytic. Genetic identification of
mesophilic strains showed predominance of Klebsiella sp. 95 (57,22%), then the
bacteria Acinetobacter sp. 19 (11,44%) of the strains, Pseudomonas aeruginosa with
13 (7,83%), Staphylococcus epidermidis with 7 (4,21%), Pseudomonas sp. 6
(3.61%), Streptococcus dysgalactieae with 5 (3.01%), Bacillus sp. 4 (2.40%)
Lactococcus lactis subsp. Lactis 3 (1,80%) strains, Acinetobacter baumannii,
Empedobacter falsenii, Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacterium sp. and
Microbacterium sp. with two (1,20%) strains each and Acinetobacter septicus,
Macrococcus caseolyticus, Brevibacillus sp. and Staphylococcus sp. with a (0,60%)
strain each. As for psychotropic bacteria results showed low levels and these could
be isolated 74 strains, 27 (36,48%) with deteriorating activity, 17 (62,96%) with
lipolytic activity and 10 (37,03%) both proteolytic activity as lipolytic. The identification
of strains, 12 strains (44,44%) were identified as Enterococcus sp. prevailing gender;
7 (25,92%) as Lactococcus garvieae; 2 (7,40%) as Bacillus sp., Hafnia alvei and
Pantoea sp. (each) and one (3.70%) and Brevibacillus agri and Klebsiella sp. (each).
The microbiota marring this was mostly lipolytic. Genetic fingerprinting showed
mesophilic bacterial variety psychrotrophic and proteolytic and / or lipolytic being part
of this pathogens present in raw milk even studied species had not been reported as
deteriorating microbiota of milk in Brazil were isolated.

Keywords: Microbiota deteriorating. Quality. Microrganism. PCR.
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1 INTRODUCAO

O leite € um dos alimentos de origem animal mais consumidos pelo
homem, por ser nutricionalmente completo. Um copo de leite fornece diariamente a
uma crianca de 5 anos de idade 21% de suas necessidades de proteinas, 8% de
calorias e os principais micronutrientes necessarios. O consumo ao longo da vida
fornece principalmente calcio, magnésio, selénio, riboflavina, vitamina Bl12 e
vitamina B5 (FAO, 2013). Por ser um produto de origem animal, pode veicular varios
agentes potencialmente zoonéticos, e por ser um alimento muito rico em sua
composic¢éo nutricional, favorece o crescimento microbiano (NERO et al., 2000).

Tipicamente o leite cru de vaca, contém uma populacdo significativa
de bactérias acido laticas que inclui os géneros Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Enterococcus (QUIGLEY et al., 2013). Um namero de
outros micro-organismos pode estar presente em proporcdes significativas. Estes
incluem psicrotréficos, tais como Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e
Aeromonas spp., que crescem durante o armazenamento em refrigeracdo (RAATS
et al., 2011).

Na Europa e Estados Unidos, a utilizacdo de novos métodos para
identificacdo da microbiota do leite cru de vaca, como o sequenciamento do DNA de
bactérias, tem destacado que a diversidade desta microbiota € maior do que o
originalmente relatado (QUIGLEY et al.,, 2013). No Brasil o estudo da microbiota
deteriorante presente no leite tem revelado a bactéria Pseudomonas spp. com maior
frequéncia e importancia na sua deterioracdo, como nas pesquisas de Pinto et al.
(2015) e Arcuri et al. (2008).

Para controlar a presenca e multiplicacdo da microbiota do leite cru,
o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) determina através da
Instrucdo Normativa n° 62 (IN 62) (Brasil, 2011) que o leite seja refrigerado na
propriedade leiteira e ainda estabelece padrdes fisico-quimicos e microbiolégicos a
serem cumpridos.

O leite produzido em vérias regifes do pais ainda ndo atende aos
padrdes determinados pela legislacdo. Entre as principais causas dessa situacao
estdo as inadequadas condicbes de higiene de ordenha, procedimentos
inadequados de limpeza de utensilios e equipamentos, e problemas ligados ao

armazenamento do leite cru refrigerado e o seu transporte (NERO et al., 2008). Esta
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situacdo pode ser decorrente do fato de que muitos produtores, geralmente, sao
desmotivados principalmente pela baixa lucratividade decorrente da falta de controle
econbmico e baixos indices zootécnicos (BELOTI et al., 2012). Desta forma, a
qgualidade é um dos maiores problemas da cadeia do leite no Brasil, interferindo
negativamente na producdo e rendimento dos derivados (SANTOS; FONSECA,
2007).

Ap6s a determinacdo da refrigeracdo do leite foi observado em
varias regides do pais que a microbiota mesoéfila se adapta a temperatura de
refrigeracdo, manifestando sua capacidade psicrotréfica e promovendo a
deterioracdo do leite (MARTINS et al., 2013; SANTOS et al., 2013). Enzimas
termostaveis sao as principais responsaveis pela deterioracdo do leite, como as
proteases e lipases que provocam alteragcdes no seu odor e sabor, e também de
seus derivados (CHEN et al., 2003).

O leite pasteurizado tem a sua vida util bastante curta, em torno de 4
dias no Brasil. Por esse motivo a producdo e comercializacado do leite Ultra High
Temperature (UHT) supera a do leite pasteurizado, jA que este produto apresenta
maior vida util (TRONCO, 2008).

No Brasil ja foram realizadas pesquisas para identificacdo da
microbiota deteriorante do leite cru, nos estados de Minas Gerais (Arcuri et al., 2008;
Perin et al., 2012; Pinto et al., 2015), Rio de Janeiro (Arcuri et al.,, 2008), Parana
(Ribeiro Junior, 2015) e Rio Grande do Sul (Nornberg et al., 2010), entretanto em
grande parte do pais ainda ndo existem dados quanto a esta microbiota. No estado
do Maranhéo, pesquisas relacionadas a qualidade do leite (Camargo, 2010; Lacerda
et al.,, 2010) ndo apresentaram informacfes quanto a microbiota deteriorante
presente.

Apesar da baixa producdo no estado do Maranhéo, 0,39 bilhdo de
litros em 2014 (IBGE, 2015), assim como, nos demais estados do Nordeste, essa
producdo tem sido crescente no decorrer dos anos seguindo o que acontece em
todo o pais (IBGE, 2015). Além disso, o Nordeste apresenta caracteristicas proprias
gue oferecem potencialidades a producdo de leite, como a intensa competicao
provocada por setores do turismo e lazer, setor imobilidrio e pela producédo de
culturas agricolas tecnificadas, além de preservacao ambiental. Todos esses fatores
favorecem o maior uso de tecnologias e utilizacdo de menores areas por parte do
sistema de producéo de leite (OLIVEIRA, 2015).
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Desta forma, conhecer a microbiota deteriorante do leite cru
produzido no estado do Maranhdao ira contribuir para a melhoria da sua qualidade.
Informacgdes a respeito da microbiota deteriorante do leite proporcionaréo identificar
as possiveis fontes e causas da contaminagdo e, consequentemente elimina-las. A
vida util e a qualidade do leite podem ser elevadas, agregando valor ao produto.
Além disso, os indices de producédo da regido e o consumo de um leite de melhor
gualidade seréo incentivados. O ambiente favoravel para esta producdo sera melhor
aproveitado e contribuira com a economia do estado e do pais.

2 ESTADO DA ARTE

2.1 PRODUCAO DE LEITE NO BRASIL

O leite de vaca corresponde a 85% do consumo mundial de leite e 0
Brasil é o terceiro em producdo empatando com a China e ficando atras da india e
EUA (FAO, 2013). O censo agropecuario realizado pelo IBGE, em 2006, mostrou
gue o Brasil possui 1,34 milhdes de propriedades leiteiras, porém cerca de 940 mil
comercializam seu produto. Do total de produtores inseridos na cadeira leiteira, 80%
correspondem a pequenos produtores, sendo que 70% apresentam producado diaria
maxima de 50 litros/dia (RIBEIRO JUNIOR, 2015). Em 2014 a produc&o de leite no
Brasil chegou a 35,2 bilhdes de litros e os laticinios no periodo de outubro de 2014 a
setembro de 2015 processaram 24,3 bilhdes de litros, gerando cerca de R$ 123,50
bilhdes (IBGE, 2015). Segundo os dados apresentados pelo IBGE, a producao

leiteira tem sido crescente no Brasil, como mostra a figura 1.



17

8]
i

W
o

[
Ll
1
I
I

Producdo de leite

[EEY
wu
1
I
!

Produgio de leite (bilhGes de litros)
[ [
o o

Ll
|
|

2009 2010 2012 2012 2013 2014

Figura 1-Producdo de leite no Brasil no periodo de 2009 a 2014 de acordo com
dados da Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM) do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2014). Fonte: Préprio autor.

2.2 PRODUCAO DE LEITE NO ESTADO DO MARANHAO

Segundo dados do IBGE, o estado do Maranhdo em 2014 ocupava a
16° posicdo em producdo de leite no Brasil com 0,39 bilhdo de litros de leite
produzidos. Na regido nordeste era o 4° (figura 2). Entre outubro de 2014 e
setembro de 2015 os laticinios adquiriram cerca de 77,16 milhdes de litros de leite e
processaram 76,98 milhdes no estado (IBGE, 2015). Esta producdo vem
aumentando no decorrer dos anos, acompanhando o0 que acontece no pais.
Entretanto, observa-se que houve uma queda na producdo de leite no Nordeste,
inclusive no estado do Maranhdo, no ano de 2012 (figura 3). Esta queda pode ser
atribuida a seca que acometeu a regiao, reduzindo a produtividade e producédo de
leite. Houve uma perda de 4 milhdes de animais em 2012, quando o semiarido viveu
a mais intensa seca das Ultimas décadas. A seca resultou na reducdo de muitos
plantéis, sobretudo o de bovinos, causando impactos sobre a producdo e
produtividade de leite IBGE (2013).
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Figura 2-Producéo de leite na regido nordeste do Brasil no ano de 2014 de acordo

com dados da Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM) do Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (IBGE, 2014). Fonte: Proprio autor.
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Figura 3-Producédo de leite no nordeste do Brasil e no estado do Maranhao entre

2009 e 2014 de acordo com dados da Pesquisa Pecuéaria Municipal (PPM) do

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014). Fonte: Préprio autor.
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Apesar dos dados do IBGE demonstrarem que o aumento da
producéo no Nordeste tem sido crescente, acompanhando o que acontece no Brasil,
pode-se dizer que a producdo de leite nesta regido ainda apresenta niveis de
produtividade do rebanho muito aquém do seu potencial de producéo.
Provavelmente devido ao baixo nivel tecnolégico e zootécnico predominante nas
propriedades e a prevaléncia de sistemas de producéo ineficientes (SEBRAE, 2013).

O estado do Maranhdo ndo foge a regra da regido, apesar de
investimentos e incentivos a producao e industrializacdo do leite desde o ano de
1995 com a implantacdo do programa Leite € Vida pelo governo do estado. Este
programa foi intensificado em 2004, quando também foi adotado para o restante do
Nordeste pelo Governo Federal como “Programa Leite Fome Zero” (Programa de
Aquisicao e Distribuicdo de Leite — PAA).

Dentre os objetivos do programa destacam-se: aumento no volume
de leite captado pelas induastrias, insercdo de produtores de base familiar no
mercado formal e o aumento do consumo de leite processado de melhor qualidade.
Apesar dos investimentos do governo federal e governos estaduais alguns
problemas surgiram: poucos produtores se interessaram em fornecer leite ao
programa, o limite de compra reduzido por produtor, falta de organizacdo dos
produtores e estrutura de captacdo de leite precaria. A solucdo envolve maior
atuacao dos governos e dos laticinios participantes além de atitudes dos préprios
produtores de leite (SEBRAE, 2013).

2.3 QUALIDADE Do LEITE CRU REFRIGERADO NO BRASIL E NO ESTADO DO MARANHAO

A qualidade do leite cru refrigerado no Brasil é regulamentada,
atualmente, pela Instrucdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2011), que determina padrbes
de qualidade por regido do pais, mais exigentes com o decorrer dos anos. Desde a
implantacdo da legislacdo anterior, Instrucdo Normativa n°51 (BRASIL, 2002), a
gualidade do leite brasileiro tornou-se uma preocupacao entre 0s pesquisadores do
pais. Uma vez que boa parte dos produtores do Brasil tem um rebanho de pequeno
porte, com baixo potencial tecnolégico e deficiéncia de acompanhamento
profissional. Logo, se adequar aos padrdes de exigéncias, nestas condicdes, seria

um desafio.
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Diversos pesquisadores constataram que muitas propriedades, em
diversas regides do pais, ndo estdo conseguindo adequar a qualidade do leite aos
padrdes exigidos (ANDRADE et al., 2014; BELOTI et al., 2012; MATTOS et al.,
2010; MARTINS; REIS, 2014; PERIN et al., 2012; RIBEIRO JUNIOR et al., 2013;
SILVA et al., 2011).

Na regido nordeste Andrade et al. (2014) analisando amostras de
leite cru refrigerado no Rio Grande do Norte verificaram que a média da contagem
bacteriana foi de 7 x 10°> UFC/mL, sendo o padrdo determinado pela legislacdo para
a regido nordeste no periodo da pesquisa 6 x 10° UFC/mL. Também na mesma
regido do Brasil, Mattos et al. (2010) estudando a microbiota do leite cru refrigerado
em Pernambuco, verificaram que 83% das propriedades leiteiras produziam leite
com contagens microbianas superiores a 106 UFC/mL.

No estado do Maranh&o Lacerda et al. (2010) avaliando a qualidade
do leite de trés municipios do estado verificaram contagens bacterianas totais de
677,90 UFC/mL e 8421,35 UFC/mL de acordo com o periodo do ano, atribuindo as
elevadas contagens as falhas no manejo, principalmente em relacdo aos cuidados
higiénicos e sanitarios na ordenha.

Camargo (2010) avaliando a presenca de residuos de
antimicrobianos em amostras de leite cru de propriedades de quatro bacias leiteiras
do estado do Maranhdo observou que as amostras apresentavam residuos de
antimicrobianos e desrespeitavam a IN 51 quanto a refrigeracdo do leite. Lacerda et
al. (2009), avaliando a qualidade da agua utilizada para higienizacado do Ubere dos
animais, equipamentos e utensilios de ordenha, em propriedades leiteiras de trés
municipios do estado do Maranhdo, observaram que a maioria das propriedades
apresentava qualidade da agua insatisfatéria, com 90% das amostras apresentando
contagens de coliformes totais variando de auséncia a contaminacdo maxima
tabelada (> 2419,6 NMP) e 75% das amostras com contagens de Escherichia coli
variando de auséncia a 344,1 NMP. A agua contaminada utilizada no ambiente de
ordenha, pode atuar como via de transmissao de micro-organismos para a glandula
mamaria e comprometer a qualidade do leite.

O conhecimento e o monitoramento da qualidade do leite como
forma de cumprir as Instru¢cdes Normativas 51 e 62, adequando a qualidade do
produto a partir da sua origem as exigéncias do mercado interno e externo, sao

fundamentais para a Regido Nordeste. Tal situacdo permitiria a melhoria da
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gualidade do leite produzido com reflexos sobre a renda dos produtores, bem como
o fortalecimento das inddstrias na economia regional, garantindo a sustentabilidade
do agronegocio do “leite” (SEBRAE, 2013).

Segundo Beloti et al. (2012) uma alternativa para incentivar a
producéo de leite com melhor qualidade € o pagamento por qualidade do leite aos
produtores. Como acontece na regiao do sul do Brasil na bacia leiteira de Castro-PR,
onde os produtores produzem leite com menos de 10* UFC de aerdbios mesdfilos
por mL. Eles fazem parte de programas de pagamento por qualidade do leite, sendo
estimulados a trabalhar continuamente na melhoria da qualidade do seu produto
(RIBEIRO JUNIOR, 2015).

A importancia de melhorar a qualidade do leite cru refrigerado €,
principalmente, para elevar a vida util do leite pasteurizado com reflexo positivo em
todos os derivados. No Brasil, o prazo de validade do leite pasteurizado € apenas de
4 dias o0 que desestimula o0 seu consumo, fazendo com que os brasileiros deixem de

usufruir com maior frequéncia de uma fonte de nutrientes rica como o leite.
2.4 MICRO-ORGANISMOS AEROBIOS E ANAEROBIOS FACULTATIVOS MESOFILOS

Quando os micro-organismos utilizam o oxigénio atmosférico como
aceptor, ou receptor final de elétrons, sdo considerados aerobios, e quando utilizam
outros compostos, sdo anaerobios. Os anaerobios facultativos sdo aqueles que
podem crescer em meio anaerobio, mas crescem melhor na presenca de oxigénio.
Os micro-organismos mesofilos sdo todos aqueles capazes de se multiplicar em
temperaturas de 35°- 37°C sejam eles aerdbios ou anaerébios estritos ou nao.
Indicam a qualidade sanitaria com a qual o alimento foi obtido ou processado. Um
namero elevado desses micro-organismos indica que o alimento € insalubre, mesmo
gue, micro-organismos patogénicos ndo estejam presentes. No entanto, deve-se
considerar que todas as bactérias patogénicas de origem alimentar sdo mesdfilas e,
portanto, uma alta contagem de mesdfilos pode significar que houve condicdes para
o crescimento de patégenos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Devido as temperaturas médias elevadas no Brasil, pode-se
considerar que mesoéfilos sdo os micro-organismos que se multiplicam no leite
guando este esta em temperatura ambiente. Boa parte dos micro-organismos

mesofilos tem metabolismo sacarolitico, por que os carboidratos abundam na
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natureza e seu metabolismo gera maiores quantidades de energia. Como o leite €
rico em carboidratos, quando em temperatura ambiente, oferece condigbes
favoraveis ao desenvolvimento de micro-organismos sacaroliticos, gerando elevada
acidez no leite quando a contaminacao por estes micro-organismos é alta (BELOTI,
2015).

O controle da microbiota mesdfila no leite é de grande importancia
para assegurar a qualidade do alimento, para que este ndo ofereca riscos a saude
do consumidor, e tenha suas caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas
garantidas no consumo (NERO et al., 2009). Para controlar a microbiota mesofila e o
processo de acidificacdo decorrente da degradacdo da lactose, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA determina padrdes aceitaveis para
contagem bacteriana total no leite, que varia de acordo com a evolugao cronoldgica
e a regido do pais, atraves das legislacées IN 51 (BRASIL, 2002) e IN 62 (BRASIL,
2011).

2.5 MICRO-ORGANISMOS PSICROTROFICOS

Micro-organismos psicrotréficos sdo aqueles que apresentam
temperatura 6tima de crescimento entre 20°C e 40°C, mas que podem crescer em
temperaturas abaixo de 7°C. Os géneros Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Listeria,
Yersinia, Lactobacillus, Flavobacterium, Corynobacterium, Micrococcus e Clostridium
sa0 0s principais micro-organismos psicrotroficos (SANTOS; FONSECA, 2007).

Desde a exigéncia da refrigeracdo do leite cru na propriedade
leiteira, em 2002 com a IN 51, beneficios em relacdo a qualidade do leite foram
observados, uma vez que, a refrigeracdo reduz a multiplicacdo da microbiota
mesofila e, consequentemente, a acidificacdo do leite. Porém, esse procedimento,
guando o binbmio tempo x temperatura ndo ocorre de forma adequada, proporciona
a selecdo de micro-organismos psicrotroficos (PINTO et al., 2015). Alguns destes
micro-organismos Sao capazes de provocar doencas aos seres humanos pela
ingestdo de leite cru. No entanto, o maior problema relacionado as bactérias
psicrotroficas € o fato de elas serem capazes de produzir enzimas que resistem ao
tratamento térmico (SANTOS; FONSECA, 2007).

A acdo de enzimas termoresistentes que degradam proteinas e

gordura do leite pode provocar alteracdes interferindo na sua durabilidade e
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causando perdas nos seus derivados e consequentemente, problemas econémicos
significativos para a industria de laticinios (BARBOSA et al., 2009).

A legislacdo pertinente ndo estabelece padrdo para contagem de
micro-organismos psicrotréficos em leite cru refrigerado. Entretanto, Beloti (2015)
relata que no primeiro Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (RIISPOA), ha um balizamento sobre a quantidade toleravel de
psicrotréficos, recomendando que a populagédo ndo ultrapasse 10% da populagéo de

aerobios mesofilos.

2.6 ATIVIDADE DETERIORANTE DE BACTERIAS NO LEITE

As enzimas utilizadas pelos micro-organismos que promovem
degradacdo de nutrientes do leite estdo relacionadas com suas preferéncias
nutricionais. Quanto a estas preferéncias os micro-organismos séo classificados em
sacaroliticos, proteoliticos e lipoliticos, conforme tenham maior facilidade em

degradar acucares, proteina ou gordura (BELOTI, 2015).

2.6.1 Sacaroliticos

Os micro-organismos sacaroliticos sdo aqueles que possuem
predominantemente vias metabolicas para a degradacao de carboidratos que séo os
nutrientes preferidos pelos micro-organismos, pois sua degradacdo é mais rapida e
facil e gera grande quantidade de energia. O metabolismo de qualquer carboidrato
envolve sua degradacao até a glicose. No caso do leite de vaca, o Unico acgucar é a
lactose. Entdo, sobrevivem melhor no leite 0os micro-organismos sacaroliticos que
apresentam a enzima galactosidase, que cliva a lactose em glicose e galactose. O
principal metabdlito produzido pelas bactérias sacaroliticas € o acido latico, principal
causa de acidificacdo do leite (BELOTI, 2015).

A enzima [-D-galactosidase (lactase) é a responsavel pela
degradacdo da lactose pelos micro-organismos no leite, catalisando a reacdo de
hidrélise da lactose em (B-D-galactose e a- D-glicose. Além disso, o metabolismo
sacarolitico é favorecido quando o leite ndo é refrigerado, mantido em temperatura
ambiente ap6s a ordenha, pois, a temperatura 6tima dessa enzima é de 35°C
(ANDRADE, 2005).
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Segundo Beloti (2015) no grupo dos coliformes todos os géneros
conseguem degradar a lactose, devido ao fato de possuirem uma sequéncia de
genes, chamada operon lac, que determina a producdo de varias enzimas
necessaria a degradacdo da lactose. Franco; Landgraf (2008) afirmam que os
principais grupos de micro-organismos sacaroliticos séo os coliformes e bactérias

acido laticas.

2.6.2 Proteoliticos

A atividade proteolitica das bactérias no leite expressa-se, mais
especificamente, sobre as por¢des glicosiladas e hidrofilicas da k-caseina resultando
na desestabilizacdo das micelas de caseina e na coagulacdo do leite. Atividade
similar a acdo da quimosina (coalho) sobre as fracdes proteicas do leite no processo
de fabricacéo dos queijos (RECIO et al., 2000).

A clivagem e consequente floculacdo das micelas de caseina geram
geleificacdo do leite UHT (Datta; Deeth, 2001) e dificuldades para obtencdo dos
parametros fisico-quimicos necessarios na fabricacdo de queijos (RAYNAL,
REMEUF, 1998). Outra consequéncia da protedlise no leite € o sabor amargo
causado pelo acumulo de dipeptideos e de aminoacidos, principalmente tirosina
(CHEN et al., 2003).

Uma vez que a refrigeracdo do leite reduz a atividade enzimatica da
microbiota sacarolitica, conseguem sobreviver a temperatura de refrigeracao
bactérias que possuem outras vias metabdlicas como € o caso de bactérias
psicrotroficas que metabolizam proteinas (BELOTI, 2015). Desta forma, as bactérias
psicrotroficas sdo as principais responsaveis pela protedlise no leite. Sdo conhecidos
proteoliticos as bactérias dos géneros Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Serratia
e Bacillus spp. (FORSYTHE, 2013).

A fracéo proteica representada pela caseina € facilmente degradada
pelas proteases dos psicrotroficos por causa de sua estrutura nao helicoidal.
Adicionalmente, quando o leite é refrigerado, ocorre maior dissociacdo das micelas
de caseina, quando comparado com o leite mantido a 35°C e aumenta a fracdo de
caseina sollvel, o que a torna mais sensivel a protedlise pelas enzimas de origem
bacteriana (SANTOS; FONSECA, 2007).
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Entretanto, a microbiota mesdfila também pode apresentar
significativo grau de protedlise dependendo da quantidade de células bacterianas
presentes. Em amostras de leite cru com contagens inferiores a 10* UFC/mL o grau
de protedlise é significativamente menor do que em amostras com contagens entre
10°UFC/mL e 108 UFC/mL (GILLIS et al., 1985).

2.6.3 Lipoliticos

Micro-organismos lipoliticos sdo aqueles que conseguem sintetizar
todos os nutrientes que precisam, tendo como principal fonte de carbono e energia
os lipidios. Portanto, as vias metabdlicas predominantes ou ativas no micro-
organismo destinam-se a degradacao de gorduras (BELOTI, 2015).

Para que as enzimas lipoliticas tenham acesso aos lipidios no
interior do glébulo de gordura, € necessario que haja o rompimento da membrana
fosfolipidica, o que envolve agdo mecanica ou enzimatica de fosfolipases e
glicosidases. As fosfolipases de origem microbiana podem, assim, hidrolisar os
fosfolipidios da membrana do glébulo de gordura e, consequentemente, aumentar a
capacidade lipolitica das lipases sobre os trigliceridios. Como resultado ocorre a
formacédo de acidos graxos livres, mono e digliceridios, resultando em altos niveis de
acido butirico e caproico (SANTOS; FONSECA, 2007).

Outra enzima lipolitica € a carboxilesterase que hidrolisa apenas
pequenas moléculas de ésteres, praticamente hidrossollveis, enquanto que, as
fosfolipases exibem atividade maxima na degradacédo de acidos graxos de cadeia
longa insoltveis em agua (ARPIGNY; JAEGER, 1999). Como resultado da acao das
enzimas lipoliticas no leite, ocorrem alteracbes de caracteristicas sensoriais no leite
fluido e rancificagcdo em queijos (CHEN et al., 2003).

Entre o0s principais géneros produtores de lipases estdo
Pseudomonas spp., Flavobacterium spp. e Alcaligenes spp. (FORSYTHE, 2013).
Bactérias do género Bacillus spp. também séo lipoliticas e tém sido utilizada para a
producédo de lipases com potencial biotecnoldgico, assim como, Pseudomonas spp.
e Staphylococcus spp. (ARPIGNY; JAEGER, 1999).

No Brasil algumas bactérias apresentando atividade proteolitica e/ou
lipolitica em leite cru refrigerado ja foram identificadas nas regiées sul e sudeste do

Brasil, conforme os quadros 1 e 2.
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Quadro 1- Bactérias proteoliticas e/ou lipoliticas isoladas de leite cru refrigerado da regiao
sudeste do Brasil.

Autor

Regido

Bactéria

Método para identificagédo

Arcuri et al.
(2008)

Minas Gerais
e
Rio de Janeiro

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas spp.

Aeromonas hydrophilia

Aeromonas caviae

Aeromonas sobria

Aeromonas spp.

Pantoea spp.

Bukholderia cepacea

Klebsiella oxytoca

Klebsiella sp.

Hafnia alvei

Erwingella americana

Moraxella spp.

Chryseomonas luteola

Serratia spp.

Yersinia spp.

Enterobacter sp.

Alcaligenes faecalis

Pasteurella sp.

Sphingomonas paucimobilis

Methylobacterium sp.

Kurtia spp.

Bacillus sp.

Bacillus coagulans

Bacillus lentus

Brevibacterium sp.

Cellum/Microbcterium

Staphylococcus spp.

Sistema API (BioMérieux, Marcy
I’Etoile Franga)

Perin et al.
(2012)

Minas Gerais

Enterobacter spp.

Acinetobacter spp.

Hafnia spp.

Pseudomonas spp.

Srratia spp.

Tatumella spp.

Aeromonas spp.

Citrobacter spp.

Ochrobactrum spp.

Stenotrophomonas spp.

Escherichia spp.

Klebsiella spp.

Bactray Kits (Laboclin Ltda,
Curitiba, PR, Brazil)
API (BioMérieux, sigma, France)

Pinto et al.
(2015)

Minas Gerais

Pseudomonas fluorescens

Acinetobacter lowfii

Serratia liquefaciens

Klebsiella oxytoca

Lactococcus sp.

Bacillus amiloguefaciens

Staphylococcus sciuri

Paenibacillus macerans

Aeromonas hydrofilia

Burkholderia cepacia

Chryseomonas luteola

Bacillus alvei

API (BioMérieux, La Balme les
Grottes, France)
Bac Tray (Difco, Lawrence, EUA)
Microbiol Identification System —
MIS, versédo 4.0

Fonte: préprio autor.
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Quadro 2- Bactérias proteoliticas e/ou lipoliticas isoladas de leite cru refrigerado da

regido sul do Brasil.

Burkholderia cepacia
Klebsiella oxytoca

Nornberg et al. | Rio Grande Sistema API (BioMérieux,

(2010) do Sul ACIOmonas sp. Marcy I'Etoile Franga)
Bacillus Licheniformis
Bacillus sp.
*Ribeiro Parana Paenibacillus sp. Sequenciamento parcial
Junior. (2015) Bacillus pumilus do gene 16S rRNA

Bacillus circulans
Brevibacillus sp.
*Neste estudo foram identificadas somente as bactérias esporuladas deteriorantes do leite.
Fonte: préprio autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar geneticamente bactérias proteoliticas e/ou lipoliticas
autoctones do leite cru do Estado do Maranh&o-Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Quantificar micro-organismos aerdbios mesobfilos e psicrotréficos em leite
cru refrigerado e néo refrigerado adquirido em propriedades leiteiras de trés
regides do estado do Maranh&o.

3.2.2 Verificar atividade proteolitica e lipolitica das cepas bacterianas isoladas de
micro-organismos aerobios mesofilos e psicrotréficos em leite cru refrigerado
e nao refrigerado adquirido em propriedades leiteiras de trés regifes do
estado do Maranh&o.

3.3.3 Identificar geneticamente as cepas bacterianas com atividades proteolitica
e/ou lipolitica, isoladas de micro-organismos aerobios mesofilos e
psicrotroficos em leite cru refrigerado e néo refrigerado adquirido em
propriedades leiteiras de trés regides do estado do Maranh&o.

3.3.4 Analisar e agrupar as cepas bacterianas aerdbias mesofilas e psicrotréficas
proteoliticas e/ou lipoliticas, identificadas geneticamente, em arvore

filogenética.
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4 ARTIGO A

MICROBIOTA MESOFILA PROTEOLITICA E LIPOLITICA ISOLADA DE LEITE
CRU NO ESTADO DO MARANHAO - BRASIL

RESUMO

Os micro-organismos mesofilos sdo de grande importancia para a avaliacdo da
gualidade microbiolégica do leite cru por indicarem falhas de higiene no processo de
producdo. A quantidade de micro-organismos mesoéfilos no leite esta relacionada a
vida util do produto. O trabalho teve como objetivo realizar contagem e isolamento
de bactérias mesofilas presentes em leite cru de trés regides do estado do Maranhé&o
— Brasil, avaliar a capacidade proteolitica e lipolitica das cepas isoladas e identifica-
las geneticamente. Para isso, foram coletadas 10 amostras de leite cru em
propriedades leiteiras, e bactérias mesofilas foram cultivadas utilizando-se Petrifilm
AC™ (37°/48h). A avaliagdo das atividades proteolitica e lipolitica foi realizada
através de semeadura em agar leite e agar tributirina (32°/48h) respectivamente,
sendo as cepas deteriorantes agrupadas e identificadas geneticamente. Os
resultados mostraram que duas (40%) amostras apresentaram contagens acima de
600 mil UFC/mL padréao legal determinado a época, pela IN 62 para contagem de
bactérias aerébias mesofilas e ndo houve diferenca significativa entre as contagens,
guanto a refrigeracao do leite. Do total de isolados (1.102 cepas), foram identificas
geneticamente 166 (15.06%) cepas puras deteriorantes sendo 120 (72,28%) com
atividade lipolitica, 27 (16,26%) proteoliticas; e 19 (11,44%) tanto proteoliticas como
lipoliticas. N&o houve diferenca significativa quanto ao numero de cepas
deteriorantes e a refrigeracdo do leite. A identificacdo genética das cepas, atraves
da amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, mostrou predominancia de Klebsiella sp.
com 95 (57,22%), seguida da bactéria Acinetobacter sp. com 19 (11,44%) cepas,
Pseudomonas aeruginosa com 13 (7,83%), Staphylococcus epidermidis com 7
(4,21%), Pseudomonas sp. com 6 (3,61%), Streptococcus dysgalactieae com 5
(3,01%), Bacillus sp. com 4 (2,40%) Lactococcus lactis subesp. Lactis com 3 (1,80%)
cepas, Acinetobacter baumannii, Empedobacter falsenii, Stenotrophomonas
maltophilia, Chryseobacterium sp. e Microbacterium sp. com duas (1,20%) cepas
cada e Acinetobacter septicus, Macrococcus caseolyticus, Brevibacillus sp. e
Staphylococcus sp. com uma (0,60%) cepa cada. A microbiota deteriorante presente
foi em sua maioria lipolitica seguida por micro-organismos proteoliticos e por fim,
lipoliticos e proteoliticos simultaneamente.

Palavras-chave: PCR; microbiota deteriorante; qualidade; microbiologia.
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MICROBIOTA MESOPHILIC PROTEOLYTIC AND LIPOLYTIC IN REGIONS OF
MILK MARANHAO STATE - BRAZIL

ABSTRACT

The mesophilic microorganisms are of great importance for the assessment of the
microbiological quality of raw milk for hygiene indicate faults in the production
process. The amount of mesophilic microorganisms in milk is related to the life of the
product. The study aimed to carry out counting and isolation of mesophilic aerobic
bacteria present in raw milk from three regions of the state of Maranhao - Brazil, to
evaluate the proteolytic capacity and lipolytic of the strains and identify them
genetically. For this, we collected 10 samples of raw milk in dairy farms, and
mesophilic bacteria were cultured using Petrifilm AC™ (37 ° / 48h). The evaluation of
proteolytic and lipolytic activities was performed by seeding on agar milk and
tributyrin agar (32 ° / 48h) respectively being grouped and identified genetically
spoilage strains. The results showed that two (40%) samples showed counts above
600 000 CFU / mL standard cool determined at the time, the IN 62 to count
mesophilic bacteria and there was no significant difference between the scores, the
cooling of milk. Of total isolates (1,102 strains) were we identify genetically 166
(15.06%) pure strains spoilage and 120 (72.28%) with lipolytic activity, 27 (16.26%)
proteolytic; and 19 (11.44%) both proteolytic and lipolytic. There was no significant
difference in the number of spoilage strains and cooling of milk. The identification of
genetic strains by partial 16S rRNA gene amplification showed predominance of
Klebsiella sp. 95 (57.22%), then the bacteria Acinetobacter sp. 19 (11.44%) of the
strains, Pseudomonas aeruginosa with 13 (7.83%), Staphylococcus epidermidis with
7 (4.21%), Pseudomonas sp. 6 (3.61%), Streptococcus dysgalactieae with 5 (3.01%),
Bacillus sp. 4 (2.40%) Lactococcus lactis subsp. Lactis 3 (1.80%) strains,
Acinetobacter baumannii, Empedobacter falsenii, Stenotrophomonas maltophilia,
Chryseobacterium sp. and Microbacterium sp. with two (1.20%) strains each and
Acinetobacter septicus, Macrococcus caseolyticus, Brevibacillus sp. and
Staphylococcus sp. with a (0.60%) strain each. The microbiota marring this was
mostly lipolytic followed by proteolytic microorganisms and finally, lipolytic and
proteolytic simultaneously.

Key words: PCR; deterioranting microbiota; quality; microbiology.
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Introducéo

Micro-organismos mesofilos apresentam temperatura 6tima de
crescimento entre 25° e 40°C. Considerando que as temperaturas no Brasil estéo
acima de 20°C a maior parte do ano, pode-se dizer que este grupo de bactérias tem
seu desenvolvimento favorecido no pais (BELOTI, 2015).

A analise laboratorial mais utilizada para monitorar a qualidade
microbiolégica do leite cru é a contagem padrdo em placas de micro-organismos
aerébios mesdfilos, que representa a contaminacdo total que o leite sofreu até o
momento da coleta da amostra e reflete falhas de higiene nos processos de
producéo (CHAMBERS, 2002).

Para controlar a microbiota mesoéfila e processo de acidificacédo
decorrente da degradacao da lactose, € que a Instru¢do Normativa 51 (Brasil, 2002)
e Instrucdo Normativa 62 (Brasil, 2011) determinam que o leite cru seja refrigerado
na propriedade leiteira. Pesquisadores observaram que esta medida de fato reduziu
consideravelmente as contagens de bactérias aerdbias mesaofilas no leite (SANTANA
et al., 2001; PINTO et al., 2006). Entretanto, observou-se que a refrigeracdo do leite
na propriedade leiteira proporcionou a adaptacdo das bactérias mesdfilas e a
producdo de enzimas termoestaveis proteoliticas e lipoliticas, resultantes do seu
metabolismo psicrotrofico (PINTO et al., 2006; ARCURI et al., 2008; NORNBERG et
al., 2010).

A atividade lipolitica e/ou proteolitica reduz a vida util do leite e
derivados e interfere nas caracteristicas sensoriais, diminuindo o rendimento na
producdo de derivados (Celestino et al., 1997; Chen et al., 2003) e implicando em
perdas econdmicas significativas para a industria de laticinios.

O trabalho teve como objetivo quantificar e identificar geneticamente
as bactérias aerobias mesodfilas proteoliticas e lipoliticas presentes no leite cru de

regides do estado do Maranhao — Brasil.
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Material e Métodos

Perfil das propriedades

As amostras foram coletadas entre os meses de setembro e outubro
de 2014, em dez propriedades de municipios do estado do Maranh&o, sendo quatro
localizadas na regido do Mearim, centro norte do estado, quatro na regido dos
Cocais, centro leste do estado, e duas na regido do Médio Parnaiba, leste do
estado. Cerca de quatro propriedades apresentavam numero de vacas <100, cinco
entre 101 e 200 vacas e uma apresentava >200 vacas. Quanto ao numero de
animais em lactagao, cinco propriedades apresentavam <50 vacas em lactacéo e
cinco apresentavam entre 51 e 100 vacas em lactacdo. Em relacdo a producéo
diaria duas propriedades produziam até 100 litros de leite, cinco produziam entre
101 e 500 litros e trés produziam mais que 500 litros de leite diariamente. A
alimentacdo dos animais consistia em capim, cana-de acucar, milho, mandioca, soja
e sal mineral, variando entre as propriedades. Metade das propriedades armazenava
o leite em tanque de expansédo individual e a outra metade destinava o leite a
comercializacdo logo apos a ordenha, sem refrigeracdo. Todas possuiam ordenha
mecanizada em sistema semi-fechado e a agua de abastecimento era proveniente
de poco artesiano proprio. As propriedades selecionadas foram aquelas localizadas

a menos de 4 horas do laboratorio onde as analises foram realizadas.

Coleta de amostras

Foram coletadas amostras na quantidade de 500 mL de cada
propriedade, utilizando concha esterilizada e frascos estéreis, que foram
transportados em caixa isotérmica contendo gelo, até o laborat6rio de microbiologia
do IFMA Campus Caxias, Caxias-MA onde foram realizadas as analises. Nas
propriedades que refrigeravam o leite foi verificada e registrada a temperatura do

leite no tanque, antes da coleta.
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Contagem de micro-organismos mesofilos

Para a contagem de bactérias mesdfilas foi utilizado o sistema
Petriflm AC™ (3M Microbiology, St. Paul, MN) (Morton, 2001), incubando as
amostras a 37°C+1°C por 48 horas apoés diluicbes decimais em solucdo salina

peptonada.

Avaliacdo da atividade proteolitica e/ou lipolética

Todas as coldnias de bactérias aerdbias mesofilas que cresceram
nas placas de Petrifiilm AC foram testadas quanto a atividade proteolitica e lipolitica.
Apés a contagem todas as col6nias foram repicadas para agar leite (Acumedia,
Baltimore, USA), suplementado (9:1) com solucdo de leite em po desnatado
reconstituido (10%) e para agar tributirina (Himedia, Mumbai, India) suplementado
(99:1) com tributirina (Himedia, Mumbai, India) e incubadas a 32°C por 48 horas para
verificacdo da atividade proteolitica (BEERENS; LUQUET, 1990) e lipolitica
(HANTSIS-ZACHAROV; HALPERN, 2007), respectivamente. As cepas foram
consideradas positivas para protedlise e/ou lipolise, conforme apresentassem a

formacédo de halos translicidos em torno das colénias, nos meios especificos.

Identificacdo Molecular

Extracdo do DNA

A identificacdo molecular das cepas foi realizada no Laboratério de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Estadual de
Londrina — PR (UEL). Para a extracdo do DNA foi utilizada a técnica da fervura, que
consistiu em suspender 1 mL do caldo de cultura em tubo de centrifugacdo
descartavel de 2 mL livre de DNAse e RNAse, pirogénico e centrifugados a 14.500
rpm por 5min a 4°C. Em seguida descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 200 pl
de TE [Tris-HCI (10MM): EDTA (1mM)] ao palet, e em seguida agitado em vortex.
Feito isso, os tubos foram incubados em banho de ebulicdo onde permaneceram por
15min. Ap6s esse tempo, foram imediatamente imersos em banho de gelo pelo

mesmo periodo. Finalizada esta etapa, os tubos foram levados novamente a
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centrifuga a 14.000 rmp por 5min a 4°C. Entdo, o sobrenadante foi recolhido na
guantidade de 100 pl e transferido para um eppendorf estéril, livie de DNAse e
RNAse, e estocado a -20°C para andlises posteriores.

Amplificagdo do gene 16 rRNA

A amplificacdo parcial do gene 16S rRNA por Polymerase Chain
Reaction (PCR) foi realizada utilizando-se os primers Y1 (5-TGGCTCAGAACGAAC-
GCTGGCGGC-3) e Y3 (5'-CTGACCCCACTTC-AGCATTGTTCCAT-3),
anteriormente descritos por Chen et al. (2000). A reacao foi realizada com 0,5 pL de
amostra (50 ng/mL), 19,5 pyL de agua ultrapura esterilizada; 0,5 yL de dNTPs (10
mmol L-1 de cada); 2,5 yL de tampéao 10X; 0,75 uL de MgCI2 (50 mmol L-1); 0,5 uL
de cada primer (Y1 e Y3, na concentragdo de 20 pmol uL-1); 0,25 puL de Taqg DNA
polimerase (5 U pL-1), com volume final de 25 pL, e realizada em termocilador
(AerisTM Thermal Cycler, Esco® Micro Pte, Singapore) utilizando-se desnaturacéo
inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 64°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos e extensao
final a 72°C por 5 minutos, conforme descrito por Young et al. (1991) com
modificacdes.

Para visualizacédo do resultado da PCR das amostras amplificadas,
utilizou-se gel de agarose 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 1 hora a uma
tensdo constante de 5 V/cm?. Os géis foram corados em solugdo de brometo de

etidio a 0,2 ug/mL por 20 minutos e lidos em transiluminador UV.

Restricdo enziméatica e agrupamento

Foram selecionadas duas enzimas de restricdo para facilitar o
agrupamento e consequentemente a selecdo dos exemplares que seriam
sequenciados. As enzimas foram Cfo | e Taq |, utilizadas de acordo com as
recomendacfes do fabricante. Para Cfo | (Promega) foi preparado um mix
constituido por 18ul da enzima, 18 pl de solugdo tampao e 144 pl de agua milli-Q.
Em seguida a reacgao foi preparada, em eppendorf, composta por 4 ul da amostra
amplificada de cada bactéria com 4ul do mix preparado. A reagao foi realizada no

mesmo termociclador, utilizando-se 37°C por 15 minutos e 65°C por 20 minutos.
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Quanto a enzima Taq | (Ludwig) foi preparado um mix constituido por 9 ul da
enzima, 18 ul de solugédo tampéao e 123 ul de agua milli-Q. A reacao foi preparada da
mesma forma que para a enzima Cfo | e utilizando-se 65°C por 15 minutos e 80°C
por 20 minutos. Apds o processo no termociclador as amostras foram corridas em
gel de agarose 2,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 1 hora a uma tensao
constante de 5 V/cm?. Os géis foram corados em solucéo de brometo de etidio a 0,2
pg/mL por 20 minutos e lidos em transiluminador UV, as imagens foram capturadas
para utilizacdo na etapa de agrupamento.

As imagens capturadas apds o processo de restricdo enzimatica
foram analisadas no programa de bioinformatica BioNumerics 7.5. Os exemplares de
cada grupo de bactérias foram analisados, comparados e agrupados a partir de
caracteristicas comuns entre as bandas, gerando um dendrograma. Selecionou-se
um exemplar de cada grupo formado para ser sequenciado. A selecdo do
representante de cada grupo deu-se a partir da melhor qualidade de banda
verificada nas imagens da PCR das cepas.

Sequenciamento de DNA

A purificagcdo do DNA amplificado para sequenciamento foi realizada
através do PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e a quantificacdo em Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), conforme as recomendacdes do fabricante. Para reacdo de sequenciamento
em ambas as diregdes foram utilizados 5 yL da amostra de DNA (10 ng/mL), 1 uL do
primer 27f (5"-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") (10 pmol), 1 uL do primer 1492r (5°-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3") (10 pmol) (OSBORNE et al., 2005), 2 yL de
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), 1,5 puL de tampao TBE 10X e 0,5 yL de agua ultra pura em sequenciador
automatico de DNA (ABI 3500xL Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA) pelo método de Sanger, com temperatura de anelamento de 55°C.

A analise de qualidade das sequéncias foi realizada através do
eletroferograma gerado pelo software BioEdit (Ibis Bio-sciences, Carlsbad, CA, USA)
e o0 agrupamento filogenético pelo software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013). As
sequéncias foram comparadas com o banco de dados do GeneBank do National

Center for Biotechnology Information utilizando-se da ferramenta "BLAST Search".
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Andlise estatistica
Para as analises estatisticas dos dados de contagem bacteriana foi

realizado o teste T de Student ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o Software
Excel versao 2010.
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Resultados e discussao

Os resultados para as contagens de bactérias aerébias mesofilas em
UFC/mL e analises estatisticas estdo dispostos na tabela 1.

Tabela 1- Contagem de micro-organismos mesofilos de amostras de leite cru
refrigerado e nao refrigerado coletados de trés regides do estado do Maranhé&o,
entre setembro e outubro de 2014

Leite Refrigerado (UFC/mL) Leite Nao Refrigerado (UFC/mL)

1 1,3x10° 1 5,8x10*

2 5,6x10% 2 1,9x10°

3 1,0x106° 3 4,0x10°

4 8,0x10° 4 1,6x10%

5 <100 5 6,0x10°
Média 3,74x10°A Média 2,53x10%
Minimo <100 Minimo 1,6x10*
Maximo 1,0x10° Maximo 6,0x10°

A Valores seguidos de letras iguais na mesma linha n&o diferem entre
si no teste T de Student ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte:
préprio autor.

Os valores para contagem de micro-organismos mesofilos no leite
cru refrigerado variaram de <100 a 1,0x10® UFC/mL e no leite cru néo refrigerado de
1,6x10* a 6,0x10° UFC/mL. De acordo com o padrdo exigido pela IN 62 para
contagem bacteriana total em leite cru refrigerado, duas (40%) amostras nao
atenderam os parametros minimos de qualidade (6,0x10° UFC/mL), em vigor no
momento das coletas, com contagens de 1,0x10® UFC/mL e 8,0x10° UFC/mL
(Tab.1).

Lacerda et al. (2010) avaliando a qualidade do leite cru de trés
municipios do estado do Maranhdo verificaram que 65% das amostras
apresentavam contagens bacterianas em desacordo com IN 51 (Brasil, 2002) no
periodo seco, atribuindo as elevadas contagens as falhas no manejo, principalmente
em relacdo aos cuidados higiénicos e sanitarios na ordenha.

Mattos et al. (2010) também na regido nordeste, encontraram em

sua pesquisa 83% das amostras acima dos padrdes exigidos pela legislacdo, com



44

médias de contagens de 1,6 x 107 UFC/mL, sendo que, no periodo de sua pesquisa,
a legislacdo determinava padréo de 7,5x10% UFC/mL.

Ja Alfonzo et al. (2012) em seu estudo realizado na regido oeste do
Paran& encontraram 83,33% das amostras de leite de acordo com a IN 62 para
contagem de bactérias aerdbias mesdfilas.

A legislacdo determina a refrigeracdo do leite, portanto 50% das
propriedades estudadas n&o atenderam a legislacdo. Apesar disso, todas as
amostras estavam dentro dos padrbes. Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa (p = 0,25) entre a contagem de micro-organismos aerébios mesofilos
presentes no leite refrigerado e nao refrigerado.

Estes resultados justificam-se pelo fato de que as amostras
coletadas de leite cru refrigerado eram provenientes de leites armazenados por até
trés dias, e em temperaturas que ndo obedeciam a legislacdo, estando entre 10 e
12°C. Ja o leite cru nao refrigerado era entregue todos os dias ao laticinio, e foi
amostrado do tanque de armazenamento, ao final da ordenha. O tempo entre a
coleta e as andlises das amostras nao ultrapassou 4 horas. Logo, 0s micro-
organismos presentes no leite ndo refrigerado tinham menos tempo para
multiplicarem-se. Desta forma, a contaminacdo nas amostras nao refrigeradas pode
ser considerada alta.

Pinto et al. (2006), verificaram em seu estudo que a qualidade do
leite cru esta relacionada, entre outras caracteristicas, ao grau de contaminacao
inicial e ao binbmio temperatura/tempo do resfriamento em que o leite permanece
armazenado até o seu processamento. Silva et al. (2011) verificaram que a principal
causa de comprometimento da qualidade microbiolégica do leite € a auséncia ou
emprego inadequado de boas praticas de higiene na ordenha.

Os resultados da avaliacdo das cepas isoladas, quanto a atividade

deteriorante do leite cru em relacéo a sua refrigeracéo, estdo dispostos na tabela 2.
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Tabela 2 - Numero e percentual de cepas deteriorantes isoladas de bactérias
aerbdbias mesofilas de amostras de leite cru refrigerado e néo refrigerado coletadas
em propriedades leiteiras de trés regides do estado do Maranh&o, entre setembro e
outubro de 2014

Proteoliticas Lipoliticas Prot/Lipo Total

n (%)
Total de cepas 1102 CR 8(9,19) 63(72,41) 16(18,39) 87(52,40)A
isoladas ' SR 19(24,05) 57(72,15) 3(3,70) 79(47,59)"

Total de cepas
identificadas
*CR e SR representam o leite com refrigeracdo e sem refrigeracdo respectivamente.
AValores seguidos de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si no teste T de

Student ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: proprio autor.

27(16,26) 120(72,28) 19(11,44) 166(15,06)

Das amostras avaliadas quanto a populacédo de aerdbios mesofilos,
isolou-se 1.102 cepas, e todas foram testadas quanto a atividade deteriorante
proteolitica e lipolitica do leite. Como resultado obteve-se 166 (15,06%) cepas
deteriorantes, percentual inferior ao encontrado por pesquisadores em outras
regides do Brasil. Catanio et al. (2012) encontraram 95% da populacdo bacteriana
isolada, apresentando atividade deteriorante proteolitica e/ou lipolitica em amostras
de leite coletadas no norte do Parana. Em regides dos estados de Minas Gerais e
Rio de Janeiro, Arcuri et al. (2008) encontraram todos os isolados apresentando
atividade proteolitica e/ou lipolitica no leite cru.

Das 166 cepas puras e deteriorantes isoladas, 120 (72,28%)
apresentaram atividade lipolitica, 27 (16,26%) proteoliticas; e 19 (11,44%)
proteoliticas e lipoliticas simultaneamente. Observou-se, portanto, um maior nimero
de cepas com atividade lipolitica (Tab. 2).

Além disso, 87 (52,40%) foram isoladas de amostras de leite
refrigerado e 79 (47,59%) isoladas de amostras de leite sem refrigeracdo. Nao foi
observada diferenca significativa (p = 0,37) entre o total de bactérias deteriorantes
presentes no leite refrigerado e nao refrigerado (Tab. 2).

O metabolismo proteolitico e lipolitico é mais intenso quando o leite
estd sob refrigeracdo (WALSTRA et al., 2001). Desta forma, os achados quanto a
atividade deteriorante do leite pelos micro-organismos isolados no presente estudo,
podem estar relacionados ao fato de que as propriedades ndo cumpriam as

exigéncias da IN 62 quanto a refrigeracdo do leite cru.



46

Os micro-organismos deteriorantes foram identificados através da
reacdo de PCR, pela qual foi possivel verificar o produto de 1500 pb do par de
primers Y1 e Y3 de todas as estirpes bacterianas testadas.

A partir do agrupamento realizado foram sequenciadas 26 cepas.
Todas foram identificadas com percentual de identidade de 100% a partir da

comparacao com dados do GenBank.

Tabela 3 — Cepas de bactérias mesoéfilas proteoliticas e/ou lipoliticas identificadas
por sequenciamento genético, e total de cepas andlogas do grupo, isoladas do leite
cru de trés regides do estado do Maranh&o entre setembro e outubro de 2014

Cepas Total
Bactérias identificadas de cepas do grupo

n (%) n (%)
Espécies (8)
Pseudomonas aeruginosa 1(3,84) 13 (7,83)
Staphylococcus epidermidis 1(3,84) 7 (4,21)
Streptococcus dysgalactiae 2 (7,69) 5(3,01)
Acinetobacter baumannii 2 (7,69) 2 (1,20)
Empedobacter falsenii 2 (7,69) 2 (1,20)
Stenotrophomonas maltophilia 1(3,84) 2 (1,20)
Acinetobacter septicus 1(3,84) 1 (0,6)
Macrococcus caseolyticus 1(3,84) 1 (0,6)
Géneros (8)
Klebsiella sp. 1(3,84) 95 (57,22)
Acinetobacter sp. 2 (7,69) 19 (11,44)
Pseudomonas sp. 4 (15,38) 6 (3,61)
Bacillus sp. 3(11,53) 4 (2,40)
Chryseobacterium sp. 1(3,84) 2 (1,20)
Microbacterium sp. 1(3,84) 2 (1,20)
Brevibacillus sp. 1(3,84) 1 (0,6)
Staphylococcus sp. 1(3,84) 1 (0,6)
Subespécie (1)
Lactococcus lactis subesp. lactis 1(3,84) 3(1,80)
Total 26 166

Fonte: proprio autor.

Foi realizada a equivaléncia entre o niumero de cepas identificadas e
0 numero de cepas integrantes de cada grupo (Tab. 3) e foi observado que o maior
namero de cepas correspondeu a bactéria Klebsiella sp., com 95 cepas, 57,22% do
total de cepas deteriorantes isoladas. Em seguida a bactéria Acinetobacter sp. com

19 (11,44%) cepas identificadas quanto ao género. Somando-se as cepas em que
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chegou-se a identificacdo da espécie, o género Acinetobacter totalizou 22 cepas
(13,25%) e a terceira bactéria com maior numero de cepas foi Pseudomonas
aeruginosa, com 13 (7,83%) cepas identificadas quanto a espécie. Somando-se as
cepas identificadas até o nivel de género Pseudomonas sp., obteve-se 19 cepas
(11,44%). Outras 14 bacterias foram identificadas conforme mostra a tabela 3.
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Figura 4 - Frequéncia n(%) de cepas proteoliticas e/ou lipoliticas de cada bactéria
identificada, isoladas de leite cru de trés regibes do estado do Maranhdo entre
setembro e outubro de 2014. Fonte: proprio autor.

Das 95 cepas de bactérias determinadas como Klebsiella sp., 83
(87,36%) apresentavam atividade lipolitica, nove (9,47%) apresentavam atividade
proteolitica e lipolitica simultaneamente e trés (3,15%) proteolitica. Das 19 cepas
identificadas como Acinetobacter sp. oito (42,19%) eram lipoliticas, seis (31,57%)
tanto proteolitica como lipolitica e cinco (26,31%) proteoliticas. Quanto as espécies
identificadas deste género A. baumannii apresentava uma cepa uma cepa com
atividades proteolitica e uma com atividade lipolitica e A. septicus uma cepa
proteolitica. As 13 cepas determinadas como Pseudomonas aeruginosa, (100%)
apresentavam atividade lipolitica. Das cepas identificadas somente até este género
trés (50%) eram proteoliticas e trés (50%) lipoliticas e lipoliticas simultaneamente. As

demais cepas, identificadas no presente estudo com semelhanga genética em menor
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nuimero com cepas depositadas no GenBank, apresentavam atividade deteriorante

conforme a figura 4.
A andlise filogenética (Figuras 5 e 6) mostrou diversidade nas cepas

de bactérias aerébias mesofilas deteriorantes isoladas, que foram compativeis com

diferentes cepas depositadas quando se comparou sequencias do gene 16S rRNA.

100 | Acinetobacter sp. LIPOA/UEL 60 (KU255011)
Acinetobacter septicus strain LIPOA/UEL 78 (KU255029)
Acinetobacter baumannii strain LIPOA/UEL 65 (KU255016)
Acinetobacter sp. LIPOA/UEL 75 (KU255026)

Klebsiella sp. LIPOA/UEL 59 (KU255010)
Stenotrophomonas maltophilia strain LIPOA/UEL 70 (KU255021)
Pseudomonas sp. LIPOA/UEL 80 (KU255031)

Pseudomonas sp. LIPOA/UEL 81 (KU255032)

Pseudomonas sp. LIPOA/UEL 83 (KU255034)

Microbacterium sp. LIPOA/UEL 76 (KU255027)
Empedobacter falsenii strain LIPOA/UEL 72 (KU255023)
100 ' Empedobacter falsenii strain LIPOA/UEL 73 (KU255024)
Lactococcus lactis subsp. lactis strain LIPOA/UEL 69 (KU255020)
Streptococcus dysgalactiae strain LIPOA/UEL 61 (KU255012)
Macrococcus caseolyticus strain LIPOA/UEL 82 (KU255033)
Staphylococcus sp. LIPOA/UEL 68 (KU255019)

95 | Staphylococcus epidermidis strain LIPOA/UEL 74 (KU255025)

Bacillus sp. LIPOA/UEL 77 (KU255028)

93 | Pseudomonas sp. LIPOA/UEL 62 (KU255013)
490’_; Acinetobacter baumannii strain LIPOA/UEL 67 (KU255018)
66 Pseudomonas aeruginosa strain LIPOA/UEL 58 (KU255009)

Chryseobacterium sp. LIPOA/UEL 71 (KU255022)
Streptococcus dysgalactiae strain LIPOA/UEL 63 (KU255014)
Brevibacillus sp. LIPOA/UEL 64 (KU255015)
Bacillus sp. LIPOA/UEL 66 (KU255017)
94 I Bacillus sp. LIPOA/UEL 79 (KU255030)

A
0.1

Figura 5 - Arvore filogenética construida utilizando o método Neighbour-joining
baseado no alinhamento de 334 pb do 16S rDNA de bactérias aerébias mesofilas.
As amostras (estirpes LIPOA/UEL) estdo agrupadas nas mesmas posicoes
filogenéticas das estirpes reconhecidas considerando o gene 16S rRNA. A
distancia filogenética esta indicada por 0,1% substituicdo de nucleotideos.
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Staphylococcus caprae strain F-37 (KT027688)
Staphylococcus epidermidis strain D06 1206 04 (KP340451)

g9 | Staphylococcus capitis strain F-77 (KT027728)

A Staphylococeus sp strain LIPOA/UEL_35 (KT887966)

O Staphylococcus epidermidis strain LIPOA/UEL_42 (KT887972)
Staphylococcus epidermidis strain ZJY-109 (KP282762)
Staphylococcus aureus strain ECNU-UM4 (JN175374)

100 ! Staphylococcus aureus strain RCB1045 (KT261257)
Staphylococcus wameri strain 7.06EO2 (KC990805)
Staphylococcus pasteuri strain 2UEQG (KC990794)
Staphylococcus pasteun strain LP13 RHO2 (KT427912)
Staphylococcus hominis strain BUR16A (KR080506)
Staphylococcus haemolyticus strain HUC3 58b K (KT168273)

£ Macrococcus caseolyticus strain LIPOAJUEL_39 (KT887969)
| Macrococcus caseolyticus strain HT6 (FJ263452)

Macrococcus caseolyticus strain JCSC5402 (NR 074941)
Lactobacillus casei strain DSM 20011 (KP326371)

Nn

1uo|

0.02

Figura 6- Arvore filogenética construida utilizando o método Neighbour-joining
baseado no alinhamento de 334 pb do 16S rDNA de bactérias aerdbias mesofilas.
As amostras (estirpes LIPOA/UEL) estdo agrupadas nas mesmas posicoes
filogenéticas das estirpes reconhecidas considerando o gene 16S rRNA. A
distancia filogenética esta indicada por 0,02% substituicdo de nucleotideos. As

estirpes identificadas neste estudo estdo marcadas com simbolos O e £,

Todos os géneros bacterianos identificados no presente estudo, tém
atividade proteolitica e/ou lipolitica descrita no leite, com excecdo da bactéria
Empedobacter falsenii. Entretanto, as espécies identificadas ainda ndo haviam sido
isoladas como microbiota deteriorante do leite no Brasil.

A bactéria Klebsiella, isolada em maior nimero no presente estudo,
é Gram negativa e faz parte da familia Enterobacteriaceae. E eliminada nas fezes e
pode contaminar a agua e o solo (QUINN et al., 2005), além de ser um agente
infeccioso causador de mastite (PODDER et., 2014). Foi isolada como bactéria
deteriorante do leite cru no Brasil por Arcuri et al. (2008), Perin et al. (2012), Pinto et
al. (2015) e Nornberg et al. (2010). E reconhecido como psicrotrofico. Sua presenca
no leite cru indica falta de higiene ou higienizacao precaria no ambiente de ordenha
(BELOTI, 2015).

O género Acinetobacter relne espécies Gram-negativas e néao-
fermentadoras, comuns na natureza (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996).
Resistem ao uso de desinfetantes como clorexidina e fendis (Gallego; Towner, 2001)
e também ao calor de 50°C a 75°C (JAIN; DANZINGER, 2004). Além de resistirem a
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vérias classes de antibidticos (GURUNG et al.,, 2013). A espécie Acinetobacter
baumannii emergiu como um importante agente patogénico, causando infec¢des em
pacientes graves em unidades de terapia intensiva (Villegas; Hartestein, 2003),
assim como, a espécie A. septicus (KILIC et al., 2008). Este género ja foi isolado
como deteriorante do leite cru no Brasil por Arcuri et al. (2008), Pinto (2004) e Perin
et al. (2012).

As espécies bacterianas mais isoladas como deteriorantes do leite
em pesquisas nacionais e internacionais sdo do género Pseudomonas que é um
relevante responsavel pela deterioracao do leite (CHEN et al., 2003). Pseudomanas
spp. tém alta diversidade genética e versatilidade metabdlica, o que lhes permite
sobreviver em diferentes ambientes, inclusive dutos, tanques de expansdo maquinas
de ordenha e ambientes de producédo animal (SIMOES et al., 2010). As espécies P.
fluorescens, P. aeruginosa e P. putida sdo as principais encontradas na cadeia de
lacteos e produzem enzimas proteoliticas resistentes a altas temperaturas causando
deterioracdo até mesmo em produtos lacteos processados (MARCHAND et al.,
2009). Além disso, a espécie P. aeruginosa secreta também enzimas lipoliticas
(ROSENAU et al., 2010).

O género Brevibacillus assim como o género Bacillus séao
importantes deteriorantes do leite pods-pasteurizacdo, devido a possibilidade de
resistirem ao processo e por formarem esporos. Segundo Beloti (2015), estudos
estimam que 40% das linhagens do género Bacillus sao proteoliticas.

O género Chryseobacterium reune espécies Gram-negativas e
apresenta atividade proteolitica e lipolitica conhecida em leite cru. Sua capacidade
lipolitica foi recentemente investigada e comprovada por Bekker et al. (2016) que
detectaram altos niveis de lipdlise do leite provocada pela espécie C. joostei.

O género Microbacterium apresenta espécies termoduricas, ou seja,
sobrevivem ao processo de pasteurizacdo (WASHAM et al., 1977), estando
relacionados a vida atil do leite pasteurizado. Segundo Hantsis-Zacharov; Halpen
(2007) Microbacterium spp. apresentam elevada atividade proteolitica e lipolitica em
leite cru e o monitoramento desta bactéria no leite pode ser usado como um
indicador da sua qualidade.

Bactérias do género Staphylococcus ja foram descritas como
integrantes da microbiota deteriorante do leite em diversas pesquisas nacionais e
internacionais (ARCURI et al., 2008; PINTO et al.,, 2015; RAATS et al.,, 2011;
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VARDIER-METZ et al., 2009). Sendo em sua maioria proteoliticas. A espécie S.
epidermidis é um importante patégeno associado a infeccdes cardiacas, hospitalares
e a mastite bovina. Sdo bastante adaptadas as glandulas mamarias das vacas e
parecem usa-la como reservatorio de fonte de infeccdo (PIESSENS et al., 2012,
TOMAZI et al., 2014).

A bactéria Streptococcus dysgalctiae € Gram-positiva e normalmente
isolada do leite de vacas com mastite (SCHUKKEN et al., 2013). Entretanto, sua
presenca como microbiota proteolitica e/ou lipolitica do leite € pouco relatada.

A identificacdo da espécie Empedobacter falsenii tem especial
importéancia por ter sido isolada recentemente, em 2012, a partir de uma amostra de
urina de uma crianga com infecgcédo, ainda como Wautersiella falsenii por Van der
Velder et al. (2012). Traglia et al. (2015) relatam que esta espécie Empedobacter
falsenii ndo hidrolisa ou hidrolisa fracamente a caseina.

A espécie Stenotrophomonas maltophilia € uma bactéria Gram-
negativa que tem capacidade de formar biofilmes no ambiente industrial e reduzir a
vida util de prateleira do leite por atividades enzimaticas (CLETO et al., 2012). Este
género foi isolado apresentando atividade lipolitica no leite por Perin et al. (2012).

O género Macrococcus € intimamente relacionado com o género
Staphylococcus (TSUBAKISHITA et al., 2010). E geralmente isolado a partir da pele
e alimentos de origem animal tais como leite e carne. Macrococcus caseolyticus tem
grande importancia por ser resistente a meticilina (BABA et al., 2009).

A bactéria Lactococcus lactis subesp. lactis estd naturalmente
presente no leite e tem papel importante na producdo de queijos devido a producéo
de L-lactato. Contudo, podem contribuir para a protedlise e lipdlise do leite reduzindo
sua vida atil (SMIT et al., 2005).

Mesmo as bactérias, isoladas no presente estudo, que sao
facilmente eliminadas através do tratamento térmico, preocupam por terem
apresentado atividade enzimatica para degradacéo de proteinas e gorduras do leite,
comprometendo seu processo de industrializacdo. E ainda importante o fato de
varias delas serem conhecidos psicrotréficos, indicando que quando o resfriamento
do leite for implantado como se recomenda, ha grande chance de adaptacdo a nova
temperatura. Assim, a implantacdo de boas praticas de higiene na ordenha se faz

imprescindivel e urgente, para que se consiga melhorar a qualidade do leite.
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Conclusdes

v' A quantidade de micro-organismos deteriorantes proteoliticos e
lipoliticos encontrada no leite das propriedades estudas, é menor do
gue a descrita por outros autores em outros Estados.

v Quanto a atividade deteriorante, as cepas foram predominantemente
lipoliticas, seguidas por micro-organismos proteoliticos e por fim,
lipoliticos e proteoliticos simultaneamente.

v' A bactéria mesofila deteriorante predominante, no presente estudo, foi
Klebsiella sp., seguida por Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp.

v' A microbiota aerobia mesofila encontrada no leite das propriedades
estudas, apresentou grande diversidade de géneros e espécies,
contemplando inclusive bactérias ainda n&o relatadas como

deteriorantes do leite no Brasil.
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5 ARTIGO B

BACTERIAS PSICROTROFICAS EM LEITE NO ESTADO MARANHAO - BRASIL:
CONTAGEM, ISOLAMENTO, E IDENTIFICACAO DE CEPAS DETERIORANTE

RESUMO

Bactérias psicrotréficas sdo importantes deteriorantes do leite, devido a capacidade
de se reproduzirem em baixas temperaturas e produzirem enzimas lipoliticas e
proteoliticas, de grande parte dos integrantes deste grupo. Tém sido observadas
elevadas contagens de bactérias psicrotréficas em leite cru, em diversas regides do
Brasil, entretanto, pouco se sabe sobre a identidade das cepas presentes. No
Estado do Maranhéo, sdo poucos os dados inclusive sobre contagens deste grupo
de bactérias no leite. Esta pesquisa teve como objetivo realizar contagem e
isolamento de bactérias psicrotréficas presentes no leite cru das regides centro
norte, centro leste e leste do estado do Maranh&o - Brasil, avaliar a atividade
deteriorante das cepas isoladas e identifica-las geneticamente. Para tanto, foram
coletadas 10 amostras de leite cru destas regides do estado e bactérias
psicrotroficas foram cultivadas em agar PCA por semeadura em superficie,
incubadas a 7°C por 10 dias. A avaliacdo das atividades proteoliticas e lipoliticas foi
realizada através de semeadura em agar leite e agar tributirina respectivamente,
incubadas a 32°C por 48 horas. As cepas caracterizadas como psicrotroficas
deteriorantes foram identificadas geneticamente. Os resultados mostraram baixas
contagens de psicrotréficos com médias de 7,0x10° UFC/mL (leite refrigerado) e
3,2x10% UFC/m (leite nao refrigerado), ndo havendo diferenca significativa quanto a
refrigeracdo do leite. Foram isoladas 74 cepas, 27 (36,48%) com atividade
deteriorante, sendo 17 (62,96%) com atividade lipolitica e 10 (37,03%) tanto
atividade proteolitica como lipolitica. Nenhuma cepa apresentou atividade
exclusivamente proteolitica. Nao foi observada diferenca significativa quanto a
refrigeracdo do leite e percentual de bactérias deteriorantes. Quanto a identificacao
das cepas, 12 cepas (44,44%) foram identificadas como Enterococcus sp.; 7
(25,92%) como Lactococcus garvieae; 2 (7,40%) como Bacillus sp., Hafnia alvei e
Pantoea sp. (cada uma) e uma (3,70%) como Brevibacillus agri e Klebsiella sp.
(cada). As bactérias identificadas s&o conhecidos deteriorantes do leite, com
excecdo da bactéria Lactococcus garvieae e Brevibacillus agri, no Brasil. As baixas
contagens de psicrotroficos podem indicar que a adaptacdo das bactérias a
refrigeracdo ainda € insipida. Quanto a microbiota deteriorante foi em maioria
lipolitica seguida por proteolitica/lipolitica simultaneamente. Nao foram observadas
cepas com atividade exclusivamente proteolitica.

Palavras-chave:.Refrigeracdo; microbiota deteriorante; qualidade; genética.
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PSYCHROTROPHIC BACTERIA IN MARANHAO STATE/BRAZIL MILK: SCORE,
ISOLATION, DETERIORATING ACTIVITY AND IDENTIFICATION

ABSTRACT

psychrotrophic spoilage of milk are important because of the ability to replicate at low
temperatures and produce lipolytic and proteolytic enzymes, much of the members of
this group. Have been observed high counts of psychrotrophic bacteria in raw milk, in
various regions of Brazil, however, little is known about the identity of these strains.
In the state of Maranhéo, there are few data on counts including this group of
bacteria in milk. This research aimed to carry out counting and isolation of
psychrotrophic bacteria present in raw milk from regions north central, east central
and eastern state of Maranhao - Brazil, assess the deteriorating activity of the strains
and identify them genetically. Therefore, we collected 10 samples of raw milk of
these regions of the state and psychrotrophic bacteria were grown on PCA agar by
seeding surface, incubated at 7 ° C for 10 days. The evaluation of proteolytic and
lipolytic activities was performed by seeding milk agar agar and tributyrin,
respectively, incubated at 32 ° C for 48 hours. The strains characterized as
deteriorating psychrotrophic were identified genetically. The results showed low
counts of psychrotrophic averaging 7,0x103 CFU / mL (refrigerated milk) and 3,2x103
CFU / ml (non-refrigerated milk) with no significant difference in the cooling of milk.
They were isolated 74 strains, 27 (36.48%) with deteriorating activity, 17 (62.96%)
with lipolytic activity and 10 (37.03%) both proteolytic activity as lipolytic. No strain
showed only proteolytic activity. There was no significant difference in the cooling of
milk and percentage of spoilage bacteria. The identification of strains, 12 strains
(44.44%) were identified as Enterococcus sp .; 7 (25.92%) as Lactococcus garvieae;
2 (7.40%) as Bacillus sp., Hafnia alvei and Pantoea sp. (Each) and one (3.70%) and
Brevibacillus agri and Klebsiella sp. (each). The identified bacteria are known
spoilage of milk, with the exception of the bacterium Lactococcus garvieae and
Brevibacillus agri, in Brazil. Low psychrotrophic counts may indicate that the
adaptation of bacteria to the cooling is still insipid. As the deteriorating microbiota
was most lipolytic followed by proteolytic / lipolytic simultaneously. Strains with only
proteolytic activity were observed.

Key words: Cooling; deteriorating microbiota; quality; genetics
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Introducéo

Bactérias psicrotroficas sdo quase que na sua totalidade, aerdbios
meséfilos que tém capacidade de se desenvolverem em temperaturas entre 2°C e
8°C, ativando metabolismos alternativos. Na cadeia do leite as temperaturas,
frequentemente, variam entre 4°C e 10°C sem prejuizos do crescimento dos
psicrotroficos. As vias eficientes de metabolismo que os psicrotroficos adotam
envolvem protedlise e lipolise, principais problemas microbiol6gicos do leite
refrigerado (BELOTI, 2015).

A atividade das enzimas proteoliticas e lipoliticas pode reduzir a
gualidade sensorial e o tempo de comercializacdo dos produtos lacteos processados
(Santos et al., 2003; Oliveira et al., 2000) acarretar problemas tecnolégicos no leite
UHT, durante a vida util, diminuir o rendimento na fabricacdo de derivados como o
gueijo e comprometer seu aroma e sabor (LAW, 1979).

A refrigeracdo do leite cru passou a ser exigida a partir a Instrugéo
Normativa n° 51 (IN 51) (BRASIL 2002) e IN 62 (BRASIL 2011) para diminuir as
elevadas contagens de mesodfilos no leite. Porém, varios pesquisadores tém
comprovado que apods essa medida houve uma elevacdo nas contagens de
psicrotroficos no leite brasileiro (Pinto et al., 2006; Arcuri et al., 2008; Nero et al.,
2009; Santos et al., 2009; Mattos et al., 2010; Barreto et al., 2012; Catanio et al.,
2012; Perin et al., 2012; Izidoro et al., 2013; Martins et al., 2013; Santos et al., 2013;
Beloti et al., 2015). Segundo Arcuri et al. (2008) o numero de bactérias psicrotroficas
presentes no leite cru esta relacionado ao tempo e temperatura em que o leite
armazenado, e as condic¢des higiénicas na producéo.

Apesar de muitas pesquisas sobre a contagem deste grupo de
micro-organismos em leite cru, ainda sdo poucas as informacdes, no Brasil, sobre os
integrantes da microbiota psicrotréficas deteriorante. O objetivo deste trabalho foi
realizar contagem e isolamento de bactérias psicrotroficas presentes no leite cru das
regides do estado do Maranhdo - Brasil, avaliar a atividade deteriorante proteolitica e

lipolitica das cepas isoladas e identifica-las geneticamente.
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Material e Métodos

Perfil das propriedades

As amostras foram coletadas entre os meses de setembro e outubro
de 2014 em dez propriedades de municipios do estado do Maranh&o, sendo quatro
localizadas na regido do Mearim, centro norte do estado, quatro na regido dos
Cocais, centro leste do estado, e duas na regido do Médio Parnaiba, leste do
estado. Cerca de quatro propriedades apresentavam numero de vacas <100, cinco
entre 101 e 200 vacas e uma apresentava >200 vacas. Quanto ao numero de
animais em lactacido cinco propriedades apresentavam <50 vacas em lactagao e
cinco apresentavam entre 51 e 100 vacas em lactacdo. Em relacdo a producéao
diaria duas propriedades produzia até 100 litros de leite, cinco produzia entre 101 e
500 litros e trés produziam mais que 500 litros de leite diariamente. A alimentacéo
dos animais consistia em capim, cana-de acucar, milho, mandioca, soja e sal
mineral, variando entre as propriedades. Metade das propriedades armazenava o
leite em tanque de expansdo individual e a outra metade destinava o leite a
comercializacdo logo apos a ordenha, sem refrigeracdo. Todas possuiam ordenha
mecanizada em sistema semi-fechado e a agua de abastecimento era proveniente
de poco artesiano proprio. As propriedades selecionadas foram aquelas localizadas

a menos de 4 horas do laboratorio onde as analises foram realizadas.

Coleta de amostras

De cada propriedade foram coletadas duas amostras na quantidade
de 500 mL cada, utilizando concha esterilizada e frascos estéreis, que foram
transportados em caixa isotérmica contendo gelo, até o laborat6rio de microbiologia
do IFMA Campus Caxias, Caxias-MA onde foram realizadas as analises. Nas
propriedades que refrigeravam o leite foi verificada e registrada a temperatura do

leite no tanque, antes da coleta.
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Contagem de micro-organismos psicrotréficos

O método de contagem utilizado para as bactérias psicrotréficas foi o
de Frank; Youssef (2006). As diluicbes seriadas foram semeadas, na quantidade de
0,1 mL, em superficie de Agar Padrdo para Contagem (Oxoid, Ltd., Basingstoke,
Hampshire, UK) - PCA com auxilio de al¢ca de Drigalski em duplicata, e, em seguida

incubadas a 7°C+1° por 10 dias.

Avaliacdo da atividade proteolitica e/ou lipolitica

As colbdnias de bactérias psicrotroficas isoladas foram repicadas em
placas com Agar Leite (Acumedia, Baltimore, USA), suplementado (9:1) com soluc&o
de leite em p6 desnatado reconstituido (10%) e para agar tributirina (Himedia,
Mumbai, India) suplementado (99:1) com tributirina (Himedia, Mumbai, India),
incubadas a 32°C por 48 horas para verificacdo da atividade proteolitica (BEERENS;
LUQUET, 1990) e lipolitca (HANTSIS-ZACHAROV; HALPERN, 2007),
respectivamente. As cepas foram consideradas positivas para protedlise e/ou
lipdlise, conforme apresentassem a formacdo de halos translicidos em torno das

colbnias, nos meios especificos.

Recuperacao das cepas e extracdo do DNA

A identificacdo molecular das cepas foi realizada no Laboratorio de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Estadual de
Londrina — PR (UEL). As cepas foram fixadas em laminas de microscopia éptica
para caracterizacdo morfotintorial pela coloracdo de Gram e inoculadas em placas
com agar PCA e Agar sangue, incubadas a 35° por 48h, para verificacdo da pureza.
Somente as cepas consideradas puras tiveram seu DNA extraido. Para a extracao
do DNA foi utilizada a técnica da fervura, que consistiu em suspender 1 mL do caldo
de cultura em tubo de centrifugacdo descartavel de 2 mL livre de DNAse e RNAse,
pirogénico e centrifugados a 14.500 rpm por 5min a 4°C. Em seguida descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 200 pl de TE [Tris-HCI (10MM): EDTA (1mM)] ao palet,
e em seguida agitado em vortex. Feito isso, os tubos foram incubados em banho de

ebulicdo onde permaneceram por 15min. Apos esse tempo, foram imediatamente
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imersos em banho de gelo pelo mesmo periodo. Finalizada esta etapa, os tubos
foram levados novamente a centrifuga a 14.000 rmp por 5min a 4°C. Entédo, o
sobrenadante foi recolhido na quantidade de 100 pl e transferido para um eppendorf
estéril, livre de DNAse e RNAse, e estocado a -20°C para analises posteriores.

Amplificagdo do gene 16 rRNA

A amplificacdo parcial do gene 16S rRNA por Polymerase Chain
Reaction (PCR) foi realizada utilizando-se os primers Y1 (5-TGGCTCAGAACGAAC-
GCTGGCGGC-3) e Y3 (5'-CTGACCCCACTTC-AGCATTGTTCCAT-3)),
anteriormente descritos por Chen et al. (2000). A reacao foi realizada com 0,5 uL de
amostra (50 ng/mL), 19,5 pL de agua ultrapura esterilizada; 0,5 yL de dNTPs (10
mmol L-1 de cada); 2,5 yL de tampéao 10X; 0,75 uL de MgCI2 (50 mmol L-1); 0,5 uL
de cada primer (Y1 e Y3, na concentragdo de 20 pmol uL-1); 0,25 puL de Taqg DNA
polimerase (5 U pL-1), com volume final de 25 pL, e realizada em termocilador
(AerisTM Thermal Cycler, Esco® Micro Pte, Singapore) utilizando-se desnaturacdo
inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 64°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos e extenséo
final a 72°C por 5 minutos, conforme descrito por Young et al. (1991) com
modificacdes.

Para visualizacdo do resultado da PCR das amostras amplificadas,
utilizou-se gel de agarose 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 1 hora a uma
tensdo constante de 5 V/cm?. Os géis foram corados em solugdo de brometo de

etidio a 0,2 ug/mL por 20 minutos e lidos em transiluminador UV.

Restricdo enziméatica e agrupamento

Foram selecionadas duas enzimas de restricdo para facilitar o
agrupamento e consequentemente a selecdo dos exemplares que seriam
sequenciados. As enzimas foram Cfo | e Taq |, utilizadas de acordo com as
recomendacfes do fabricante. Para Cfo | (Promega) foi preparado um mix
constituido por 18ul da enzima, 18 pl de solugdo tampao e 144 pl de agua milli-Q.
Em seguida a reacgao foi preparada, em eppendorf, composta por 4 ul da amostra
amplificada de cada bactéria com 4ul do mix preparado. A reagao foi realizada no
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mesmo termociclador, utilizando-se 37°C por 15 minutos e 65°C por 20 minutos.
Quanto a enzima Taq | (Ludwig) foi preparado um mix constituido por 9 ul da
enzima, 18 ul de solugéo tampéao e 123 ul de agua milli-Q. A reacao foi preparada da
mesma forma que para a enzima Cfo | e utilizando-se 65°C por 15 minutos e 80°C
por 20 minutos. Apds o processo no termociclador as amostras foram corridas em
gel de agarose 2,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 1 hora a uma tensao
constante de 5 V/cm?. Os géis foram corados em solucédo de brometo de etidio a 0,2
pg/mL por 20 minutos e lidos em transiluminador UV, as imagens foram capturadas
para utilizacdo na etapa de agrupamento.

As imagens capturadas apds o processo de restricdo enzimatica
foram analisadas no programa de bioinformatica BioNumerics 7.5. Os exemplares de
cada grupo de bactérias foram analisados, comparados e agrupados a partir de
caracteristicas comuns entre as bandas, gerando um dendrograma. Selecionou-se
um exemplar de cada grupo formado para ser sequenciado. A selecdo do
representante de cada grupo deu-se a partir da melhor qualidade de banda

verificada nas imagens da PCR das cepas.

Sequenciamento de DNA

A purificacdo do DNA amplificado para sequenciamento foi realizada
através do PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e a quantificacdo em Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), conforme as recomendacdes do fabricante. Para reacdo de sequenciamento
em ambas as diregdes foram utilizados 5 yL da amostra de DNA (10 ng/mL), 1 uL do
primer 27f (5"-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") (10 pmol), 1 uL do primer 1492r (5°-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3") (10 pmol) (OSBORNE et al., 2005), 2 yL de
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), 1,5 uL de tampao TBE 10X e 0,5 yL de agua ultra pura em sequenciador
automatico de DNA (ABI 3500xL Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA) pelo método de Sanger, com temperatura de anelamento de 55°C.

A analise de qualidade das sequéncias foi realizada através do
eletroferograma gerado pelo software BioEdit (Ibis Bio-sciences, Carlsbad, CA, USA)

e o0 agrupamento filogenético pelo software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013). As
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sequéncias foram comparadas com o banco de dados do GenBank do National
Center for Biotechnology Information utilizando-se da ferramenta "BLAST Search".

Resultados e discusséo

Os resultados para contagens de bactérias psicrotroficas no leite

estao dispostos na tabela 4.

Tabela 4 - Contagem de bactérias psicrotroficas em amostras de leite cru refrigerado
e nao refrigerado coletadas de trés regides do estado do Maranh&o, nos meses de
setembro e outubro de 2014

Leite Refrigerado Leite Nao Resfriado

1 <10 1 <10

2 1,4x10% 2 <10

3 <10 3 <10
4 <10 4 6,5x10°

5 <10 5 <10
Média 7,0x103%A Média 3,2x10°%A

Minimo <10 Minimo <10
Maximo 1,4x10% Maximo 6,5x10°

AValores seguidos de letras iguais na mesma linha n&o diferem entre si no
teste T de Student ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: préprio autor.

Observa-se que 50% das amostras foram de leite ndo refrigerado. E
apenas em duas amostras de leite foi possivel obter contagens de bactérias
psicrotréficas, sendo uma de amostra de leite refrigerado (1,4x10* UFC/mL) e a outra
de amostra de leite ndo refrigerado (6,5x10° UFC/mL). Nas demais amostras as
contagens foram <10 UFC/mL. Observa-se ainda que, mesmo no leite das duas
amostras em que foi possivel contabilizar o nimero de UFC/mL, as contagens foram
baixas. Nao foi observada diferenca significativa (p = 0,32) entre a contagem de
micro-organismos psicrotroficos presentes no leite refrigerado e néo refrigerado.

A IN 62 nédo estabelece padrao para bactérias psicrotroficas no leite.
Entretanto, a presenca desse grupo de micro-organismos em concentracdes
superiores a 108 UFC/mL é correlacionada com a producédo de enzimas proteoliticas
e lipoliticas (VIDAL et al., 2005).
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Os resultados encontrados no presente estudo discordam dos
achados de varios pesquisadores (Pinto et al., 2006; Arcuri et al., 2008; Nero et al.,
2009; Santos et al., 2009; Mattos et al., 2010; Barreto et al., 2012; Catanio et al.,
2012; Perin et al., 2012; Izidoro et al., 2013; Martins et al., 2013; Santos et al., 2013;
Beloti et al., 2015) que verificaram contagens elevadas de micro-organismos
psicrotroficos nas amostras de leite avaliadas, apds a determinacdo da refrigeracéo
do leite pela IN 51 e IN 62.

A obrigatoriedade de resfriamento do leite na propriedade leiteira
tem como finalidade controlar o crescimento bacteriano de micro-organismos
mesofilos no leite cru. Entretanto, de acordo com Santana et al. (2001) grande parte
das bactérias mesofilas tém a capacidade de se adaptarem a nova temperatura,
sendo também psicrotroficas, o que permite a continuidade de sua multiplicacéo,
conforme observado em seu estudo, em que todas as propriedades estudadas
apresentaram elevadas contagens de psicrotréficos variando de 5x10° UFC/mL a
5,3x10% UFC/mL.

As baixas contagens de bactérias psicrotréficas verificadas no
presente estudo podem ser atribuidas ao fato de que média anual de temperatura na
regido € de 33°C, e os meses de setembro e outubro, periodo de coleta das
amostras, sdo 0s meses mais quentes do ano nas regides do estado onde foram
adquiridas as amostras, atingindo temperaturas acima de 40°C. Estas temperaturas
sdo inapropriadas para o desenvolvimento espontaneo de psicrotréficos no
ambiente. Silva et al. (2003) verificou diferencas significativas nas contagens de
bactérias psicrotroficas, em funcéo do Estado e da estacdo do ano, obtendo maiores
valores nos Estados nos quais as temperaturas eram mais baixas e na estacdo
chuvosa.

Além disso, os leites dos tanques de expansdo, avaliados no
presente estudo, estavam com temperaturas variando entre 10 e 12°C, temperaturas
acima do que exige a IN 62. O ndo cumprimento da legislacdo em relacdo a
temperatura do leite no tanque de expanséao pode facilitar a adaptacéo das bactérias
mesofilas a temperatura de refrigeracdo (SANTANA et al.,, 2001). Segundo Beloti
(2015) temperaturas de refrigeracdo do leite entre 4°C e 10°C ainda permitem o

crescimento de psicrotroficos.
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Quanto a atividade deteriorante dos psicrotroficos no leite cru em
relacdo a presenca ou auséncia refrigeracdo, os resultados estdo dispostos na
tabela 5.

Tabela 5 - NUumero e percentual de cepas psicrotréficas deteriorantes em amostras
de leite cru refrigerado e néo refrigerado, coletadas em propriedades leiteiras de trés
regides do estado do Maranh&o, entre setembro e outubro de 2014

Proteoliticas Lipoliticas Prot/Lipo Total

n (%)
Total de cepas 74 CR 0 17(65,38) 9(34,61) 26(36,48)*
isoladas SR 0 0 1(100)  1(3,70*
Total de cepas 0 17(62,96) 10(37,03) 27(36,48)

identificadas
*CR e SR representam o leite com refrigeracdo e sem refrigeracéo respectivamente
A Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si no teste T de
Student ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: proprio autor.

Isolou-se 74 cepas de bactérias psicrotroficas e todas foram
testadas quanto a atividade deteriorante do leite. Como resultado obteve-se 27
(36,48%) cepas deteriorantes, destas, 17 (62,96%) apresentaram atividade lipolitica
e 10 (37,03%) tanto atividade proteolitica como lipolitica. Nenhuma cepa apresentou
atividade exclusivamente proteolitica.

Das 27 cepas psicrotroficas deteriorantes isoladas, 26 (96,29%)
foram isoladas do leite com refrigeracdo e uma (3,70%) do leite sem refrigeracao.
Nao foi observada diferenca significativa (p = 0,11) entre o total de bactérias
deteriorantes presentes no leite refrigerado e néo refrigerado. O principal problema
relacionado a presenca de bactérias psicrotroficas € justamente o fato de, em sua
maioria, produzirem enzimas proteoliticas e lipoliticas termorresistentes. A presenca
destas enzimas no leite diminui sobremaneira a vida util do leite pasteurizado, mas é
especialmente prejudicial para a qualidade do leite UHT devido a sua estocagem em
temperatura ambiente por longos periodos, favorecendo a atividade das enzimas
(CHEN et al., 2003). Como decorréncia, ocorre a sedimentacdo e geleificacdo do
leite, processo que se inicia ainda dentro dos equipamentos e se agrava durante a
vida util do produto. Também representam grandes perdas econdmicas para
indUstria no processamento de derivados lacteos, como o baixo rendimento na
producédo de queijos (SANTANA et al, 2004).
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A microbiota deteriorante foi identificada através da reacédo de PCR,

pela qual foi possivel verificar o produto de 1500 pb do par de primers Y1 e Y3 de

todas as estirpes de bactérias psicrotroficas testadas.
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Figura 7 - Dendrogramas construidos por analises de similaridade e agrupamento
usando o coeficiente de Dice e UPGMA dos padrdées de Polymorphism in the
Restriction Fragment Length (RFPL) com uso das enzimas Cfo 1 (esquerda) e Taq 1
(direita) para os perfis genéticos das cepas de bactérias psicrotréficas deteriorantes
isoladas de leite cru. Os codigos a direita das figuras representam a identificacéo
das cepas estudadas. Fonte: BioNumerics 7.5.

Os dendrogramas gerados conforme a figura 9 foram comparados

para definir um agrupamento final. Como resultado obteve-se 15 cepas para serem

sequenciadas. Apenas uma cepa apresentou percentual de identidade de 99 a 100%

a partir da comparacdo com dados do GenBank. Para as demais, 0 sequenciamento

mostrou percentual de identidade de 100% (Tab. 6).
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Tabela 6 — Identificacdo molecular e perfil de identidade das bactérias psicrotroficas
deteriorantes isoladas do leite cru coletado de propriedades leiteiras de trés regides
do estado do Maranhéo, entre setembro e outubro de 2014

. Cepas Total o
Bactérias Iden;d*ade identificadas  de cepas dAtt'V.'dadef[
(%) (%) (%) eteriorante
Espécies (3)
Lactococcus garvieae 99-100 3(20,00) 7 (25,92) 6 lipo/ 1 prot-lipo
Hafnia alvei 100 1(6,66) 2 (7,40) prot-lipo
Brevibacillus agri 100 1(6,66) 1 (3,70) prot-lipo
Géneros (4)
Enterococcus sp. 100 5(33,33) 12 (44,44) 9 lipo/3 prot-lipo
Bacillus sp. 100 2(13,33) 2 (7,40) prot-lipo
Pantoea sp. 100 2(13,33) 2 (7,40) lipo
Klebsiella sp. 100 1(6,66) 1(3,70) prot-lipo
Total 15 27

*ldentidade baseada no percentual de alinhamento da sequéncia obtida pelo presente
estudo com as depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Fonte: préprio autor.

Foi realizada a equivaléncia entre o numero de cepas identificadas e
0 numero de cepas integrantes de cada grupo (Tab. 6). As cepas deteriorantes
isoladas no presente estudos apresentaram semelhanca genética a trés espécies
diferentes. Sendo elas Lactococcus garvieae com o0 maior nimero de cepas, sete
(25,92%), sendo seis lipoliticas e uma proteolitica e lipolitica simultaneamente;
Hafnia alvei, com duas (7,40%) cepas proteoliticas e lipoliticas simultaneamente e,
Brevibacillus agri, com wuma cepa, sendo esta proteolitica e lipolitica
simultaneamente.

As demais cepas foram identificadas a nivel de género, totalizando
guatro géneros bacterianos diferentes. O género Enterococcus predominou com 12
(44,44%) cepas do total de deteriorantes. Destas, nove eram cepas lipoliticas e trés
proteoliticas e lipoliticas simultaneamente. Duas cepas (7,40%) foram identificadas
como pertencentes ao género Bacillus, sendo proteoliticas e lipoliticas
simultaneamente, e Pantoea sp., sendo ambas lipoliticas. Uma cepa (3,70%) foi
identificada como Klebsiella, sendo esta tanto proteolitica como lipolitica no presente
estudo.

A analise filogenética (Figura 10 e 11) mostrou diversidade das
cepas de bactérias psicrotréficas deteriorantes isoladas, que foram compativeis com

diferentes cepas depositadas, quando se comparou sequencias do gene 16S rRNA.



Pantoea agglomerans strain KAR13 (KR054975)
Pantoea vagans strain HMIF2842 (KP099965)

qq| Pantoea vagans strain A86 (KT375343)
Pantoea agglomerans strain SM-6 (KT166455)
@ Pantoea sp. strain LIPOA/UEL_47 (KU173105)
@ Pantoea sp. strain LIPOA/UEL_48 (KU173106)

@ Klebsiella sp. strain LIPOA/UEL_50 (KU173107)

Klebsiella pneumoniae strain RCB679 (KT260891)
100 [ Klebsiella variicola strain BCD9 (KT156813)
Klebsiella variicola strain NGB-FR113 (LC049203)
Brevibacillus agri strain FA2 (HQ222834)
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Figura 8 - Arvore filogenética construida utilizando o método Neighbour-joining
baseado no alinhamento de 293 pb do 16S rDNA de bactérias psicrotroficas. As
amostras (estirpes LIPOA/UEL) estdo agrupadas nas mesmas posicoes
filogenéticas das estirpes reconhecidas considerando o gene 16S rRNA. A
distancia filogenética esta indicada por 0,02% substituicdo de nucleotideos. As
estirpes identificadas neste estudo estdo marcadas com o simbolo ®.

63

@ Enterococcus sp. strain LIPOA/UEL_52 (KU173109)
@ Enterococcus sp. strain LIPOA/UEL_55 (KU173112)
@ Enterococcus sp. strain LIPOA/UEL_46 (KU173104)
100 | @ Enterococcus sp. strain LIPOA/UEL_44 (KU173102)

Enterococcus faecalis (AB809050)

Enterococcus faecium isolate R.B6 (HG937762)

Enterococcus gallinarum strain 30 (KJ742501)

Enterococcus casseliflavus strain G.W-CD.14 (KP645378)
rLactococcus garvieae strain C58810 (KM886376)

100

100! @ Lactococcus gamvieae strain LIPOA/UEL _ 45 (KU173103)
Bacillus cereus strain MCCC 1A04098 (KJ812444)
Bacillus thuringiensis strain A1 (KP342429)
100} Bacillus salmalaya strain 139SI (KM051837)
Bacillus anthracis strain SBB28 (KP790041)
@ Bacillus sp. strain LIPOA/UEL_51 (KU173108)
Brevibacillus agri strain FA2 (HQ222834)

100L|Brevibacillus sp. LIPOA/UEL_27 (KT784819)
77| @ Brevibacillus agri strain LIPOA/UEL_54 (KU173111)
|Hafnia alvei strain H3-4 (KC210872)

—
0.05

Hafnia alvei strain E117 (JX267128)
@ Hafnia alvei strain LIPOA/UEL_53 (KU173110)

Figura 9 - Arvore filogenética construida utilizando o método Neighbour-joining
baseado no alinhamento de 390 pb do 16S rDNA de bactérias psicrotréficas. As
LIPOA/UEL) estdo agrupadas nas mesmas posicoes
filogenéticas das estirpes reconhecidas considerando o gene 16S rRNA. A distancia
filogenética estd indicada por 0,05% substituicdo de nucleotideos. As estirpes
identificadas neste estudo estdo marcadas com o simbolo ®.

amostras (estirpes
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Dentre as espécies identificadas no presente estudo, a bactéria H.
alvei, pertencente a familia das Enterobactereaceae, foi isolada no Brasil, a partir de
leite cru refrigerado, por Arcuri et al. (2008) e Pinto et al. (2015). Viana et al. (2009)
relatam que esta espécie tem facilidade para formacao de biofilmes na industria de
laticinios e, segundo Pinto et al. (2007) ela pode influenciar a deterioracdo dos
alimentos.

Os géneros Bacillus, Klebsiella e Pantoea foram identificados nas
pesquisas de Arcuri et al. (2008) e Pinto et al. (2015). Este ultimo identificou ainda o
género Enterococcus como bactéria psicrotréfica deteriorante do leite no Brasil.
Nornberg et al. (2010) avaliando amostras de leite cru no estado do Rio Grande do
Sul, também identificou o género Klebsiella como deteriorante. As espécies
Lactococcus garvieae e Brevibacillus agri ainda ndo haviam sido isoladas como
microbiota deteriorante do leite no Brasil. Ribeiro Junior (2015) identificando
bactérias esporuladas deteriorantes, isoladas de leite cru refrigerado de
propriedades leiteiras do estado do Parana, isolou, entre outros, os géneros Bacillus
e Brevibacillus, especialmente importantes na deterioracdo do leite poOs-

pasteurizacao, por resistirem ao processo.

Conclusdes

v' As baixas contagens de bactérias psicrotréficas podem ser atribuidas a
temperatura inadequada de armazenamento do leite, a inexisténcia de
refrigeracdo ou sua recente implantacdo nas regides do estado do
Maranh&o onde foi realizado o estudo.

v Quanto a atividade deteriorante, as cepas foram predominantemente
lipoliticas, seguidas por micro-organismos lipoliticos e proteoliticos, nédo
se observando micro-organismos exclusivamente proteoliticos.

v' A bactéria psicrotréfica deteriorante predominante, neste estudo, foi
Enterococcus sp.

v' A identificacdo da microbiota psicrotréfica deteriorante do leite das
propriedades estudas, contemplou bactérias ainda nao relatadas como

deteriorantes do leite no Brasil.
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6 ARTIGO C

DESCRICAO DE PATOGENOS E OUTRAS BACTERIAS COMO
DETERIORANTES DO LEITE CRU NO BRASIL

RESUMO

A utilizacdo de novos métodos para identificacdo das bactérias presentes no leite,
tem revelado que a diversidade da microbiota presente € maior do que a inicialmente
descrita. O sequenciamento do DNA bacteriano permite identificar com precisdo a
microbiota presente no leite. No presente estudo, utilizando esta técnica, foram
identificadas espécies de bactérias aerdbias mesofilas e psicrotroficas deteriorantes,
gue ainda nao haviam sido descritas como microbiota no leite cru do Brasil. Foram
identificadas cepas de bactérias aerdbias mesofilas e psicrotréficas proteoliticas e/ou
lipoliticas, colhidas de agar leite e agar tributirina, previamente incubadas a 32°C por
48 horas. O DNA bacteriano foi extraido pela técnica de fervura e o gene 16rRNA foi
amplificado parcialmente para posterior sequenciamento. Foi avaliada a qualidade
das sequencias e realizado o agrupamento filogenético utilizando-se o software
MEGA 6. As sequencias foram comparadas com dados do GenBank. Das 166 cepas
mesofilas deteriorantes, foram identificadas oito espécies que ainda ndao haviam sido
relatadas como microbiota deteriorante do leite no Brasil, equivalendo a 33 (19,87%)
cepas isoladas correspondentes a estas espécies. Sendo 13 (7,83%) Pseudomonas
aeruginosa; sete (4,21%) Staphylococcus epidermidis; cinco (3,01%) Streptococcus
dysgalactieae; duas (1,20%) Acinetobacter baumannii; duas (1,20%)
Stenotrophomonas maltophilia; duas (1,20%) Empedobacter falsenii; uma (0,60%)
Acinetobacter septicus e uma (0.60%) Macrococcus caseolyticus. Das 27 cepas
psicrotréficas proteoliticas e/ou lipoliticas isoladas, foram identificadas duas espécies
que ainda nao haviam sido isoladas como deteriorantes do leite cru no Brasil. Sendo
uma com semelhanca genética a espécie Brevibacillus agri (3,40%) e sete (25,92%)
a espécie Lactococcus garvieae. Concluiu-se que a técnica utilizada no presente
estudo revelou uma variedade de espécies bacterianas ainda néo relatadas como
microbiota deteriorante do leite no Brasil, sendo parte delas patégenos, com
destaque para Empedobacter falsenii, isolada de alimento pela primeira vez.

Palavras-chave: Primeiro relato; PCR; filogenia; microbiologia.
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DESCRIPTION OF PATHOGENS AND OTHER BACTERIA AS MILK spoilage
RAW IN BRAZIL

ABSTRACT

The use of new methods for identification of bacteria in milk, has shown that the
diversity of the microbiota is greater than the first described. The sequencing of
bacterial DNA allows to accurately identify the microbiota present in milk. In this
study, using this technique, species of mesophilic aerobic bacteria and spoilage
psychrotrophic were identified that had not been described as microbiota in raw milk
in Brazil. strains of bacteria have been identified mesophilic aerobic and proteolytic
and / or lipolytic psychrotrophic, harvested milk agar agar tributyrin and preincubated
at 32 ° C for 48 hours. The bacterial DNA was extracted by boiling technique and
16S rRNA gene was amplified partially for subsequent sequencing. the quality of the
threads was evaluated and performed the phylogenetic grouping using the software
MEGA 6. The sequences were compared with GenBank data. Of the 166 strains
spoilage mesophilic, eight species were identified that had not been reported as
deteriorating microbiota of milk in Brazil, equivalent to 33 (19.87%) strains
corresponding to these species. And 13 (7.83%) Pseudomonas aeruginosa; seven
(4.21%) Staphylococcus epidermidis; five (3.01%) Streptococcus dysgalactieae; two
(1.20%) Acinetobacter baumannii; two (1.20%) Stenotrophomonas maltophilia; two
(1.20%) Empedobacter falsenii; one (0.60%) and Acinetobacter septicus (0.60%)
Macrococcus caseolyticus. 27 of proteolytic psychrotrophic strains and / or lipolytic
isolated were identified two species that had not been isolated as spoilage of raw
milk in Brazil. It is a genetic similarity with the species Brevibacillus agri (3.40%) and
seven (25.92%) to the species Lactococcus garvieae. It was concluded that the
technique used in this study revealed a variety of bacterial species not yet reported
as deteriorating microbiota of milk in Brazil, part of them pathogens, especially
Empedobacter falsenii, isolated for the first time food.

Key words: First report; PCR; phylogeny; microbiology.
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Introducéo

A populagdo bacteriana do leite cru de vaca € constituida
basicamente por bactérias &cido laticas como Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Enterococcus. Na Europa e Estados Unidos, a
utilizacdo de novos métodos para identificacdo da microbiota do leite cru, como o
sequenciamento do DNA de bactérias, tem destacado que a diversidade desta
microbiota é maior do que o originalmente relatado (QUIGLEY et al., 2011;
QUIGLEY et al., 2013).

A microbiota presente no leite cru também pode incluir micro-
organismos psicrotréficos como bactérias do género Pseudomonas, Acinetobacter e
Aeromonas spp., que crescem durante o armazenamento em refrigeracdo (RAATS
et al., 2011). No Brasil o estudo da microbiota deteriorante do leite tem revelado a
bactéria Pseudomonas spp. com maior frequéncia, como nas pesquisas de Arcuri et
al. (2008) e Pinto et al. (2015).

Alguns pesquisadores tém identificado a microbiota deteriorante do
leite cru no Brasil. Mas técnicas moleculares ainda sédo pouco utilizadas para este
fim. O sequenciamento do DNA bacteriano permite identificar com precisdo estes
micro-organismos, contribuindo para o conhecimento da diversidade microbiana
presente no leite. No presente estudo, essa ferramenta molecular revelou bactérias
mesofilas e psicrotroficas proteoliticas e/ou lipoliticas que ainda ndo haviam sido
relatadas como microbiota deteriorante do leite cru no Brasil, sendo parte delas

importantes patdogenos casadores de infec¢cdes em animais e no homem.

Material e Métodos

As amostras foram assepticamente coletadas diretamente do tanque
de armazenamento de leite de diferentes propriedades do estado do Maranhao-
Brasil, entre setembro e outubro de 2014.

Para identificacdo genética foram colhidas colénias bacterianas
aerobias mesdfilas e psicrotroficas que apresentavam halo de protedlise em agar
Leite (Acumedia, Baltimore, USA), suplementado (9:1) com solucéo de leite em poé
desnatado reconstituido (10%) e halo de lipolise em agar tributirina (Himedia,

Mumbai, India) suplementado (99:1) com tributirina (Himedia, Mumbai, India),
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previamente incubadas a 32°C/48h, segundo Beerens; Luquet (1990) e segundo
Hantsis-Zacharov; Halpern (2007), respectivamente.

A identificacdo das bactérias deu-se pela técnica de sequenciamento
do DNA. Foi extraido o DNA bacteriano das amostras utilizando-se a técnica de
fervura. O gene 16S rRNA foi amplificado, utilizando-se os primers Y1 e Y3 conforme
descrito por Chen et al. (2000) em termocilador (AerisTM Thermal Cycler, Esco®
Micro Pte, Singapore) segundo Young et al. (1991).

Os produtos da amplificacdo foram submetidos ao sequenciamento
do ADN pelo método de Sanger com os primers 27f e 1492r (Osborne et al., 2005)
em sequenciador automatico (ABI 3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA).

A andlise de qualidade das sequéncias foi realizada através do
eletroferograma gerado pelo software BioEdit (Ibis Bio-sciences, Carlsbad, CA, USA)
e 0 agrupamento filogenético pelo software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013). As
sequéncias foram comparadas com o banco de dados do GenBank do National

Center for Biotechnology Information utilizando-se da ferramenta "BLAST Search".

Resultados e discussao

Foram identificadas 166 cepas bacterianas mesoéfilas proteoliticas
e/ou lipoliticas. Oito espécies identificadas ainda nédo haviam sido relatadas como
microbiota deteriorante do leite no Brasil, sendo que 33 (19,87%) cepas

apresentaram semelhanca genética a estas espécies depositadas no GenBank.

Tabela 7 — Bactérias mesofilas isoladas pela primeira vez como deteriorantes do
leite cru no Brasil, adquirido de propriedades leiteiras de trés regides do estado do
Maranhdao, entre setembro e outubro de 2014

Bactérias mesofilas n (%) (%) atividade deteriorante
Pseudomonas aeruginosa 13 (7,83) (100) lipoliticas
Staphylococcus epidermidis 7 (4,21) (100) proteoliticas
Streptococcus dysgalactieae 5(3,01) (80) lipol. / (20) prot/lipo
Acinetobacter baumannii 2 (1,20) (50) prot. / (50) lipo.
Stenotrophomonas maltophilia 2 (1,20) (50) prot. / (50) lipo.
Empedobacter falsenii 2 (1,20) (100) lipoliticas
Acinetobacter septicus 1 (0,60) (100) proteolitica

Macrococcus caseolyticus 1 (0,60) (100) lipolitica
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Do total de cepas mesodfilas deteriorantes isoladas 13 (7,83%) foram
verificadas com semelhanca genética a espécie Pseudomanas aeruginosa, todas
com atividade lipolitica; sete (4,21%) cepas apresentaram semelhanca genética a
espécie Staphylococcus epidermidis sendo todas as cepas com atividade
proteolitica; cinco (3,01%) apresentaram semelhanca genética a espécie
Streptococcus dysgalactiae sendo 80% adquiridas de cepas lipoliticas e 20% de
cepas proteoliticas e lipoliticas simultaneamente; duas (1,20%) cepas, foram
semelhantes geneticamente a espécie Acinetobacter baumannii e duas (1,20%) a
Stenotrophomonas maltophilia, sendo nos dois casos, uma cepa (50%) proteolitica
e uma (50%) lipolitica. E outras duas (1,20%) cepas foram semelhantes a espécie
Empedobacter falsenii, ambas lipoliticas. Além destas, uma (0,60%) cepa proteolitica
foi semelhante a espécie Acinetobacter septicus, e uma (0,60%) cepa lipolitica a
espécie Macrococcus caseolyticus (Tab. 7).

P. aeruginosa € um importante patégeno, associado a Infeccdes do
trato urinario, infeccbes no sistema respiratério, infeccdes da pele e dos tecidos
moles, infec¢des oftalmoldgicas, infeccdes dsseas e articulares e outras infeccdes
sistémicas (KERR; SNELLING, 2009; LISTER et al., 2009; BALASUBRAMINA et al.,
2012; ROBERTSON et al., 2011). Pseudomonas é um conhecido deteriorante em
leite em todo o mundo (Wiedmann et al., 2000; Nicodeme et al., 2005; Boran; Ugur,
2010; De Jonghe et al., 2011), tendo sido relatado também no Brasil. No entanto, a
espécie P. aeruginosa, embora ja descrita no leite brasileiro (Fagundes,2004), ainda
nao havia sido correlacionada a deterioracéo da porcéo lipidica do leite. A presenca
de Pseudomonas em leite cru esta relacionada a falta de higiene na obtencdo do
leite.

Da mesma forma, a espécie Staphylococcus epidermidis € uma
bactéria Gram positiva, faz parte das espécies de estafilococos coagulase negativas
e conforme sua denominacéo habita a pele. E um importante patégeno associado a
infeccbes cardiacas, hospitalares e a mastite bovina. Sdo bastante adaptadas as
glandulas mamarias das vacas e parecem usa-la como reservatério de fonte de
infeccdo (PIESSENS et al., 2012, TOMAZI et al., 2014). Além disso, hé relatos da
producdo de enterotoxina por esta espécie em leite cru, no Brasil (CARMO, 2002).
No entanto, S. epidermidis ainda ndo havia sido descrito como deteriorante do leite
no pais. Nossos estudos demonstraram que este micro-organismo apresenta uma

importante capacidade proteolitica do leite e, considerando sua frequéncia como
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agente etiolégico de mastites bovinas clinicas e subclinicas, acrescenta-se mais uma
motivag&o para seu efetivo controle na producao leiteira.

As espécies Acinetobacter baumannii e Acinetobacter septicus
emergiram como importantes agentes patogénicos, causando infeccdes em
pacientes de unidades de terapia intensiva (PELEG et al., 2008; KILIC et al., 2008).
Este género ja foi isolado realizando protedlise e lipolise em leite cru no Brasil por
Arcuri et al. (2008), Pinto et al. (2015) e Perin et al. (2012). Entretanto, as espécies
A. baumannii e A. septicus ainda ndo haviam sido encontradas como parte da
microbiota.

A bactéria Streptococcus dysgalactiae € Gram-positiva e
normalmente isolada do leite de vacas com mastite (SCHUKKEN et al., 2013). Sua
presenca como microbiota proteolitica e/ou lipolitica do leite é pouco relatada. No
Brasil a espécie ainda né&o tinha sido identificada como parte desta microbiota.

A espécie Stenotrophomonas maltophilia € uma bactéria Gram-
negativa que tem capacidade de formar biofilmes no ambiente industrial e reduzir a
vida util de prateleira do leite por atividades enzimaticas (CLETO et al., 2012). A
espécie S. maltophilia identificada esta sendo relatada pela primeira vez no Brasil,
com atividade proteolitica e lipolitica no leite, e corrobora os achados de Perin et al.
(2012) que ja haviam relatado este género no pais, bem como sua atividade lipolitica
no leite.

A identificacdo da espécie Empedobacter falsenii tem especial
importancia por ter sido isolada recentemente, em 2012, a partir de uma amostra de
urina de uma crianca com infeccdo, ainda com a denominacdo de Wautersiella
falsenii por Van der Velder et al. (2012). Traglia et al. (2015) relatam que a espécie
Empedobacter falsenii ndo hidrolisa ou hidrolisa fracamente a caseina. Sua
presenca no leite e em outros alimentos até a realizacdo do presente estudo, era
desconhecida, assim como sua capacidade de deteriorar lipidios do leite.

O género Macrococcus € intimamente relacionado com o género
Staphylococcus (TSUBAKISHITA et al., 2010). E geralmente isolado a partir da pele
e alimentos de origem animal tais como leite e carne. Macrococcus caseolyticus tem
grande importancia por ser resistente a meticilina (BABA et al., 2009). Esta espécie
ainda nao tinha sido isolada no Brasil como deteriorante do leite. E, apesar de sua
denominagdo remeter a atividade proteolitica, esta ndo foi identificada, sendo

detectada apenas a atividade lipolitica.
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Quanto as bactérias psicrotroficas proteoliticas e/ou lipoliticas foram
obtidas 27 cepas para identificagdo molecular. Destas, oito cepas, pertencentes a
duas espécies diferentes ainda ndo haviam sido relatadas como integrantes da
microbiota deteriorante do leite no Brasil.

Uma (3,70%) das cepas foi identificada como Brevibacillus agri, e
apresentou atividade proteolitica e lipolitica simultaneamente. Segundo Nazina et al.
(2001), esta espécie caracteriza-se por ser gram-positiva, aerobia e formadora de
esporo. Além de ser catalase positiva e apresentar temperatura O6tima de
crescimento a 28°C (NAKAMURA, 1993). O habitat das espécies deste género é
semelhante ao do género Bacillus que sobrevivem em diversos ambientes como
poeira, rochas, ambientes aquéticos e intestinos de insetos e outros animais
(NICHOLSON, 2002). Ribeiro Junior (2015) identificando a microbiota esporulada,
deteriorante isolada de leite cru refrigerado no estado do Parana, isolou bactérias do
género Brevibacillus. Entretanto, até a realizacdo do presente estudo n&do havia
relatos de isolamento da espécie B. agri, como deteriorante do leite cru em
pesquisas nacionais.

Outras sete (25,92%) cepas foram identificadas geneticamente como
Lactococcus garvieae, que € um patdégeno oportunista para o homem, sendo a
endocardite a infeccdo mais comum provocada por ele (WILBRING et al., 2011),
aléem de ser um importante patdogeno de peixes (VENDRELL et al., 2006). Foi
inicialmente isolada a partir de mastite de uma vaca no Reino Unido (COLLINS et al.,
1983; KLINJ et al., 1995). Ja foi encontrada também em amostras de fezes de
pessoas saudaveis considerando-se a espécie como comensal do trato
gastrointestinal humano (KLINJ et al., 1995). Também ja foi isolada de rios e de
aguas de esgoto (Aguado-Urda et al., 2010) e associado com alimentos crus como
leite, carne, legumes, peixes e seus produtos (FORTINA et al., 2009; KLIJN et al.,
1995; RAATS et al., 2011). Porém, ndo havia relatos de seu isolamento como
bactéria deteriorante do leite em pesquisas sobre essa microbiota no Brasil.

A origem da contaminacdo do leite por estes micro-organismos
mesofilos e psicrotroficos, pode estar relacionada as praticas higiénicas precarias no
ambiente de ordenha, ou a veiculacdo pelo ordenhador através de maos
contaminadas, uma vez que foram identificadas bactérias ambientais e também

patogénicas, como P. aeruginosa, A. baumannii, A. septicus, L. garvieae e B. agri.
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Além de bactérias encontradas na pele ou eliminadas nas fezes do homem como S.
epidermidis e L. garvieae.

Apesar das bactérias identificadas no presente estudo ndo serem
patogénicas para o homem a partir da ingestdo de alimentos contaminados, sua
presenca em abundancia na cadeia alimentar pode ter um efeito grave sobre as
futuras opcdes de tratamento para uma ampla gama de infec¢cdes causada por
bactérias, como observado por Overdevest et al. (2011) em seu estudo.

Concluséao

A técnica de identificacdo molecular de bactérias proteoliticas e/ou
lipoliticas do leite cru permitiu verificar uma variedade de espécies de bactérias que
ainda ndo haviam sido relatadas como microbiota deteriorante do leite no Brasil.
Destacando-se a espécie E. falsenii para a qual ndo foram encontrados registros
guanto sua atividade deteriorante no leite em pesquisas nacionais e internacionais.
Além de nado existirem relatos, até realizacdo do presente estudo, sobre sua

presenca e atividade em alimentos.
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7 CONCLUSOES

v" A microbiota do leite maranhense nas situacdes amostradas é
predominantemente mesofila sendo a capacidade adaptativa psicrotrofica
ainda pouco frequente.

v' A atividade deteriorante proteolitica e lipolitca € também menor que a relatada
em outros estudos sobretuto o de estados em regides de clima temperado.

v A capacidade lipolitica foi predominate entre as bactérias meséfilas e
psicrotroficas deteriorantes isoladas.

v" A microbiota do leite maranhense mostrou uma variada composicao, incluindo
micro-organismos ainda néo descritos como deteriorantes no Brasil e uma
espécie ainda ndo havia sido isolada de alimentos no Brasil e em outros
paises.

v’ Varios micro-organismos mesofilos identificados sao conhecidos psicrotroficos
como a Pseudomonas e Klebsiella. E provavel que a capacidade adaptativa
se revele quando as condi¢cdes obrigatérias de refrigercdo do leite forem

implantadas nas regifes onde foi realizado o estudo.
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APENDICE A

Temperaturas ambiente nos dias de coleta das amostras de leite cru

Datas das Coletas Amostras T°Cmin T°Cmed T°Cmax

10/09/2014 AB 24 30,6 36,9

26/09/2014 C 24,8 30,8 38,4

07/10/2014 D.E 25,2 30,5 38,6

08/10/2014 F 24,6 31,4 40

10/10/2014 G,H,1,J 23,9 31,9 39,8
APENDICE B

Temperaturas das amostras de leite cru refrigerado no momento da coleta

Datas das Coletas Amostras T°C
10/09/2014 B 10
07/10/2014 E 11
10/10/2014 H 12
10/10/2014 I 11
10/10/2014 J 12
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APENDICE C
Resultado do agrupamento de bactérias aerébias mesdfilas, cepa selecionada para
sequenciamento, identificacdo genética e percentual de identidade

CODIGO CEPA BACTERIA %

GRUPOS  CEpas SEQUENCIADA IDENTIFICADA IDENTIDADE

FAML23

GAML16
GAML18
GAML24
GAML25
GAML26

1 GAML3 GAMLA43 Pseudomonas aeruginosa 100

GAML34A
GAML37

GAML41
GAML41A
GAML43

HAML?2

CAML12
CAML13
CAML2
CAML4
CAML5
CAML6
CAML7
CAMLS
CAML9
CAMP3
CAMPL1

2 CAMPL2 EAML33 Klebsiella sp. 100
EAML15
EAML17
EAML25
EAML27
EAML28
EAML29
EAML30
EAML31
EAML32
EAML33
EAML34



EAML35
EAML36
EAML38
EAML39
EAML40
EAML41
EAMLS
EAMP13
EAMP19
FAMLG
GAML1
GAML10
GAML11
GAML12
GAML13
GAML14
GAML15
GAML19
GAML20
GAML23
GAML25
GAML27
GAML28
GAML3
GAML30
GAML3S3
GAML34B
GAML35
GAML36
GAML38
GAML4
GAMLA40
GAML40B
GAML41B
GAMLA42
GAMLS
GAMLG6
H1
H3
H4
H6
H7
HAML1
HAML10

97



HAML11
HAML12
HAML13
HAML15
HAML16
HAML17
HAML18
HAML19
HAML20
HAML22
HAML24
HAML25
HAML26
HAML27
HAML28
HAML29
HAML3
HAML30
HAML31
HAML32
HAML4
HAMLS
HAMLG
HAML7
HAMLS
HAML9
J4
J9

98

BAML10
BAML?2
BAML3
BAMP1
BAMP2
BAMP6
BAMP7

BAMPL1

BAMPL10

BAMPL2

BAMPL3

BAMPL5

FAML10

FAML11
FAML2

H5

FAML?2

Acinetobacter sp.

100



HAML14

99

HAML23
EAML19
4 EAML21 EAML24 Streptococcus dysgalactiae 100
EAML24
BAMPL3
5 BAMPL7 BAMPL7 Pseudomonas sp. 100
BAMPLS
6 DAMPL2 EAML20 Streptococcus dysgalactiae 100
EAML20
7 EAMLS EAMLS Brevibacillus sp. 100
8 HAML3 HAML3 Acinetobacter baumannii 100
9 AAMP23 AAMP23 Bacillus sp. 100
10 AAMP26 AAMP26 Acinetobacter baumannii 100
11 AAMP27 AAMP27 Staphylococcus sp. 100
EAML1 Lactococcus lactis subsp.
12 EAML36 EAML37 : 100
Lactis
EAML37
13 EAMPS8 EAMPS Stenotrophomonas 100
GAML3S maltophilia
14 BAMPS GAML1 Chryseobacterium sp 100
GAML1
15 BAML4 BAML4 Empedobacter falsenii 100
16 BAMLG6 BAMLG6 Empedobacter falsenii 100
AAMP12
AAMP17
AAMP18
17 AAMP29 AAMP17 Staphylococcus epidermidis 100
AAMP31
AAMP35
AAMPA4
AAMP7
18 AAMP30 AAMP30 Acinetobacter sp. 100
19 AAMP32 AAMP35 Microbacterium sp. 100
AAMP35
20 AAMP36 AAMP36 Bacillus sp. 100
21 AAMP9 AAMP9 Acinetobacter septicus 100
22 AAMPLI AAMP19 Bacillus sp. 100
AAMP20
23 FAML7 FAML7 Pseudomonas sp. 100
24 FAML12 FAML12 Pseudomonas sp. 100
25 GAML17 GAML17 Macrococcus caseolyticus 100
26 FAML15 FAML15 Pseudomonas sp. 100




Resultado do agrupamento de bactérias psicrotroficas, cepa selecionada para

APENDICE D

sequenciamento, identificacdo genética e percentual de identidade

GRUPOS CODIGO CEPA BACTERIA %
CEPAS SEQUENCIADA IDENTIFICADA IDENTIDADE
EPSL2
EPSL10
EPSL19
1 EPSL23 EPSL25 Enterococcus sp. 100
EPSL25
EPSL26
EPSL29
EPSLP5
2 EPSLP4 EPSLP4 Bacillus sp. 100
3 EPSL27 EPSL27 Pantoea sp. 100
4 EPSL32 EPSL32 Pantoea sp. 100
5 EPSLP1 EPSLP1 Klebsiella sp. 100
6 EPSLP14 EPSLP14 Enterococcus sp. 100
7 EPSLPS8 EPSLP12 Hafnia alvei 100
EPSLP12
8 EPSLP10 EPSLP10 Enterococcus sp. 100
9 EPSLP13 EPSLP13 Brevibacillus agri 100
10 FPSLP7 FPSLP7 Bacillus sp. 100
11 EPSL17 EPSL17 Enterococcus sp. 100
12 EPSL1 EPSL1 Lactococcus garvieae 99
13 EPSL35 EPSL35 Enterococcus sp. 100
14 EPSLP15 EPSLP15 Lactococcus garvieae 100
EPSL3
EPSL7
15 EPSL8 EPSL22 Lactococcus garvieae 100
EPSL13

EPSL22

100





