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RESUMO

MACHADO, Solimar Goncalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2011. Deteccédo de Pseudomonas fluorescens em leite cru pela reacdo em cadeia
da polimerase. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Coorientadoras: Denise
Mara Soares Bazzolli e Elza Fernandes de Araujo.

Entre os micro-organismos psicrotréficos que sdo capazes de crescer durante
a refrigeracdo, alguns produzem proteases termorresistentes relacionadas com
problemas tecnoldgicos nos derivados lacteos. Visto que a demanda por métodos que
permitem alta taxa de processamento exigida em inddstrias de alimentos para
controle da qualidade de leite cru é crescente, a avaliacdo de métodos mais sensiveis
e mais répidos para deteccdo de psicrotroficos, especialmente Pseudomonas
fluorescens, espécie predominante, é de grande importancia. Com a finalidade de
estabelecer um protocolo para deteccdo de P. fluorescens pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), foram avaliados cinco métodos de extracdo de DNA total do leite,
dois genes alvos na PCR e o limite de deteccdo dos métodos para analise de leite cru
e leite esterilizado e inoculado com P. fluorescens. O kit comercial e 0 método de
filtracdo modificado foram os métodos mais adequados para extracdo de DNA total
de amostras de leite, por isso, foram utilizados nas analises seguintes para detecgéo
dos genes alvos. No entanto, a utilizacdo do método de filtragdo modificado para
analise de leite inoculado com P. fluorescens e leite cru resultou em um menor limite
de deteccdo quando comparado com o kit comercial. Por meio da amplificagdo do

gene alvo rDNA 16S, foi possivel observar um amplificado de 850 pb quando a
vii



populacéo do leite inoculado com P. fluorescens era da ordem de 10 UFC/ml. Em
amostras de leite cru, foi possivel detectar o produto quando a contagem de
Pseudomonas era da ordem de 10° UFC/ml e a populacdo de psicrotréficos estava
entre 10" e 10° UFC/mI. A anélise do grau de protedlise das amostras de leite cru por
eletroforese em gel de poliacrilamida demonstrou que a relagéo entre a populagéo de
psicrotroficos e a degradacgdo das proteinas do leite depende de outros fatores além

da contagem de psicrotroficos.
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ABSTRACT

MACHADO, Solimar Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july 2011.
Detection of Pseudomonas fluorescens in raw milk by the polymerase chain
reaction. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-advisers: Denise Mara Soares
Bazzolli and Elza Fernandes de Aradjo.

Among the psychrotrophic micro-organisms that are able to grow during
refrigeration, some of them produce thermostable proteases which can cause many
technological problems in the dairy industry. The food industries need to high
throughput methods for the quality control raw of milk, thus, fast and sensitive
methods for psychrotrophic detection, specially Pseudomonas fluorescens,
predominant specie, are economically interesting to the dairy industry. In order to
establish a protocol for the detection of P. fluorescens by using the polymerase chain
reaction (PCR), five DNA extraction methods for milk samples, two target genes for
the PCR amplification and the detection limit in raw milk and sterilized milk
inoculated with P. fluorescens were evaluated. A commercial DNA extraction kit and
a modified filtration method were the most appropriate for successfully bacterial
DNA extraction from milk samples. These methods were selected and used for the
detection of the target genes. Nevertheless, the modified filtration method was more
efficient showing a lower detection limit in raw milk and sterilized milk inoculated
with P. fluorescens. By means of PCR amplification of the 16S rRNA target gene, an
850 bp amplicon was observed and it was possible to detect as few as 10 UFC/ml of
P. fluorescens from inoculated milk. In raw milk samples, Pseudomonas and
psychrotrophic bacteria were detected at 10° UFC/mL and 10’ to 10° UFC/mL,

respectively. The relationship between the psychrotrophic population and the
iX



degradation of milk proteins was evaluated by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The results showed the proteolysis

degree in raw milk doesn’t depend just on the psychrotrophic bacteria count.



1. INTRODUCAO

A legislacdo brasileira estabelece que o leite cru deve ser refrigerado na
propriedade rural para evitar a deterioracdo por micro-organismos mesofilos.
Entretanto, a manutencdo do leite cru sob refrigeracdo, por periodos prolongados,
favorece a selecdo de micro-organismos psicrotroficos. A maioria das bactérias
psicrotréficas sdo inativadas no processo de pasteurizacdo, mas muitas produzem
proteases termorresistentes que degradam as proteinas do leite. A atividade das
proteases resulta em alguns problemas tecnoldgicos como a gelificacdo do leite
UHT, instabilidade térmica do leite, sabor indesejavel em alguns produtos lacteos e
reducédo do rendimento na fabricagéo de queijos.

Considerando que o controle de micro-organismos psicrotréficos tem grande
importancia na cadeia produtiva do leite, 0 método convencional utilizado para
contagem de psicrotroficos pelas industrias baseia-se no plagueamento em agar PCA
e na incubacéo a 7 °C por 7 a 10 dias. No entanto, este método é demorado e nédo
permite uma avaliagéo rapida do potencial de deterioracédo do leite cru analisado.

Outros métodos alternativos para determinacdo da microbiota contaminante
deterioradora e/ou patogénica do leite ja foram avaliados. Entre essas técnicas, a
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) tem sido usada como ferramenta para
monitorar a qualidade microbiologica de alimentos pela rapidez, precisdo e
sensibilidade. No entanto, o leite € uma matriz complexa que apresenta na sua
composicgdo diversos interferentes dessa técnica o que pode prejudicar o resultado da

andlise. Além disso, o leite cru tem uma microbiota diversa que pode interferir na



preparacdo do DNA e na amplificacdo dos genes alvo. Essas limitagdes do método
podem diminuir a sensibilidade e o potencial de utilizagdo da técnica.

Em diversos estudos fundamentados em técnicas convencionais e moleculares
tém demonstrado que P. fluorescens é a espécie psicrotréfica proteolitica
predominantemente encontrada em leite cru refrigerado e que a técnica de PCR é
uma ferramenta importante para 0 monitoramento da qualidade do leite cru.

Os objetivos desse estudo foram avaliar métodos de métodos de extracdo de
DNA total e genes alvo para amplificacdo a fim de aumentar a sensibilidade da
técnica de PCR para deteccdo de P. fluorescens em leite cru e demonstrar que o
método desenvolvido pode ser utilizado para monitorar a qualidade de leite cru

refrigerado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Impacto da refrigeracdo na dinamica da populagéo microbiana do leite cru

A estocagem do leite recém-ordenhado sob baixas temperaturas foi
implementada no Brasil na segunda metade da década de 90 para minimizar a
deterioracdo por micro-organismos mesofilos. Segundo a Instru¢cdo Normativa n° 51
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em vigor a partir
de 01 de julho de 2005, o leite deve ser armazenado a uma temperatura igual ou
inferior a 4 °C em tanque de expansao direta ou a uma temperatura limite de 7 °C em
tanque de imersdo, até um tempo maximo de 3 horas ap6s a ordenha (Brasil, 2002).
Além disso, esta mesma lei estabelece que o transporte do leite até o estabelecimento
industrial deve ser feito em carro com tanque isotérmico, a temperatura maxima de
10 °C, em um intervalo de tempo maximo de 48 horas apds a ordenha. No entanto, a
manutencdo do leite a temperatura igual ou inferior a 7 °C ndo impede a
multiplicacdo de bactérias psicrotroficas que podem crescer em temperaturas
minimas entre 0 °C e 7 °C (Sgrhaug e Stepaniak, 1997).

Segundo os estudos que utilizam métodos convencionais de cultivo para
monitorar a comunidade bacteriana do leite cru, os principais micro-organismos
psicrotroficos encontrados sdo representados pelos géneros gram-negativos
Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Hafnia, Enterobacter, Serratia,
Alcaligenes, Burkholderia, Chromobacterium e Flavobacterium spp. e pelos gram-
positivos Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e



Micrococcus spp. (Munsch-Alatossava e Alatossava, 2006; Pinto, 2004; Sgrhaug e
Stepaniak, 1997).

Pinto (2004) constatou que 84,6 % das bactérias psicrotroficas proteoliticas
identificadas e isoladas de leite cru refrigerado sdo gram-negativas. Dentro desse
grupo, o género Pseudomonas representou o maior percentual do total de bactérias
identificadas (33,98 %), sendo a espécie P. fluorescens predominante. Arcuri et al.
(2008) também demonstraram que 43 % dos isolados de leite cru refrigerado
pertenciam ao género Pseudomonas, sendo P. fluorescens a espécie predominante,
seguida de Acinetobacter spp. e Aeromonas hydrophila.

As bactérias do género Pseudomonas contém de 59 a 72% de lipideos
insaturados na membrana celular, o que Ihes confere maior versatilidade em relacdo a
maioria dos micro-organismos gque aumentam a sintese de acidos graxos insaturados
quando cultivados a baixas temperaturas para manter o lipideo em estado liquido,
permitindo que a membrana continue exercendo sua atividade. Além da modificacéo
na membrana celular, € necessaria uma adaptacdo da estrutura da enzima para que
ela possa manter sua capacidade catalitica eficiente e a sintese de proteinas,
denominadas de Proteinas do Choque Frio, que sdo proteinas envolvidas na estrutura
do mRNA, na sintese de proteina e, ou, protecdo ao congelamento (Jay, 2005).

Os resultados obtidos na analise microbioldgica do leite por métodos
convencionais foram confirmados quando técnicas moleculares foram utilizadas.
Hantis-Zacharov e Halpern (2007) identificaram os isolados psicrotroficos
predominantes em leite cru pelo sequenciamento do gene rRNA 16S e constataram
que esses isolados pertenciam a trés classes, Gammaproteobacteria, Bacilli, e
Actinobacteria, sendo Pseudomonas, Acinetobacter, Leuconostoc, Lactococcus e
Microbacterium os géneros dominantes. A mesma técnica foi utilizada por Ercolini
et al. (2009) para identificagdo dos principais contaminantes de leite cru. Esses
autores revelaram que especies do género Pseudomonas eram predominantes,
seguidas de espécies da familia Enterobacteriaceae como Hafnia alvei, Serratia
marcescens e Citrobacter freundii.

Rasolofo et al. (2010) analisaram a dindmica da populacdo microbiana de
leite cru, apds 7 dias de estocagem a 4 °C, pela técnica de PCR quantitativo (QPCR) e

constataram que o género Pseudomonas representava 94,2 % da microbiota. Esses



autores construiram uma biblioteca de clones na qual a espécie P. fluorescens
representava 20,3 %.

Analises da biodiversidade da microbiota em leite cru refrigerado por 24 e 48
h pela técnica de electroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) revelaram
um perfil genético complexo, composto por muitas bandas correspondentes a uma
grande variedade de populacOes bacterianas (Raats et al., 2011). Nesse estudo, as
bandas dominantes nas amostras analisadas imediatamente apds a ordenha e apos 24
h de refrigeracdo correspondiam ao filo Firmicutes. No entanto, houve uma mudanca
significativa na composi¢do da comunidade bacteriana ap6s 48 horas de refrigeracéo
uma vez que as bandas correspondentes ao filo Proteobacteria se tornaram visiveis.
As andlises da biblioteca de clones mostraram que 0s géneros mais abundantes
encontrados nas amostras apos incubacdo sob refrigeracdo eram Pseudomonas e
Acinetobacter (Raats et al., 2011).

De Jonghe et al. (2011) demonstraram que P. fluorescens, P. gessardii, P.
lundensis e P. fragi dominavam a microbiota do leite cru refrigerado, apesar do
género Acinetobacter ter sido detectado no perfil de DGGE ap0s 4 dias de estocagem
a 3,5 °C. Esses autores isolaram novas espécies do género Pseudomonas quando o
leite foi estocado a 6 °C o que indicou que condic¢des abusivas favorecem a maior
diversidade da microbiota pertencente a esse género.

O género Pseudomonas € o principal produtor de proteases termorresistentes
no leite cru refrigerado, sendo P. fluorescens um micro-organismo deteriorador de
grande importancia (Marchand et al., 2008; Sgrhaug e Stepaniak, 1997). Segundo
Dogan e Boor (2003), 67 % dos isolados de indUstrias de laticinios pertencentes ao
género Pseudomonas sdo produtores de lipases e 51 %, produtores de protease.
(Stulova et al., 2010) também demonstraram que 66,7 % dos isolados psicrotréficos
de leite cru apresentavam atividade proteolitica a 7 °C. A atividade proteolitica e
lipolitica estdo frequentemente associadas em bactérias gram-negativas nao
fermentadoras de glicose, grupo no qual se encontram as espécies de Pseudomonas
(Pinto, 2004).



2.2. Proteases produzidas por P. fluorescens

As enzimas proteoliticas produzidas por bactérias psicrotréficas permanecem
ativas apds pasteurizacao e esterilizacdo comercial e podem degradar as proteinas do
leite durante estocagem embora esses micro-organismos sejam inativados por
processos térmicos (Chen et al., 2003; Nicodeme et al., 2005). Uma vez presentes no
leite, essas enzimas ndo podem ser completamente inativadas sem causar danos ao
produto. Segundo Marchand et al. (2008), 75 % das proteases termorresistentes
permanecem ativas no leite apo6s tratamento térmico de 8,45 minutos a 95 °C.

As proteases produzidas por P. fluorescens sdo metaloenzimas que dependem
de ions divalentes para sua atividade e estabilidade. Martins (2007) demonstrou que
essas enzimas tém atividade méxima quando fons Ca*? s3o adicionados na solucéo e
que sdo inibidas na presenca de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), quelante
de ions divalentes. No entanto, a atividade dessas proteases ndo é afetada pela
presenca de inibidores de serino proteases como leupeptina ou fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) (Dufour et al., 2008).

A metaloprotease de P. fluorescens € codificada pelo gene aprX localizado no
operon aprX lipA (McCARTHY et al., 2004). Os genes que codificam a
metaloprotease (aprX) e a lipase (lipA) sdo localizados em extremidades opostas do
operon que também inclui inibidores de proteases (gene inh), sistema de secre¢do
Tipo | (genes aprDEF) e serino proteases autossecretadas (genes prtA e prtB). No
entanto, a organizacdo do operon varia entre as estirpes (WOODS et al., 2001).
Dufour et al. (2008) verificaram que o gene aprX foi expresso durante as fases
exponencial, de transicdo e estacionaria de crescimento de trés estirpes de P.
fluorescens apesar do potencial caseinolitico ter sido detectado apenas na fase
estacionaria. Os autores sugeriram que o0 gene aprX pode ser regulado ao nivel da
traducdo ou pode ser expresso e traduzido em quantidade pequena nas fases
exponencial e de transi¢do o que impediu a deteccdo do potencial caseinolitico.

As proteases termorresistentes hidrolisam todos os tipos de caseina, com
preferéncia pela k-caseina conforma demonstrado por Pinto (2004). Esse autor
avaliou o efeito dessas enzimas sobre as fracdes de caseina do leite por eletroforese
em gel de poliacrilamida e observou a hidrdlise completa da caseina de leite
inoculado com um isolado de P. fluorescens apds 48 h de estocagem a 10 °C.



A hidrélise da k-caseina pode ser responsavel pela desestabilizacdo das
micelas de caseina e producdo de peptideos pequenos hidrossollveis, que séo
liberados no soro ao invés de formarem parte do coadgulo, e assim o rendimento de
queijos é reduzido (Nielsen, 2002). Cardoso (2006) demonstrou que o crescimento de
bactérias psicrotréficas no leite cru armazenado a 10 °C por quatro dias reduziu o
rendimento do queijo Minas Frescal em 6,78 %. As perdas financeiras decorrentes da
reducdo do rendimento foram estimadas em US$ 15 480 por més para uma indudstria
de médio porte. Além disso, essas enzimas podem ser responsaveis por problemas
tecnoldgicos em produtos de vida Gtil longa como a gelificacdo do leite UHT (“ultra-
alta temperatura”) e 0 desenvolvimento de sabores indesejaveis em leite em po
(Celestino et al., 1997).

2.3. Métodos de deteccao de micro-organismos psicrotréficos em leite

Para evitar os problemas causados por proteases de psicrotroficos, a rapida
deteccdo da presenca desses contaminantes no leite cru, em particular P. fluorescens,
¢ de grande importancia. O procedimento de contagem padrdo em placas é
frequentemente empregado para detec¢do de contaminacdo por psicrotroficos no leite
e em produtos lacteos em geral. Entretanto, esse método demanda tempo e ndo
permite uma avaliacdo rapida do potencial de deterioracdo do leite por psicrotréficos
(Dufour et al., 2008).

Métodos alternativos sdo avaliados quanto ao potencial para detec¢cdo de
micro-organismos patogénicos e/ou deterioradores em alimentos (Vanetti, 2009). A
Federacdo Internacional de Laticinios (FIL) publicou em 1991 um método oficial
para contagem de micro-organismos psicrotroficos em leite no qual se estabeleceu a
contagem das coldnias em placas ap0s dez dias de incubacgéo a 6,5 °C (IDF, 1991a).
Uma variacdo desse metodo para contagem de psicrotroficos preconiza a incubagao
das placas a 21 °C por 25 horas (IDF, 1991b).

A producdo de anti-soro contra proteases de micro-organismos psicrotroficos
foi utilizada para desenvolver uma metodologia de resultados rapidos com o objetivo
de caracterizar a qualidade de leite (Dupont et al., 2007; Machado, 2006; Matta et al.,
1997). Machado (2006) aplicou a técnica da aglutinagdo em gotas e de imunodot-blot
para detec¢do de P. fluorescens inoculada em leite desnatado reconstituido 12 %. Foi



possivel detectar células de P. fluorescens em concentracdes de 10° e 10° UFC/ml
pelas técnicas de aglutinacdo em gotas e de imunodot-blot, respectivamente
(Machado, 2006).

No entanto, ndo seria possivel produzir anti-soros contra todas as proteases de
P. fluorescens visto que os isolados dessa espécie apresentam consideravel
diversidade genética. A ribotipagem realizada por Dogan e Boor (2003) revelou 42
ribotipos diferentes quando 81 isolados de leite cru e de leite pasteurizado
pertencentes ao género Pseudomonas foram analisados. Segundo Martins et al.
(2006) alguns isolados de P. fluorescens provenientes de leite cru refrigerado
apresentam grande distancia genética baseada na técnica de DNA polimorfico
amplificado ao acaso (RAPD). Além disso, Marchand et al. (2009b) analisaram o
grau de conservacdo das proteases entre os isolados de leite pertencentes ao género
Pseudomonas e observaram alto nivel de heterogeneidade entre as sequéncias
parciais dos genes codificadores e entre as sequéncias de aminodcidos dessas
proteinas, o que confirma a diversidade de proteases produzidas por Pseudomonas
spp.

A microbiologia molecular aplicada tem evoluido rapidamente e os métodos
tém se tornado um valioso suporte para as técnicas tradicionais de identificacdo e
monitoramento de micro-organismos (Ercolini et al., 2004). A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) pode detectar espécies microbianas e a sensibilidade facilita a
deteccdo de uma populacdo baixa de micro-organismos. No entanto, a deteccéo de
micro-organismos por PCR em alimentos € limitada pela presenca de substancias que
reduzem a eficiéncia da amplificacdo do fragmento de DNA (Lantz et al., 2000).

Estratégias rapidas para deteccéo de P. fluorescens por PCR tém sido objeto
de estudo. A amplificacdo do rDNA 16S correspondente a um fragmento de 850 pb
utilizando os oligonucleotideos especificos foi proposto por Scarpellini et al. (2004)
para identificar biotipos de P. fluorescens. As regides alvo dos oligonucleotideos
16PSEfluF e 16SPSER foram encontradas em todas as estirpes de referéncia de P.
fluorescens investigadas.

A amplificacdo do gene aprX que codifica uma metaloprotease foi sugerido
por Martins et al. (2005) para deteccdo de psicrotréficos proteoliticos em leite. O
gene aprX de P. fluorescens 041 apresentou 97 % de identidade com as sequéncias
do mesmo gene de outros isolados de P. fluorescens depositadas no GenBank



(Martins, 2007). A alta identidade com as sequéncias de enzimas homdlogas
demonstram o potencial destes genes para serem usados como marcadores para
deteccdo de psicrotroficos em leite cru usando a PCR como foi descrito por Martins
et al. (2005).

Martins et al. (2005) detectaram o0 gene apr em Aeromonas hydrophila, P.
aeruginosa, P. fluorescens e Serratia marcescens, bactérias psicrotroficas
proteoliticas isoladas de leite. Nesse mesmo estudo, foi possivel detectar uma
populacdo de 10° UFC/ml de P. fluorescens quando leite em pé desnatado
reconstituido inoculado com essa espécie foi avaliado quanto & presenca do gene apr.
A sensibilidade do método foi menor quando as amostras de leite pasteurizado
inoculadas com P. fluorescens foram submetidas a amplificacdo sem extracdo e
purificacdo do DNA. Nesse caso, contagens maiores que 1,7 x 108 UFC/ml foram
necessarias para visualizagdo do produto da amplificacdo do gene apr (Martins et al.,
2005). Alguns estudos ja demonstraram que quando a populacdo de P. fluorescens
atinge 10® UFC/ml a qualidade do leite ja estd comprometida devido a protedlise
(Pinto, 2004; Pinto, 2005). A andlise sensorial de leite cru incubado a 7 °C
demonstrou que o sabor amargo, problema tecnolégico resultante da atividade de
proteases, foi percebido a partir do quinto dia de incubacdo quando a populagéo
atingiu 10° UFC/mI (Kumaresan et al., 2007).

Segundo Marchand et al. (2009b), a baixa sensibilidade obtida nos estudos
desenvolvidos por Martins et al. (2005) deve-se ao fato de que apenas uma pequena
parte do gene aprX, constituida de 194 pb, foi amplificada. Esses autores analisaram
a amplificacdo do mesmo gene utilizando os oligonucleotideos SM2F e SM3R, com
um produto de amplificagdo de 800 pb como uma alternativa para aumentar a
sensibilidade do método proposto por Martins et al. (2005). O produto de PCR foi
facilmente detectado em leite reconstituido inoculado com 2,1 x 10® UFC/ml a 1,2 x
10® UFC/ml de P. fluorescens apds extracdo de DNA com um kit comercial. Apesar
desse método também ter sido eficiente para deteccdo P. fluorescens na presenca de
outras bactérias contaminantes, houve uma reducdo da sensibilidade e foi possivel a
deteccdo do produto de PCR quando a populagdo de P. fluorescens foi de até 10*
UFC/ml em leite com 10° UFC/mI de outras bactérias contaminantes (Marchand et
al., 2009b).



2.4. Métodos de extracdo de DNA total para analise de leite cru

A sensibilidade da técnica de PCR para muitas amostras pode ser afetada pela
presenca de substancias inibidoras presentes no leite como Ca*?, gordura e proteinas
que afetam a reacdo (Dufour et al., 2008). Para aumentar a sensibilidade, é necessario
otimizar os processos de extracdo de DNA a partir do leite para eliminar as
substancias inibidoras.

Wu e Kado (2004) desenvolveram uma estratégia para aumentar a
sensibilidade do método de deteccdo de bactérias em leite por PCR. Esses autores
sugeriram um método de enriquecimento seguido por uma etapa de filtracdo para
deteccdo de Escherichia coli O157:H7 de amostras de leite por PCR e o limite de
deteccdo foi de 10° UFC/ml. O tempo entre a coleta da amostra de leite para
enriquecimento e visualizacao do resultado da eletroforese foi inferior a 8 h.

Na tentativa de aumentar a sensibilidade do método de PCR para deteccéo de
bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae em amostras de leite, Cremonesi
et al. (2006) desenvolveram um método rapido para extracdo de DNA. Esse método
baseia-se na capacidade da silica se ligar ao DNA na presenca de altas concentracoes
de tiocianato de guanidina, o que garante excelente ruptura das células bacterianas. O
processamento da amostra pelo método proposto requer, no minimo, 6 h para
extragdo do DNA, amplificacdo por PCR e visualizagdo do resultado por
eletroforese.

Pirondini et al. (2010) compararam seis métodos, comerciais e ndo
comerciais, para extracdo de DNA total de diferentes produtos lacteos. O método
baseado na utilizagdo de brometo de cetil trimetil aménio (CTAB) apresentou 0s
melhores resultados. Além disso, os resultados desse estudo demonstraram que a
presenca de inibidores de PCR na solucgéo pode influenciar os resultados obtidos por
qPCR.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos (DMB) e no Laboratério de Genética Molecular e de Micro-organismos
(DMB) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO), da
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa-MG.

3.1. Bactérias utilizadas e condigdes de cultivo

As linhagens referéncia P. fluorescens ATCC 13525 ou Escherichia coli
ATCC 29214 foram cultivadas em caldo Luria Bertani - LB (triptona 10 g/I, extrato
de levedura 5 g/l e NaCl 10 g/I) por 18 h a 25°C e 37 °C, respectivamente.

O estoque das culturas foi feito em caldo LB, contendo 20 % de glicerol
esterilizado e congelado a —20 °C. Antes de cada experimento, as células foram

reativadas por duas semeaduras consecutivas em caldo LB.

3.2. Métodos de extracdo de DNA total de leite

Trés amostras de 150 ml de leite cru, provenientes de propriedades rurais
diferentes e estocadas sob refrigeracdo por 48 h, foram coletadas em frascos de vidro
esterilizados e transportadas até o laboratério em caixas isotérmicas com gelo.

Duas aliquotas de 50 ml de cada amostra foram esterilizadas a 121 °C por 15
min e inoculadas separadamente com P. fluorescens ATCC 13525 e E. coli ATCC
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29214 com uma populagdo aproximada de 10° UFC/ml. As aliquotas foram
incubadas sob agitacdo de 150 rpm por 12 h a 25 °C quando inoculadas com P.
fluorescens e a 37 °C quando inoculadas com E. coli. Outra aliquota de leite cru (50
ml) foi mantida sob refrigeracéo para a extracdo de DNA total. O leite inoculado com
E. coli ATCC 29214 foi utilizado como controle negativo.

Foram avaliados cinco protocolos (Tabela 1) para extracdo de DNA das
amostras de leite, inoculadas ou ndo. As extracdes de DNA total foram realizadas
utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, EUA), o
método com silica com uma ou duas elui¢cGes (Cremonesi et al., 2006), 0 método de
filtracdo (Wu e Kado, 2004), o método de filtragdo modificado e o método com

utilizacdo de brometo de cetil trimetil aménio — CTAB (Pirondini et al., 2010).

Tabela 1 — Métodos para extracdo de DNA total de amostras de leite.

Métodos Principios dos Métodos
e Kit comercial com protocolo para extracdo de DNA total de
Kit Wizard™ - S
amostras de sangue
sil DNA se liga a silica e € purificado apds sucessivas etapas de
ilica
lavagem
Filtracdo Etapa de enriquecimento seguida de filtracdo
Filtraca Etapas de enriquecimento e filtracdo seguidas de purificacdo com
iltracdo
- o kit Wizard® utilizando protocolo para extragdo de DNA total de
modificado . :
bactérias gram-negativas
CTAB Cetil trimetil amonio utilizado para favorecer a lise celuar

A modificacdo no metodo de filtracdo constituiu de um periodo de incubagéo
de 6 h do caldo LB inoculado com as amostras de leite. As amostras inoculadas com
P. fluorescens e o leite cru foram incubados a 25 °C e as amostras de leite inoculadas
com E. coli foram incubadas a 37 °C. A membrana foi lavada com 1 ml de solucéo
salina (NaCl 0,9 g/l) e os tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C por 30
min. A suspensdo de células foi submetida a extracdo de DNA total utilizando o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, EUA) de acordo com as
instrucGes do fabricante para extragdo de DNA total de bactérias gram-negativas (kit
Wizard®-GN).
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Com o objetivo de se obter maior eficiéncia da extragcdo de DNA total, foi
avaliado o volume de leite cru utilizado na etapa de enriquecimento do método de
filtracdo modificado. Aliquotas de 100 pl, 1 ml e 10 ml de uma amostra de leite cru
estocado em tanque de expansao por 48 h foram inoculadas em 100 ml de caldo LB.
Além disso, aliquotas de 100 pl, 1 ml e 10 ml dessa mesma amostra de leite cru
foram centrifugadas a 2200 g por 10 min em centrifuga Sorvall RC5C (Du Pont,
EUA). O sobrenadante foi descartado e as células inoculadas em 100 ml de caldo
LB. Apos incubacdo a 25 °C sob agitacdo de 150 rpm por 6 h, aliquotas de 10 ml do
meio de cultura enriquecido foram filtradas e submetidas a extracdo de DNA total
como descrito anteriormente.

A qualidade do DNA extraido foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 0,8 %. A eficiéncia das extracGes foi avaliada pela quantificacdo em
espectrofotémetro  Ultrospec® 3000 (Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
Inglaterra) a partir da relagdo Azgso/Azgo € da concentracdo em ng/ul.

Todos os métodos testados também foram avaliados quanto a presenca de
inibidores pela técnica de PCR com os oligonucleotideos especificos, 16SPSEfluF e
16SPSER, para amplificacdo de rDNA 16S de P. fluorescens (Scarpellini et al.,
2004). As amplificacdes foram realizadas em reagdes com volume final de 50 pl
contendo 20 ng de DNA, 0,2 mM de dNTPs, 1,25 U de GoTaq® DNA polimerase, 10
pl de tampdo 5X, 0,2 mM de cada oligonucleotideo e 0,10 mg/ml de BSA. Os
reagente utilizados foram adquiridos da Promega (Madison, EUA). A PCR foi
realizada em termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc., Watertown, EUA) com 0
seguinte programa: desnaturacgéo inicial, a 94 °C por 2 min, seguida por 35 ciclos de
94 °C por 1 min, 55 °C por 40 s e 72 °C por 1 min; a extenséo final foi realizada a 72
°C por 7 min. Uma mistura de reacdo, contendo agua para substituir o volume de
DNA, foi utilizada como controle negativo.

O produto de PCR foi separado em gel de agarose 1,5 % em tampdo para
eletroforese Tris-borato/EDTA (TBE) (Tris-HCI 89 mM, EDTA pH 8,0 2,5 mM,
borato 89 mM) e corado com brometo de etideo (0,2 pug/ml). O gel foi fotografado
sob luz UV utilizando o sistema de video Eagle-Eye 11 (Stratagene, La Jolla, EUA).
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3.3. Genes alvo utilizados para deteccao de P. fluorescens em leite por PCR

Para avaliar o limite de deteccdo da técnica de PCR utilizando trés pares de
oligonucleotideos diferentes (Tabela 2), uma amostra de 500 ml de leite cru foi
coletada imediatamente apds ordenha no estabulo da Universidade Federal de Vigcosa
e esterilizada a 121 °C por 15 min. Células de P. fluorescens foram inoculadas em 30
ml de leite esterilizado na concentracéo de 10° UFC/ml. Ap6s 24 h de incubacéo a 25
°C sob agitacdo de 150 rpm, foram feitas dilui¢es sucessivas em leite esterilizado
para obter contagens de, aproximadamente, 10? a 10° UFC/ml. O nGimero de células
vidveis de P. fluorescens nas amostras de leite esterilizado e inoculado foi
determinado pelo método de microgotas (Swanson et al., 2001) em Agar padréo para
contagem (PCA), em duplicata, ap6s incubacéo a 25 °C por 24 h.

A extracdo de DNA total das amostras de leite contaminadas com ndmero
conhecido de células de P. fluorescens foi realizada pelo kit Wizard®-S e pelo
método de filtracdo modificado utilizando como inéculo 1 ml da amostra de leite
como descrito no item 3.2. A reacdo de PCR foi realizada com cada um dos

oligonucleotideos listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados na PCR para detec¢éao de P. fluorescens em

leite cru.
Gene Oligonucleotideos Sequéncia Tamanho do Referéncia
fragmento (pb)
FP aprl 5’-TAYGGBTTCAAYTCCAAYAC-3’
rX 194 Bach et al., 2001
ap RP aprll 5’-VGCGATSGAMACRTTRCC-3’ o (Bachetal, 2001)
aprX SM2F 5’-AAATCGATAGCTTCAGCCAT-3’ 900 (Marchand et al.,
SM3R 5’-TTGAGGTTGATCTTCTGGTT-3’ 2009b)
rDNA 16SPSEfluF 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 850 (Scarpellini et al.,
16S 16SPSER 5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’ 2004)

Os oligonucleotideos degenerados FP aprl/RP aprll amplificam o gene apr
em P. fluorescens, P. aeruginosa, Aeromonas hydrophila e Serratia marcescens
(Martins et al. 2005) enquanto os oligonucleotideos SM2F/SM3R, que amplificam
um fragmento maior do mesmo gene, sdo especificos para P. fragi e P. fluorescens
(Marchand et al., 2009b). J& os oligonucleotideos 16SPSEfluF/16SPSER sdo espécie
especificos e amplificam rDNA 16S de P. fluorescens (Scarpellini et al., 2004).
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A mistura de reagdo assim como a amplificacdo foi realizada como descrito
no item 3.2, quando os pares de oligonucleotideos SM2F/SM3R e
16SPSEfluF/16SPSER foram utilizados. Para avaliar o par FP aprl/RP aprll, a reacédo
foi realizada com o volume final de 50 ul contendo 20 ng de DNA, 0,2 mM de
dNTPs, 1,25 U de GoTagq® DNA polimerase, 10 pl de tampdo 5X, 0,5 mM de cada
oligonucleotideo e 0,10 mg/ml de BSA. Os reagente utilizados foram adquiridos da
Promega (Madison, EUA). O seguinte programa foi utilizado: desnaturacdo inicial, a
94 °C por 2 min, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 30 se 72 °C
por 30 s; a extensdo final foi realizada a 72 °C por 10 min

Uma mistura de reagdo sem DNA foi utilizada como controle negativo. O
produto de PCR foi separado em gel de agarose 1,5 % quando os oligonucleotideos
SM2F/SM3R e 16SPSEfluF/16SPSER foram utilizados e 2% quando FP aprl/RP
aprll foi utilizado. A eletroforese foi realizada em tampdo TBE e corada com
brometo de etideo como descrito no item 3.2. O gel foi fotografado sob luz UV
utilizando o sistema de video Eagle-Eye Il (Stratagene, La Jolla, EUA).

3.4. Avaliacdo do método de deteccao de P. fluorescens por PCR para analise de

leite cru

Com a finalidade de validar o protocolo para deteccao de P. fluorescens por
PCR, trés amostras de leite cru foram coletadas no estdbulo do departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. O leite cru destinado a fabricacdo do
leite pasteurizado tipo B foi coletado imediatamente ap6s a ordenha em uma valvula
localizada na tubulagcdo que antecede o tanque de refrigeragcdo. As amostras foram
transportadas até o laboratdrio em caixas isotérmicas com gelo e incubadas a 7 °C
por 10 dias. As trés amostras foram coletadas em dias diferentes e cada uma delas
corresponde a uma replica bioldgica.

Periodicamente, ao longo de 10 dias, cada uma das trés amostras de leite cru,
foi avaliada quanto a populacéo de psicrotroficos, de psicrotréficos proteoliticos e de
Pseudomonas. Além disso, o pH das amostras foi determinado com o pHmetro
Tecnopon MPA-210P (Séo Paulo, Brasil).

Para contagem de psicrotréficos, diluicbes decimais em salina peptonada
(NaCl 0,85 % e peptona 0,1 %) das amostras de leite cru foram plaqueadas, em
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duplicata, em PCA e as placas incubadas a 7 °C por 7 dias. Nas repeticdes Il e 111, foi
realizada a contagem de psicrotréficos proteoliticos, em duplicata, em PCA
suplementado de 2 % de leite em p6 desnatado. A contagem das coldnias com halo
de protedlise foi realizada ap6s 10 dias de incubacdo a 7 °C. Além disso, diluigdes
seriadas das amostras foram plaqueadas, em duplicata, em Agar Base para
Pseudomonas (Agar CFC) modificado por Pinto (2004) com adicéo de lactose 10 g/l
azul de bromotimol 0,02 g/l e suplemento seletivo CFC (cetrimida 10 mg/I, fucidina
10 mg/l e cefalosporina 50 mg/l) (HiMedia, Mumbai, india). As coldnias tipicas do
género Pseudomonas que apresentaram coloracdo esverdeada com halo azulado
foram contadas ap6s 48 h de incubagdo a 25 °C. Uma colbnia com caracteristicas
tipicas do género Pseudomonas de cada uma das repetices foi purificada e
identificada pelo kit RapID™ NF Plus (Remel, Kansas, EUA).

A amostra de leite cru da repeticdo Il foi analisada quanto a populagdo de
bactérias laticas ap6s oito dias de incubacgdo. Diluigdes sucessivas da amostra foram
plagueadas em agar MRS (Acumedia Manufacturers, Inc., Michigan, EUA) e as
placas foram incubadas em microaerofilia a 30 °C por 48 h.

A cada tempo de analise microbioldgica, amostras de leite cru refrigerado
foram também submetidas & extracdo de DNA total, pelo método kit Wizard®-S e
pelo método de filtracdo modificado como descrito no item 3.2. A reacdo de PCR
com os oligonucleotideos SM2F/SM3R e 16SPSEfluF/16SPSER, o programa

utilizado e a andlise do produto da reacdo estdo descritos no item 3.2.
3.5. Avaliacéao da proteo6lise da caseina das amostras de leite cru

Além disso, o efeito da atividade de micro-organismos psicrotroficos
proteoliticos na degradacdo da caseina foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida realizada segundo (Laemmli, 1970) com modificacbes, em Sistema
Mini-Protean® Tetra Cell (Bio-Rad, EUA).

Para preparacdo das amostras de caseina, aliquotas de 10 ml do leite cru
refrigerado foram acidificadas para pH 4,0 com acido cloridrico 1 mol/l, sob agitacéo
constante para precipitacdo da caseina. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 9000 g, por 10 min em centrifuga Sorval RC5C (Du Pont, EUA). O

soro foi eliminado e o volume original foi reconstituido com tampéo Tris-HCI 100
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mM, corrigindo-se o pH para 6,9. As amostras foram diluidas em tampéo Tris-HCI
(pH 6,9) 100 mM na proporg¢do 1:100. As diluicbes foram quantificadas quanto a
concentracdo de proteinas pelo método de Warburg-Christian (Cooper, 1977).
Aliquotas contendo, aproximadamente, 10 ug de proteina, foram adicionadas a
solucdo de tampdo de amostra e submetidas a tratamento térmico por imersao em
banho de &gua fervente, por 10 min e, posteriormente, analisadas.

Foram utilizados géis de poliacrilamida contendo SDS de acordo com sistema
descontinuo utilizando-se, para a separacdo das proteinas, um gel de acrilamida a
15% e o gel de empilhamento a 5,0 %. Os géis foram polimerizados quimicamente,
pela adicdo de 0,18 % (v/v) de tetrametileno diamina (TEMED) e 0,05 % (p/v) de
persulfato de amoénio. O tampdo de corrida do catodo colocado entre as placas,
continha Tris-base (0,1 M), tricina (0,1 M) e SDS (0,1 %). O tampé&o do anodo, pH
8,9, era constituido de Tris-base (0,2 M).

A eletroforese foi conduzida a 60 V por 30 min, para empilhamento e 80 V,
por 2 h, para separacdo das fracBes protéicas. Os géis foram fixados e corados, por 2
h, a temperatura ambiente, em solu¢do de azul de Coomassie (metanol 50 %, azul de
Coomassie 0,05 %, acido acético 10 % e H,0 40 %).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao dos métodos de extracdo de DNA total do leite

A concentracdo de DNA extraido de amostras de leite cru contaminadas ou
ndo com E. coli ou P. fluorescens foi avaliada por espectrofotometria. No entanto, a
concentracdo de DNA integro nas amostras, quando analisada por eletroforese em
gel de agarose (Figura 1), ndo correspondeu aquela estimada por espectrofotometria
a 260 nm (Tabela 3). Esta diferenca pode estar relacionada a complexidade da matriz
de leite que apresenta interferentes como lipideos e proteinas e a presenca de
moléculas como nucleotideos livres, oligonucleotideos e &cidos nucléicos de fita
simples (RNA), que podem interferir na leitura da absorvancia, pois essas moléculas
também absorvem luz no mesmo comprimento de onda (Pirondini et al., 2010;
Sambrook e Russel, 2001). Segundo Sambrook e Russell (2001), o método de analise
da integridade de DNA dupla fita mais adequado para amostras contaminadas €
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo uma vez que este
composto intercala entre as bases da mesma fita de DNA. Embora a eletroforese em
gel de agarose seja um método menos sensivel, nucleotideos livres, proteinas e
compostos aromaticos nao interferem na quantificacdo, o que permite uma anélise

mais exata.
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Tabela 3 — Avaliacdo da concentracdo e qualidade de DNA total obtido com métodos
comerciais e ndo-comerciais.

Intensidade
) Concentracéo de b
Meétodo de Razéo da banda em PCR®
DNA total®
Extracdo Aol Asgo gel de (+/total)
(ng/pl) Azeo b
agarose
12 eluicdo 211,7+ 10,6 1,78 [+ +] 0/3
Silica
24 eluicdo 109,2 + 4,4 1,75 [+] 0/3
Leite
) Filtracdo 3460,0 + 425,2 1,72 [+ +] 0/3
inoculado
_ Filtracdo modificado ~ 230,8 + 108,0 1,92 [+ +] 0/3
com E. coli
Kit Wizard®-S 10,7+0,3 1,93 [+] 0/3
CTAB® 58,3+ 12,4 1,53 [+] 0/3
12 eluicéo 95,8 + 6,5 1,6 [+] 0/3
Silica
Leite 22 eluico 46,7+3,6 1,7 [+] 0/3
inoculado Filtracdo 1267,0 +£537,8 1,5 [+] 0/3
com P. Filtracdo modificado 44,7+9,8 2,0 [+ +] 3/3
fluorescens Kit Wizard®-S 57+0,3 Nd° [+] 3/3
CTAB® 91,7+118 1,7 [+] 1/3
12 eluicdo 31,7+0,8 1,4 [+] 0/3
Silica
2% eluicdo 145+0,5 1,4 [+] 0/3
_ Filtracdo 976,7 + 138,0 15 [-] 0/3
Leite cru
Filtracdo modificado 6,3+0,6 Nd° [+] 213
Kit Wizard®-S 6,0+1,4 Nd° [+] 3/3
CTAB® 275+129 1,4 [+] 2/3

% O DNA total obtido foi quantificado por espectrofotometria e expresso em ng/ul (média + erro
padrdo). As médias e os erros padrdo foram calculados de trés extracdes independentes.

A analise da eletroforese em gel de agarose do DNA extraido usando diferentes métodos foi
mostrada entre colchetes. [-]: auséncia de bandas; [+]: bandas fracas; [+ +]: bandas fortes.

¢ Na sexta coluna foi mostrado o nimero de resultados positivos da PCR com os oligonucleotideos
16SPSEfluF/16SPSER para o total de reagdes realizadas.

INd: nio foi possivel determinar a razdo Axg/Asg devido a baixa concentragdo de DNA nas amostras.
® CTAB: cetil trimetil aménio.
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Figura 1 — Avaliacdo da concentracdo e da qualidade do DNA total por eletroforese
em gel de agarose 0,8 %. As preparacOes de DNA total foram obtidas a
partir de amostras de leite inoculado com E. coli (nimeros 3a5e 12 a
14), com P. fluorescens (niUmeros 6 a 8 e 15 a 17) e de leite cru (nUmeros
9 all e 18 a 20). O DNA do fago A foi utilizado como padrédo de
concentragdo: 25 ng (numero 1) e 50 ng (numero 2).
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As concentragfes de DNA total obtido a partir de amostras de leite,
inoculadas ou ndo, variaram de 5,7 a 3460 ng/ul (Tabela 3). Maiores concentracGes
foram obtidas quando se utilizou a técnica de enriquecimento a partir do indculo de
0,1 ml de leite em 100 ml de caldo LB, com incubacéo por 6 h. Além de aumentar a
populacdo microbiana, esta etapa de enriquecimento dilui possiveis interferentes
presentes nas amostras de leite.

Alguns métodos de extracdo ndo foram eficientes em remover o RNA total,
portanto em analise por espectrofotometria, houve superestimacdo dos resultados, o
que pode ser confirmado pelos resultados contrastantes entre a razdo As/Axs € 0 gel
de agarose. Além disso, as duas bandas que migraram para a parte inferior do gel de
agarose 0,8 % (Figura 1) evidentes nas canaletas 3 a 8 e 12 a 17 referentes a extracédo
de DNA total pelo método que utiliza silica confirmam a presenca de RNA. Uma
possivel explicacdo € o uso de tampdo de lise contendo altas concentragdes de
tiocianato de guanidina, substancia desnaturante, que garante o rompimento celular
eficiente, a solubilizacdo dos seus componentes e a desnaturacdo de RNases
enddgenas o que torna possivel a extracdo de RNA (Sambrook e Russel, 2001). Uma
vez solubilizados, os acidos nucléicos se ligam as particulas de silica e sdo
purificados por sucessivas etapas de lavagem. A presenca de RNA nas amostras
interfere na quantificacdo de DNA por espectrofotometria uma vez que os acidos
nucléicos de fita simples também absorvem luz a 260 nm.

Os resultados da extracdo utilizando o protocolo kit Wizard®-S mostraram
rendimentos menores de DNA total quando comparado aos resultados dos outros
métodos citados anteriormente (Tabela 3).

O método que utiliza CTAB demonstrou ser menos adequado para extragdo
de DNA total de leite cru baseado no numero de reacbes de PCR consideradas
positivas quando comparado ao método de filtragdo modificado. No entanto,
Pirondini et al. (2010) constataram que esse método foi mais eficiente para extragdo
de DNA total de amostras de produtos lacteos que ndo passaram por processos de
esterilizacdo quando comparado com kits comerciais e métodos que utilizam dodecil
sulfato de sédio (SDS) e Tween®.

A pureza das amostras de DNA obtidos a partir de amostras de leite,
inoculadas ou n&o, variou entre 1,4 e 2,0. A pureza de uma preparacdo de DNA pode
ser facilmente avaliada por espectrofotometria na regido do ultravioleta. Essa
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avaliacdo é feita pela determinagdo da razdo Ageso/Azso. A razdo Otima para amostras
de DNA esta entre 1,8 e 1,9 e a presenca de proteinas tende a reduzir esse valor
(Azevedo et al., 2003). A analise por eletroforese em gel de agarose mostrou que o
DNA extraido pelos métodos de filtracdo, filtracdo modificado, kit Wizard®-S e
CTAB ficou retido na canaleta 0 que sugere a contaminacdo das amostras por
polissacarideos e proteinas. Além desses interferentes, o leite contém altas
concentracdes de Ca™?, proteases, nucleases, acidos graxos que sdo inibidores da
PCR. Os inibidores podem ser substancias quelantes de cations ou substancias que se
ligam ou degradam a polimerase e 0 molde de DNA que devem ser eliminados ou
diluidos para garantir a sensibilidade da técnica de PCR (Sambrook e Russel, 2001).
Neste sentido, a técnica de PCR foi utilizada com o objetivo de obter informag6es
adicionais sobre a qualidade das preparacfes de DNA e avaliar a eficiéncia do
método utilizado. N&o foi possivel detectar a presenca do fragmento amplificado
quando foram analisadas as amostras de leite esterilizado contaminado com até 2,0 x
10° UFC/ml de E. coli visto que o par de oligonucleotideos utilizados para analise
por PCR era especifico para rDNA 16S de P. fluorescens.

Embora a técnica de PCR seja sensivel, o produto da amplificacdo do rDNA
16S de P. fluorescens ndo foi observado nas amostras de DNA obtido a partir de
amostras de leite contaminado com, aproximadamente, 10® UFC/ml de P. fluorescens
e de leite cru com 10° UFC/ml de psicrotréficos pelo método que utiliza silica e pelo
método de filtragdo. A presenca de inibidores da PCR pode tornar dificil a detec¢do
de células bacterianas, pois na presenca de alguns contaminantes a DNA polimerase
ndo é capaz de sintetizar DNA suficiente para que o produto da reacdo seja detectado
e a reagdo considerada positiva. A preparacdo adequada das amostras de DNA
garante a diluicdo ou a eliminacdo dos interferentes e o sucesso da técnica de PCR
(Maurer, 2006). As analises por espectrofotometria (Tabela 3) e por eletroforese gel
de agarose (Figura 1) demonstraram que estas amostras de DNA obtidas pelo método
que utiliza silica e pelo método de filtracdo estavam contaminadas com proteinas,
polissacarideos, RNA e DNA parcialmente degradado. Esses interferentes podem ter
inibido a DNA polimerase o que justifica os resultados falso negativos obtidos
quando as amostras de leite contaminadas com, aproximadamente, 10% UFC/ml de P.
fluorescens foram avaliadas. O método que utiliza silica e 0 método de filtragdo néo
foram utilizados nas proximas etapas assim como o método que utiliza CTAB que
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forneceu 33,3 % e 66,6 % de resultados positivos com as amostras de leite cru e leite
contaminado com P. fluorescens, respectivamente, quando analisadas pela técnica de
PCR.

A extracdo de DNA total pelo kit Wizard®-S e o método de filtracio
modificado foram selecionados para a continuagdo do trabalho. A utilizagdo desses
métodos de extracdo de DNA permitiu a deteccdo do produto de amplificacdo
correspondente ao gene rDNA 16S com todas as preparacGes de DNA extraido a
partir das amostras de leite contaminadas com, aproximadamente, 10 UFC/ml de P.
fluorescens. Além disso, o kit Wizard®-S e o método de filtracdo modificado
forneceram, respectivamente, 100 % e 66,6 % de resultados positivos na andlise das
amostras de leite cru com contagem de 2,0 x 10° UFC/ml de psicrotroficos,
indicando a presenca de P. fluorescens como contaminante. Apesar da etapa de
enriquecimento realizada no método de filtracdo modificado, o indculo de 100 pl de
leite cru em 100 ml de caldo LB ndo garantiu a totalidade de resultados positivos
quando as preparacdes de DNA foram analisadas por PCR.

Na tentativa de se obter maior eficiéncia da extracdo de DNA total a partir de
leite cru pelo método de filtragdo modificado, modificacbes no volume de leite
inoculado em 100 ml de caldo LB foram avaliadas (Figura 2).

900 pb

500 pb

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de PCR para deteccao
de P. fluorescens. A reacdo foi realizada com os oligonucleotideos
16SPSEfluF/16SPSER a partir de amostras de DNA total extraidas pelo
método de filtragdo modificado com cada um dos in6culos testados. Os
numeros correspondem ao DNA total de P. fluorescens ATCC 13525 (1);
indculo de 100 pl (2) e 1 ml (3); indculo de células coletadas em 100 pl
(4), 1 ml (5) e 10 ml (6) de leite cru; M corresponde ao marcador
GeneRuler™ DNA Ladder 100 pb (Fermentas, EUA) e B ao controle
negativo.
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O indculo de 1 ml de leite com posterior incubagdo por 6 h ndo requer a etapa
de centrifugacdo e aumentou o rendimento da reagdo de PCR mas ndo aumentou a
concentracdo de interferentes da reacdo, o que poderia prejudicar a acdo da DNA
polimerase. Logo, esta modificacdo foi adotada nas etapas seguintes. O meio de
enriquecimento quando inoculado com 10 ml de leite cru ndo pode ser filtrado em

membrana com poro de 0,22 pm.
4.2. Limite de deteccao de P. fluorescens em leite por PCR

A extracdo de DNA total das amostras de leite inoculado com P. fluorescens
pelo kit Wizard®-S possibilitou a detecgdo do produto da reacdo utilizando o par de
oligonucleotideos FP aprl/RP aprll que amplifica um fragmento de 194 pb do gene
aprX quando o leite estava contaminado com 2,4 x 10° UFC/ml de P. fluorescens
(Figura 3). Embora o limite de detecgdo tenha diminuido quando o método de
filtracdo seguido de purificacdo foi utilizado, a presenca do amplificado foi detectada
quando a populacéo de P. fluorescens variou entre 3,2 x 10" e 2,4 x 10° UFC/ml.

Martins et al. (2005) utilizaram esses oligonucleotideos para deteccdo de P.
fluorescens em amostras de leite desnatado reconstituido e detectaram o produto de
amplificacdo do gene quando a populacdo de P. fluorescens estava acima de 2,4 x
10° UFC/ml. Essa variagdo pode estar relacionada as caracteristicas bioquimicas do
leite cru que sdo diferentes daquelas do leite disponivel no mercado ou do leite
desnatado reconstituido (Ercolini et al., 2004). A variacdo da sensibilidade da técnica
demonstra a importancia das etapas de enriquecimento, filtracdo e purificagdo que
minimizam a contaminacao das preparacdes de DNA com interferentes da PCR.

Quando oligonucleotideos SM2F/SM3R, que amplificam um fragmento de
900 pb do gene aprX, foram utilizados, a sensibilidade do método aumentou e o
produto da reaco foi detectado nas amostras DNA total extraido pelo kit Wizard®-S
obtidos a partir de leite inoculado com P. fluorescens com populagdo acima de 3,5 x
10* UFC/ml (Figura 3). (Marchand et al., 2009b) também verificaram maior
sensibilidade na deteccdo de P. fluorescens inoculada em leite com o0s
oligonucleotideos SM2F/SM3R que detectaram 2,1 x 10° UFC/mL quando
comparado aos oligonucleotideos FP aprl/RP aprll. A sensibilidade foi aumentada e
o limite de deteccdo foi de 6,7 x 10° UFC/ml quando foi utilizado o método de
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filtracdo modificado. O método de filtragdo modificado apresenta potencial para
andlise de amostras pouco contaminadas porque ha uma etapa de enriquecimento que
permite 0 aumento do nimero de células contaminantes. J& o método que utiliza o kit
Wizard®-S é menos sensivel e mais adequado para anélise de amostras muito
contaminadas. Entretanto, o tempo necessario para a preparacdo do DNA com o kit
Wizard®-S é menor.

A utilizacdo do par de oligonucleotideos 16SPSEfluF/16SPSER resultou no
aumento da sensibilidade do método e o produto da reacdo foi detectado quando a
populacéo de P. fluorescens estava acima de 3,8 x 10° UFC/ml com o protocolo de
extracdo de DNA do kit Wizard®-S.

Os fragmentos amplificados utilizando os oligonucleotideos SM2F/SM3R e
16SPSEfluF/16SPSER tem, aproximadamente, 0 mesmo tamanho, 900 e 850 pb,
respectivamente. No entanto, o limite de detecgéo utilizando 16SPSEfluF/16SPSER
foi menor, o que pode ser explicado pela eficiéncia especifica de anelamento dos
oligonucleotideos, pelas condi¢cdes de amplificacdo e, principalmente, pelo nimero
de copias do gene alvo no genoma (Ercolini et al., 2004; Farrelly et al., 1995). O
maior ndmero de copias do gene rRNA 16S pode justificar a maior sensibilidade do
método ao utilizar esse gene alvo. Os genes que codificam rRNAs 5S, 16S e 23 S séo
organizados no operon rrn nos membros do dominio Bacteria (Klappenbach et al.,
2000) sendo que o numero de cépias pode variar entre 1 e 15 por genoma bacteriano
(Rainey et al., 1996). P. aeruginosa apresenta quatro cOpias do operon rrn por
genoma enquanto E. coli possui sete copias (Farrelly et al., 1995).

Como os oligonucleotideos SM2F/SM3R e 16SPSEfluF/16SPSER
apresentaram maior sensibilidade, eles foram selecionados para as etapas posteriores

de avaliagdo do metodo.

4.3. Avaliacado do método de deteccao de P. fluorescens por PCR para analise de

leite cru
A populacéo de psicrotroficos inicial nas amostras de leite cru variou de 3,2 X

10 a 2,7 x 10* UFC/ml e alcancou a fase estacionéria de crescimento entre o quarto e

o quinto dia de incubacéo a 7 °C com niimeros proximos a 10° UFC/ml (Figura 4).
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 1,5 % para avaliacdo do limite de detecgéo

de P. fluorescens por PCR em leite esterilizado e inoculado com essa
especie. Os fragmentos de DNA foram amplificados com os
oligonucleotideos FP aprl/RP aprll (A), SM2F/SM3R (B) e
16SPSEfluF/16SPSER (C). O DNA total foi extraido pelo kit Wizard®-S
(numeros de 1 a 8) e pelo método de filtracdo modificado (nimeros de 9
a 16). Os nimeros 1 e 9 correspondem a 2,4 x 10° UFC/ml; 2 e 10 a 3,4 X
10® UFC/ml; 3 e 11a 3,2 x 10" UFC/ml; 4 e 12 a 3,2 x 10° UFC/ml; 5 e
13 a 3,5 x 10° UFC/ml; 6 e 14 a 3,5 x 10" UFC/ml; 7 e 15 a 3,8 x 10°
UFC/ml; 8 e 16 a 6,7 x 10> UFC/ml; M corresponde ao marcador
GeneRuler™ DNA Ladder 100 pb (Fermentas, EUA) e B ao controle
negativo.
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Figura 4 — Populacdo de bactérias psicrotroficas (—e—), psicrotroficas proteoliticas
(—=—) e Pseudomonas (—a—) e evolucdo do pH (-#-) em leite cru
incubado a 7 °C ao longo de 10 dias das repeti¢des | (A), 11 (B) e 111 (C).
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Os psicrotroficos proteoliticos, analisados nas repeticbes 1l e Il
apresentaram comportamento semelhante ao dos psicrotréficos ao longo de 10 dias
de incubacéo (Figura 4). A populacéo inicial foi de 4,1 x 10° UFC/mI na repeticéo 11
e 2,6 x 10 UFC/ml na repeticdo 111. As amostras analisadas neste trabalho tém uma
contaminacdo baixa porque foram coletadas imediatamente ap6s ordenha em
estabelecimento que atende aos parametros de sanidade do rebanho e de higiene na
producdo estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa n°® 51 para producédo de leite Tipo
B (Brasil, 2002).

Embora a contagem de Pseudomonas em 4&gar CFC tenha revelado
contaminacéo inicial entre 7,0 x 10* e 7,5 x 10 UFC/ml, o nimero final, ap6s 10
dias de incubagdo a 7 °C, alcancou 10® UFC/mI, como observado nas repeticoes | e
I1l. Resultados semelhantes foram apresentados por De Jonghe et al. (2011) que
simularam as condi¢Ges de armazenamento e transporte de amostras de leite cru
refrigerado e demonstraram que a populacéo inicial de 10> UFC/mI de Pseudomonas
alcancou 10 UFC/ml apés 5 dias de incubacéo a 6 °C.

O mesmo comportamento da populacdo de Pseudomonas ndo foi constatado
na repeticdo I, onde o nimero méaximo de células foi de 8,6 x 10° UFC/ml. A
inibicdo da populagdo de Pseudomonas pode estar relacionada a contaminagdo do
leite por bactérias produtoras de acido que reduziram o pH de 6,6 para 4,0 (Figura 4).
A contagem de bactérias laticas feita especificamente nesta repeticdo pode esclarecer
a razdo da queda do pH, uma vez que foi detectada uma populacéo de 1,6 x 10°
UFC/ml de bactérias produtoras de &cido e catalase negativas apos oito dias de
incubacdo a 7 °C. Matamoros et al. (2009) demonstraram que alguns isolados
psicrotroficos de bactérias laticas podem inibir a populagdo de Pseudomonas spp. por
acidificacdo do meio ou por competicdo nutricional.

As amostras de leite cru refrigerado foram analisadas por PCR
periodicamente. Fragmentos amplificados com os oligonucleotideos SM2F/SM3R e
16SPSEfluF/16SPSER néo foram detectados, nas repeticdes Il e 111, quando o DNA
total foi extraido pelo kit Wizard®-S (Figuras 5 e 6).

A auséncia do produto de amplificacdo nas amostras de DNA extraidas com o
kit Wizard®-S pode ser justificada pelo baixo rendimento DNA extraido por esse
método, como apresentado na Tabela 2 ou pela presenga de interferentes que inibem
a DNA polimerase.
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Quando o DNA foi extraido pelo método de filtragdo modificado, o
fragmento amplificado com os oligonucleotideos SM2F/SM3R foi observado no
segundo e/ou terceiro dia de incubacao nas repeticGes Il e 11l (Figura 5). O produto
da reacéo foi detectado quando a populacéo de Pseudomonas era da ordem de 10° e
10" UFC/ml nas repeticdes Il e I, respectivamente. Neste mesmo periodo de
incubacéo, a populacdo de psicrotroficos estava entre 4,1 x 10° UFC/ml e 3,1 x 10’
UFC/ml, na repeticdo 11, e 2,4 x 10’ UFC/ml e 5,8 x 10’ UFC/mI, na repeticéo I11. Na
repeticdo | o fragmento amplificado foi observado apds 10 dias de incubacdo a 7 °C
quando a populacéo de psicrotréficos atingiu 1,8 x 108 UFC/ml (Figura 5).

O perfil de amplificacdo do DNA foi diferente quando as amostras foram
analisadas com os oligonucleotideos 16SPSEfluF/16SPSER (Figura 6). Nas
repeticdes Il e 111, o amplificado foi observado quando a contagem de Pseudomonas
era da ordem de 10° UFC/ml e a populacdo de psicrotréficos, na fase estacionéria de
crescimento, estava entre 3,0 x 10’ UFC/ml e 1,0 x 10° UFC/ml. Na repeticéo I, foi
possivel detectar o amplificado apds 2 dias de incubacdo da amostra de leite cru sob
refrigeracdo. Nesse periodo de incubacdo, tempo maximo permitido pela Instrucéo
Normativa n° 51, a populagdo de Pseudomonas atingiu 6,3 x 10° UFC/ml e de
psicrotréficos, 1,0 x 10° UFC/m.

Embora a legislacdo brasileira ndo estabeleca um limite para contagem de
psicrotroficos em leite cru, o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal - RIISPOA fornece a indicacdo de que a populagéo de
psicrotréficos ndo deve exceder 10 % da populagdo de mesdéfilos (Brasil, 1980).

Como a Instrucdo Normativa n° 51 estabelece que a contagem de mesofilos
em leite cru refrigerado de tanque coletivo ndo deve exceder 3,0 x 10° UFC/ml a
partir de 01 de julho de 2012 (Brasil, 2002), a populacdo de psicrotréficos deveria ser
menor que 3,0 x 10* UFC/m.

O fragmento amplificado com os oligonucleotideos 16SPSEfluF/ 16SPSER
ndo foi observado, nas repeticGes Il e 111, apds oito e dez dias de incubacdo do leite
cru a 7 °C, respectivamente (Figura 6). Como estes oligonucleotideos sdo especificos
para P. fluorescens, é provavel que outras espécies tenham dominado a microbiota

do leite apos periodo prolongado de incubacédo a 7 °C.
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Kit Wizard"-S Filtracdo Modificado
M t=0 2d 4d 6d 8d 10d t=0 2d 4d 6d 8d 10d B

Kit Wizard"-S Filtracdo Modificado
M t=02d 3d 4d 6d 8d 10dt=0 2d 3d 4d 6d 8d 10d B

Kit Wizard"-S Filtragdo Modificado
M t=0 2d 3d 4d 6d 8d'10dt=02d 3d 4d 6d 8d 10d B

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose 1,5 % para avaliagdo do limite de detecgéo
por PCR de P. fluorescens em leite cru incubado a 7 °C por 10 dias. Os
fragmentos de DNA foram amplificados com os oligonucleoideos
SM2F/SM3R. As legendas correspondem a O - leite recém-ordenhado,
2d, 3d,4d, 6d, 8d e 10 d — leite ap0s dois, trés, quatro, seis, oito e dez
dias de incubacéo, respectivamente; (A) - Repeticdo I; (B) - Repeticéo Il
e (C) - Repeticdo I1l. M corresponde ao marcador DNA Ladder 100 pb
(Promega, EUA) e B ao controle negativo.
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Kit Wizard"-S Filtracdo Modificado
M t=0 2d 4d 6d &8 10d t=0 2d 4d 6d 8d 10d B

Kit Wizard"-S Filtracdo Modificado
M t=0 2d 3d 4d 6d 8d 10d t=0 2d 3d 4d 6d 8d 10d B

Kit Wizard"-S Filtragdo Modificado
M t=0 2d 3d 4d 6d 8d 10d t=0 2d 3d 4d 6d &8d 10d B

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1,5 % para avaliagdo do limite de deteccéo
por PCR de P. fluorescens em leite cru incubado a 7 °C por 10 dias. Os
fragmentos de DNA foram amplificados com os oligonucleoideos
16SPSEfluF/16SPSER. As legendas correspondem a 0 - leite recém-
ordenhado, 2d, 3d, 4d, 6d, 8d e 10 d — leite apds dois, trés, quatro, seis,
oito e dez dias de incubacdo, respectivamente; (A) - Repeticdo I; (B) -
Repeticdo Il e (C) - Repeticdo Ill. M corresponde ao marcador DNA
Ladder 100 pb (Promega, EUA) e B ao controle negativo.
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A colbnia tipica predominante nas placas de CFC para contagem de
Pseudomonas isolada na repeticéo 11 ndo foi identificada pelo kit RapID™ NF Plus
que € especifico para gram-negativos oxidase positivos. Na repeticdo Ill, a coldnia
predominante no dgar CFC foi identificada como Acinetobacter sp. com 65 % de
confianga. Segundo Rasolofo et al. (2010), bactérias do género Acinetobacter fazem
parte da microbiota dominante presente em leite cru refrigerado. Além disso, outras
bactérias do género Pseudomonas podem dominar a microbiota como demonstrado
por Marchand et al. (2009a) que identificaram P. lundensis e P. fragi como
produtores de proteases termorresistentes predominantes em leite cru refrigerado. Na
repeticdo I, na qual o fragmento amplificado com os oligonucleotideos 16SPSEfluF/
16SPSER, especificos para P. fluorescens, foi observado do quarto ao décimo dia de
incubacdo. A coldnia predominante nas placas de agar CFC foi identificada com o kit

RapID™

NF Plus como P. fluorescens/P. putida com 98 % de confianca.

Nas trés repeticOes, o fragmento amplificado com os oligonucleotideos
16SPSEfluF/16SPSER foi observado quando as amostras, cujo DNA total foi
extraido pelo método de filtracio modificado, apresentavam populacdo de
psicrotréficos na fase estacionaria de crescimento (Figura 6). A presenca do
amplificado apenas quando a populacdo estava acima de 10° UFC/ml pode
representar o comprometimento da qualidade do leite cru refrigerado pela atividade
de proteases. A producdo dessas enzimas por micro-organismos psicrotroficos
acontece no final da fase logaritmica e durante a fase estacionaria de crescimento
(Chen et al., 2003; Pinto, 2005; Serhaug e Stepaniak, 1997). Pinto (2005) avaliou a
correlagédo entre a populagdo de um isolado de P. fluorescens e a atividade
proteolitica em leite desnatado reconstituido 12 % e observou a deteccdo de
proteases em populacdo maior que 10® UFC/mI. No entanto, Kumaresan et al. (2007)
observaram a deterioracdo do leite cru, devido a atividade proteolitica, quando a

populacéo de psicrotréficos estava acima de 10° UFC/ml.
3.5. Avaliacéao da proteo6lise da caseina das amostras de leite cru

O efeito da atividade de micro-organismos psicrotréficos proteoliticos nas
proteinas do leite foi determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura

7). Nenhuma alteracdo nas fragBes de caseina foi observada nas repeticdes I e I,
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mesmo com a populacdo de psicrotréficos alcancando, respectivamente, 1,8 x 10° e
1,8 x 10? UFC/ml apés 10 dias de incubacao.

No entanto, a banda de para-k-caseina, produto da hidrélise da x-caseina,
pode ser observada na repeticdo Il a partir do quarto dia de incubacéo do leite cru a
7 °C quando a populacdo de psicrotroficos e de Pseudomonas atingiram a fase
estacionaria com contagem de 3,0 x 10° e 8,5 x 10" UFC/ml, respectivamente (Figura
7). Pinto (2004) também observou que a inoculacdo de 10° UFC/mI de um isolado de
leite cru refrigerado de P. fluorescens levou a hidrdlise das fracdes de caseina

quando leite foi incubado sob refrigeragao.

A) ®B
PMPPBP t=0 2d 4d 6d 8d 10d PMPPBP t=0 2d 3d 4d 6d 8d 10d
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O

K- cageina K- cageina

©
PMPPBP t=0 2d 3d 4d 6d 8d 10d

¢- caseina

B T T S S S W - caseina

K- cageina

para-K-case ina

Figura 7 — Avaliacdo da degradacdo da caseina de leite cru incubado a 7 °C ao longo
de 10 dias por eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % revelado com
azul de Coomassie. As legendas correspondem a 0 - leite recém-
ordenhado, 2d, 3d,4d,6d,8de10d - leite apds dois, trés, quatro,
seis, oito e dez dias de incubacéo, respectivamente. PMP corresponde ao
padrdo de peso molecular de ampla faixa (Bio-Rad, EUA) e PMB ao
padrdo de baixo peso molecular (Promega, Madison, EUA). O padrédo
PMP contém: (A) B-galactosidase (116,25 kDa), (B) Fosforilase B (97,4
kDa), (C) Albumina de soro (66,2 kDa), (D) Ovoalbumina (45,0 kDa),
(E) Anidrase carbonica (31,0 kDa), (F) Inibidor de tripsina de soja (21,5
kDa), (G) Lisozima (14,4 kDa) e (H) Aprotinina (6,5 kDa). (A) -
repeticéo I, (B) - repeticdo Il e (C) - repeticéo IlI.
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Embora a populacdo de psicrotréficos tenha atingido a fase estacionaria em
leite cru ap6s quatro dias de incubacdo nas trés repeti¢des, foi constatado que o
padrdo de protedlise diferiu entre as repeticGes. Esta variacdo pode estar relacionada
ao tipo de microbiota contaminante em cada uma das repeticdes. Na repeticdo I, foi
constatada a predominancia de bactérias produtoras de acido o que pode justificar a
auséncia das bandas de para-k-caseina no leite cru refrigerado por 10 dias analisado
por eletroforese em gel de poliacrilamida.

Além disso, as proteases produzidas por Pseudomonas apresentam uma
atividade residual em temperaturas de refrigeracdo, mas tém atividade 6tima em
temperatura entre 30 e 45 °C o que pode explicar a auséncia de protedlise detectavel
pela metodologia utilizada (Dufour et al., 2008; Martins, 2007; Sgrhaug e Stepaniak,
1997).

A variabilidade entre os isolados psicrotroficos proteoliticos também pode
justificar a variagdo da protedlise do leite entre as repeticGes. Martins et al. (2006) e
Dogan e Boor (2004) demonstraram a diversidade genética de bactérias
psicrotroficas proteoliticas isoladas de leite cru refrigerado. Quando foram analisadas
10 estirpes de P. fluorescens, sendo trés delas isoladas de ambiente industrial, Dufour
et al. (2008) demonstraram a variacdo na atividade caseinolitica dos isolados.

Outro fator que pode afetar a proteodlise do leite é a presenca de proteases
nativas termoestaveis, conhecidas como plasmina (Nielsen, 2002). Pode-se concluir
que a informacdo sobre o numero de psicrotroficos proteoliticos ou de bactérias do
género Pseudomonas ndo é suficiente para determinar o grau de protedlise do leite.
Informacgdes sobre o tipo de microbiota contaminante também sdo importantes para
analise da qualidade do leite.

Apesar da variagdo observada quando a protedlise do leite foi avaliada por
eletroforese em gel de poliacrilamida, nas trés repetices foi possivel observar o
produto da reacdo de PCR com os oligonucleotideos 16SPSEfluF/16SPSER mesmo

que a protedlise ndo tenha sido observada.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O método de filtracdo modificado para extracdo de DNA total de amostras de
leite cru permitiu o aumento do limite de deteccdo da técnica de PCR para 107
UFC/ml de P. fluorescens. Este resultado é promissor para monitoramento da
qualidade de leite cru quando o rDNA 16S de P. fluorescens € amplificado.

A selecdo e adaptacéo de diferentes protocolos permitiram o estabelecimento
de uma condicdo apropriada e mais sensivel para detec¢do de P. fluorescens em leite
cru por PCR.

A avaliacdo da protedlise das amostras de leite cru refrigerado demonstrou
que o tipo de microbiota contaminante entre outros fatores pode afetar a qualidade do
produto. Logo, o desenvolvimento da técnica de PCR multiplex para deteccdo dos

principais psicrotréficos proteoliticos além de P. fluorescens é importante.
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