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Influéncia de diferentes tipos de micro-organismos ha contagem bacteriana total por
citometria de fluxo do leite cru refrigerado

[Influence of different types of microorganisms in total bacterial count by flow
cytometry of refrigerated raw milk]
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RESUMO

Contagens bacterianas de 179 amostras de leite cru refrigerado, provenientes de diferentes bacias leiteiras
de Minas Gerais, foram realizadas pelos métodos de citometria de fluxo e contagem padrdo em placas. O
estudo das associacOes entre a contagem bacteriana total e as contagens bacterianas dos diferentes grupos
de micro-organismos foi realizado pela correlagdo de Pearson. Houve uma forte correlagdo positiva e
significativa entre os valores de contagem de psicrotroficos (r = 0,67) e mesofilos (r = 0,70),
determinados pelo método de referéncia, e os valores da contagem bacteriana total, determinados pela
citometria de fluxo. Foi possivel estabelecer uma curva de calibragéo para o citdmetro de fluxo utilizando
equacdes de regressdo linear. As equacOes para a contagem bacteriana obtida por citometria de fluxo em
funcdo da contagem de mesofilos e psicrotréficos foram: log (CBI) = 0,701 log meséfilos + 1,9091 e log
(CBI) = 0,4703 log psicrotréficos + 3,2784, respectivamente. N&o foi possivel estabelecer curvas de
calibragdes para termdfilos e termoduricos, pois as correlagdes obtidas entre as contagens desses micro-
organismos e a contagem bacteriana total, determinada por citometria de fluxo, foram fracas (r = 0,30 e
0,27, respectivamente).
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ABSTRACT

Total Bacterial count was performed in 179 raw milk samples from different dairy farms in Minas Gerais
State, Brazil, through flow cytometry and standard plate count, that was regarded as the reference
method. There was significant strong correlation between the values of psychrotrophic and mesophilic
counts determined by the reference method with the values of bacterial count determined by flow
cytometry (r = 0.67 and 0.70, respectively), which allowed to establish linear regression equations for
bacterial count to calibrate the flow cytometry and estimate the count of mesophilic (log bacterial
individual count (BIC) by flow cytometry = 0.701 log mesophilic + 1.9091) and psychrotrophic (log BIC
by flow cytometry = 0.4703 log psychrotrophic + 3.2784) bacteria. It was not possible to establish
calibration curves for thermophiles and thermodurics due to the weak to moderate correlation
coefficients found among these microorganism counts and total bacterial count determined by flow
cytometry (r = 0.30 and 0.27, respectively).
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INTRODUCAO pardmetros destaca-se a contagem bacteriana

total, que reflete, a priori, a condigdo higiénica

A qualidade do leite de tanque pode ser avaliada da obtengdo do leite na fazenda. Assim, o leite
por inimeros parametros, e dentre esses pode ser contaminado por micro-organismos

provenientes da microbiota presente no
ambiente, de falhas no manejo de ordenha, da
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agua e do Ubere. No entanto, apenas as bactérias
mesofilicas (contagem bacteriana total do leite de
tanque) tém sido “alvo” dos varios limites
estabelecidos por diferentes paises (Pantoja et
al., 2009; De Garnica et al.,, 2013), entre
eles o Brasil (Brasil, 2002; Brasil, 2011). Nesse
interim, outros grupos de bactérias, como as
bactérias termoduricas — que sdo resistentes
a pasteurizacdo, geralmente relacionadas a
sanitizacdo impropria dos equipamentos e
relacionadas a deterioracdo do leite pasteurizado
—, as bactérias termdfilas — que podem ser
responsaveis pela degradacdo proteolitica do
leite —, e as bactérias psicotréficas — que podem
crescer em baixas temperaturas, geralmente
provenientes da sujidade presente nos animais e
equipamentos -, sdo importantes grupos
bacterianos que podem influenciar também a
qualidade do leite (Jayarao et al., 2004).

A contagem padrdo em placas é a técnica de
referéncia para a contagem bacteriana total.
Baseia-se na viabilidade bacteriana, ou seja, na
capacidade de as bactérias formarem colénias em
meio de cultura sélido ou de se proliferarem em
meio liquido. Em virtude do tempo gasto para a
execucdo dos métodos de referéncia, métodos
rapidos, baseados na citometria de fluxo, tém
sido usados para contagem bacteriana total
(CBT) e também para a contagem de células
somaticas (CCS) (Holm et al., 2004; Jarayao et
al., 2004; Pantoja et al., 2009; Cassoli et al.,
2010; De Garnica et al., 2013).

Considerando a escassez de informacdes na
literatura, este trabalho se propds a avaliar a
influéncia de diferentes grupos de micro-
organismos, entre eles 0s micro-organismos
mesofilos, psicotréficos, terméfilos e
termoduricos, presentes no leite de tanque, sobre
a contagem bacteriana total por citometria de
fluxo.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 179 amostras de leite in natura,
provenientes de amostras de tanque de expanséo
de propriedades leiteiras localizadas no Estado
de Minas Gerais. As amostras foram
acondicionadas, no momento da coleta, em
frascos estéreis, contendo azidiol, e foram
transportadas até o laboratério em caixas
térmicas com gelo reciclavel, permanecendo sob
refrigeracdo (4°C) durante esse periodo.
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As contagens padrdo em placas de mesofilos,
psicrotréficos e termoduricos foram realizadas
segundo IDF (1991). Ja a contagem de termofilos
foi executada segundo APHA (1992). A
contagem bacteriana por citometria de fluxo foi
realizada no equipamento BactoCount IBC
(Bentley Instruments Incorporated®, Chaska,
EUA).

Os valores de contagens bacterianas foram
convertidos para logaritmo de base dez, ja que
esses dados ndo apresentaram distribuicdo
normal. O teste T de Student para amostras
pareadas foi utilizado para confrontar a contagem
bacteriana padrdo em placas de mesofilos com a
contagem bacterina por citometria de fluxo. A
correlacdo de Pearson foi utilizada para avaliar a
associacdo entre a contagem bacteriana total por
citometria de fluxo e a contagem padrdo em
placas dos diferentes tipos de micro-organismos.
Para determinar a curva de calibracdo da
contagem bacteriana total pela citometria de
fluxo, considerando a contagem bacteriana
padrdo em placa para cada tipo de micro-
organismo, a regresséo linear foi utilizada para
determinar a equacdo da reta. A correlacdo foi
considerada como baixa (r<0,30), moderada (r
entre 0,3 e 0,6) ou elevada (r>0,60) (Sampaio,
2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que ndo houve concentragdo de
amostras nas classes de baixa ou alta contagem
bacteriana total. Se tal fato ocorresse, poderia
influenciar a curva de calibragdo do equipamento
Bactocount IBC® (Tab. 1).

Os resultados para a CBT por citometria de fluxo
(5,59+0,94) foram maiores que a contagem
padrdo em placas (5,28+0,93; P<0,05), como
relatado por Holm et al. (2004). O principal
motivo dessa discrepancia deve-se ao fato de que
a contagem padrdo em placas pode subestimar a
quantidade total de bactérias, uma vez que
apenas as bactérias vidveis crescem no meio de
cultura, sendo entdo expresso em UFC. Deve-se
ressaltar ainda que uma colénia nem sempre se
constitui de uma Unica célula bacteriana, e
apenas 0s micro-organismos cultivaveis, ou seja,
aqueles que se desenvolvem nas condicbes de
plaqueamento das amostras, sdo enumerados.
Outras desvantagens da contagem bacteriana em
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placa sdo seu alto custo e baixo desempenho
analitico (Cassoli et al., 2010). Ja a citometria de
fluxo é considerada um método de rotina

automatizado, de alto desempenho e baixo custo
(Suhren e Walte, 1998; Gunasekera et al., 2000).

Tabela 1. Distribuicdo das amostras de leite cru refrigerado em classes de acordo com a contagem

bacteriana total

Contagem bacteriana

Classificacéo (UFC/mL) NUmero de amostras Porcentagem
Muito Baixa 0-50.000 53 29,61
Baixa 50.001 — 100.000 27 15,08
Média 100.001 — 750.000 69 38,55
Alta 750.001 — 1.000.000 9 5,03
Muito Alta >1.000.000 21 11,73

UFC: unidade formadora de col6nia.

Para a conversdo da contagem bacteriana
individual (CBI/mL) obtida pela citometria de
fluxo para UFC/mL, unidade em que o0s
resultados obtidos pela técnica de referéncia sdo
expressos, & necessdria a utilizagdo de uma
equacdo de conversdo. Em paises onde existem
varios laboratérios de controle de qualidade do
leite  (conhecidos internacionalmente como
Central Milk Testing) é essencial que o0s
diferentes equipamentos utilizados em cada um
dos laboratorios gerem resultados similares, tanto
para contagem bacteriana individual quanto para
unidades formadoras de coldnia. Onze paises da
Europa definiram uma equacdo de conversdo
nacional. Alguns deles adotaram também
equacdes de conversdo entre paises vizinhos
(Suhren e Lombardi, 2006). No entanto, no
Brasil, cada laboratério desenvolveu sua equacdo
de converséo.

A International Dairy Federation (IDF) afirma
que fatores como o tipo de bactéria, o0 seu estado
fisioldgico, caracteristicas de agregacdo, entre
outros, podem influenciar a conversdo dos
resultados de CBI/mL para UFC/mL.
Considerando-se as diferengas existentes entre as
propriedades leiteiras brasileiras, tais como
clima, rebanho e manejo, € de se esperar que o
leite contenha uma populagdo bacteriana
diversificada em funcdo de sua origem
(Cempirkova, 2002; De Garnica et al., 2013).
Isso pode levar & obtencdo de resultados pouco
precisos quando o leite for analisado fora de sua
regido de origem, em equipamento calibrado
com amostras contendo uma microbiota
diferente.

A associacdo entre cada grupo de micro-
organismos do leite e a contagem bacteriana
obtida por citometria de fluxo foi avaliada pela
correlacdo de Pearson (Tab. 2).

Tabela 2. Coeficientes de correlacdo entre a contagem bacteriana total obtida pela citometria de fluxo e as
CPP de micro-organismos psicrotréficos, meséfilos, termdéfilos e termoduricos

Contagem Citometria de CPP de CPP de CPP de CPP de
Bacteriana fluxo psicotroficos mesofilos termofilos termoddricos
Citometria de - 0,67 0,70 0,30 0,27
fluxo
CPP de - - 0,79 0,34 0,32
psicotroficos
CPP de - - - 0,25 0,32
mesofilos
CPP de - - - - 0,18"
terméfilos
CPP de - - - - -

termoduricos

CPP: contagem padr&o em placa. "P <0,01.
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Foram observadas correlagbes positivas muito
altas entre a CBT por citometria de fluxo e a
contagem bacteriana dos micro-organismos
mesofilos (r = 0,70) e psicrotréficos (r = 0,67),
respectivamente. Semelhante ao presente estudo,
Cempirkova (2002) também encontrou uma alta
correlacdo positiva entre a contagem de micro-
organismos psicrotroficos e a CBT por
citometria de fluxo (r = 0,69). A populacdo
bacteriana predominante no leite é representada
por bactérias Gram-negativas (80%), sendo que o
genéro Pseudomonas spp. representa 50 a 70%
desse grupo. Bactérias do género Pseudomonas
spp. multiplicam-se em uma ampla faixa de
temperatura, de 4 a 30°C, sendo 25°C sua
temperatura 6tima de crescimento (Martins et al.,
2006; Arcuri et al., 2008; Cassoli et al., 2010),
fato que pode explicar os resultados encontrados
no presente estudo.

As bactérias psicrotroficas tém recebido grande
atengdo, devido, em parte, & capacidade de
producdo de proteases, lipases, e fosfolipases,
que sdo resistentes ao calor, e consequentemente
ao processo de pasteurizacdo do leite. Dessa
forma, alguns paises europeus, diferentemente do
Brasil, estabeleceram limite para esse grupo de
bactérias (até 50.000 UFC/mL), sendo proposto
ainda que a contagem desse grupo bacteriano ndo
deve exceder a 1/6 da CBT. Dessa forma, o
aumento da contagem desse grupo de micro-
organismos pode aumentar a propor¢do de
bactérias proteoliticas e lipoliticas, e levar a
problemas no  processamento do leite
(Cempirkova, 2002).

A contagem bacteriana de micro-organismos
terméfilos (log 2,79 + 0,60 UFC/mL) e
termoduricos (log 3,09 + 0,85 UFC/mL)
apresentaram baixas correlagdes positivas com o
resultado de contagem bacteriana total obtido por
citometria de fluxo (Tab. 2). Os baixos
coeficientes encontrados se devem as baixas
contagens de termofilos e termoddricos nas
amostras de leite cru refrigerado analisadas.
Entretanto, salienta-se que, mesmo quando
presentes no leite em propor¢Bes menores,
0S micro-organismos termoddricos podem
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deteriorar o leite e os produtos lacteos, devido ao
fato de sobreviverem a pasteurizacdo e se
multiplicarem durante a vida de prateleira do
leite e dos produtos lacteos.

Em virtude da forte correlacdo encontrada entre
os valores das contagens de mesdfilos e
psicrotroficos obtidos pela técnica padrdo com a
CBT determinada pela citometria de fluxo, foi
possivel estabelecer equacdes de regressao linear
entre essas varidveis. Para 0s micro-organismos
mesofilos, foi estabelecida a seguinte equacéo:
log CBI = 0,701 log mesofilos + 1,9091, em que
0 logaritmo de base dez do valor da CBI
determinada por citometria de fluxo (log CBI) é
a varidvel dependente, e logaritmo da base dez
do valor da contagem de mesdfilos (log
mesofilos), determinado pelo método padréo, é a
variavel independente. Ja para os psicrotréficos,
a equacao estabelecida foi: log CBI = 0,4703 log
psicrotroficos + 3,2784, onde o logaritmo de
base dez do valor da contagem bacteriana
determinada por citometria de fluxo (log CBI) é
a variavel dependente, e o logaritmo da base dez
do valor da contagem de psicrotréficos (log
psicrotroficos), determinado pelo método padréo,
é¢ a varidvel independente. As curvas de
regressdo para micro-organismos mesofilos e
psicotréfilos estdo representadas nas Figuras 1 e
2, respectivamente.

Assim, essas equacOes poderdo ser utilizadas
para calibrar o equipamento Bactocount IBC.
Nesse contexto, salienta-se que a demanda por
analises de psicrotroficos em amostras de leite
tem sido frequente. Com a calibracdo do
equipamento especificamente para esse grupo de
micro-organismos, sera possivel estimar a
contagem bacteriana desses micro-organismos
rapidamente utilizando-se a citometria de fluxo.
Ndo foi possivel estabelecer curvas de
calibragdes para micro-organismos termofilos e
termoddricos, pois os coeficientes de correlagdo
obtidos entre a contagem desses micro-
organismos e a contagem bacteriana total,
determinada por citometria de fluxo, foram
baixos.
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Figura 1. Curva de regressdo linear entre a contagem bacteriana determinada por citometria de fluxo (CF)
e contagem bacteriana padrdo em placas para 0s micro-organismos mesoéfilos (MF).
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Figura 2. Curva de regressao linear entre a contagem bacteriana determinada por citometria de fluxo (CF)
e contagem bacteriana padrdo em placas para 0s micro-organismos psicrotroficos (PF).

CONCLUSOES

O presente estudo encontrou uma alta correlagdo
positiva e significativa entre a contagem de
micro-organismos psicrotréficos e mesofilos
(enumerados através do método de referéncia) e
os valores de contagem bacteriana obtidos por
citometria de fluxo, o que permitiu estabelecer
curvas de calibragdo para o equipamento
Bactocount IBC® em funcéo desses dois grupos
bacterianos. A baixa associacdo entre os valores
obtidos da contagem padrdo em placas de micro-
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organismos termofilos e de termoduricos e o0s
valores de contagem bacteriana determinados
pela citometria de fluxo inviabilizou a calibracdo
do equipamento eletrénico para analise desses
micro-organismos por citometria de fluxo.
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