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Efeito do congelamento sobre a viabilidade de células leveduriformes

Effects of freezing on the viability of yeasts cells
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RESUMO

O controle de produtos de origem animal está diretamente associado à sanidade animal e à saúde pública. Na suspeita

de mastite, tanto bacteriana quanto micótica, o congelamento de amostras de leite permite aumentar o período de tempo para

análise microbiológica, permitindo um correto diagnóstico laboratorial.  As leveduras são os principais agentes ambientais

envolvidos na mastite micótica. O objetivo do presente trabalho foi verificar se o congelamento afeta a recuperação de leveduras

potencialmente presentes no leite. Foram utilizados seis isolados: Rhodotorula sp. (L1), Geotrichum sp. (L2), Cryptococcus sp.

(L3), Candida tropicalis (L4) e Candida albicans (L5), oriundos de leite in natura, e um isolado de C. parapsilosis (ATCC

22019). Após a inoculação experimental, as amostras foram congeladas durante 10 dias, 3, 6 e 8 semanas. O congelamento do

leite por períodos superiores a 10 dias causou redução no número de células viáveis. Sugerimos que sejam utilizados períodos

mais curtos de congelamento para a análise micológica do leite.
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ABSTRACT

The control of animal products is directly linked to the animal sanity and public health. When suspecting mastitis,

either bacterial or mycotic, freezing milk samples increases the period of time for a microbiological analysis, thus allowing a

correct laboratorial diagnosis. Yeasts are the main environmental agents involved in mycotic mastitis. The objective of the

present work was to verify if freezing affects the recovery of yeasts present in the milk. Six isolates were used: Rhodotorula sp.

(L1), Geotrichum sp. (L2), Cryptococcus sp. (L3), Candida tropicalis (L4) and Candida albicans (L5), isolated from milk in

natura, and one C. parapsilosis (ATCC 22019) isolate. After experimental inoculation, the samples were frozen during 10 days,

3, 6 and 8 weeks. Milk freezing for periods longer than 10 days caused a reduction in the number of viable cells. We suggest that

shorter freezing periods are used for the mycological analysis of milk.
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INTRODUÇÃO

Mastite é uma doença que acarreta enormes pre-
juízos à pecuária leiteira, tanto na quantidade quanto na
qualidade do leite produzido, com conseqüências na pro-
dução dos derivados lácteos. Cada vez mais, a literatura
registra casos esporádicos de microrganismos de origem
ambiental, sendo as leveduras os principais agentes
ambientais envolvidos [6,10]. A mastite fúngica ocorre
sob a forma de surtos localizados [3,5] e/ou após trata-
mento com antimicrobianos [8]. As principais leveduras
envolvidas na mastite pertencem aos gêneros Candida
e Cryptococcus, seguidos por outros gêneros como
Geotrichum, Pichia e Trichosporon [2,11-13].

O controle microbiológico do leite é funda-
mental para uma correta identificação dos microrga-
nismos causadores de mastite. Uma prática utilizada é
o congelamento de amostras de leite oriundas de ani-
mais com suspeita de mastite, porém, poucos trabalhos
indicam o tempo adequado em que as amostras podem
permanecer congeladas. O objetivo deste estudo foi,
portanto, avaliar a influência do congelamento do leite
sobre a viabilidade de células de leveduras associadas
à mastite micótica.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram utilizados no estudo seis isolados:
Rhodotorula sp. (L1), Geotrichum sp. (L2), Cryptococcus
sp. (L3), Candida tropicalis (L4) e Candida albicans
(L5), oriundos de leite in natura, e um isolado de C.
parapsilosis (ATCC 22019). Cada isolado foi inicial-
mente cultivado em meio ágar Sabouraud (2% glicose,
2% ágar, 1% peptona, 0,05% cloranfenicol) por 3 a 5
dias a 25-300C, e diluído em água destilada estéril
(2mL), até atingir uma turvação grau 2 da escala de
Wickerham [18]. Após, uma alíquota de 200mL foi
assepticamente inoculada em tubos de ensaio contendo
10 mL de leite UHT, totalizando cinco amostras de cada
isolado. Cada amostra, após a homogeneização, foi
congelada em freezer comum durante quatro períodos
distintos (10 dias, 3, 6 e 8 semanas). Uma contagem con-
trole da amostra foi realizada no início do experimento.
Para realização da contagem de células viáveis, as a-
mostras foram descongeladas, submetidas a diluições
decimais seriadas e semeadas em triplicata através da
Técnica de Espalhamento em Superfície em meio YM
(1% glicose, 0,3% extrato malte, 0,3% extrato de leve-
dura, 0,5% peptona, 2% agar, 0,05% cloranfenicol,
pH 4,5), sendo as placas de petri incubadas a 25-300C
durante 3-5 dias.

Os dados foram analisados através do teste
de Comparações Múltiplas de Dunnet para dados
ponderados (nível de significância 5%) para a avalia-
ção das médias de contagens durante o período de
congelamento para cada amostra.

RESULTADOS

Todos os isolados testados foram recuperados
após o congelamento das amostras durante 10 dias,
3, 6 e 8 semanas, embora a viabilidade celular tenha
diminuído (Tabela 1). À exceção de uma amostra
(Candida parapsilosis - ATCC 22019) com 10 dias
de congelamento, todas as demais apresentaram dife-
rença significativa nas contagens.

Tabela 1. Resultado da viabilidade de células leveduriformes
(log.UFC.mL) após o congelamento das amostras em dife-
rentes períodos.

DISCUSSÃO

A utilização de leite congelado para exame
microbiológico pode ser uma prática adequada para
um correto diagnóstico do agente etiológico envol-
vido, visto que o congelamento do leite permite
aumentar o prazo para a realização do teste, possibili-
tando a estabilidade dos organismos presentes [1].
Segundo Gomes et al. [9], o congelamento do leite
não altera suas características químicas e microbio-
lógicas, embora alguns microrganismos possam não
suportar o processo [15]. Estudos realizados com leite
proveniente de animais com mastite clínica e sub-
clínica relataram que o congelamento das amostras
por 4 a 16 semanas não afetou a viabilidade de todos
os patógenos bacterianos envolvidos na enfermidade
[4,16]. Costa et al. [7], em 256 amostras proceden-
tes de animais com mastite clínica, não observaram
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diferenças no diagnóstico microbiológico do leite
“in natura” e pós-congelamento. A contagem das
leveduras em nosso experimento foi significativa-
mente inferior à inicial até o final do teste, resultado
semelhante ao encontrado em amostras de queijo
produzidos com leite de ovelha e em suco de fruta
congelado [14,19]. A redução na contagem pode
ser explicada pela provável lesão provocada nas
células devido à formação de cristais de gelo du-
rante o congelamento [17].

CONCLUSÕES

O estudo demonstra que os isolados inocu-
lados experimentalmente puderam ser recuperados
após o período de congelamento, apesar de ter havi-
do redução da viabilidade celular mesmo após cur-
tos períodos de congelamento. Isso sugere que a
utilização de amostras de leite congeladas por perío-
dos inferiores a 10 dias é mais adequada para o
diagnóstico de mastite micótica através do exame
microbiológico, propiciando adequado diagnóstico
e conduta terapêutica.
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