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RESUMO

A refrigeracdo do leite na propriedade produtora constitui importante método de conservacéo
da matéria-prima, porém, pode favorecer o desenvolvimento de bactérias psicrotroficas
deteriorantes e patdgenas oportunistas, como Listeria monocytogenes. Objetivou-se avaliar o
leite produzido no agreste de Pernambucano quanto & concentracdo de bactérias psicrotréficas
e suas caracteristicas enzimaticas, identificando aquelas com potencial deteriorante, bem como
verificar a ocorréncia de Listeria spp. potencialmente patogénicas qualificando-as quanto ao
perfil de resisténcia a antimicrobianos. A concentracdo média de bactérias psicrotréficas foi de
2,1 x 10° UFC/mL de leite cru refrigerado. Apesar disso, em 58,3% das fazendas, as contagens
foram abaixo de 10 UFC/mL. A atividade lipolitica e/ou proteolitica foi demonstrada por 38%
dos isolados psicrotroficos, que foram identificados em 13 espécies. Aeromonas,
Exiguobacterium e Staphylococcus foram géneros dominantes, cobrindo 77% dos isolados e,
em menor frequéncia, Macrococcus, Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter, Hafnia,
Enterococcus e Lactococcus. Quanto a pesquisa de Listeria spp., foram obtidos 140 isolados
presuntivos, dos quais 32,85% foram confirmados para o género Listeria. Desses, 8,69%
apresentaram os trés genes de viruléncia pesquisados — hlyA, inlA e actA, indicando que esses
isolados possuem propriedades de uma cepa virulenta. O perfil de resisténcia a antimicrobianos
das Listeria spp. testadas demonstrou que vancomicina, gentamicina e tetraciclina sdo as drogas
mais eficientes contra essas bactérias. A ampicilina foi o antimicrobiano com maior indice de
resisténcia, apresentada por 60,87% dos isolados. Os resultados deste trabalho permitem inferir
possiveis falhas na producdo e armazenamento de leite cru e adequar os procedimentos
higiénico-sanitarios e de controle, a fim de evitar alta concentracdo de bactérias psicrotréficas
e consequente producdo de enzimas deteriorantes. Infere-se ainda que o leite produzido e
estocado a frio no agreste de Pernambuco constitui um risco a satde publica e a cadeia produtiva
leiteira do Estado pela presenca de Listeria spp. potencialmente patogénicas e multirresistentes

a antimicrobianos.

Palavras-chave: Microbiologia, produtos lacteos, deterioracdo, listeriose, resisténcia a
antibioticos.



ABSTRACT

The cooling of the milk in the producing property is an important method of preserving the raw
material, but may favor the development of psychotrophic deteriorating and opportunistic
pathogenic bacteria, such as Listeria monocytogenes. The objective of this study was to evaluate
the milk produced in agreste region of Pernambuco regarding the concentration of
psychrotrophic bacteria and their enzymatic characteristics, identifying those with deteriorating
potential, as well as to verify the occurrence of Listeria spp. potentially pathogenic, qualifying
them for antimicrobial resistance profile. The mean concentration of psychrotrophic bacteria
was 2.1 x 10° CFU/mL of refrigerated raw milk. However, in 58.3% of the farms psychrotrophic
counts were below 10 CFU/mL. Lipolytic and/or proteolytic activity was demonstrated by 38%
of the psychrotrophic isolates, which were identified in 13 species. Aeromonas,
Exiguobacterium and Staphylococcus were dominant genera, covering 77% of the isolates and,
to a lesser extent, Macrococcus, Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter, Hafnia, Enterococcus
and Lactococcus. Regarding ocourrence of Listeria spp., 140 presumptive isolates were
obtained, of which 32.85% were confirmed for the genus Listeria. Of these, 8.69% presented
the three virulence genes investigated - hlyA, inlA and actA, indicating that these isolates
possess properties of a virulent strain. The antimicrobial resistance profile of Listeria spp.
demonstrated that vancomycin, gentamicin and tetracycline are the most effective drugs against
these bacteria. Ampicillin was the antimicrobial with the highest resistance index, presented by
60.87% of the isolates. The results of this work allow us to infer possible failures in the
production and storage of raw milk and to adjust hygienic-sanitary and control procedures in
order to avoid high concentration of psychrotrophic bacteria and consequent production of
deteriorating enzymes. It is also inferred that milk produced and stored cold in the agreste of
Pernambuco constitutes a risk to public health and to the milk production chain of the State for

the presence of Listeria spp. potentially pathogenic and multi-resistant to antimicrobials.

Key-words: Microbiology, dairy, food spoilage, listeriosis, antibiotic resistence
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1. INTRODUCAO

A producédo e o consumo de leite e derivados crescem em todo mundo, tendo, a cada
dia, mais impacto na economia mundial. Esses produtos tem merecido especial atencdo dos
orgdos de fiscalizacdo sanitaria por serem altamente pereciveis e consumidos por toda a
populacdo, principalmente criangas e idosos, devido a sua riqueza em nutrientes, constituindo-
se, por isso, 6timos meios de cultura para micro-organismos.

A contaminacéo do leite pode acontecer em todas as etapas da cadeia produtiva, desde
aordenha até a mesa do consumidor, seja enquanto leite fluido ou derivado. Além das condicBes
de higiene na obtencdo, a relacdo entre tempo e temperatura de armazenamento do leite cru
exerce grande influéncia na quantidade e no tipo de bactérias predominantes no produto. A
refrigeracdo do leite cru por até 48 h na propriedade rural foi determinada desde 2002 pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), e com essa medida, pretendeu-
se reduzir as perdas de matéria-prima por acdo de mesofilos. No entanto, trouxe uma nova
problematica, uma vez que o leite estando sob temperaturas baixas favorece o desenvolvimento
de micro-organismos psicrotréficos.

A importancia das bactérias psicrotroficas encontra-se em sua acdo deteriorante em
varios alimentos normalmente armazenados sob temperatura de refrigeracdo de forma
prolongada. Em derivados lacteos, as psicrotréficas estdo associadas a deterioracdo de produtos
apos tratamento térmico, devido a acdo das enzimas termorresistentes produzidas por essas
bactérias. Sob a Otica da saude publica, os psicrotréficos agregam bactérias patogénicas
importantes consideradas oportunistas, como a Listeria monocytogenes, principal agente
causador da listeriose em humanos.

Bactérias do género Listeria estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, podendo
assim, facilmente contaminar alimentos. A ingestdo de alimentos contaminados € apontada
como a principal via de transmissao da listeriose, que pode causar quadros graves de encefalite,
meningite e septicemia entre individuos imunocomprometidos, e levar a 6bito. Em gestantes,
ocorrem problemas reprodutivos, como aborto, natimortos e nascimento prematuro.

Listeria spp. ja foram isoladas no Brasil de diversos alimentos, entretanto, ndo ha
registros de listeriose de origem alimentar no pais. E provavel que isso se deva a subdiagndstico
e/ou subnotificacédo de casos e ndo a sua inexisténcia, uma vez que o longo periodo de incubacéo
e 0s sintomas iniciais inespecificos, semelhantes a uma gripe ou gastroenterite leve, sdo

caracteristicas da doenca, dificultando a associa¢do com alimento apds diagndstico de listeriose.
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Em razdo dos problemas econdmicos ocasionados a industria do leite pelas
psicrotroficas, € importante identifica-las para buscar medidas eficazes para prevenir a
contaminacdo. No ambito da satde publica, tendo em vista a ubiquidade de bactérias do género
Listeria, tornam-se importantes maiores pesquisas quanto ao potencial patogénico de cepas
presentes em alimentos, bem como uma caracterizagdo quanto a resisténcia a antimicrobianos

rotineiramente utilizados no combate a infecgdes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Contribuir para 0 aumento da qualidade dos produtos lacteos ofertados em Pernambuco,
a partir do conhecimento das bactérias psicrotréficas deteriorantes e de cepas de Listeria
potencialmente patogénicas e resistentes a antimicrobiano presentes no leite cru refrigerado da

bacia leiteira peranbucana.

2.2. Objetivos especificos
e Isolar Listeria spp.;
e Tragar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados de Listeria spp.;
e Pesquisar genes associados a fatores de viruléncia em Listeria spp;
e Quantificar e isolar micro-organismos psicrotréficos;
e Testar in vitro a capacidade proteolitica e lipotilica dos isolados psicrotréficos;

o ldentificar isolados psicrotroficos com potencial para deterioracao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Producéo de leite

Em 2017, a produgéo brasileira de leite foi a quinta maior no mundo, com 33,5 bilhGes
de litros, ficando atras somente da Unido Europeia, Estados Unidos, india e China. Do total
nacional, a regido Nordeste contribuiu com 11,6% do total da producao (IBGE, 2017; USDA,
2018).

O agreste de Pernambuco constitui a principal bacia leiteira do Estado, contribuindo
com mais de 70% da producdo. E composto por trés regides - Agreste Setentrional, Agreste
Central e Agreste Meridional — entretanto é a porcao Meridional que tem na pecuaria leiteira
sua principal base de sustentacdo econdmica, com producgéo de leite e derivados de forma
artesanal e industrial, de modo que sozinha contribui com quase 50% da producdo
pernambucana (YAMAGUCHI et al., 2009). No entanto, um dos principais desafios da cadeia
produtiva de leite consiste principalmente as condi¢cfes de higiene e saneamento. A qualidade
do leite cru produzido em varias regides brasileiras continua insatisfatoria devido as taxas de

multiplicacdo de microrganismos (MOURA et al., 2018).

3.2. Qualidade microbiolégica do leite cru

Por sua composicdo rica em nutrientes, o leite torna-se um substrato ideal para a
proliferacdo diversos micro-organismos, dentre 0s quais as bactérias tem maior
representatividade (TRONCO, 2013).

Para que o leite cru seja considerado de boa qualidade, deve apresentar baixa carga
bacteriana, auséncia de micro-organismos patogénicos, reduzida contagem de células somaticas
e auséncia de residuos de substancias quimicas (SILVA et al., 2011). Entre as caracteristicas
relacionadas com a qualidade do leite, destaca-se a qualidade microbiologica, que pode ser um
bom indicativo da saude da glandula maméria do rebanho, das condi¢des gerais de manejo
animal e higiene na fazenda (TRONCO, 2013). Na Tabela 1 encontram-se 0s requisitos
minimos vigentes de qualidade microbiologica, contagem de células somaticas (CCS) e
residuos quimicos que deve apresentar o leite cru refrigerado, definidos no Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) desse produto a partir de sua implementagdo pela
Instrucdo Normativa (IN) n° 62 de 29 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011).
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Tabela 1. Requistos microbiologicos, CCS e residuos quimicos para o leite cru
refrigerado (Adaptado de Brasil, 2011).

indice medido (por | A partir de A partir de A partir de A partir de
propriedade rural | 01/07/2008 | 01/01/2012 ate | 01/07/2014 até | 01/07/2019
ou por tanque | Até 30/06/2014 30/06/2019 Regides:
comunitario) 31/12/2011 | Regides: Regiles: SISE/CO
Regides: SISE/ICO SISE/CO A partir de
SISE/CO A partir de A partir de 01/07/2019
A partir de 01/01/2013 até | 01/07/2015 a Regides: N /
01/07/2010 | 30/06/2015 30/06/2019 NE*
até Regides: N/NE | Regides:
31/12/2012 N/NE*
Regides:
N/NE
Contagem Padrdo | M&ximo de | Mé&ximo de Maximo de Maximo de
em Placas (CPP), | 7,5x 10° 6,0 x 10° 3,0x 10° 1,0 x 10°
expressa em
UFC/mL (minimo
de 01 andlise
mensal, com média
geométrica  sobre
periodo de 03
meses)
Contagem de | Maximo de | Méximo de Maéaximo de Maéaximo de
Células Somaticas | 7,5 x 10° 6,0 x 10° 5,0 x 10° 4,0x10°

(CCS), expressa em
CS/mL (minimo de
01 analise mensal,
com média
geométrica  sobre
periodo de 03
meses)

Pesquisa de Residuos de Antibioticos/outros Inibidores do crescimento microbiano: Limites
Maéaximos previstos no Programa Nacional de Controle de Residuos — MAPA

(*) Prazos atualizados, alterados pelas Instru¢es Normativas n° 7, de 3 de maio de 2016, e n° 31, de junho

de 2018.

Em termos gerais, a carga microbiana do leite cru é uma variavel dependente da carga

bacteriana inicial e da taxa de proliferacdo dos micro-organismos. A carga bacteriana inicial

depende diretamente de fatores como sanidade do rebanho, limpeza e desinfeccdo dos tetos,

qualidade da &gua empregada e do processo de higienizacdo de equipamentos e utensilios da

ordenha. O leite proveniente de animais sadios e obtido de forma asséptica contém poucos

micro-organismos, mas pode sofrer contaminacao a partir do ambiente e do homem (TRONCO,

2013). Nessas condicdes, é consenso que as bactérias acido-lacticas (LAB, do inglés Lactic-
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acid bacteria), um grupo de bactérias que fermentam a lactose, s@o a popula¢do dominante em
leite antes da pasteurizacdo, seja bovino, caprino, ovino e bubalino. Os géneros mais comuns
de LAB no leite incluem Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus e
Enterococcus (QUIGLEY et al., 2013).

A qualidade microbiolégica do leite possui dois aspectos principais a serem
considerados: a qualidade industrial e os riscos a satude do consumidor (TRONCO, 2013).
Alguns micro-organismos indicadores sdo utilizados como parametro da qualidade
microbioldgica do leite e sdo relacionados a possivel presenca de outro micro-organismo
patogénico, com caracteristicas ecologicamente similares. Sdo considerados indicadores de
condigdes higiénico-sanitarias os coliformes (totais e termotolerantes), enterococos e
enterobactérias totais. A presenca de Escherichia coli indica contaminacao de origem fecal, de
humanos ou animais de sangue quente. Micro-organismos aerébios mesofilos, psicrotréficos,
terméfilos, bolores e leveduras sdo indicadores da condicdo de deterioracdo do alimento e das
condig¢Bes ambientais (SILVA et al., 2011).

3.3. Fontes de contaminacdo do leite na fazenda

A contaminacdo do leite pode acontecer por duas vias: a endégena, no caso de o animal
apresentar uma doenca sistémica ou mastite, e exdgena, quando acontece apos a saida do Ubere
(TRONCO, 2013). Imediatamente ap6s a ordenha, quando realizada de forma higiénica, leite
cru fresco contém menos de 5000 UFC/ mL, onde predominam bactérias dos géneros
Micrococcus, Streptococcus, Lactococcus e Corynebacterium, e reduzida concentracdo de
outras bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SAMARZIJA et al., 2012).

A pele do ubere ¢é fonte frequente de contaminacdes, principalmente quando nédo se
realiza uma lavagem preliminar ou quando esta é realizada de maneira incorreta (TRONCO,
2013). A superficie da teta bovina pode conter uma alta diversidade de bactérias, cuja
composicao varia quantitativa e qualitativamente de uma fazenda para outra, sendo influenciada
por exemplo pela microbiota presente na cama onde o animal deita (QUIGLEY et al., 2013).

A atmosfera dos estabulos geralmente esta carregada de micro-organismos procedentes
de excrementos, palhas e alimentos. Excrementos sdo o principal foco de enterobactérias,
associadas a fermentacdes indesejaveis e producdo de sabor desagradavel na matéria-prima.
Enquanto palhas, alimento e solo podem conter bactérias esporuladas, como bacilos e
clostridios (TRONCO, 2013). Feno, poeira e tetas sujas de solo sdo consideradas fontes de
Bacillus spp. para o leite (SAMARZIJA et al., 2012).
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A utilizagdo de 4gua ndo-potavel, seja na lavagem das tetas ou de utensilios de ordenha,
pode resultar na introducdo de bactérias psicrotroficas no leite, tais como Pseudomonas,
Aeromonas, Achromobacter e Alcaligenes. O ordenhador, quando ndo goza de boa saude ou
ndo possui habitos higiénicos, pode carrear agentes patogénicos ao leite, como estreptococos e
estafilococos (TRONCO, 2013). Méaquinas, utensilios de coleta e armazenamento constituem
fonte de contaminagdo das mais significativas, sendo mais frequentemente isolados nesses
locais micro-organismos termorresistentes e 0s grupos Escherichia e Enterobacter. A limpeza
eficiente dos equipamentos utilizados na ordenha colabora diretamente para baixas contagens
bacterianas (TRONCO, 2013).

A persisténcia da microbiota contaminante do leite em agua, teteiras e equipamento de
ordenha pode ser explicada pela formacéo de biofilme e, com ele, alta resisténcia a desinfec¢édo
(MACHADO etal., 2017). Dutos e tanques de armazenamento de leite tém sido associadas com
a contaminacdo com espécies de Bacillus a partir de biofilmes formados nesses locais
(SAMARZIJA et al., 2012). Biofilmes sdo comunidades bacterianas incorporadas em uma
matriz auto-produzida de substancias poliméricas extracelulares (EPS), constituida por acidos
nucleicos, olissacaridos, lipidios e proteinas, resultante da fixacdo bem sucedida e subsequente
crescimento microbiano em uma superficie (OLIVEIRA et al., 2015).

A limpeza adequada e desinfeccdo de todos os equipamentos utilizados na coleta,
transporte e armazenamento de leite evita a incrustacdo de residuos de leite nas superficies, que
servem de apoio para a adesdo e o crescimento de bactérias como biofilmes de maultiplas
espécies (OLIVEIRA et al., 2015). Uma vez formado, ¢ particularmente dificil de remover por
meio de qualquer limpeza convencional, agindo, na industria de laticinios, como uma fonte
continua de contaminacdo do produto (SAMARZIJA et al., 2012).

3.4. Bactérias psicrotroficas

Visando diminuir os prejuizos causados por acdo acidificante de mesofilos, a pratica de
estocagem do leite cru refrigerado na fonte de producdo foi instituida pelo Ministério da
Agricultura em 2002, por meio da IN n® 51 (BRASIL, 2002). Essa pratica possibilitou a
descentralizacdo da recep¢do em entrepostos, permitindo a coleta a granel em diferentes regides
e diluiu o custo do transporte com a coleta da matéria-prima em dias alternados (REIS et al.,
2013).

Um dos maiores avancos obtidos pela implantacao da IN n° 51 foi a refrigeracéo do leite

durante toda cadeia produtiva. Tal procedimento reduziu a perda do leite por acidificacéo,
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porém acarretou a selecdo térmica da microbiota contaminante, favorecendo a multiplicacéo de
bactérias psicrotroficas e producdo de enzimas termoestaveis, resultantes de sua atividade
metabolica (REIS et al., 2013).

Séo definidas como bactérias psicrotroficas (ou psicrotolerantes) diferentes espécies
capazes de crescer a 7° C ou menos, mesmo apresentando temperatura Otima de
desenvolvimento entre 20 e 30° C (SAMARZIJA et al., 2012). Sob baixa temperatura, bactérias
psicrotroficas sintetizam lipidios e fosfolipidios para a membrana celular contendo maiores
proporcOes de acidos graxos insaturados, resultando em uma reducdo no ponto de fusdo dos
lipidios. Esse fendmeno serve para manter fluidez da membrana, assegurando permeabilidade
suficiente para o transporte de metabdlitos necessarios para crescimento e reproducdo dessas
bactérias (OLIVEIRA et al., 2015).

Micro-organismos psicrotroficos Gram-negativos tem maior incidéncia em leite cru
refrigerado e derivados, sendo mais descritos os géneros: Pseudomonas, Aeromonas,
Chromobacterium, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Aerobacter, Flavobacterium,
Salmonella e Yersinia. Bactérias Gram-positivas, ainda que com menor incidéncia, também séo
encontrados em leite cru refrigerado, sendo Arthrobacter, Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Listeria, Microbacterium, Micrococcus,
Staphylococcus e Streptococcus 0s géneros mais referenciados (REIS et al., 2013).

Em geral, a maioria dos microrganismos psicrotréficos isolados do leite tém a
capacidade de produzir enzimas hidroliticas que quebram principais constituintes do leite, como
proteina e gordura. Apesar de a pasteurizacdo ser capaz de inativar a maioria dessas bactérias,
muitas das enzimas sdo termorresistentes e retém parte de sua atividade mesmo apés
pasteurizacdo e tratamento UHT (MACHADO et al., 2017). Dessa forma, acarretam grandes
perdas econdmicas na industria por causar rendicao de rendimento e deteriora¢do nos derivados
lacteos apds o tratamento térmico. A secrecdo das enzimas ocorre no final da fase log de
crescimento em densidades populacionais iguais ou superiores a 108 UFC/mL (SAMARZIJA
etal., 2012; MARQUES et al., 2012).

As lipases microbianas podem somar-se a lipase natural do leite e, ao hidrolisar a
gordura do leite, liberam &cidos graxos e glicerol (TRONCO, 2013). A ac¢do da lipase na
gordura do leite pode liberar &cidos graxos de cadeia curta, de cadeia média e de cadeia longa.
Os acidos graxos de cadeia curta (por exemplo, os acidos butirico, caprilico e caproico) podem
transmitir sabor e odor desagradaveis, como rango, amargo, butirico, “sujo” ou adstringente aos

produtos, principalmente creme, manteiga, queijos e produtos UHT. Ja acidos graxos de cadeia
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média sdo responsaveis por um sabor como sabdo, enquanto os de cadeia longa exercem pouca
influéncia no sabor (MACHADO et al., 2017; SAMARZIJA et al., 2012).

As modificacdes induzidas pelas lipases no leite dependem da especificidade da enzima
e da condicdo da gordura. Agitacdo excessiva, adicdo de ar, choques térmicos repetidos e
homogeneizacdo, que podem ocorrer em diferentes estagios de producdo e processamento,
afetam a integridade do glébulo de gordura, modificam as interfaces entre a fase gordurosa e a
ndo gordurosa, resultando num aumento de lipdlise (MACHADO et al., 2017).

As proteases termoestaveis produzidas pelos psicrotréficos ocasionam hidrolise da
fracdo k-caseina, liberando peptideos menores, o0s glicomacropetideos (GMP), de forma bem
similar a acdo proteolitica da quimosina. Na fase priméaria da coagulacéo, a quimosina sobre a
fracdo k-caseina das micelas de caseinas, liberando peptideos diferentes: o para-k-caseina fica
retido na massa do queijo e o caseinomacropeptideo (CMP) é liberado para o soro. Leites teor
de CMP igual ou superior a 30mg/L podem ser considerados como fraudados ou de ma
qualidade pelo desenvolvimento de psicrotroficos, levando a aproveitamento condicional ou
condenacdo (MACHADO et al., 2017).

O resultado dessa reacdo leva ao aparecimento de coloracdo cinzenta e sabor amargo
nos produtos, além de geleificacdo ou coagulacdo do leite UHT durante a estocagem
(MARQUES et al, 2012). Na producdo de queijos, ocorre significante decréscimo do
rendimento pois os produtos sollveis da degradacdo da caseina (peptideos e aminoécidos) sdo
perdidos na dessoragem (OLIVEIRA et al., 2015).

A compreensdo da regulacdo de peptidases e lipases produzidas por bactérias
psicrotréficas em amostras de leite ainda é limitada. Sabe-se que muitos fatores como a
temperatura, fase de crescimento, quorum sensing, teor de ferro estdo envolvidos nesse
processo. Em Pseudomonas, género psicrotréfico mais estudado, a producéo de enzimas parece
estar relacionada a expressao dos genes apr-X e lipA, fortemente relacionada a densidade celular
e mediada por quorum sensing (MACHADO et al., 2017), forma de comunicagdo entre
bactérias por sinalizagdo de moléculas N-acil-homoserina lactonas (AHLS). Estas moléculas
sdo produzidas por numerosas bactérias Gram-negativas e estdo implicados no controle
genético de uma ampla gama de atributos fenotipicos, como producéo de pigmento, formagéo
de biofilme, transferéncia de plasmideos, esporulacao, expressao de viruléncia e producédo de
toxinas e enzimas extracelulares (OLIVEIRA et al., 2015).
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3.5. Listeria spp.

O leite e os produtos lacteos, devido ao seu valor nutricional, sdo adequados para o
desenvolvimento de micro-organismos, incluindo bactérias patogénicas, como as espécies de
Listeria (ELSHINAWY et al., 2017). Entre as espécies de interesse, L. monocytogenes € de
particular importancia em termos de suas implicagdes na saude humana e na economia, uma
vez que pode infligir doencas graves em humanos e animais, com taxas de fatalidade variando
de 20 a 30% entre o grupo de risco, (OLAIMAT et al., 2018), sendo, por isso, um agente que
detém a atencdo dos Grgdos governamentais de controle sanitario e da comunidade cientifica na
area de alimentacdo (ROSA et al., 2018).

De acordo com a classificagdo mais recente, o género Listeria é composto por 18
espécies conhecidas, e esta organizado em dois grupos baseados na sua relacdo com L.
monocytogenes. O primeiro grupo ¢ o clado “Listeria sensu stricto” que consiste de seis
espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. ivanovii, L. seeligeri e L. marthii.
Essas espécies sdo comumente isoladas do trato intestinal de animais assintomaticos e de
produtos alimenticios de origem animal. O segundo grupo ¢ o “Listeria sensu lato”, que consiste
em 12 espécies, incluindo: L. weihenstephanensis, L. fleischmannii, L. rocourtiae, L. booriae,
L. riparia, L. grayi, L. floridensis, L. aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. grandensis,
e L. costaricensis, que foram isoladas do meio ambiente ou matrizes de alimentos, mas eles sao
incapazes de colonizar hospedeiros mamiferos (OLIMAT et al., 2018).

Espécies patogénicas e ndo-patogénicas de Listeria sdo ubiquas na natureza e podem ser
isoladas de solo, vegetais, agua e também animais e humanos saudaveis. Por sua ampla
distribuicdo no ambiente, essa bactéria pode ser facilmente encontrada em alimentos de origem
animal e vegetal, “in natura” ou processados, sendo sua presenga indicador de higiene
insuficiente na producdo (BRANKICA et al., 2011). De todas essas espécies, apenas L.
monocytogenes e L. ivanovii sdo reconhecidamente patogénicas, sendo L. monocytogenes
patogénica para 0 homem e L. ivanovii patogénica para bovinos e pequenos ruminantes (VERA
et al., 2013). Muito embora existam relatos de casos esporadicos de listeriose humana causada
por L. ivanovii (CUMMINS et al., 2004), assim como por L. seeligeri e L. innocua (ROCOURT
etal., 1986; PERRIN et al., 2003).

Para a industria alimenticia e agéncias de saude em todo o mundo, L. monocytogenes
constitui um grande fardo devido a sua capacidade de suportar condi¢fes severas. Embora tenha
temperatura étima de 30 a 37°C, o organismo consegue se desenvolver entre 0,5 e 45 °C, sendo
capaz de sobreviver por longos periodos em alimentos congelados. Além disso, é capaz de

crescer em pH de 4,3 a 9,6 e sobrevive em 20% NaCl. L. monocytogenes é capaz de formar de



22

biofilme em vaérios superficies de contato com alimentos, incluindo aco inoxidavel e pléstico
que podem proteger o organismo das tensdes ambientais e aumenta sua resisténcia a limpadores
e desinfetantes usados na industria alimenticia (OLAIMAT et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a listeriose € uma doenca de origem
alimentar e estima-se que aproximadamente 30% da populacdo em paises desenvolvidos seja
afetada por essa doenca (ROSA et al., 2018). Nesses paises, surtos de listeriose tém sido
descritos desde o inicio dos anos 80. Dentre os alimentos ja relacionados a esses surtos, tém-se
leite cru e pasteurizado, queijos, carnes bovina, suina e de aves e seus derivados, frutos do
mar, além de produtos de origem vegetal, crus ou processados, e refei¢cbes preparadas (SILVA
etal., 2011).

Os alimentos associados com a transmisséo do agente da listeriose, na maioria das vezes,
sdo processados industrialmente, tém vida de prateleira longa em temperatura de refrigeracéo,
permitindo a multiplicacdo de L. monocytogenes, e sao consumidos sem cocgdo prévia (SILVA
et al., 2011). Embora uma grande variedade de alimentos prontos para consumo estejam
implicados na transmissdo da doenca, aproximadamente metade dos surtos estdo ligados a
produtos lacteos contaminados (CASTRO et al., 2018). O leite e seus derivados estdo entre 0s
produtos alimenticios mais frequentemente envolvidos na transmissdo de L. monocytogenes,
pois além de rico em nutrientes, sua cadeia de producéo de leite e derivados oferece diversas
possibilidades de contaminacdo, como ordenha, transporte, armazenamento e beneficiamento
(BARANCELLI etal., 2011).

No Brasil, sdo raros os relatos de casos de listeriose e nenhum deles foi relacionado ao
consumo de um determinado alimento (SILVA et al., 2011). No entanto, investigacoes
epidemioldgicas de listeriose sdo desafiadoras pelo pequeno numero de casos detectados,
altamente dispersos geograficamente e pelo periodo de incubacdo que pode ser longo,
dificultando a relagéo do paciente o alimento ao qual foi exposto (CARTWRIGHT et al., 2013).
Sendo assim, é possivel que haja uma subnotificacdo de listeriose de origem alimentar, uma
Vez que esse micro-organismo esta presente em varios alimentos produzidos no pais

Por todas essas caracteristicas, por ser agente quase exclusivo da listeriose e devido as
altas taxas de mortalidade pela doenga, L. monocytogenes tem sido o foco dos critérios
microbiologicos em legislagdes concernentes a inocuidade dos alimentos (FERRONATO et al.,
2012). Na Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) estdo estabelecidos padrdes microbioldgicos para alimentos, nos quais é
determinada a auséncia de Listeria monocytogenes em 25g de queijos de média a muito alta

umidade, sem descricdo de paramentros para leite (BRASIL, 2001). Em 2009, o Ministério da
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Agricultura, Pecuéria e Abastecimento publicou a IN n°9 instituindo o controle desse micro-
organismo em alimentos de origem animal prontos para consumo, caracterizados com relativa
alta acidez (pH > 4.4), baixa atividade de agua (> 92%) ou alta salinidade (< 10%), além de

inspecdo dos processos de producédo e da materia-prima (BRASIL, 2009).

3.5.1. Listeriose

L. monocytogenes, responsavel por 98% dos casos de listeriose em humanos (VERA et
al., 2013), sendo por isso a espécie mais estudada. Os isolados de Listeria monocytogenes
podem ser divididos em 14 sorotipos, baseados nos antigenos somaticos e flagelares, e que séo
identificados empregando-se o esquema alfa-numérico. Cerca de 95% dos isolados
relacionados a infecgdes humanas pertencem aos sorotiposl/2a, 1/2b e 4b13,14. No Brasil, 0s
sorotipos mais frequentemente encontrados sdo 1/2a e 4b (SILVA et al., 2011).

Sdo reconhecidas, até o momento, duas formas de listeriose. Uma mais branda, que
ocorre em individuos imunocompetentes e se apresenta como doenca gastrintestinal
autolimitada e ndo invasiva, caracterizada pelo desenvolvimento de febre, diarréia, nausea,
vomito, dor de cabeca e mialgia, dentro de 12 a 24 horas ap0s a exposicao (SILVA etal., 2011).

A segunda forma € a listeriose invasiva, cujo periodo de incuba¢do varia de uma dia a
varias semanas. Compromete principalmente o sistema nervoso central, manifestando-se pelo
aparecimento de meningite, encefalite e abcessos (SILVA et al., 2011). Além disso, o feto
também pode adquirir listeriose invasiva da mae infectada através da placenta. A listeriose
perinatal aumenta a probabilidade de aborto, natimorto ou nascimento de um bebé com infeccao
generalizada, sepse ou meningite. L. monocytogenes também esta associada a uma variedade
de infeccdes focais incomuns, infecgdo cutanea, infeccdo articular, osteomielite, miocardite,
endocardite e fasciite necrosante foram descritas (CAMEJO et al., 2011).

Os casos mais graves estdo associados aos grupos de maior risco, como recém-nascidos,
gravidas, idosos, (VERA et al., 2013), pacientes com AIDS, cancer, transplantados, sob
tratamento esteroidal, sobretudo, imunocomprometidos. Entre 0s casos graves, a taxa de
mortalidade é geralmente de 20 a 30% (CHEN et al., 2012), podendo chegar a 50% em adultos
gue apresentam sepse e atingindo até 70% no caso de meningite (ROSA et al., 2018).

A dose minima de infeccdo ndo foi ainda estabelecida, mas informacGes sobre a
populacdo de L. monocytogenes, em alimentos contaminados envolvidos em surtos, indicam
que, em geral, populacdes entre 103 e 10* UFC/g foram responsaveis pela doenga. Entretanto,
h& relato de surto da doenca causado por exposi¢do prolongada de doses baixas de
L. monocytogenes (0,3 NMP/g) a populacéo de risco (SILVA et al., 2011).



24

O prognostico favoravel de pacientes com listeriose depende da administracdo precoce
de antibidticos de acdo réapida e bactericida contra L. monocytogenes. O tratamento referéncia
¢ atualmente baseado na associacdo de altas doses de aminopenicilina (ampicilina ou
amoxicilina) e gentamicina. A combinacéo trimetropim com sulfonamida (sulfametoxazol) é
utilizada como tratamento de segunda escolha, especialmente no caso de intolerancia a beta-
lactdmicos. Outras drogas como rifampicina, vancomicina, linezolida e carbapenemos ja foram
propostos como alternativas. O género Listeria apresenta uma susceptibilidade uniforme aos
antimicrobianos contra bactérias Gram-positivas, entretanto, cepas resistentes a cloranfenicoll,
eritromicina, tetraciclina, estreptomicina, vancomicina e trimetoprim, tem sido descritas
(OHUE et al, 2015; REIS et al., 2011; MORVAN, et al., 2010).

3.5.2. Patogenia e fatores de viruléncia

Sendo os alimentos a principal via de aquisi¢do do patdgeno, o trato gastrointestinal
constitui o local de entrada da L. monocytogenes para o hospedeiro. Esta bactéria é capaz de
atravessar as trés barreiras fisioldgicas presentes nos seres humano: intestinal, hemato-
encefalica e placentaria. Ao atravessar a barreira intestinal, a bactéria passa pelas células
epiteliais e, sem acdo eficiente do sistema imunoldgico, pode se espalhar para a corrente
sanguinea e ganglios linfaticos. A partir da corrente sanguinea, a maioria das bactérias chega
ao figado e ao baco, onde pode se replicar dentro de macréfagos ou células epiteliais. Se a
replicacdo de L. monocytogenes ndo é controlada por uma resposta imune eficaz, as bactérias
escapam e podem voltar a corrente sanguinea e atingir o cérebro ou a placenta, causando
infecces sistémicas potencialmente letais (VERA et al., 2013).

L. monocytogenes é um patogeno intracelular facultativo capaz de invadir, sobreviver e
se multiplicar dentro das células epiteliais, macrofagos e células dendriticas (CAMEJO et al.,
2011). A nivel celular, o processo de infeccdo compreende varias etapas: adesdo e invasao da
célula hospedeira, escape do vacuolo, multiplicacdo intracelular e proliferacdo extracelular
(Figura 1). Em cada um desses estagios varios fatores de viruléncia estéo envolvidos (VERA et
al., 2013).

A adesdo as células hospedeiras é um estagio fundamental na patogenicidade bacteriana.
Para L. monocytogenes, tem sido descrito o envolvimento de varios fatores de adesdo que
permitem estabelecer um contato intimo com as células do hospedeiro, destacando as proteinas
Lap, Ami, FbpA, LapB e InlJ (VERA et al., 2013).
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Figura 1. Esquema do ciclo intracelular de Listeria monocytogenes. 1. Entrada na célula hospedeira; 2.
Sobrevivéncia dentro do vacuolo fagocitico; 3. Ruptura do fagossomo e escape para o citosol; 4. Replicagcdo
no citosol; 5. Movimentacdo por meio da polimerizacdo da actina; 6. Propagacdo célula-a-célula; 7.
Sobrevivéncia no fagossomo secundario; 8. Escape do fagossomo secundario e reinicio do ciclo. (Fonte: Vera
etal., 2013)

A entrada de L. monocytogenes nos macrofagos se da pela acdo do proprio macréfago,
ja a invasdo em células ndo-fagociticas depende de vérios fatores, em particular, da interacao
de proteinas de superficie bacterianas com receptores especificos do hospedeiro (CAMEJO et
al., 2011). As duas principais proteinas de invasdo de L. monocytogenes sdo InlA e InlB,
codificados pelos genes inlA e inIB, respectivamente, e membros de uma superfamilia de
proteinas chamadas internalinas (Inl). Para L. monocytogenes atravessar a barreira intestinal, a
participacdo da InlA é crucial, e para a invasdo placentaria, tanto InlA quanto InIB séo
fundamentais (VERA et al., 2013).

Subsequente a invasao, Listeria se encontra temporariamente em um vacuolo fagocitico,
que € lisado pela toxina listeriolisina O (LLO) e por duas fosfolipases C (PLC), a
fosfatidilinositol-PLC (PI-PLC) e a fosfatidilcolina-PLC (PC-PLC), codificadas pelos genes
plcA e plcB, respectivamente. A LLO é uma toxina dependente de colesterol capaz de formar
poros na membrana de fagossomas, permitindo o escape da L. monocytogenes dos vacuolos
primarios e secundarios (VERA et al., 2013) e, por isso, consiste em um dos seus principais
fatores de viruléncia. O gene que codifica LLO (hly) foi o primeiro gene de viruléncia
identificado em Listeria, e faz parte de um locus que contém outros principais genes de
viruléncia (prfA, plcA, hly, mpl, actA e plcB) (CAMEJO et al., 2011). A ruptura das membranas
fagossdmicas é aumentada pelas fosfolipases, que cooperam com LLO na lise dos vacuolos
(CAMEJO et al, 2011).



26

L. monocytogenes é notavelmente adaptada a sobrevivéncia e multiplicacdo dentro de
macrofagos e outros tipos de células. Uma vez que evade o fagossomo, ela pode comecar a se
replicar no citosol da célula hospedeira (CAMEJO et al., 2011). Para isso, expressa 0S genes
para adquirir os nutrientes necessarios para multiplicacdo intracelular, como o gene hpt,
importante para seu crescimento intracelular 6timo (VERA et al., 2013). Apds a replicacdo, a
proteina ActA, um dos principais fatores de viruléncia de L. monocytogenes, induz a
polimerizacdo de filamentos de actina em um polo da bactéria, formando uma estrutura
semelhante a uma cauda de cometa que a propulsiona através do citoplasma da célula
hospedeira. Com isso, consegue invadir de células vizinhas, através de um processo chamado
cel-to-cell spread (CAMEJO et al., 2011).

Existem outros fatores de viruléncia associados com a colonizacdo do hospedeiro, no
entanto, estes ndo seriam especificos de Listeria monocytogenes, tendo sido identificados em
outras Listeria. Esses fatores sdo conhecidos como fatores de viruléncia acessorios e entre eles
esta a proteina p60 (produto do gene iap), secretado por todas as cepas de Listeria, e que parece
estar envolvida na Gltima etapa da divisao celular (VERA et al., 2013).

Os genes de viruléncia prfA, plcA, plcB, hly e actA sdo codificados no cromossomo, em
uma ilha de patogenicidade de 9 Kb, denominada LIPI-1, presente em L. monocytogenes e L.
ivanovii. Os genes inlA e inlB n&o estdo codificados no LIPI-1, mas foram associados a ilhotas
genéticas, identificadas também em outras espécies de Listeria (VERA et al., 2013).

A capacidade de se adaptar dos patdgenos, essencial para o processo infeccioso, é
determinada ndo apenas pelos fatores de viruléncia, mas também pelos mecanismos necessarios
a regulacdo de sua expressdao (CAMEJO et al., 2011). Quando invade um hospedeiro, Listeria
monocytogenes realiza uma regulacdo coordenada na expressédo de genes de viruléncia e muda
de saprofita para parasita intracelular (VERA et al., 2013) (Figura 2).

Entre os numerosos reguladores envolvidos na viruléncia de L. monocytogenes, o
mecanismo de controle mediado pela proteina PrfA é o mais importante. O gene prfA esta
presente em todas as cepas de L. monocytogenes, ausente em L. innocua e L. welshimeri e, em
L. seelegeri esta presente, mas silenciado. Ja foi descrito que prfA pode regular diretamente dez
genes de viruléncia, entre eles plcA, plcB, hly, actA, inlA, inIB, inlC e hpt, podendo atuar como

repressor ou ativador de sua expressdo (VERA et al., 2013).
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Figura 2. Papel do ativador transcricional PrfA na transformacéo da Listeria monocytogenes de saprofito para
patdgeno intracelular. Fora da célula hospedeira, o PrfA existe em um estado de baixa atividade, com niveis
baixos de expressdo de genes de viruléncia. Uma vez dentro do hospedeiro, o PrfA se torna ativado (PrfA*)
e induz a expressao de produtos génicos que sdo necessarios para invasao de células hospedeiras [(internalinas
InlA e InIB), lise de fagossomos (listeriolisina o - LLo), fosfolipases C fosfatidilinositol (PI-PLC/ plcA) e
fosfatidilcolina (PC —PLC/ plcB ), crescimento intracelular (transportador de hexose-6-fosfato - Hpt)] e para
a propagacao célula-a-célula (proteina indutora da montagem de actina (ActA); a polimerizacdo de actina
mostrada em turquesa). Fonte: FREITAG, et al. (2009).

3.5.3. Resisténcia a antimicrobianos

A classe dos antimicrobianos engloba substancias naturais (antibiéticos) ou sintéticas
(quimioterapicos) que agem sobre microrganismos a fim de inibir o seu crescimento ou em prol
de sua eliminagdo (ESTRELA, 2018). A palavra antibiotico, no entanto, tornou-se sinbnimo de
"droga antibacteriana” (BLAIR et al., 2015).

Os antibioticos podem ser bacteriostaticos ou bactericidas, de acordo com sua acao
sobre as células bacterianas. Quanto aos mecanismos farmacodinamicos, os antibiéticos podem
inibir a sintese de parede celular (beta-lactamicos), inibir a sintese proteica (como 0s
aminoglicosideos, tetracilcinas, cloranfenicol, macrolideos, lincosamidas e oxazolinidonas),
inibir a sintese de &cidos nucleicos (quinolonas), alterar a permeabilidade da membrana celular
(polimixinas) e interferir no metabolismo celular (sulfonomidas e trimetropim) (COSTA e
JUNIOR, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO) define resisténcia a antimicrobiano
como a capacidade de um micro-organismo impedir a atuacdo de um antimicrobiano. Como
resultado, os tratamentos tornam-se ineficazes, e as infecgdes, persistentes e até incuraveis.
Algumas das caracteristicas de resisténcia também se aplicam aos medicamentos utilizados no

tratamento de doengas virais, parasitéarias ou fungicas (ESTRELA, 2018).
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O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos € um fendmeno natural
resultante da pressdo seletiva exercida pelo uso de antibi6ticos, mas que tem sofrido uma
expansdo muito acelerada devido a utilizacdo inadequada destes farmacos, existindo uma
correlagdo muito clara entre um maior consumo de antibidticos e niveis mais elevados de
resisténcia microbiana (LOUREIRO et al., 2016).

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a certos antibioticos, mas também
podem adquirir resisténcia a antibidticos por meio de mutagdes em genes cromossémicos e por
transferéncia horizontal de genes. A resisténcia intrinseca de uma espécie bacteriana a um
antibidtico particular é a capacidade de resistir a acdo desse antibidtico, como resultado de
caracteristicas estruturais ou funcionais inerentes do organismo (BLAIR et al., 2015).

Além da resisténcia intrinseca, as bactérias podem adquirir ou desenvolver resisténcia aos
antibidticos, o que pode ser mediado por varios mecanismos (BLAIR et al., 2015), sendo os
principais sao:

e A modificacdo ou destruicdo enzimatica do antibidtico (ex: destruicdo dos agentes beta-

lactdmicos pelas enzimas beta-lactamases);

e A prevencdo da acumulacdo intracelular do antibidtico através da reducdo da
permeabilidade celular ao antibiotico (ex: resisténcia da bactéria Pseudomonas
aeruginosa ao imipenem) ou da existéncia de bombas de efluxo dos antibioticos das
celulas bacterianas (ex: resisténcia da familia das enterobacteridceas as tetraciclinas);

e As alteracbes nas moléculas alvo dos antibidticos (ex: resisténcia intrinseca das
bactérias do género Enterococcus as cefalosporinas);

e A producdo de moléculas alvo alternativas que ndo sao inibidas pelo antibi6tico,
enquanto se continua a produzir as moléculas alvo originais, contornando desse modo a
inibicdo induzida pelo antibidtico (ex: resisténcia da bactéria Staphylococcus aureus a
meticilina) (LOUREIRO et al., 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser adquirida como resultado de mutacfes
durante a replicacdo celular, por intermédio de agentes mutagénicos, como radiacfes ionizantes
e ndo-ionizantes, ou ainda por meio da aquisi¢do de material genético exdgeno procedente de
outros micro-organismos ja resistentes e propagado por meio de mecanismos de transferéncia
génica horizontal, como a conjugacao bacteriana, a transformacéo e a transducdo (COSTA e
JUNIOR, 2017).

Com excecdo da resisténcia natural in vitro a quinolonas mais antigas, fosfomicina e

cefalosporinas de amplo espectro, L. monocytogenes é amplamente suscetivel a classes de
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antibioticos clinicamente relevantes contra bactérias Gram-positivas. A resisténcia adquirida a
antibioticos e raramente desenvolvidada por L. monocytogenes, no entanto, alguns estudos tém
relatado aumento da taxa de resisténcia a um ou varios antibioticos importantes em isolados
ambientais e menos freqientemente em cepas clinicas (MORVAN et al., 2010).

Embora a taxa de resisténcia a maltiplas drogas de L. monocytogenes seja baixa, esta
aumentando continuamente por razbes que ndo sdo claramente entendidas. A cadeia de
alimentos parece ser o caminho mais provavel para a transferéncia de resisténcia entre cepas de
humanos e animais. O principal mecanismo para 0 aumento da resisténcia antibidtica de L.
monocytogenes é a transferéncia de genes de resisténcia, possivelmente por meio de plasmideos
e transposons conjugativos de outras bactérias, como Enterococcus e Streptococcus spp.
Mecanismos envolvendo bombas de efluxo também podem ser responsaveis. Outros fatores
ligados a resisténcia de L. monocytogenes envolvem a capacidade de formacéo de biofilme, co-
selecéo pela exposigédo subletal a desinfetantes, protecdo cruzada contra estresses ambientais
(OLAIMAT et al., 2018).

Bactérias resistentes a drogas podem circular entre populacbes de seres humanos e
animais, através da alimentacdo, &gua e 0 meio ambiente, e a transmissdo € influenciada por
comércio, viagens e migragdo humana e animal, consistindo por isso em um problema de ordem
mundial (WHO, 2015). Em 2014, a resisténcia antimicrobiana foi reconhecida como ameaga
aos esforcos mundiais de sustentabilidade e desenvolvimento pela Assembleia Geral das
Nacdes Unidas (ESTRELA, 2018).

Diante dos problemas causados pela resisténcia a antimicrobianos nos diversos setores
da sociedade, paises e organizacg@es internacionais tem se mobilizado para enfrenta-la. Em
2015, os Estados membros da Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO), em parceria com
a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) e a Organizagao
Mundial de Saiude Animal (OIE), endossaram o “Plano de Agdo Global para o Enfrentamento
a Resisténcia aos Antimicrobianos” cujos principais objetivos foram ampliacdo da
conscientizacdo sobre resisténcia antimicrobiana, fortalecimento da vigilancia e pesquisa e
otimizacgdo do uso de agentes antimicrobianos na satde humana e animal. A compreenséo de
gue as bactérias resistentes circulam entre humanos, animais e ambiente justifica a necessidade
da abordagem de Saude Unica (One Health approach) no enfrentamento do problema,

assegurando com isso, maior eficacia das agdes (WHO, 2015).
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RESUMO

Leite e produtos lacteos estdo entre os alimentos com maior risco de veicularem o agente
causador da listeriose, uma grave doenca de carater zoondtico com alta mortalidade entre
individuos imunocomprometidos. Objetivou-se com este artigo determinar a ocorréncia de
Listeria spp. com potencial patogénico e resistentes a antimicrobianos em leite cru refrigerado
produzido na regido Agreste de Pernambuco. Dos 140 isolados presuntivos, 32,85% (46/140)
foram confirmados para o género Listeria. Desses, 8,69% (4/46) das Listeria detectadas
apresentaram os trés genes de viruléncia pesquisados — hlyA, inlA e actA, indicando que esses
isolados possuem propriedades de uma cepa virulenta. De acordo com o perfil de resisténcia a
antimicrobianos das Listeria testadas, vancomicina, gentamicina e tetraciclina sdo as drogas
mais eficientes contra essas bactérias. A ampicilina foi o antimicrobiano com maior indice de
resisténcia, apresentada por 60,87% dos isolados. Diante do exposto, infere-se que o leite cru
refrigerado produzido no agreste de Pernambuco constitui um risco a satde publica e a cadeia
produtiva leiteira do Estado pela presenca de Listeria spp. potencialmente patogénicas e

multirresistentes a antimicrobianos.
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ABSTRACT

Milk and dairy products are among the food with higher risk of transmiting the causative
agent of listeriosis, a serious zoonotic disease with high mortality in imunocompromised
individuals. The aim of this paper was to determine occurence of potentially pathogenic and
antimicrobial-resistant Listeria ssp. in refrigerated cold milk. Of the 140 presumptive isolates,
32.85% (46/140) were confirmed for the genus Listeria and 8.69% (4/46) of these presented
the three virulence genes investigated (hlyA, inlA and actA) indicating that these isolates have
properties of a virulent strain. According to the antimicrobial resistance profile of Listeria
tested, vancomycin, gentamicin and tetracycline are the most efficient drugs against these
bacteria. Ampicillin was the antimicrobial with the highest resistance index, presented by
60.87% of the isolates. In conclusion, the milk produced and stored cold in agreste region of
Pernambuco constitutes a risk to public health and to the dairy production chain of the State by

the presence of Listeria spp. potentially pathogenic and multidrug-resistant.

Key words: public health, zoonosis, microbiology, Listeria monocytogenes, drug-resistance.

INTRODUCAO

Listeria spp. sdo bacilos Gram-positivos, nao esporulados, amplamente distribuidos e
bem adaptados ao ambiente, alimentos e animais (SHAMLOO et al., 2018). S&o relativamente
resistentes a condi¢cbes ambientais adversas, tais como alta concentracdo de sal, alta acidez,
baixa umidade e baixa concentracao de oxigénio, além de serem psicrotroficas, sobrevivendo e
desenvolvendo-se em temperaturas de refrigeracdo (JUNG, 2009; BUCHANAN et al., 2017).

Embora o género Listeria contenha sete espécies, a L. monocytogenes € considerada a

mais importante por ser o principal agente causador da listeriose, reconhecida como uma das
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mais graves enfermidades bacterianas emergentes de carater zoonotico, podendo infectar
humanos e animais. A doenga se expressa geralmente como um quadro de gastrenterite febril
leve ou similar a gripe, mas pode se desenvolver na forma sistémica invasiva resultando em
aborto, septicemia, meningite e encefalite, com alta taxa de mortalidade entre a populagéo
susceptivel, que inclui idosos, gravidas e imunocomprometidos (ELSHINAWY et al., 2017;
SHAMLOO et al., 2018). Estima-se que 99% dos casos de listeriose sejam de origem alimentar.
Alimentos favoraveis ao crescimento da bactéria e de alto consumo sdo 0s com maiores riscos
de causarem a doenca. Entre eles, estdo leite, pasteurizado ou ndo, queijos macios nédo
maturados e produtos lacteos com alto teor de gordura (JUNG, 2009; BUCHANAN et al.,
2017).

A capacidade de um micro-organismo de causar doenca depende de sua competéncia
em ingressar, multiplicar-se e propagar-se entre as células do hospedeiro. O processo de
infeccdo celular por L. monocytogenes tem sido bem caracterizado e 0s produtos genéticos
essenciais para sua realizacdo foram identificados. Os principais fatores de viruléncia das
espécies de Listeria estdo codificados num segmento cromossomal conhecido como ilhas de
patogenicidade da Listeria 1 (LIPI-1), presente nas espécies L. monocytogenes e L. ivanovii
(JUNG, 2009).

A proteina listeriolisina O (LLO), determinada pelo gene hly, é o principal fator de
viruléncia de L. monocytogenes por sua atividade hemolitica (hemolisina) além de mediar a lise
do vacuolo (formacéo de poros) permitindo sua sobrevivéncia no interior da célula. A proteina
actA (actA) é o principal fator envolvido na movimentacao intra e intercelular, ou seja, na
disseminacéo da bactéria no processo de infeccdo (BORGES et al., 2009; VERA et al., 2013).
A internalina A (inlA) é uma proteina de superficie que determina a ligagéo e invasao de L.

monocytogenes no primeiro sitio de ligacdo da infeccdo, a célula epitelial intestinal do
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hospedeiro. Diferente dos genes hly e actA, os genes responsaveis pela producdo de internalinas
(inl) estdo fora da LIPI-1 (JUNG, 2009; VERA et al., 2013).

A resisténcia antimicrobiana, capacidade de um microrganismo impedir a atuacao de
um antimicrobiano, é considerada um dos desafios aos sistemas de saude contemporaneos.
Estima-se que 700 mil mortes sejam causadas anualmente pela resisténcia aos antimicrobianos,
gue tem como consequéncia mais grave a ineficacia dos tratamentos e persisténcia da infeccédo
(ESTRELA, 2018). Bactérias resistentes circulam entre humanos, animais e ambiente, o que
justifica o enfrentamento da questdo sob as perspectivas conjugadas de salide humana, animal
e ambiental (One Health approach — abordagem de Satde Unica), afim de obter maior eficacia
das ac¢des (WHO, 2015).

Desde a emergéncia de sua primeira cepa multirresistente em 1988, Listeria
monocytogenes tem sido monitorada quanto a resisténcia antimicrobiana (O’CONNOR et al.,
2010). Recentemente, resisténcia a antibioticos entre linhagens ambientais ou isoladas de
alimentos tem aumentado, principalmente para aquelas drogas comumente utilizadas no
tratamento da listeriose, tais como tetraciclinas, eritromicina, ampicilina e gentamicina
(OLAIMAT et al.,, 2018). Assim, monitorar mudangas no perfil de resisténcia de L.
monocytogenes € necessario devido ao surgimento lento e gradual de cepas resistentes.
Objetivou-se com este artigo determinar a ocorréncia de Listeria ssp. com potencial patogénico

e resistentes a antimicrobianos em leite cru refrigerado.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo das amostras

As amostras de leite cru refrigeradas foram coletadas de tanques de refrigeracéo de 20

propriedades produtoras de leite localizadas no agreste pernambucano e, apos
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acondicionamento em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, enviadas para analise no
Centro de Laboratdrios de Garanhuns (CENLAG) da Unidade Académica de Garanhuns (UAG)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As amostras foram mantidas em
geladeira (7°C) até completarem 48 h sob refrigeracéo, procedendo em seguida com a pesquisa

de Listeria spp.

Deteccdo e isolamento de Listeria spp.

A deteccdo de bactérias do género Listeria foi baseada no método descrito por
HITCHINS et al. (2016), com adaptacdes na fase de enriquecimento seletivo, realizada
adicionando 25ml da amostra a 225 ml de caldo Half Fraser, com incubacédo a 30°C por 48 h.
Para isolamento, al¢adas do caldo enriquecido apds 24 e 48h de incubacdo foram semeadas em
agar Oxford, sendo as placas incubadas a 37°C por 48h. Colénias com desenvolvimento
caracteristico de Listeria (negras com halo negro) foram purificadas e isoladas em agar
tripticase de soja com extrato de levedura (TSA-YE). Coloragédo de Gram foi realizada para
avaliacdo da morfologia caracteristica e pureza. Os isolados presuntivos de Listeria spp. foram
estocados em caldo triptona de soja (TSB) contendo 25% de glicerina a -80°C para posterior

identificacdo molecular.

Analises moleculares

Para as andlises moleculares, o DNA foi extraido segundo descrito por
ABDELLRAZEQ et al. (2014), com adaptacGes. Colonias presuntivas de Listeria spp. foram
inoculadas em caldo TSB-YE e incubadas a 37°C por 24-48h. O caldo enriquecido foi
distribuido em microtubos de 1,5 ml, os quais foram centrifugados a 10000 rpm por 2 minutos
até a formacéo de pellets, que foram ressuspendidos em agua ultra-pura com auxilio de vortex

num volume final de 50ul. Os microtubos foram submetidos a banho-maria a 100°C por 10
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minutos e, em seguida, resfriados a -20°C por 5 minutos. Ap6s o chogue térmico, os microtubos
foram centrifugados a 15000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo DNA genémico foi
coletado e utilizado nos ensaios de PCR.

A confirmacéo de género foi executada por meio da amplificacdo de um fragmento do
gene 23S rRNA (S2), conforme descrito por PAILLARD et al. (2003). Para amplificacdo de
DNA utilizou-se 10 pl de Green Master Mix 2x (Promega), 0,5 UM de cada primer, 1ul do
DNA extraido e agua ultrapura para completar o volume final de 20 ul. As condi¢des de
amplificacdo foram: desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos a 94°C por 1 min,
50°C por 1 min e 72°C por 1 min e um ciclo final de 72°C por 7 min (PAILLARD et al., 2003).
O produto de PCR foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com Sybr
Green (Bio Rad).

Os isolados confirmados para o género Listeria foram testados quanto a presenca de
genes de viruléncia (hlyA, actA, inlA) segundo condicdes especificadas por CICCIO et al.
(2012). Para as reacdes de amplificacdo utilizou-se 12,5 ul de Green Master Mix 2x (Promega),
0,9 UM de cada primer, 2l do DNA e agua ultra-pura para completar o volume final de 25 ul.
No termociclador, os parametros utilizados foram: 94°C por 3 minutos para desnaturacao inicial
seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1,2 minuto, anelamento a 55°C por 1,3 minuto
e extensdo a 72°C por 2 minutos, com extensdo final a 72°C por 10 minutos (CICCIO et al.,
2012). Os produtos da amplificagdo foram corados com Sybr Green, submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5% e os resultados visualizados sob luz UV.

O controle positivo Listeria monocytogenes ATCC 15313 (Fiocruz) foi utilizado em
todas as analises moleculares. As sequéncias de primers utilizados nas reacfes de PCR bem

como tamanho dos fragmentos formados estdo listados na Tabela 1.
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Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Os isolados confirmados de Listeria spp. foram avaliados quanto a sensibilidade a
antimicrobianos pelo método de difusdo em disco, como recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). As drogas e concentracdes foram selecionadas com
base nos antimicrobianos utilizados na terapia humana e veterinaria: ampicilina (10 pg),
sulfametoxazol/trimetropim (25 pg), vancomicina (30 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina
(10 pQ), rifampicina (5 ug), tetraciclina (30 pg).

Os isolados de Listeria foram reativados em TSA-YE a 37°C por 24 h e, pelo menos,
trés a cinco coldnias transferidas para 5 mL de solucéo salina 0,85% até obter 0,5 de turbidez
na escala de McFarland. Essa suspensao foi inoculada em agar Muller-Hinton com swab esteril
e os discos de antibidtico dispensados sobre o agar. As placas foram incubadas a 37°C por 18-
24 h (NCCLS, 2003). O diametro das zonas de inibicdo de crescimento foi medido e
interpretado utilizando os limites estabelecidos para Staphylococcus spp. em CLSI (2013), uma

vez que ndo ha padrdes referentes a Listeria sp. para todos os antibioticos testados.

Andlise de dados

Os dados referentes a ocorréncia de Listeria spp. e a frequéncia dos genes de viruléncia
foram analisados por meio de estatistica descritiva.

O indice de Multipla Resisténcia a Antibiéticos (MAR) foi calculado como 0 nimero
de antimicrobianos ao qual determinado isolado foi resistente sobre o numero total de
antibioticos testados, sendo o valor final multiplicado por 100 para obtencéo dos resultados em
percentuais. Indice MAR acima de 0,2 (20%) foi indicativo de multipla resisténcia

(KRUMPERMAN, 1983).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 140 isolados presuntivos, 32,85% (46/140) foram confirmados para o género
Listeria. A deteccdo de Listeria spp. nesta pesquisa se torna um dado relevante, uma vez que
existem relatos de casos de listeriose humana envolvendo outras espécies além da L.
monocytogenes (ROCOURT et al., 1986; CUMMINS et al., 2004; GUILLET et al., 2010).
Além disso, de acordo com FERRONATTO et al. (2012), a presenca de outras espécies de
Listeria em alimentos é um indicador de condic¢des inadequadas de higiene e processamento e
significa um maior risco de contaminacao por espécies patogénicas de Listeria, ja que todas
vivem sob as mesmas condicdes. ELSHINAWY et al. (2017) encontraram Listeria spp. em
10% das amostras de diversos produtos lacteos analisados enquanto MOURA et al. (2018), ao
avaliar leite de tanques de expansdo em Alagoas obtiveram 23,3% de amostras positivas para
bactérias do género Listeria, sendo esse o resultado mais proximo ao encontrado nesta pesquisa.

Das Listeria detectadas no atual estudo, 8,69% (4/46) apresentaram 0s trés genes de
viruléncia pesquisados — hlyA, inlA e actA, indicando que esses isolados possuem propriedades
de uma cepa virulenta. A informacgdo genética contida nos genes de viruléncia pode ser
divergente entre cepas de L. monocytogenes e outras Listeria spp., 0 que explica a nédo
amplificacdo desses genes nos demais isolados de Listeria (ABDELLRAZEQ et al., 2014).

JUNG (2009) determinou que genes localizados na ilha de patogenicidade 1, tais como
hlyA e actA, sdo alvos confiaveis para a diferenciacdo molecular de L. monocytogenes das
demais espécies de Listeria. Diversos estudos utilizaram a identificacdo do gene hlyA para a
identificagdo de L. monocytogenes (BORDER et al, 1990; AZNAR & ALARCON, 2003;
PERES et al., 2010; AKSQY et al., 2018). Para POURNAJAF et al. (2016), o gene inlA é
espeécie-especifico, estando presente em todas as L. monocytogenes independente da fonte e

serovar, e ausente em outras espécies de Listeria ou em outras bactérias. ABDELLRAZED et



44

al. (2014) verificaram que a deteccdo de apenas um gene associado a viruléncia ¢ insuficiente
para identificar isolados de L. monocytogenes ou o verdadeiro potencial patogénico da cepa,
tendo utilizado, para isso, quatro genes de viruléncia (prfA, hlyA, actA e inlA). Com base nessas
informacdes, é possivel afirmar que as cepas com potencial virulento identificadas neste estudo
(8,69%) sdo cepas da espécie Listeria monocytogenes.

MATTOS et al. (2010), ao avaliar a qualidade do leite do agreste pernambucano, ndo
encontraram L. monocytogenes em suas analises. O mesmo resultado negativo foi obtido por
ROSA et al. (2018) em andlise de queijo frescal, que defendem que a recuperacdo do patdgeno
no caldo de enriquecimento é dificultada pela baixa populacdo de L. monocytogenes, lesao
subletal causada pelo processamento e inibicdo pela presenca de coliformes, de forma que
resultado negativo ndo garante a auséncia da bactéria.

A presenca da L. monocytogenes nos tanques de refrigeracdo esta associada a
contaminacdo fecal direta ou a contaminacdo ambiental da superficie do Ubere, indicando falhas
higiénicas no manejo da ordenha. L. monocytogenes é um contaminante comum do leite cru e
sua prevaléncia em tanques de leite a granel fica em torno de 2 a 7%, em consonancia com 0
encontrado nesta pesquisa. Dessa forma, o consumo de leite ndo-pasteurizado se apresenta
como um risco de listeriose, além de representar perigo de contaminacgdo cruzada no ambiente
de beneficiamento (CASTRO et al., 2018).

Do ponto de vista regional, a presenca de Listeria spp. nos tanques de refrigeragcdo tem
mais um agravante. Parte da producdo leiteira de Pernambuco é utilizada na fabricacdo de
queijo coalho artesanal, produto tipico nordestino, que, de acordo com legislacdo estadual
(ADAGRO, 2018) pode ser fabricado a partir do leite cru, mesmo sem maturagdo. Esse
derivado lacteo é, muitas vezes, mantido sob periodos prolongados sob refrigeracdo e
consumido sem aquecimento térmico prévio, ambos fatores de risco para a listeriose. No Brasil,

é determinada a auséncia de Listeria monocytogenes em queijos de média a alta umidade,
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curados, ralados ou em pd, ndo existindo parametros para outras espécies de Listeria ou outros
produtos lacteos (BRASIL, 2001).

O monitoramento da resisténcia a antimicrobiano de Listeria spp. e L. monocytogenes é
necessario para compreender mudancas nos padrfes de resisténcia comumente usados,
implementar medidas pré-ativas de controle para o uso de agentes antimicrobianos e para evitar
a propagacao de resisténcia por cepas (ABDELLRAZEQ et al.,, 2014). Com o perfil de
resisténcia a antimicrobianos das Listeria testadas ficou demonstrado que a vancomicina, a
gentamicina e a tetraciclina sdo as drogas mais eficientes contra essas bactérias. Os resultados
do teste de susceptibilidade a antimicrobianos podem ser observados na Figura 1.

A ampicilina e o sulfametoxazol-trimetropim foram os antimicrobianos com maior
indice de resisténcia, demonstrada por 60,87% e 43,47% dos isolados de Listeria spp.,
respectivamente. Isso pode configurar uma limitacdo nas op¢des de tratamento de um paciente
com listeriose, uma vez que ampicilina associada com gentamicina ou sulfametoxazole-
trimetropim associado com rifampicina sdo drogas de eleicdo para o tratamento da listeriose
(DE NES et al, 2010).

Com indice MAR entre 0,28 e 0,85, 43,47% dos isolados foram caracterizados como
multirresistentes. Esse resultado representa uma preocupacao para a satde publica pois isolados
multirresistentes podem disseminar genes de resisténcia a outras Listeria spp. e a outros micro-
organismos. Em varios estudos sobre a resisténcia antimicrobiana em Listeria spp. foi apontado
que o material genético envolvido na adaptacdo evolucionaria de curto prazo pode ser
transferido com sucesso entre Listeria spp. e outras bactérias Gram-positivas evolutivamente
relacionados, como Enterococcus spp.

Estudos recentes comprovaram o aumento substancial de resisténcia a antimicrobianos
em L. monocytogenes, porém, sua prevaléncia varia geograficamente (ABDELLRAZEQ et al.

2014). Em isolados de leite produzido no sudeste do Brasil, DE NES et al. (2010) néo
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encontraram Listeria monocytogenes resistentes para os antibioticos testados, entre eles,
tetraciclina, ampicilina, gentamicina, vancomicina e eritromicina. Ja na Turquia, AKSOY et
al.(2018) encontraram que 66,66% das Listeria isoladas de leite cru e derivados foram sensiveis
a todos os antibioticos testados. Esses dados estdo em desacordo com o presente estudo uma
vez que 89,13% dos isolados de Listeria apresentaram resisténcia a pelo menos uma das drogas
testadas. A diferenca nos indices de resisténcia podem ser influenciados pelo pais envolvido e
pelas regulamentacGes que autorizam o uso de antibidticos, pelas praticas de producdo e

processamento, e pelo tipos das amostras (ABDELLRAZEQ et al. 2014).

CONCLUSAO

Diante do exposto, infere-se que o leite cru refrigerado produzido no agreste de

Pernambuco constitui um risco a satde publica e a cadeia produtiva leiteira do Estado pela

presenca de Listeria spp. potencialmente patogénicas e multirresistentes a antimicrobianos.
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Tabela 1. Pares de primers utilizados nas reacdes de PCR
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Gene Sequéncia do primer (5°3’) Tamanho do produto (pb) Referéncia
S2 S2F: GCCTACAAGTAGTTAGAGCC 890 Paillard et al., 2003

S2R: ACTGGTACAGGAATCTCTAC

hlyA  hlyAF: CCT AAG ACG CCA ATC GAA 702 Ciccio etal., 2012
hlyAR: AAG CGC TTG CAA CTG CTC

ActA  ActAF: GACGAAAATCCCGAAGTGAA 268 ou 385 Ciccio et al., 2012
ActAR: CTAGCGAAGGTGCTGTTTCC

inlA  inlAF: CCT AGC AGG TCT AAC CGC AC 255 Ciccio et al., 2012

inlAR: TCG CTAATT TGG TTATGC CC
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Figura 1. Susceptibilidade de Listeria spp. isoladas de leite cru refrigerado a antimicrobianos.
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Resumo
Bactérias psicrotroficas podem produzir enzimas termoestaveis que degradam o leite e a
estocagem a frio pode propiciar sua proliferacdo. Por isso, objetivou-se quantifica-las em leite
cru refrigerado da regido do Agreste em Pernambuco, avaliando-se as suas caracteristicas
enzimaticas, e realizar a identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA daquelas com
potencial para deterioracdo. A concentracio média de bactérias psicrotréficas foi de 2,1 x 10°
UFC/mL de leite cru refrigerado. Apesar disso, em 58,3% (7/12) das fazendas as contagens
foram abaixo de 10 UFC/mL. A atividade da lipase e/ou protease foi demonstrada por 38% dos
isolados psicrotroficos, que foram identificados em 13 espécies e classificados em duas classes,
Gammaproteobacteria e Bacilli. Aeromonas, Exiguobacterium e Staphylococcus foram géneros
dominantes, representando 77% dos isolados e, em menor frequéncia, Macrococcus, Bacillus,
Paenibacillus, Enterobacter, Hafnia, Enterococcus e Lactococcus. O conhecimento gerado por
este trabalho permite inferir possiveis falhas na producdo e armazenamento de leite cru e
adequar os procedimentos higiénico-sanitarios e de controle, a fim de evitar alta concentragéo

de bactérias psicrotroficas com consequente producdo de enzimas deteriorantes.
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Introducéo

A obrigatoriedade do resfriamento e estocagem a frio do leite cru, instituida por meio
da Instrucdo Normativa n°51 de 2002 (Brasil, 2002), trouxe melhorias significantes na sua
qualidade. Essa medida resultou na reducédo de perdas causadas pela acidificacédo do leite cru,
causada principalmente pela proliferacéo de bactérias lacteas e outros mesofilicos ali presentes
(Samarzija et al., 2012).

A refrigeracdo prolongada do leite cru a baixas temperaturas (2 a 6°C), no entanto, detém
significante influéncia na composicdo da sua microbiota natural. As bactérias aerdbias
mesofilicas Gram-positivas, inicialmente dominantes, sdo substituidas por psicrotroficas Gram-
positivas e Gram-negativas (Samarzija et al., 2012). Muitas dessas bactérias sao capazes de
produzir enzimas hidroliticas termoestaveis, principalmente proteases e lipases, que degradam
0s principais constituintes organicos do leite. Apesar de tratamentos térmicos convencionais
serem eficazes na eliminacgdo da grande maioria dessas bactérias, as enzimas produzidas durante
a estocagem do leite mantém cerca de 30 a 100% de sua atividade apds pasteurizacdo ou
esterilizacdo (Samarzija et al., 2012; Reis et al., 2013).

Considerando qualidade e aspectos econdmicos, as enzimas termoestaveis imprimem
grande impacto sobre a industria de produtos lacteos, uma vez que levam a defeitos de sabor e
odor, reducéo do rendimento de derivados e problemas tecnoldgicos, tais como sedimentagéo
e geleificagdo em leites UHT, rancidez e alteracdo no sabor de leite em po e queijos durante a
vida de prateleira desses produtos (Machado et al, 2017). As perdas econdmicas séo causadas
pelo custo direto dos recalls dos produtos e, indiretamente, pelo dano a imagem das empresas

envolvidas com os problemas (Ribeiro Junior et al, 2018).
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O conhecimento da diversidade de bactérias psicrotroficas é essencial para determinar
sua origem e corrigir falhas de higiene, visando reduzir a ocorréncia desses micro-organismos
no leite cru. Embora existam varios estudos avaliando a microbiota psicrotréfica no leite cru,
sua composicdo € altamente influenciada por fatores geograficos e praticas higiénicas na
ordenha (Ribeiro Junior et al.,, 2018). Dessa forma, objetivou-se quantificar bactérias
psicrotroficas em leite cru refrigerado produzido no Agreste pernambucano, avaliar sua

capacidade de producdo de protease e lipase e identificar aquelas com potencial deteriorante.

Material e métodos
Obtencdo das amostras
As amostras de leite cru foram coletadas de tanques de refrigeracdo de 12 propriedades
de cinco municipios produtores de leite localizadas na bacia leiteira, no Agreste pernambucano.
As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo baterias de gelo reciclaveis
e enviadas para analise no Centro de Laboratérios de Garanhuns (CENLAG) da Unidade
Académica de Garanhuns (UAG) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Todas as amostras permaneceram sob temperatura de refrigeracdo (< 7°C) por um

periodo minimo de 24 horas, sem exceder 48 horas, para entdo serem analisadas.

Analise microbioldgica

A enumeracgdo de bactérias psicrotroficas foi realizada por contagem em placa, de
acordo com o recomendado por Cousin et al. (1992). As amostras foram diluidas e inoculadas
em duplicata por spread plate em placas contendo Plate Count Agar (PCA), as quais foram
incubadas a 7°C por 10 dias. Apés esse periodo, foram selecionadas para contagem as placas
contendo, preferencialmente, de 25 a 250 colbnias, e 0s resultados foram expressos em

UFC/mL. Quando ndo houve desenvolvimento na menor dilui¢cdo inoculada, o valor foi
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estimado de acordo com o recomendado em Brasil (2003). Para fins de calculo da média geral
das contagens, considerou-se 0 menor nimero inteiro mais proximo ao valor que foi estimado.

Para o estudo da diversidade de psicrotréficas, colénias com diferentes morfologias
foram selecionadas, purificadas e isoladas. Apds avaliacdo da coloracdo de Gram para
verificacdo de pureza, os isolados puros foram estocados em caldo triptona de soja (TSB)
contendo 25% de glicerina e armazenados a temperatura de -80°C para posterior identificacdo
molecular.

A capacidade de producéo de protease e lipase pelos isolados psicrotréficos foi avaliada
utilizando-se, respectivamente, agar leite (TSA suplementado com 5% de leite em pé
desnatado) e &gar tributirina suplementado com 2% de tributirina. Todos os isolados foram
reativados em caldo TSB a 28°C por 24 h e uma alcada do caldo enriquecido foi inoculada em
cada agar, sendo as placas incubadas a 28°C por até 72 h. Em ambos os testes, a presenca de
uma zona clara ao redor das coldnias foi indicativa de atividade proteolitica ou lipolitica da
bactéria (Marques et al., 2012). Os isolados que apresentaram atividade proteolitica e/ou

lipolitica foram submetidos a identificacdo molecular.

Analises moleculares

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada por meio do kit de extragdo PureLink™
Genomic DNA, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Fragmentos do gene
16S rRNA foram amplificados utilizando os primers universais 8f (5°-
CACGGATCCAGACTTTGATYMTGGCTCAG-3") e 1512r (5°-
GTGAAGCTTACGGYTAGCTTGTTACGACTT-3") (Felske et al., 1997), segundo as
condigdes descritas por Hantsis-Zacharov e Halpern (2007). Para confirmacao da amplificagéo,
0s produtos da PCR foram corados e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e

visualizados sob luz UV. Os amplicons (~1400pb) foram purificados utilizando o kit PureLink
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PCR Purification, quantificados (Qubit) e sequenciados em ABI PRISM 3500 Genetic Analyser
na Plataforma de Sequenciamento de DNA do Laboratorio Central da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

A analise dos cromatogramas provenientes do sequenciamento foi realizada utilizando
o0 programa Chromas 2.6.6 e as sequéncias obtidas foram comparadas com os dados disponiveis
no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do programa padrdo BLASTN (Basic Local
Alignment Search Tool). As sequéncias do banco de dados, com genomas completos, que
apresentaram maior similaridade no alinhamento individual com as sequéncias inseridas dos

isolados foram utilizadas para identificacao.

Anélise de dados

As relacdes evolutivas entre as sequéncias das bactérias identificadas foi inferida
utilizando o método Neighbor-Joining, gerando uma arvore filogenética, com base em
alinhamentos realizados no CLUSTAL W. As anélises evolucionérias foram conduzidas no
programa MEGA X e os valores de bootstrap obtidos a partir de 50.000 repeti¢es (Kumar et
al., 2016). As distancias evolutivas foram calculadas usando o método de correc¢do de Poisson

(Zuckerkandl e Pauling, 1965).

Resultados e discusséo

Os resultados das contagens de bactérias psicrotroficas estdo expressos na Tabela 1. A
média de bactérias psicrotroficas foi de 2,1 x 10° UFC/mL de leite cru refrigerado, apesar de
58,3% (7/12) das amostras apresentarem resultados inferiores a 10 UFC/mL. Todas as amostras
das propriedades situadas na cidade de Bom Conselho e a de Garanhuns, apresentaram elevadas
concentracdes de psicrotroficas, demonstrando que ha necessidade de maiores cuidados na

higiene durante a obtencéo do leite, diferentemente dos leites produzidos na cidade de Aguas
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Belas, que apresentaram baixa contaminagdo. Esses resultados reforcam que a presenca de
sistemas de refrigeracdo nas fazendas ndo garantem boa qualidade bacterioldgica se altas
contagens de micro-organismos psicrotroficos estiverem presentes antes da estocagem do leite,
uma vez que o frio ndo impede o crescimento dessa populacdo (Molineri et al., 2012), ao
contrario, favorece a proliferacdo por reduzir a competicdo com mesofilicos (Samarzija et al.,

2012).

Tabela 1. Contagem de bactérias psicrotroficas em amostras de leite do Agreste de Pernambuco.

Propriedade Municipio Contagem (UFC/mL)
| Brejdo <10*
I Garanhuns 2,2 x 10°
Il Brejdo 9
v Angelim 2,3 x 103
\/ Bom Conselho 1,7 x 108

Vi Bom Conselho 2,2 x 10°
ViI Bom Conselho 5,5 x 10*
VIl Aguas Belas <1*
IX Aguas Belas 2

X Aguas Belas <1*
XI Aguas Belas <1*
XII Aguas Belas <1*

*valor estimado

Na Unido Europeia, o leite cru é considerado de alta qualidade quando tem contagem
de bactérias psicrotroficas abaixo de 5 x 103 UFC/mL (Sarmarzija et al., 2012). Na legislacéo
brasileira, entretanto, apesar de determinada a obrigatoriedade da refrigeracao do leite cru, ndo
sdo estabelecidos pardmetros para contagem de psicrotréficos. 83% (10/12) das amostras
analisadas nesse estudo apresentaram contagens inferiores a 10° UFC/mL, o que indica
gualidade microbioldgica satisfatdria segundo Ribeiro Junior et al. (2018). Esses autores, ao

analisar leite produzido no Sul do Brasil, classificaram como leite de alta qualidade
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microbioldgica aquele com contagem de psicrotroficas inferior a 10° UFC/mL, tendo
encontrado média de 1,1 x 10* UFC/mL.

Silva et al. (2011) avaliaram a qualidade microbioldgica do leite produzido no Agreste
pernambucano e encontraram concentracio média de bactérias psicrotroficas de 3,4 x 107
UFC/mL no inicio da refrigeracdo, aumentando para 7,3 x 10® UFC/mL ap6s 24h de
refrigeracdo. Em comparacdo com os resultados do presente trabalho, percebe-se uma diferenca
pronunciada e uma notavel melhoria na qualidade do leite produzido em Pernambuco. Esse
progresso provavelmente esta relacionado a Instru¢cdo Normativa n° 62, publicada em dezembro
de 2011, que estabelece parametros e prazos para a melhoria da qualidade do leite produzido
no Brasil até 2017 além de regularizar a carga microbiana como parametro de pagamento do
leite cru (Brasil, 2011). Em concordancia, durante as coletas, varios produtores relataram que
estabelecimentos que recebem o leite produzido na regido para processamento passaram a ser
mais rigorosos na recepcao e a valorizar financeiramente matéria-prima entregue com qualidade
superior.

Dos 79 isolados de micro-organismos psicrotréficos obtidos, 30 (38%) apresentaram
atividade enzimatica proteolitica e/ou lipolitica in vitro, indicando que sua presenca no leite
pode causar deterioracdo e defeitos de fabricacdo, mesmo apos tratamento térmico. A acéo
prolongada de proteases e lipases podem causar alteragdes organolépticas no leite fluido ou
produtos derivados, tais como sabor amargo ou de ranco em leite ou geleificacdo e
sedimentacdo em leite UHT (Ribeiro Junior et al., 2018), além de reduzir o tempo de vida Util
do leite de consumo e dos derivados lacteos e intervir no rendimento (Reis et al., 2013).

Duas classes de bactérias foram identificadas nesse estudo, em proporgdes praticamente
equivalentes Bacilli (53%) e Gammaproteobacteria (47%). Hantsis-Zacharov e Halpern (2007)
ao analisarem a diversidade de psicrotroficas em leite, encontraram sete classes, sendo a

Gammaproteobacteria e a Bacilli as dominantes. A diversidade relativamente superior
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encontrada pelos autores supracitados € esperada, uma vez que 0S mesmos estudaram a
diversidade de bactérias psicrotréficas totais, enquanto este trabalho foi mais restritivo,
propondo-se a identificar apenas os psicrotroficos com caracteristicas deteriorantes.

As relacdes evolutivas entre os isolados identificados baseadas em alinhamentos das
sequéncias parciais do gene 16S rRNA estdo representadas na Figura 1. Essa analise envolveu
26 sequéncias de aminoacidos e todas as posicdes ambiguas foram removidas para o
emparelhamento de cada par, totalizando 1213 posi¢des no conjunto de dados final. A arvore
filogenética representa graficamente as relaces evolutivas entre as espécies que, de acordo
com a similaridade entre as sequéncias inseridas, possam descender de um ancestral comum.
Evidencia-se, logo na primeira ramificacdo, a formacéo de dois grandes grupos, um abrangendo
apenas membros das Gammaproteobactérias e outro apenas da classe Bacilli. Em seguida, as
Gammaproteobactérias dao origem a dois ramos onde estdo agrupadas as Aeromonaceae e
Enterobacteriaceae. No ramo da classe Bacilli, a nivel de género, verifica-se uma maior
similaridade entre cepas de Exiguobacterium sp., como também entre cepas de Staphylococcus,
com valores iguais a 100.

Os 30 isolados foram identificados em 13 espécies, agrupadas em dez géneros, sete
familias e duas classes. Aeromonaceae foi a familia mais frequente (40%), seguida da
Bacillaceae e Staphylococcaceae (Tabela 2). Detalhes sobre a acdo enzimatica em relacdo a

espécie podem ser observados na Figura 2.
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(Z P10F Aeromonas caviae
() P33F Aeromonas caviae
(O PTTF Aeromonas caviae
(O P36F Aeromonas caviae
(O P2F Aeromonas caviae
(» PT74F Aeromonas caviae
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(» P3F Aeromonas veronii
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Figura 1. Taxa de relacGes evolucionarias entre bactérias psicrotréficas com potencial

deteriorante isolas de leite cru refrigerado produzido no agreste de Pernambuco, Brasil.
Marcador “o”: classe Gammaproteobacteria; Marcador “e”: classe Bacilli; O comprimento dos ramos representa,
em escala, as distancias evolutivas; O nimero ao lado das ramificacOes representa a porcentagem de arvores

replicadas em que as mesmas sequéncias foram agrupadas juntas em 50000 repeticdes no teste de bootstrap.
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Tabela 2. Frequéncia de bactérias isoladas de leite cru refrigerado de 12 propriedades do

Agreste de Pernambuco, Brasil.

Frequéncia

Familia Identificacdo NCBI Fa Fr (%) Municipios
Aeromonas caviae . 7 23,4 Bre, Ang, AgBe
Aeromonaceae Aeromonas veronii () 5 16,6 Ga, Bre, BCon,
Abe
) Bacillus clausii G+ 1 3,3 BCon
Bacillaceae Exiguobacterium sp. G+ 6 20 Bre, AgBe
. Enterobacter kobei (6, 1 3,3 Ang
Enterobacteriaceae Hafnia alvei (o, 1 33 BCon
Enterococcaceae Enterococcus casseliflavus +) 1 3,3 Bre
Paenibacillaceae Paenibacillus sp. ) 1 3,3 Gar
Macrococcus caseolyticus (c+) 1 3,3 AgBe
Staphylococcus aureus (G+) 1 3,3 Ang
Staphylococcaceae Staphylococcus hominis +) 1 3,3 Bre
Staphylococcus warneri +) 3 10 Gar, Bre
Streptococcaceae Lactococcus garvieae (c+) 1 3,3 BCon

NCBI: National Center for Biotechnology Information; G+: Gram-positiva; G-: Gram-negativa; Fa: Frequéncia
absoluta; Fr (%): Frequéncia relativa; Br: Brejao; Ang: Angelim; ABe: Aguas Belas; Gar: Garanhuns; BCon: Bom
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Figura 2. Atividade proteolitica e/ou lipolitica de bactérias psicrotréficas isoladas de leite cru

refrigerado produzido no Agreste de Pernambuco, Brasil.
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Os géneros Gram-positivos identificados foram Exiguobacterium, Staphylococcus,
Macrococcus, Bacillus, Lactococcus e Enterococcus; e os Gram-negativos foram Aeromonas,
Hafnia, Enterobacter e Paenibacillus. Apesar da diversidade de géneros Gram-positivos ter
sido superior, o numero de isolados Gram-negativos e Gram-positivos com potencial
deteriorante foi equivalente, com 50% para cada. Ribeiro Junior et al. (2018) identificaram leve
predominancia das Gram-positivas (58,2%) entre as bactérias psicrotréficas deteriorantes
isoladas de tanques de refrigeracdo a granel no Rio Grande do Sul. Os mesmos autores relataram
que tais micro-organismos estdo frequentemente relacionados a microbiota inicial e desejavel
do leite, bem como ao ambiente dos estabulos e comedouros, e infec¢des da glandula mamaria.
As fontes mais comuns de Gram-negativas sdo agua residual em maquinas de ordenha, dutos
ou refrigeradores, sujeira dos Uberes e tetos, limpeza inadequada das superficies dos
equipamentos que entram em contato com o leite, transporte e estocagem do leite e biofilme
(Samarzija et al., 2012).

As espécies Aeromonas caviae (7), Exiguobacterium sp. (6), A. veronii (5) e
Staphylococcus warnerii predominaram entre as psicrotroficas deteriorantes nas amostras de
leite cru analisadas, abrangendo 77% dos isolados. Aeromonas foi 0 género frequente,
compreendendo 40% (12/30) dos isolados, e também o mais distribuido entre as propriedades,
estanto presente em 42% (5/12). Essas bactérias estdo amplamente distribuidas no ambiente,
podendo facilmente contaminar tetas e Ubere de vacas em lactacdo, bem como utensilios
utilizados na ordenha. A agua também pode constituir uma importante fonte de contaminacao
do leite durante sua producdo. Muitas vezes, a agua utilizada nas propriedades rurais para
lavagem dos equipamentos, méos dos ordenadores e Uberes € obtida de pogos e rios, ndo
recebendo o devido controle quanto a cloracdo ou potabilidade.

Cereser et al. (2013a) pesquisando potenciais fontes de contaminacdo por Aeromonas

spp. na producdo de queijos, encontraram em 60% das amostras de dgua utilizada na produgéo
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de queijo artesanal, confirmando sua capacidade de multiplicacdo em sistemas de distribuicao
de agua. Aeromonas sdo consideradas eficientes formadoras de biofilme em sistemas de
distribuicdo de agua ou locais de processamento de alimento (Tavares et al., 2015), fato que
pode colaborar com a manutencao da fonte de contaminacéo.

Enfatiza-se a prevaléncia Aeromonas entre os isolados como fator de risco a saude
publica mediante consumo do leite ou de produtos dele derivados ndo tratados termicamente.
Aeromonas spp. é considerada um patégeno emergente oportunista, especialmente patogénico
em pacientes pediatricos, geriatricos e portadores de doencas imunossupressoras (Tavares et
al.,, 2015). A. caviae e A. veronii, as duas espécies identificadas nessa pesquisa, Sdo
responsaveis, junto com A. hidrophyla, por 85% das desordens gastrintestinais em humanos,
provocando diarreia aquosa comum entre viajantes (“diarreia dos viajantes”) (Stratev et al.,
2012). Alem disso, espécies isoladas de leite, produtos lacteos e pontos da linha de
processamento tém sido descritas como multirresistentes a antimicrobianos, ampliando sua
relevancia enquanto patdgeno oportunista (Luna et al., 2013; Cereser et al., 2013b).

O segundo género predominante foi o Exiguobacterium sp. (20%), um contaminante de
origem ambiental. Espécies dessa bactéria ja foram isoladas de fontes bastante diversificadas,
incluindo gelo glacial da Groenlandia, fontes termais no Parque Nacional de Yellowstone
(EUA), a rizosfera de vegetais e ambiente de plantas de estabelecimentos processadores de
alimentos (Vishnivetskaya et al., 2009). Essa bactéria é capaz de manter o metabolismo normal
sob refrigeracdo (4°C), é produtora de biofilme, além de sobreviver a situacGes inospitas,
exibindo resisténcia alcalina e ao frio (-12°C), termotolerancia (55°C) e osmotolerancia. Por
essas caracteristicas, 0 Exiguobacterium sp. se destaca entre 0s demais micro-organismos
deteriorantes, sendo sua presenca na cadeia produtiva do leite preocupante do ponto de vista

industrial.
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Dos isolados de Exiguobacterium encontrados no presente estudo, 33% exibiram
atividade lipolitica, e 100%, atividade proteolitica.Apesar de amplamente reconhecido na
literatura como micro-organismo produtor de enzimas (proteases, alfa-amilase, nuclease) de
interesse na biotecnologia, industria e agricultura (Vishnivetskaya et al., 2009; Rajaei et al.,
2014; Anbu et al., 2013; Gumilar et al., 2015; Fang et al., 2016), a producdo de lipase por
Exiguobactecterium s6 foi reportada recentemente por Ali et al. (2015) em amostra de solo
contaminado com gordura. Exiguobacterium sp. ja foi detectado em leite em outros estudos
(Hantsis-Zacharov e Halpern, 2007; Quigley et al., 2013; Estrada-Anzuetto et al, 2017)
apresentando atividade proteolitica mas nao lipolitica (Mane e Gandhi, 2010), e, até 0 momento,
ndo foram encontrados outros relatos de Exiguobacterium sp. lipoliticos isolados a partir de
produtos lacteos.

Staphylococcus spp. foram encontrados em 25% (3/12) das amostras e identificados nas
espécies S. aureus, S. hominis e S. warneri, sendo a ultima predominante. Em relacdo ao
potencial deteriorante, 80% dos isolados apresentaram acdo lipolititica e proteolitica, com
excecdo de apenas uma cepa de S. aureus, positivo apenas para producdo protease. Bactérias
desse género sdo frequentes em leite e produtos lacteos (Nornberg et al., 2010; Silva et al.,
2011; Ribeiro Janior et al., 2018), e importantes formadores de biofilme (Cherif-Antar et al.,
2016). No caso do leite cru, a ocorréncia pode ter relagdo com casos de mastite clinica e
subclinica nos rebanhos (Langoni et al., 2015), ou, além da via intramamaria, Staphylococcus
aureus podem ser transferidos ao leite por meio de equipamento, ambiente ou manipulagéo
humana (Quigley et al.,2013).

Staphylococcus aureus € um patogeno reconhecido por producdo de enterotoxinas
termoestaveis, que podem permanecer viaveis apos a pasteurizacao e causar agravo a saude do
consumidor. Associado a isso, cepas de Staphylococcus multirresistentes a antibidticos (Rai e

Tiwari, 2016), inclusive S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) ja foram isoladas de leite e
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produtos lacteos (Al-Ashmawy e Sallam, 2016). Ja tendo sido comprovada a transferéncia entre
MRSA de animais para humanos e vice-versa, torna esse grupo relevante para a satde animal
e humana.

Alguns géneros foram menos representativos abrangendo em conjunto apenas 23%
(7/30) dos isolados. Foram os seguintes: Macrococcus, Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter,
Hafnia, Enterococcus e Lactococcus. Macrococcus caseolyticus, previamente classificado
como Staphylococcus caseolyticus, € uma bactéria ambiental, pouco relacionada com doencas
em humanos ou em animais (Li et al., 2016). No entanto, essa bactéria ja foi isolada de mastite
bovina (Mazhar et al. 2018), podendo ser essa a justificativa de sua presenca nas amostras
analisadas

A presenca de enterobactérias em alimento geralmente indica contaminacédo direta ou
indireta por fezes. Duas espécies de enterobacteriaceas foram detectadas nessa pesquisa, Hafnia
alvei e Enterobacter kobei, ambos demonstrando apenas atividade proteolitica. Hafnia e
Enterobacter foram descritos como géneros coliformes psicrotolerantes em leite cru por
Masielo et al. (2016). Hafnia alvei tem sido descrita como produtora de biofilme e patdgena
oportunista para humanos, causando em infeccdes intestinais e extraintestinais (Song et al.,
2017).

Bacillus e Paenibacillus foram detectados nessa pesquisa apresentando potencial apenas
para deterioracdo de lipidios. O género Paenibacillus surgiu recentemente de uma divisdo do
género Bacillus. Ambos os micro-organismos sao psicrotréficos termoduricos, formam esporos
e tém como habitat natural o solo e plantas em crescimento (Lyngwi e Joshi, 2014), podendo a
presenca dessas bactérias no leite cru estar associada a contaminacao dos tetos e utensilios por
terra e a deficiéncia na higienizacdo manejo pre-ordenha. Um estudo recente demonstrou que
38% dos Bacillus isolados de leite cru mantiveram de 50 a 75% de atividade residual da lipase

apos tratamento térmico a 142°C por quatro segundos (Machado et al., 2017). A caracteristica
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termodurica desses micro-organismos aumenta a relevancia desse resultado, ja que indica
sobrevivéncia dos mesmos a pasteurizacéo, podendo iniciar ou aumentar a acao lipolitica apos
0 processamento térmico.

Enterococcus casseliflavus e Lactococcus garviae também foram identificados. Apesar
de seu efeito negativo como potencial deteriorante ter sido detectado nesse trabalho, € citado
que essas bactérias possuem um papel controverso. De maneira geral, integram o grupo de
bactérias acido-laticas (LAB, do inglés ‘Lactic Acid Bacteria’) da microbiota do leite, grupo
cuja acdo é tipicamente benéfica, atuando na maturacdo de queijos e no desenvolvimento de
sabores desejaveis (Kable et al, 2016), aléem de produzirem bacteriocinas (Quingley et al.,
2013). No entanto, Lactococcus garvieae, bem conhecido na aquicultura por causar septicemia
hemorragica em peixes, e, nos Ultimos anos, vem emergindo como patdgeno zoonotico, com
relatos de infeccdo humana principalmente de endocardite em pacientes idosos e
imunocomprometidos e associada a ingestdo de pescado cru (Gibello et al., 2016).

O leite cru refrigerado produzido no Agreste de Pernambuco €, em sua maior parte, de
qualidade satisfatéria quanto a concentracdo de bactérias psicrotréficas. A microbiota
psicrotréfica contaminante com potencial deteriorante é composta proporcionalmente por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em que Aeromonas, Exiguobacterium e
Staphylococcus sdo predominantes. A identificacdo de psicrotroficas termorresistentes e de
potenciais patdgenos nas amostras podem implicar maior risco a qualidade dos produtos apds
processamento e a saude publica. Estes resultados permitem inferir possiveis falhas na producao
e estocagem do leite cru e adequar os procedimentos higiénico-sanitarios e de controle, a fim
de evitar alta concentracdo de bactérias psicrotroficas com consequente producédo de enzimas

deteriorantes e perda econémicas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A diversidade das bactérias psicrotroficas com potencial deteriorante aponta para
algumas possiveis falhas nas praticas de producdo do leite, principalmente quanto a
potabilidade da agua utilizada nas fazendas, a presenca de mastite subclinica no rebanho e
contaminacdo ambiental do leite. Essas informacbes podem auxiliar na adequacdo dos
equivocos durante o processamento do alimento.

Sob a perspectiva da satde publica, a detec¢do de bactérias patdgenas oportunistas, entre
elas Listeria com potencial patogénico e multirresistentes a antimicrobianos, constitui um risco
quando o consumo do leite ou de derivados é feito sem tratamento térmico prévio,
principalmente por pessoas imunocomprometidas.

Do ponto de vista tecnoldgico, a presenca de bactérias psicrotroficas deteriorantes
termoduricas e produtoras de biofilmes acrescenta a deterioracdo pos tratamento térmico a
dificuldade de eliminacdo desses micro-organismos do ambiente de produgdo ou mesmo do
produto industrializado. Estudos sobre a importancia dos micro-organismos psicrotréficos,
principalmente em relacdo a perdas econémicas sao amplos, porém, no Brasil, parece ser uma
questdo ainda negligenciada. A auséncia de parametros legais para bactérias psicrotroficas no
leite cru refrigerado dificulta seu controle na matéria-prima recebida na industria. A
determinacdo desses requisitos poderia contribuir para 0 aumento do controle desses micro-
organismos, com reducdo de prejuizos para a indUstria e de risco para o consumidor.

A presenca de sistemas de refrigeracdo nas fazendas sem os devidos cuidados higiénicos
na obtencdo e armazenamento do leite ndo garante qualidade ou seguranca aos produtos lacteos
derivados. Para isso, programas de educacdo sanitaria e de assisténcia aos produtores devem
ser continuos e fortalecidos, sobretudo com o pequeno produtor. Além disso, o incentivo a
pesquisas cientificas, em especial na Regido Nordeste do Brasil, onde ainda sdo escassas, sdo
importantes ferramentas de monitoramento e controle regular das populagdes psicrotroficas e

presenca de patdgenos no leite e produtos.
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8. ANEXOS

8.1. Instrucdes aos autores para submissdo ao periodico Ciéncia Rural
= CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de

Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a area de Ciéncias
Agrérias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

= Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletrbnica e
editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués poderdo ser
traduzidos ap6s a 1° rodada de avaliacdo para que ainda sejam revisados pelos consultores ad hoc e
editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso ndo traduzidos nesta etapa e
se aprovados para publicacéo, terdo que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por
empresas credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado de
traducdo pelas mesmas para seguir tramitacdo na CR.

= Empresas credenciadas:
- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)
- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform Crural10 code.

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special rates.

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http:/libertymedcom.com/)

- Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)

= O trabalho apds traducdo e o respectivo certificado devem ser enviados para:
rudiweiblen@gmail.com

= As despesas de traducdo serdo por conta dos autores. Todas as linhas deverdo ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com,
no maximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direita
em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo
cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras.
Figuras, gréaficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina,

sendo que ndo poderdo ultrapassar as margens e nem estar com apresentacao paisagem.
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Tendo em vista o formato de publicacéo eletrénica estaremos considerando manuscritos com
paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os trabalhos aprovados que possuirem
paginas além do estipulado terdo um custo adicional para a publicacdo (vide taxa).

O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdu¢do com Revisdo de Literatura;
Material e Métodos; Resultados e Discusséo; Concluséo; Referéncias e Declaragdo de conflito de
interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuicdo dos autores; Fontes de Aquisig&o;
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovacdo de um comité de ética institucional ja na submiss@o. Alternativamente pode ser

enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

A revisdo bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués
e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo; Desenvolvimento; Conclusao;
Referéncias e Declaragéo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresenta¢do; Contribuigdo
dos autores; Fontes de Aquisicéo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer
antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacdo de um comité de ética institucional ja na submissdo.

Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo

Humano, Declaracdo Modelo Animal).

A nota (Modelo .doc, .pdf) deverd conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com introducéo;
metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias e
Declaragdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuigdo dos autores;
Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar
parecer de aprovacdo de um comité de ética institucional j& na submisséo. Alternativamente

pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo

Animal).

O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as seguintes
informacBes em inglés, exceto para artigos submetidos em portugués (lembrando que
preferencialmente os artigos devem ser submetidos em inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informacfes acesse 0 seguinte tutorial.


http://coral.ufsm.br/ccr/cienciarural/taxas_extras.htm
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
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http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo2a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo2a.pdf
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= Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no endereco

eletronico da revista www.scielo.br/cr.

= Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e portugués (caso
0 artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser maitscula exceto no
caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo. O nome cientifico sé deve
ser empregado quando estritamente necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e
demais se¢des quando necessarios.

= As citacbes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailsculas seguidas do ano de
publicacéo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por MILLER
& KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma mé& formag&o congénita (MOULTON, 1978).

= Nesse link é disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o software EndNote (o EndNote é
um software de gerenciamento de referéncias, usado para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios
e artigos). Também € disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para uso com o
software Mendeley.

= As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas préprias
da revista.

- Citagéo de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.
TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas tdxicas da Amazobnia a bovinos e outros

herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

- Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E. The
thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

- Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed. New
York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirdrgicas em animais

de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

- Aurtigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificacdo DOI (Digital
Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:
MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages of the
stored product pests Tribolium confusum(Coleoptera:  Tenebrionidae),  Tenebrio
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade
opcional), v.37, p.153-164, 2001. Awvailable from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-
474X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.


http://www.scielo.br/cr
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/ciencia_rural.ens
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76

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae (L.), Cryptolestes
ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to different concentrations of
diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n.
8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/S0103-
84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
'Sertanejo’. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, €20150705, 2017 . Available from:
<http://www:.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016. doi:
10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio nacional de girassol,
Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992, Santa Maria,
RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de P6s-graduacdo e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.:
tentar evitar esse tipo de cita¢do).

Tese, dissertacdo:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos

(Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacdo/Tese (Especializagao/

Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pds-graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de

Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

Boletim:

ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Producdo Animal, 1942. 20p.
(Boletim Teécnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

Informacéo verbal:

Identificada no proprio texto logo apds a informacdo, através da expressdo entre parénteses.
Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final do texto, antes das
Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor (incluir E-mail), e/ou local, evento,
data e tipo de apresentacdo na qual foi emitida a informagéo.

Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. Afeccles cirurgicas da coluna vertebral: anélise sobre as possibilidades do
tratamento cirdrgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar

evitar esse tipo de citacao).
GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic. Proceedings... Prague: WSAVA,
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2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffonl.pdf?LA=1>. Accessed: Mar. 18,
2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacéo).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Online. Available
from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar. 18, 2001(OBS.: tentar evitar esse
tipo de citagéo).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and conventional doses
of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000.
Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Online. Available from: <http://www.
Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Anélise comparativa entre duas técnicas de recuperacao de Ulcera
de cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In: SEMINARIO LATINOAMERICANO DE
CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de
Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar

esse tipo de citag&o).

Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em

algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominacgao quadro. As figuras devem ser disponibilizadas

individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos (com largura de no maximo 16cm) devem

ser feitos em editor grafico sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensao .tiff.

As tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ndo

devem exceder uma lauda.

= Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es).

= Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo tramitara
enguanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a
Comissdo Editorial outro expediente podera ser utilizado.

= Lista de verificacdo (Checklist .doc, .pdf).

= Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacéo.

= Qs artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de uma
justificativa pelo indeferimento.

= Em caso de divida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a Comissao

Editorial.

= Todos 0s artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos reencaminhados (com

decis@o de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de tramitacdo novamente. Artigos
arquivados por decurso de prazo nao terdo a taxa de tramitacdo reembolsada.

= Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio usando o programa
“Cross Check”.


http://coral.ufsm.br/ccrrevista/checklist1.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/checklist1.pdf
http://cienciarural.web2267.uni5.net/?___store=default
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Contribuicdo dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados deveriam ter
contribuigdes intelectuais substanciais tanto para a pesquisa quanto para sua preparacdo. Por favor,
use um dos exemplos abaixo ou faga o seu.

Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram 0s
experimentos, BB realizou as analises laboratoriais. BB supervisionou e coordenou 0s experimentos
com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou analises estatisticas de dados experimentais.
WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos 0s autores revisaram criticamente o
manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois

Todos os autores contribuiram igualmente para a concepgdo e redagdo do manuscrito. Todos 0s
autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo trés

Os autores contribuiram igualmente para 0 manuscrito.

8.2. Instrucgdes aos autores para submissao no Brazilian Journal of Microbiology

O Artigo devera ser submetido como um anico arquivo em WORD. Este arquivo deve conter
texto, figuras, tabelas, etc. Serdo aceitas apenas submissdes de artigos redigidos em inglés.
Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo

o Autores e Afiliacbes

e Resumo (200 a 250 palavras)
e 3ab palavras-chave

e Introdugéo

e Material e Métodos

e Resultados

e Discussoes

o Agradecimentos (opcional)

o Referéncias

Para artigos de reviséo, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo
e Titulo resumido

e Resumo (200 palavras)
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e 3ab palavras-chave

o Texto

o Agradecimentos (opcional)

o Referéncias
Os artigos devem ser digitados com espaco duplo, margens de 3 cm e numerados
seqliencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser numeradas. Os editores
recomendam que antes da submisséo o artigo seja lido de forma critica por alguém fluente em
lingua inglesa. Os artigos escritos com inglés de baixa qualidade ndo serdo aceitos.
Artigos Originais e Artigos de revisdo deverdo conter até, no maximo, 20 péginas, incluindo
referéncias tabelas e figuras.
Abreviaturas e simbolos devem  seguir as recomendacBes da IUPAC-
IUB Comission (Comission on Biochemical Nomenclature, Amendments and Corrections). As

unidades de medida devem seguir o Sistema Internacional de Unidades.

Os autores podem precisar, ou desejar, fazer uso de servicos de edi¢do de linguas para melhorar
a qualidade do inglés e, portanto, a qualidade final do texto. Este tipo de assisténcia é
recomendada antes mesmo da submisséo dos artigos ou, no caso de solicitagéo pelos revisores,
antes do artigo ser definitivamente aceito para publicacdo. Autores que ndo sdo nativos de
lingua inglesa que desejem assisténcia na escrita em inglés podem considerar as seguintes
sugestoes:

o American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1

¢ Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br

e ATO Tradugdes: www.atotraining.com.br

e Prof. Julian D. Gross, University of Oxford, Oxford Biomedical

Editors: julian.gross@pharm.ox.ac.uk

o BioMed Proofreading LLC: http://www.biomedproofreading.com

ORGANIZACAO

O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviacdes e indicar claramente o tema do artigo.
Expressdes como "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, devem ser evitadas. Os cuidados
na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois sdo usadas em sistemas eletrénicos de

busca.


http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
mailto:joroberts@uol.com.br
http://www.atotraining.com.br/
mailto:julian.gross@pharm.ox.ac.uk
http://www.biomedproofreading.com/
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O Resumo deve resumir o contetdo béasico do artigo. Ele deve ser representativo do texto. Nao
deve conter referéncias, tabelas nem abreviagdes pouco usuais. Sao de grande importancia, pois
serdo lidos por muitas pessoas que nao tém acesso ao artigo completo.

A Introducéo deve oferecer informacGes que possibilitem ao leitor avaliar adequadamente 0s
resultados apresentados no artigo sem que obrigatoriamente tenha que recorrer a literatura
corrente. No entanto, a introducdo ndo deve ser uma extensa revisdo de literatura. Deve
informar claramente as justificativas e os objetivos do artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informacgdes suficientes para que outros
pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeticdo de detalhes de procedimentos que ja
tenham sido publicados em outros artigos deve ser evitada. Se um método publicado for
modificado, tais modificacbes devem estar claras no artigo. Fontes de reagentes, meios de
cultura e equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem ser mencionadas no texto.
Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente indicados. Subtitulos podem deixar
este topico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os resultados dos
experimentos. Se o item Discussao for incluido, evite interpretaces extensas dos resultados,
pois isto deverd ser feito na discussdo. Se os Resultados e Discussdes forem redigidos
concomitantemente, entéo os resultados devem ser discutidos no local mais apropriado do texto.
Tabelas e figuras devem ser numeradas em algarismos arabicos. Todas as tabelas e figuras
devem ser mencionadas no texto.

O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.

O item Discussao deve discutir os resultados em funcéo da literatura citada.

As Referéncias devem ser redigidas em ordem alfabética e comecar pelo Gltimo nome do
primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As citagcdes no texto devem ser escritas
pelo Gltimo nome do primeiro autor, seguido pelo ano de publicacdo. Como exemplo, tem-se:
"... while Silva and Pereira (1987) observed that resistance depended on soil density” ou "It
was observed that resistance depended on soil density (Silva and Pereira, 1987)." Para a citagdo
de dois ou mais artigos do mesmo autor, liste em ordem cronoldgica sendo que 0s anos devem
ser separados por virgula (exemplo: Freire-Maia et al., 1966a, 1966b, 2000; Hene 2010;
Padonou et al., 2012). Os nomes dos periodicos devem ser abreviados de acordo com o BIOSIS.
Todas as referéncias incluidas na lista final devem ter sido citadas no texto e todas as referéncias

mencionadas no texto devem aparecer na lista final.
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Exemplos:

a.

Artigos de Periodicos

Brito DVD, Oliveira EJ, Darini ALC, Abdalla VOS, Gontijo-Filho PP (2006) Outbreaks
associated to bloodstream infections with Staphylococcus aureus and coagulase-
negative Staphylococcus spp in premature neonates in a university hospital from Brazil.
Braz J Microbiol37:101-107.

Artigos ou Capitulos de Livro

Franco BDGM, Landgraf M, Destro MT, Gelli DS, (2003) Foodborne diseases in
Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, J.W.(eds). International Handbook
of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, 733-743.

Livros

Montville TJ, Matthews KR (2005) Food Microbiology - an introduction. ASM Press,
Washington, D.C.

Patentes

Hussong RV, Marth EH, Vakaleris DG. January 1964. Manufacture of cottage cheese.
U.S. Pat. 3, 117, 870.

Teses e Dissertacoes

Santos MVB (2005) O papel dos anticorpos contra 0s componentes da parede celular
de Paracoccidioides brasiliensis na evolucao da doenga experimental. S&o Paulo, Brasil,
110p. (M.Sc. Dissertation. Instituto de Ciéncias Biomédicas. USP).

Comunicac6es em Eventos (Simposios, Conferéncias, etc)

Silveira TS, Martins JL, Abreu FA, Rosado AS, Lins UGC (2005) Ecology of
magnetotatic multicelular organisms in microcosms. XXIII Congresso Brasileiro de
Microbiologia, Santos, SP, p. 272.

Publicacbes na Web

Abdullah MAF, Valaitis AP, Dean DH (2006) Identification of a Bacillus
thuringiensis Cryll Ba toxin-binding aminopeptidase from the mosquito Anopheles
quadrimaculatus. BMC Biochemistry. http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16

Webpage
U.S. Food and Drud Administration. 2006. Enjoying Homemade Ice Cream without the
Risk of Salmonella Infection. Awvailable at: http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-

eggs5.html. Accessed 26 May 2006.

As citacGes do tipo "personal communication™ ou "unpublished data" devem ser evitadas,

embora se reconhecam que, eventualmente, elas possam ser usadas. Nestes casos, elas devem


http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16
http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-eggs5.html
http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-eggs5.html
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ser citadas no texto e ndo na lista final de referéncias. As referéncias que consistem de artigos
que foram "aceitos para publicagdo™ ou "no prelo” sdo aceitaveis. No entanto, as referéncias
dos artigos que sdo "submetidos™ ou "em preparacdo™ ndo sdo aceitas.
AGRADECIMENTOS: Esta secéo € opcional. Ela reconhece a assisténcia financeira e pessoal
recebida para execucdo do trabalho.

TABELAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
sequencialmente por algarismos arabicos. O titulo deve ser colocado acima da tabela e deve ser
curto, porém representativo, com descricdo completa da informacdo contida na tabela.
Cabecalhos e rodapés devem ser concisos, com colunas e linhas cuidadosamente centralizadas.
Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducgéo. Por favor, abra o link abaixo para
ver 0S  requisitos  necessarios para se obter a resolucdo  adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality_table.html)

FIGURAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
seqliencialmente por algarismos arabicos. Os dados que foram apresentados em tabelas néo
devem ser repetidos na forma de figuras. As legendas devem ser colocadas abaixo das figuras.
Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducéo. Por favor, abra o link abaixo para
ver 0S  requisitos  necessarios para se obter a resolucdo  adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality_table.html)

FOTOGRAFIAS: Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducéo. Por favor,
abra o link abaixo para ver 0s requisitos necessarios para se obter a resolucdo adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image_quality_table.html)

Conflitos de Interesses

E politica do periodico Brazilian Journal of Microbiology que qualquer pessoa envolvida no
processo de publicacao (autores, revisores, membros do corpo editorial e assistentes) deve estar
isenta de conflitos de interesses que possam influenciar negativamente o parecer, a objetividade
e a lealdade a seus autores. O BJM reconhece que qualquer conflito de interesse detectado deve
ser prontamente comunicado e rapidamente resolvido. Conflitos de interesses em publicacdes
podem ser definidos como condigdes nas quais um individuo possui conflito ou competicdo de
interesses que podem resultar em decisdes editoriais tendenciosas. Os conflitos de interesses
podem ser potenciais, percebidos ou factuais. Consideracfes pessoais, politicas, financeiras,

académicas ou religiosas podem afetar a objetividade de diferentes formas.
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Direitos autorais
Os autores dos manuscritos aprovados deverdo encaminhar para BJM (Fax: 55 11-3037-

7095; bjim@sbmicrobiologia.org.br), previamente & publicacéo, a declaracéo de transferéncia

de direitos autorais, assinada por todos os co-autores (ver formulario abaixo) ou por pelo menos

um dos autores que concorda em informar os outros autores.

Transferéncia de ""Direitos Autorais"

"O(s) autor(es) abaixo assinado(s) afirmam que o artigo é original, que nao infringe os direitos
autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros, que ndo foi enviado para
publicacdo em nenhuma outra revista e que nédo foi publicado anteriormente. O(s) autor(es)
confirma(m) que a versdo final do manuscrito foi revisada e aprovada por ele(s). Todos os
manuscritos publicados tornam-se propriedade permanente do Brazilian Journal of
Microbiology e ndo podem ser publicados sem o consentimento por escrito de seus Editores."
Artigo n°.
Titulo do Artigo:

Nome(s) do(s) Autor(es) Assinatura(s)

Data: / /



mailto:bjm@sbmicrobiologia.org.br

