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RESUMO
O leite € um alimento natural de grande valor nutritivo, com a maior concentracéo de célcio,
proteinas completas, vitaminas e minerais que favorecem o crescimento e a manutencéo de
uma vida saudével. O hébito de varias localidades do Brasil, de consumir o leite cru e seus
derivados, agentes patogénicos isolados de tanques de refrigeragdo de leite, constituem um
potencial risco a saude humana. Foram avaliadas através da contagem das Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) o comportamento de estirpes de Candida ssp e Klebsiella
pneumoniae isoladas de tanques de refrigeragdo de leite, submetidas a temperaturas diferentes
simulando o leite em condiges de refrigeracdo (7°C), em condices ambientais (25°C) e na
temperatura de crescimento de patégenos (37°C). Procedeu-se ainda a avaliacdo da
sensibilidade das estirpes de Candida e Klebsiella pneumoniae isoladas e em associa¢bes ao
processo de pasteurizacdo lenta. Foram realizados 20 experimentos, sendo que houve
diferenca estatisticamente significante entre as medianas das quantidades de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) de Klebsiella pneumoniae quando em cultura em associagao

com Candida spp, nas diferentes temperaturas, indicando que a presenga da Candida ssp néo
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interfere com o crescimento da Klebsiella pneumoniae, j& para Candida spp e Klebsiella
pneumoniae em cultura pura houve um menor crescimento na temperatura de 7°C, sendo estes

dois microrganismos séo frequentemente isolados de tanques de refrigeracéo de leite.

Palavras-Chave : Leite. Candida spp. Klebsiella pneumoniae. Comparacéo de Unidades

Formadoras de Coldnias (UFC).
ABSTRACT

Milk is a natural food of great nutritiveness with the highest concentration of calcium, whole
proteins, vitamins and minerals that promotes human growth and the maintenance of a health
life. A custom of various Brazilian localities, to consume raw milk and its by-products,
represents a potential hazzard to human health due to the pathogenic agents isolated from the
refrigeration tanks. Candida spp. and Klebsiella pneumoniae strains isolated from milk
refrigeration tanks when subjected to different temperatures simulating refrigerated milk
condition (7°C), environmental condition (25°C) and pathogen growth condition (37°C) were
evaluated according to their behavior in the colony forming units count. The sensibility
evaluation of Candida spp. and Klebsiella pneumoniae strains isolated and in pasteurization
process associations was proceeded. Twenty milk samples were analised, and there were
significant statistical differences between the medians of Klebsiella pneumoniae colony
forming units (CFU) quantities when in Candida-associated culture at different temperatures
which indicates that the presence of Candida spp. do not increases Klebsiella pneumoniae
growth. Meanwhile, there was a minor growth of Candida spp. and Klebsiella pneumoniae in
pure culture at 7°C, for these two microrganisms are frequently isolated from milk
refrigeration

tanks.

Key Words: Milk Candida spp. Klebsiella pneumoniae. Colony Forming Units (CFU)
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INTRODUCAO

O leite € um dos alimentos mais populares e de facil obtencéo para as classes menos
favorecidas. O consumo de leite informal cresceu devido ao consumidor deste produto
acreditar que este leite € melhor que o leite pasteurizado ou longa vida. Estes consumidores
acreditam estarem consumindo um produto mais “natural” e “mais forte”, por ser um produto
que vem direto da fazenda. O consumo deste leite torna-se ainda mais perigoso quando
consumidos por criancas prematuras, recém nascidos, individuos imunossuprimidos, e idosos.
O leite informal ou clandestino, sem nenhuma fiscalizagcdo, vendido diretamente ao
consumidor representa atualmente, no Brasil, quase metade de toda a comercializagédo do
leite. Vérias sdo as razbes para que isso ocorra, como origens culturais e econdmicas e sociais
(COSTA, 1999; FARIA, 1999).

O costume de consumir o leite ao pé da vaca (imediatamente apds ordenha) ou
provinientes de tanques de refrigeracdo por expansdo presentes em propriedades de
exploracdo leiteira, isto &, tanques que armazenam a totalidade do leite obtido do conjunto de
vacas em lactagdo apds um ou mais periodos de ordenha. Este leite cru, ndo é submetido a
qualquer tipo de tratamento para a redugdo de sua carga microbiana, microbiota esta que pode
ter origem a partir de Uberes infectados (mastite infecciosa), da superficie dos Uberes e/ou dos
tetos ou ainda equipamentos de ordenha (mastite amabiental). Este leite, muitas vezes
comercializado nas periferias das cidades ou em locais de dificil acesso ao produto fiscalizado
pela inspecdo sanitéria, favorece a comercializagdo do chamado leite informal ou clandestino

(COUSINS & BRAMLEY, 1981).
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O produtor informal de leite pouco ou nada investe em tecnologias e controle de
qualidade de seu produto, tendo a vantagem de possuir um consumidor fiel além da
sonegacéo fiscal. A simples observagdo a olho nu ndo garante ao consumidor que o leite que
ele esteja consumindo seja de boa qualidade. Além dos riscos de adulteracdo, como a adicéo
de &gua ou a retirada de gordura, h4 os riscos em relacdo a saide do consumidor. A fervura
deste leite em condicdes caseiras, sem controle de tempo e temperatura, ndo é garantia de

eliminagdo dos agentes causadores de doengas que possam estar presentes no leite informal.

A qualidade do leite cru é o ponto critico na obtencdo de produtos lacticos seguros do
ponto de vista sanitario e de alto valor comercial em relacdo ao valor nutritivo e as qualidades
sensoriais. Redugdo dos custos de producéo, remuneragdo baseada na qualidade, maior
rendimento industrial, aumenta a vida de prateleira dos produtos, sendo assim, 0s
consumidores podem obter produtos lacteos dentro dos padrBes nutritivos e de seguranca
alimentar (BRASIL, 2001).

O leite pasteurizado, é o resultado do processo de tratamento térmico denominado
pasteurizacdo (HTST — High Temperature Short Time), que consiste em elevar a temperatura
do leite cru, resfriando-o imediatamente. Apds esse processo, 0 leite pasteurizado é embalado,
sendo classificado conforme a qualidade microbioldgica, podendo ter as denominagdes de
tipos A, B ou C. A pasteurizagdo garante a eliminagdo dos microrganismos patogénicos do
leite, mas nele ainda permanecem ativos alguns microrganismos capazes de deteriord

(MEIRELES et al., 2001).

Bactérias que sdo denominadas como coliformes, sdo de grande importancia para a
pecuaria leiteira. A Klebsiella pneumoniae se destaca entre os géneros de coliformes mais
comumente encontrados no leite. E uma bactéria gram-negativa fregiientemente encontradas
no meio ambiente, indicando se tratar de mais um contaminante ambiental que sendo
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responsavel pela mastite. Sob condi¢Bes que ainda s&o pouco compreendidas, K. pneumoniae
pode ser um fator causal em diversos processos inflamatérios. E causa importante de
pneumonia grave e de infeccbes do trato respiratorio superior e do ouvido medio em
humanos. Outros distdrbios associados a K. pneumoniae sdo meningite, mastite em bovinos e
suinos (GONES, 2002).

A Candida é uma levedura oportunista por exceléncia. Os fatores que predispdem as
micoses oportunistas podem ser classificados em: fatores intrinsecos ou prdprios do
hospedeiro, como neoplasias, diabetes, hemopatias diversas, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), além dos fatores que alteram a imunidade celular como velhice, gravidez,
prematuridade, entre outros. Fatores como antibioticoterapia prolongada, corticoideterapia,
antiblasticos, transplantes e ambientes hospitalares contaminados, sdo considerados
extrinsicos predisponentes a micoses oportunistas (LACAZ, 1973; TRABULSI, 2005).

Em sistemas de producdo pecuaria, mastites por fungos sdo menos comuns, mas
comumente encontrados no meio ambiente. A Candida spp, foi utilizada neste estudo por se

tratar de ser uma levedura comumente encontrada no leite.

No presente estudo, as linhagens de Klebsiella pneumoniae foram isoladas de leite
de tanque de refrigeracdo em propriedades nas quais 0s animais com mastite ndo
apresentavam processo infeccioso na glandula maméria associado a este microrganismo,
portanto a contaminagdo do leite foi ambiental.

Os objetivos do presente trabalho foram: avaliar através da contagem de UFC/mL o
comportamento de estirpes de Candida spp e Klebsiella pneumoniae isoladas de leite, em
culturas puras e em associagdes, em diferentes temperaturas, simulando as temperaturas de

geladeira (7°C), do meio ambiente (25° C) e de estufa microbioldgica (37° C) por 24horas;
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e utilizar o processo de pasteurizacéo lenta, para avaliar se ha reducdo na quantidade de
UFC/mL de estirpes de Candida spp e Klebsiella pneumoniae inoculadas no leite.

Estudos que possam contribuir no conhecimento de interagdo de microrganismos no
leite, podem auxiliar aos profissionais qualificados na profilaxia e manejo de animais de

producgéo de leite, bem como na manipulagéo deste produto em todas as suas faces.

MATERIAIS E METODOS

Os microrganismos utilizados no presente estudo foram: Candida krusei, Candida
guiliermondi, Candida tropicallis, Candida parapsilosis, Candida kefyr, Candida lusitanae,
Candida albicans e a Klebsiella pneumoniae. Foram isolados de amostras de leite de tanques
de refrigeracdo de propriedades de exploragéo de leite cru, dos tipos A, B e C. As culturas
foram feitas pela semeadura dos leites, em meios sélidos contendo agar-sangue (8% de
sangue desfibrilado de ovino), distribuidos em placas de Petri e incubados a 37°C, e a leitura
realizada 24 horas apds a semeadura. As coldnias selecionadas foram coradas pela Coloragéo
de Gram, para diferenciar as bactérias em Gram negativas (Klebsiellas spp.) (Fig.1), das

leveduras (Candida spp) (Fig.2), através das diferencas morfoldgicas.

Para 0os microrganismos ja previamente isolados e identificados, foram preparadas
duas suspencdes na Escala de Mac Farland (suspenséo de sulfato de bario, escala 1,0) ( Fig.3),
sendo a primeira com uma linhagem de Candida e a segunda com estirpe de Klebsiella

pneumoniae .

A partir destas amostras, foi colhido uma aliquota de 0,5 ml da solucéo de Klebsiella
pneumoniae e 0,5 ml da solucéo de Candida spp, que foram adicionadas respectivamente em

tubos de ensaios contendo 4,5 ml de leite estéril cada um. Em outro tubo de ensaio contendo 4
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ml de leite estéril, foi adicionado 0,5 ml da suspenséo de Klebsiella pneumoniae e 0,5 ml da
suspensédo de Candida spp. Todos os tubos foram armazenados, por 24 horas, em trés
temperaturas diferentes, 7°C (Fig. 4), 25°C(Fig.5) e 37°C (Fig.6). Foi realizada apés 24 horas
a diluicao, até 10™ das solucdes de Candida, e 10°® para Klebsiella pneumoniae. Uma aliquota
de 0,1ml foi colhida de cada diluicéo para cultivo (utilizando-se a técnica de spread plate ou,
espalhamento em placas), em agar sangue de carneiro, com incubacgdo a 37°C por um periodo

de 24 horas, e ap0s este periodo foram contadas as UFC/mL .

A partir das culturas obtidas e armazenadas pelo tempo e temperaturas acima
descritos, todas as placas que tiveram UFC/mL em nimero menor ou igual a 250 foram
contadas (Fig.7), o resultado anotado e submetidas ao processo de pasteurizagdo lenta. Para
este, o leite foi aquecido a 63°C durante 30 minutos e resfriado imediatamente, utilizando
gelo. Os equipamentos utilizados para este processo de pasteurizagdo foram basicamente um

tanque aquecido a vapor “Banho Maria” e um termémetro (Fig.8).

Em todas as etapas experimentais, sem excec¢ao, a técnica asséptica foi valorizada e os
testes foram efetuados em duplicata.
Para as andlises estatisticas foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis Test e Dunn's

Multiple Comparisons Test (1990 — 1993) do “software” Graphpad Instat.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do experimento estdo apresentados na Tabela 1, 2 e 3:

TABELA 1: Valor numérico da mediana, valor numérico minimo, valor numérico maximo
das UFC/mL, multiplicados por 10° de suspensio de Candida spp., Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) e associagdo de Candida spp. e K. pneumoniae, isoladas de tanques de
refrigeracdo, que cresceram em 4&gar sangue apds inoculagdo em leite e mantidas as
temperaturas de 7°C, 25°C e 37°C.

Antes da Pasteurizacgéo Apds a Pasteurizagéo
Microrganismos e associagdo Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo
Candida a 7°C <1000 <1000 300000 <1000 <1000 <1000
K. pneumoniae a 7°C 114000000 1200 4000000000 <1000 <1000 <1000
Candida associada a K. pneumoniae a 7°C 96000 1000 3537000 <1000 <1000 <1000
K. pneumoniae associada a Candida a 7°C 96000 1000 3537000 <1000 <1000 <1000
Candida e K. pneumoniae a 7°C 190000 2000 7074000 <1000 <1000 <1000
Candida a 7°C 10000 <1000 5600000 <1000 <1000 <1000
K. pneumoniae a 25°C 1800000000 450000000 130000000000 <1000 <1000 <1000
Candida associada a K. pneumoniae 25°C 35300000 102000 35300000 <1000 <1000 <1000
K. pneumoniae associada a Candida 25°C 35300000 102000 35300000 <1000 <1000 <1000
Candida e K. pneumoniae a 25°C 70700000 204000 70700000 <1000 <1000 <1000
Candida a 37°C <1000 <1000 353700000 <1000 <1000 <1000
K. pneumoniae a 37°C 8000000000 115000000 3537000000000 <1000 <1000 <1000
Candida associada a K. pneumoniae 37°C 35300000 12000 353700000 <1000 <1000 <1000
K. pneumoniae associada a Candida 37°C 35300000 12000 353700000 <1000 <1000 <1000
Candida e K. pneumoniae a 37°C 70700000 24000 70700000 <1000 <1000 <1000

TABELA 2: Valor logaritimo da mediana, valor logaritimo minimo, valor logaritimo maximo
das UFC/ml UFC/ mL por 10° de suspenséo de Candida spp., Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) e associagdo de Candida spp. e K. pneumoniae, isoladas de tanques de
refrigeracdo, que cresceram em agar sangue apds inoculagdo em leite e mantidas as
temperaturas de 7°C, 25°C,37°C

Antes da Pasteurizacao ApOs a Pasteurizacao
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Microrganismos e associacdo ~ Mediana Minimo Maximo  Mediana Minimo Méximo
Candida 7°C 3 3 5,477121255 3 3 3
K. pneumoniae 7°C 8,05690485 3,0791812  9,602059991 3 3 3
Candida associada a K. pneumoniae 7°C  4,98227123 3 6,54863506 3 3 3
K. pneumoniae associada a Candida 7°C  4,98227123 3 6,54863506 3 3 3
Candida e K. pneumoniae 7°C 5,2787536 3,30103 6,849665055 3 3 3
Candida 25°C 4 3 6,748188027 3 3 3
K. pneumoniae 25°C 9,25527251 8,6532125 11,11394335 3 3 3
Candida associada a K. pneumoniae 25°C  7,54777471 5,0086002  7,547774705 3 3 3
K. pneumoniae associada a Candida 25°C  7,54777471 5,0086002 7,547774705 3 3 3
Candida e K. pneumoniae 25°C 7,84941941 5,3096302  7,849419414 3 3 3
Candida 37°C 3 3 8,54863506 3 3 3
K. pneumoniae 37°c 9,90308999 8,0606978 12,54863506 3 3 3
Candida associada a K. pneumoniae 37°C 7,54777471 4,0791812 8,54863506 3 3 3
K. pneumoniae associada a Candida
37°C 7,54777471 4,0791812 8,54863506 3 3 3
Candida e K. pneumoniae 37°c 7,84941941 4,3802112  7,849419414 3 3 3
TABELA 3: Valor exponencial da mediana, valor minimo, valor maximo das unidades
multiplicados por 10° de suspensdo de Candida spp., Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)
e associacdo de Candida spp. e K. pneumoniae, isoladas de tanques de refrigeragdo, que
cresceram em agar sangue apos inoculagdo em leite e mantidas as temperaturas de 7°C, 25°C
e 37°C.
Antes da Pasteurizacao Apo0s a Pasteurizacao
Microrganismos e associagdo ~ Mediana Minimo  Maximo Mediana  Minimo Maximo
Candida 7°C <1,0x10° <1,0x10° 3,0x10° <1,0x10° <1,0x10° <1,0x10°
K. pneumoniae 7°C 1,1x10® 1,2x10° 4,0x10° <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida associada a K. pneumoniae 7°C 9,6x10* 1,0x10° 3,5 x10° <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
K. pneumoniae associada a Candida 7°C 9,6x10* 1,0x10° 3,5 x10° <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida e K. pneumoniae 25°C 19x10° 2,0x10° 7,1 x10° <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida 25°C 1,0x10* <1,0x10° 5,6 x 10° <1,0x10° <1,0x10° <1,0x10°
K. pneumoniae 25°C 1,8x10°  45x10° 1,3x 10" <1,0x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida associada a K. pneumoniae 25°C  35x10"  1,0x10° 3,5%x10° <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
K. pneumoniae associada a Candida 25°C ~ 3,5x10°  1,0x10° 3,5%x10° <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida e K. pneumoniae 25°C 71x10"  20x10° 7,1 x 107 <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida 37°C <1,0x10° <1,0x10° 35x10° <1,0x10° <1,0x10° <1,0x10°
K. pneumoniae 37°C 80x10° 1,2x10° 3,5x10% <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida associada a K. pneumoniae 37°C  35x10"  1,2x10* 3,5 %108 <10x10° <1,0x10° <1,0x10°
K. pneumoniae associada a Candida 37°C  3,5x10"  1,2x10* 3,5 x 108 <1,0x10° <1,0x10° <1,0x10°
Candida e K. pneumoniae 37°C 71x10" 24x10* 7,1 x 107 <10x10° <1,0x10° <1,0x10°

Na temperatura de 7°C, simulando a temperatura de geladeira, verificou-se o
crescimento das UFC/mL das amostras semeadas com Candida spp estaria dentro do limite

estabelecido pela INS51 (BRASIL, 2002); porém as amostras inoculadas com K. pneumoniae
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ndo poderia ser consumido como leite tipo A, apesar de estarem dentro dos parametros
estabelecidos para o leite tipo B.

Quando se utiliza a temperatura de 25°C para simular o meio ambiente, na qual o leite
estaria submetido no meio de transporte empregado, muitas vezes sem as minimas condicoes
de refrigeragdo, e por um tempo longo, as amostras apresentaram contagem de UFC/mL
compativel as contagens de leite tipo B, para as amostras inoculadas por Candida spp, K.
pneumoniae e Candida spp em associa¢cdo com K. pneumoniae.

Na temperatura de 37°C, que seria a temperatura ideal de crescimento para o microrganismo.
Neste caso, tivemos 0s seguintes resultados para Candida spp, K. pneumoniae e para Candida
spp quando em associagdo com K. pneumoniae. Esse leite seria o que sofreu aumento da
contaminagdo com a elevagdo de temperatura, este leite somente poderia ser utilizado como
leite C; j& que para este ndo se faz contagem padrdo em placa
Pela inexisténcia de trabalhos que mostrem uma interacdo ecoldgica entre esses dois
microrganismos, ndo se pode afirmar que a presenca de Candida spp potencializa o
crescimento da Klebsiella pneumoniae, visto que no presente trabalho a associacdo de
Klebsiella pneumoniae com Candida spp aumentou significadamente o nimero das UFC/mL
de Klebsiella pneumoniae. Mas, pode-se afirmar que ndo existe uma relagdo simbiética entre
esses dois patdgenos, ao contrario do que ocorre, por exemplo, com as bactérias lacticas na
fermentacdo do iogurte. O crescimento em associacdo entre Candida spp e Klebsiella
pneumoniae resultou em uma diminuic&o significante do nimero de UFC/mL de Candida spp
quando comparada com o crescimento em cultura pura da mesma levedura nas trés diferentes

temperaturas testadas.

CONCLUSAO
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Houve diferenca estatisticamente significante entre as medianas das quantidades de UFC/mL
de Klebsiella pneumoniae quando em cultura pura e em associagdo com Candida spp, nas
diferentes temperaturas, indicando que a presenca de Candida spp ndo interferiu com o
crescimento de Klebsiella pneumoniae, porém esta apresentou, em associa¢do com a Candida
spp, crescimento mais intenso que em cultura pura. Verifica-se um menor crescimento para
Candida spp e Klebsiella pneumoniae em cultura pura na temperatura de 7°C. Portanto, a
temperatura de refrigeracdo diminuiu o metabolismo dos microrganismos envolvidos. A
utilizacdo do processo de pasteuriza¢do lenta demonstra eficiéncia na reducdo de UFC/ml nas
estirpes de Candida spp e Klebsiella pneumoniae inoculadas no leite. Portanto este
procedimento pode ser utilizado para diminui¢do da contaminag&o do produto.
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