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RESUMO

STARIKOFF, K. R. Inativacdo de Mycobacterium bovis durante a cura de
queijo: definicdo de protocolo de estudo. [Inactivation of Mycobacterium bovis
during the curing of cheese: study protocol definition]. 2011. 63 f. Tese.
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

A legislacdo permite o uso de leite cru para fabricar queijos com maturacao
superior a 60 dias em temperatura acima de 5°C, mas falta comprovacéo
cientifica sélida sobre a eficacia desse processo quanto a inativacdo de
importantes patdogenos que podem estar presentes no leite, como o
Mycobacterium bovis; além disso, ndo h& metodologia oficial para pesquisa
deste agente em alimentos. Desta forma, este trabalho se propds a estabelecer
um protocolo para estudar a curva de inativacdo do Mycobacterium bovis
durante a cura do queijo. Foram fabricadas trés partidas de queijo do tipo
parmesdo com leite pasteurizado e contaminado com uma cepa de
Mycobacterium bovis isolada de bovinos abatidos no estado de Sédo Paulo. O
queijo foi curado a 18°C e analisado semanalmente até o 63°dia. As amostras
foram submetidas a diluicdo decimal seriada, semeadas em duplicata em meio
Stonebrink-Leslie, acrescido de antibidticos, e incubadas a 37°C por 45 dias.
Os resultados de um queijo foram perdidos por contaminac¢do por fungos. O
valor D1g.c médio, ponderado pelas incertezas, foi de 37,5 dias + 5,3 dias. Esse
resultado indica a necessidade de outros estudos para ampliar o0 nimero de
queijos estudados e obter, portanto, um resultado mais representativo do efeito
da cura sobre o decaimento da populacdo de M. bovis. Ha também
necessidade de melhorar o poder inibitério do meio de cultura para evitar

perdas devido ao crescimento de fungos.

Palavras-chave: Queijo tipo Parmesédo. Cura. Valor D1g-c. Mycobacterium bovis.

Espoligotipo.



ABSTRACT

STARIKOFF, K. R. Inactivation of Mycobacterium bovis during the curing
of cheese: study protocol definition. [Inativacdo de Mycobacterium bovis
durante a cura de queijo: definicdo de protocolo de estudo]. 2011. 63 f. Tese.
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

The legislation that regulates the specific conditions for the consumption of food
allows the use of raw milk to produce cheese matured over 60 days at
temperatures above 5°C; however, the effectiveness of this process in the
inactivation of important pathogens that may be present in milk, such as
Mycobacterium bovis, lacks solid scientific evidence. In addition, there is no
official methodology for the research of this pathogen in foods. Considering that
context, this study proposes to establish a protocol to study the inactivation
curve of Mycobacterium bovis during cheese curing. Three matches were made
with parmesan cheese and pasteurized milk contaminated with a strain of
Mycobacterium bovis isolated from cattle slaughtered in the state of S&o Paulo.
The cheese was cured at 18°C and analyzed weekly until the 63th day. The
samples were submitted to decimal serial dilution, plated in duplicate in the
Middle Stonebrink-Leslie, plus antibiotics, and incubated at 37° C for 45 days.
The results of a single cheese were lost to fungal contamination. The value D
18°C average, weighted by the uncertainties, was 37.5 days +5.3 days. This
result indicates the need for further studies to expand the number of cheeses
studied and to therefore obtain a more representative result of the effect of
healing on the decay of the population of M. bovis. There is also the need to
improve the inhibiting power of the culture medium to avoid losses due to fungal

growth.

Key words: Parmesan cheese. Maturation. Value Dig.c. Mycobacterium bovis.

Spoligotyping.
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1 INTRODUCAO

O leite destinado ao consumo em forma fluida, bem como para a producao de
derivados comestiveis, deve ser propriamente pasteurizado segundo o
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1952). Excecdo é feita aos queijos com maturacao
acima de 60 dias, segundo a normativa federal (BRASIL, 1996).

Ocorre que a cinética de morte de patégenos devido a cura de queijos nao esta
bem estabelecida. Além disso, é provavel que a taxa de morte esteja
relacionada ao tipo de queijo em questdo, considerando a microbiota
especifica, o processo de fabricagdo e as condicbes da cura (tempo,

temperatura e umidade).

N&o obstante existam relatos de valores D em queijo para o Mycobacterium
paratuberculosis, variando de 27,8 a 59,9 dias em queijos maturados (SUNG;
COLLINS, 2000; SPAHR; SCHAFROTH, 2001) e de 90 a 107 dias em queijo
tipo cheddar (DONAGHY; TOTTON; ROWE, 2004), na literatura nao foram
encontrados dados sobre a inativacdo de Mycobacterium bovis durante a cura.
O valor D indica o tempo necessario para reduzir um ciclo logaritmico do

agente, a uma dada temperatura (JAY, 2000a).

Esses fatos ganham mais importancia em fungdo aos recentes movimentos
que propdem a reducdo dos 60 dias de maturacdo obrigatoria pela legislacéo
federal. Segundo Amado (2010), o Governo de Minas Gerais solicitou uma
revisdo desse prazo minimo para que 0 gueijo artesanal mineiro, que tem cura
de 21 dias, pudesse ser enquadrado na legislacao federal e, portanto, pudesse

ser comercializado além das fronteiras do estado.

A partir de 2001 houve uma melhor organizacdo de combate a tuberculose
bovina no Brasil, quando foi instituido o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT), fazendo crescer o
interesse do meio cientifico por essa zoonose e, em decorréncia, comecaram a

ser organizadas cole¢bes de isolados. Assim 0 momento € oportuno para a
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realizacdo de estudos que avaliem o comportamento dessas cepas que

circulam no nosso territério, frente aos processos de fabricacdo de queijos.
De acordo com os fatos apresentados, esta pesquisa teve como objetivos:

v Estabelecer um protocolo de estudo sobre o decaimento da populacdo
de Mycobacterium bovis durante a cura do queijo tipo parmesao,
v Avaliar a hipdtese de que a cura por 60 dias ndo confira a necessaria

seguranca ao produto, no que se refere ao Mycobacterium bovis.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo dados divulgados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA), nem todo leite produzido no pais € controlado pelos servicos
oficiais de inspecdo, como pode ser observado no quadro 1 e grafico 1.

Aproximadamente 40% do leite produzido s&o consumidos pelo mercado

informal, sem qualquer fiscalizag&o higiénico-sanitaria.

Ano Producéo total de leite Producéo recebida sob vacas ordenhadas
(milhdes de litros) inspecéo (milhdes de litros) (mil cabecas)
2000 19.767 12.108 17.885
2001 20.510 13.213 18.194
2002 21.643 13.221 18.793
2003 22.254 13.627 19.256
2004 23.475 14.495 20.023
2005 24.621 16.284 20.626
2006 25.398 16.670 20.943
2007 26.134 17.889 21.122
2008 27.083 19.095 21.503

Quadro 1 - Producéo total de leite sob inspecéo e vacas ordenhadas no Brasil, 2000 - 2008

milhdes de
litros

Producg 8o brasileirade leite

OSIF ETotal

45+

401

351
30+
25+
20 118,7718,7719,
151
104
5
04

10711 1111712,1—13,2713,2—13,6—14

20
1.19.8.

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

5163 16,7 17,4 |

anos

Gréfico 1 - Producéo Brasileira de Leite

J& o queijo produzido no Brasil tem grande parte de sua fabricacédo ainda feita
de maneira artesanal e sem controle higiénico-sanitario ou de qualidade
(BORTOLETO; CROCETTA, 1997), o que corresponde a cerca de 50% da

quantidade total produzida.
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Segundo o RIISPOA (BRASIL, 1952), a pasteurizagado consiste no aquecimento
do leite para eliminar os microrganismos patogénicos que, eventualmente,
estejam presentes e reduzir a microbiota deteriorante, alterando o minimo
possivel os autéctones que o leite possui. Os bindbmios de tempo e temperatura
aprovados para o leite sdo: 62 a 65°C por 30 minutos (pasteurizacéo lenta) ou

72 a 75°C por 20 segundos (pasteurizacao rapida).

Os parametros de tempo e temperatura de pasteurizagéo do leite do RIISPOA
basearam-se na resisténcia térmica do Mycobacterium spp e da Coxiella
burnetti. O primeiro padrdo de pasteurizacdo foi estabelecido em 1924, e
indicava que o aquecimento a 61,1°C por 30 minutos eliminava o M.
tuberculosis (NORTH; PARK, 1927), porém, mais tarde verificou-se que a
Coxiella burnetti sobrevivia a 61,7°C/30 minutos (HUEBNER et al., 1949); tal
fato determinou a revisdo dos protocolos estabelecidos promovendo o aumento
da temperatura para 62,8°C/30minutos como padréo oficial nos Estados Unidos
(STABEL, 2003).

As taxas de morbidade e mortalidade da tuberculose aumentaram
significativamente nas ultimas décadas segundo a emergéncia de cepas de
diversas espécies de Mycobacterium resistentes a multiplas drogas,
acompanhando, em particular, o surto da Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) — epidémica (KONEMAN et al., 2001).

A observacdo de Pivetta (2004) de que o Brasil € 0 Unico pais das Américas a
figurar na lista das 22 nacBes que concentram 80% das ocorréncias de
tuberculose humana no mundo, associada as afirmacfes de Kleeberg (1984),
de que o homem é téo sensivel ao bacilo bovino (Mycobacterium bovis) quanto
ao bacilo humano (Mycobacterium tuberculosis), permitem ressaltar a
importancia de projetos integrados em saude animal, industrializacdo dos

produtos e saude publica para redugdo da incidéncia da doenca.

O Mycobacterium bovis, juntamente com o Mycobacterium tuberculosis e com
o Mycobacterium africanum, formam o “Complexo M. tuberculosis”, sendo

todos sempre patogénicos aos seres humanos. O M.bovis causa, em humanos,
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tuberculose semelhante aquela causada pelo M. tuberculosis (TERRUGI,
2000).

A tuberculose bovina € uma enfermidade crénica infecto-contagiosa de carater
granulomatoso, acometendo especialmente o sistema respiratorio dos
hospedeiros infectados. O fato de esta doenca afetar diversas espécies além
dos bovinos a transforma em importante problema, por provocar prejuizos a
pecuaria bovina, além do risco a saude publica frente ao seu aspecto

zoondatico.

Segundo Cousins, Williams e Dawson (1999) a propor¢do dos casos de
tuberculose causados pelo M. bovis é de 1,5%. Dentre os 80.000 casos de
tuberculose humana registrados anualmente no Brasil acredita-se que quatro

mil sejam transmitidos pelo leite (SOUZA, 1999).

Em estudo realizado para determinar a secre¢cao de Mycobacterium spp. pelo
leite de bovinos em gado criado no Planalto Sul da Tanzania, sociedade onde o
leite € normalmente consumido cru, de 805 amostras de leite, 31 (3,9%) foram
positivas para micobactérias. Houve predominio de micobactérias atipicas
(87%) enquanto que apenas dois isolados (6,5%) foram confirmados como M.
bovis (KAZWALA et al.,1998).

Em outro estudo um total de 780 amostras de leite de 52 animais, positivos ou
suspeitos para tuberculose pelo teste Stormont, porém sem apresentar
alteracdes clinicas, foram analisadas para detectar Mycobacterium spp. Foram
coletados 300 ml por vaca na primeira ordenha do dia, durante 15 dias. O
isolamento de Mycobacterium spp. foi confirmado em 78 (10%) amostras
coletadas de 19 (36,54%) animais. De acordo com a cromatografia em camada
delgada, as caracteristicas de tempo e temperatura de crescimento e aspectos
das colbnias, os 19 animais eliminaram: M. avium (5,26%), M. fortuitum
(10,52%), M. bovis (5,26%) e Mycobacterium spp. (78,95%) (PARDO et al.,
2001).

Na Europa, o M. bovis ja foi isolado de manteiga, creme, queijo fresco e queijo

integral curado; foi verificada a sobrevivéncia de M. bovis em manteiga a
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temperatura ambiente por 32 dias; manteiga salgada conservada a 4°C por 151
dias e em pequeno numero até 180 dias; em queijos gordos até um ano. O
namero e a viruléncia dos bacilos se mantiveram inalterados (CORREA;
CORREA, 1983).

Por essas razfes tem aumentado as investigacfes epidemiologicas sobre a
qualidade higiénico-sanitarias dos alimentos e alguns trabalhos tém focado
particularmente o queijo e a presenca de contaminacdo por Mycobacterium

bovis.

Em pesquisa desenvolvida com produtos lacteos clandestinos apreendidos no
estado de Sao Paulo foi possivel verificar, por diagndstico molecular, que o
DNA do Mycobacterium bovis estava presente em 22,7% das amostras de

gueijo, de 76 amostras analisadas (VIALTA et al., 2003).

Pesquisas destacam uma elevada incidéncia de tuberculose humana por
Mycobacterium bovis em certas regides dos Estados Unidos. Besser et al.
(2001), divulga que em San Diego um terco de todos casos infantis de
tuberculose sao por Mycobacterium bovis, cepa associada com produtos

lacteos produzidos com leite cru.

Dankner e Davis, (2000), relata que a incidéncia anual de tuberculose nos
Estados Unidos comecgou a aumentar em 1989 e teve um pico em meados de
1990; o M bovis causou 10,8% de todos os casos de tuberculose neste
periodo. Em San Diego, outro estudo diagnosticou que entre 1994 e 2000, de
1931 casos de tuberculose com cultura positiva, 129 (6,7%) foram causados
por Mycobacterium bovis (LOBUE et al., 2003).

Uma investigacéo epidemioldgica similar em Nova lorque reportou que 1% dos
casos de tuberculose com cultura positiva nesta area também foi por
Mycobacterium bovis. Os resultados preliminares indicaram que o queijo fresco
vindo do México foi uma provavel fonte de infeccdo, pois néo foi observada
nenhuma evidéncia de transmissdo direta entre individuos. Desde 2001
instalou-se como rotina a espoligotipagem do complexo M. tuberculosis
isolados de pacientes com diagnostico de tuberculose. De 4.524 casos de
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tuberculose reportados durante 2001-2004, um total de 76% (3.417casos) foi
confirmado por cultura. E 91% (3.123) desses casos tém resultado de
espoligotipo, dos quais 35 (1%) foram de M. bovis. (WINTERS et al., 2005).

Amostras de queijo (incluindo um tipo duro, tipo semi-duro e muitos tipos de
gueijos moles) foram coletadas de viajantes que entraram nos EUA pelo porto
de San Ysidro, Califérnia. Das 203 amostras analisadas, 10 amostras (4,9%)
foram positivas para o género Mycobacterium e uma identificada como
Mycobacterium bovis (HARRIS et al., 2007).

Em funcdo desses dados a Food and Drug Administration (FDA) publicou uma
adverténcia em 2005, quanto ao consumo de produtos feitos com leite n&o
pasteurizado e que representam um risco para a saude, especialmente para os
grupos de alto risco, tais como as mulheres gravidas, recém-nascidos, 0s
idosos e as pessoas com o sistema imunoldgico enfraquecido: ultimamente,
tém sido relacionados casos de tuberculose na cidade de Nova York com o
consumo de queijos frescos trazidos do México contaminados com
Mycobacterium bovis (FDA, 2005).

Kinde et al. (2007) relata que a FDA exige a prévia pasteurizacao do leite para
todos os derivados lacteos, exceto para os queijos que tém, no minimo, 60 dias

de maturagéo.

Os trabalhos realizados apds 1960 sobre a resisténcia térmica do
Mycobacterium spp sdo escassos, excecao é feita ao M. paratuberculosis que,
a partir da década de 90 foi intensamente estudado, devido a potencial relagdo
com a doenca de Crohn e ao fato de poder estar presente no leite cru. Algumas
pesquisas foram realizadas para assegurar que a pasteurizacdo conferia
inativacdo aceitdvel com adequada margem de seguranca (GRANT; BALL;
ROWE, 1996; SUNG; COLLINS, 1998; STABEL, 2001).

Com o intuito de compreender e caracterizar melhor as condi¢cdes que
permitem a destruicdo térmica dos microrganismos convenciona-se apresentar

os resultados em torno do valor “D”, que € o0 tempo necessario para reduzir o
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namero de microrganismos a um décimo do seu valor inicial, a uma

temperatura especifica (JAY, 2000a).

A populacdo de microrganismos em um determinado ambiente submetido a um
estresse térmico apresenta um decaimento exponencial em relacdo ao tempo
dessa exposicdo. Para usufruir desse comportamento, normalmente se
representa a variagdo da populacdo em um grafico semi-logaritmico, onde na
ordenada se registra 0 nimero de microrganismos sobreviventes e na abscissa
o tempo de tratamento térmico. No grafico resultante se identifica a distribuicdo
de valores que apresentem o maior coeficiente de correlacdo com uma reta
para selecionar a reducdo de um ciclo logaritmico dos microrganismos
sobreviventes (em log), e projetando-os ao eixo referente ao tempo, encontra-
se o valor D (Figura 1); esse valor numeérico € de alta relevancia para a analise
de risco, possibilitando calcular o nivel de seguranca conferido ao produto

submetido a um processamento térmico (JAY, 2000a).

sobreviventes (Log)

Contagem dos

5 10 15 20 25 30
Tempo de tratamento térmico (Minutos)

Figura 1 — Modelo de Gréfico semi-logaritmico para o calculo do Valor D

Alguns estudos tém utilizado esta ferramenta para investigar o comportamento
das micobactérias no leite e também em outros substratos (SUNG; COLLINS,
1998; SPAHR; SCHAFROTH, 2001; DONAGHY; TOTTON; ROWE, 2004).
Porém estudos com o Mycobacterium bovis durante a cura de queijos sdo
limitados e antigos (KASTLI; BINZ, 1949 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p.
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4200; HAMMER; BABEL, 1957 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200;
HAHN, 1959 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200; IOTOV; TODOROV,
1959 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200; LAFONT; LAFONT, 1981
apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200), diferente do encontrado para
outros microrganismos patogénicos, como por exemplo, a Listeria
monocytogenes (RYSER; MARTH, 1987; YOUSEF; MARTH, 1988; YOUSEF;
MARTH, 1990; LOPEZ; SANCHEZ, 2000; ERKMEN, 2000).

Lépez e Sanchez (2000) fabricaram dois queijos mexicanos (Manchego e
Chihuahua) contaminados com 10° UFC/ml de L. monocytogenes e verificaram
a sobrevivéncia do microrganismo até o fim da maturacédo realizada a 12°C, no
gueijo Manchego por cinco dias e com pequena redugcao no queijo Chihuahua
apos a cura por 6 semanas. Erkmen (2000) verificou a sobrevivéncia do
mesmo agente por mais que 90 dias de maturacdo em queijo branco tipo turco
feito com e sem cultura “starter”, maturado a 4°C. Ryser e Marth (1987)
observaram a sobrevivéncia de L. monocytogenes em queijo cheddar por mais
que um ano, e Yousef e Marth (1988) em queijo Colby por mais que 14 dias.
Porém em estudo em queijo do tipo parmesao, fabricados com leite
contaminado com 10* a 10° UFC/ml de L. monocytogenes, Yousef e Marth
(1990) acompanharam a maturacdo por 16 semanas e ndo detectaram células

nos queijos apos 2 semanas.

Presume-se gue exista aumento da resisténcia térmica dos microrganismos em

produtos com elevado teor de gordura, devido ao fato de afetar o conteddo de
agua da célula (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Mudancas nas caracteristicas

do substrato, bem como na microbiota competitiva, podem influenciar a

sobrevivéncia de um microrganismo (JAY, 2000b).

Sung e Collins (2000) registraram valor Dsc de 59,9 dias em estudo sobre a
curva de sobreviventes do M. paratuberculosis em queijo branco macio - Queso
Fresco, o que reforca a necessidade de estudos que avaliem do tempo de
maturacdo minimo necessario para se produzir queijos seguros a partir de leite

cru.
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Spahr e Schafroth (2001) desenvolveram uma pesquisa onde leite cru foi
artificialmente contaminado com células de M. avium paratuberculosis numa
concentracéo alta de 10* — 10°> UFC/mL e usado para fabricar um modelo de
queijo duro e outro semi-duro. A sobrevivéncia do microrganismo foi avaliada
durante os 120 dias de maturacdo. Células viaveis foram detectadas até o 120°
dia. O valor D foi de 27,8 dias para o queijo duro, € necessario ressaltar que a
maturagao foi realizada com um ciclo térmico, conforme as seguintes taxas de
variacdo: 10 dias a 12°C seguido de 60 dias a 22°C e finalizado com 50 dias a
12°C. O valor D para o queijo semiduro foi de 45,5 dias, mas a maturacao foi

realizada em temperatura de 15°C por 120 dias.

Outra pesquisa feita com queijos tipo cheddar, preparados com leite
pasteurizado contaminado com trés diferentes cepas de M. paratuberculosis
em concentracdo alta (10* — 10° UFC/mL) e baixa (10* - 10° UFC/mL), obteve
como resultado valor D para as diferentes cepas de: 107, 96 e 90 dias. A
sobrevivéncia do microrganismo foi monitorada por 27 semanas a 10°C.
(DONAGHY; TOTTON; ROWE, 2004).

Em estudo mais recente, Nishimoto (2006) avaliou o0 valor Dgsec do M. fortuitum
(NCTN 8573) em leite integral e desnatado, e concluiu que para o leite
desnatado o valor D foi de 7,82 minutos e no leite integral foi de 18,02 minutos.
Observou também, que a pasteurizacdo nao reduziu o nivel de contaminacao a
niveis ndo detectaveis (<10 UFC/mL), ao contrario dos achados de Grant, Ball
e Rowe (1998) que nao observaram nenhum M. bovis ou M. fortuitum
sobrevivendo a 63°C/30 minutos, empregando uma contaminacao inicial similar
(107 UFC/mL).

Starikoff (2006) fez um estudo similar ao de Nishimoto (2006), mas
empregando leite de cabra como substrato e também ndo registrou
desvitalizacdo total do indculo; encontrou valores D para 65°C de 10,51

minutos no leite integral e 8,61 minutos no desnatado.

Leite et al. (2003) analisaram 78 amostras de leite cru e 40 de pasteurizado e
obtiveram 14 amostras positivas em leite cru (16,7%), sendo 1 M. bovis, 4 M.

fortuitum, 1 M. marinum, 5 M. gordonae, e 3 ndo identificadas de crescimento
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rapido; 9 amostras foram positivas em leite pasteurizado (22,5%), sendo 2 M.
fortuitum, 2 M. marinum, 1 M. kansaii, 1 M. gordonae, e 3 ndo identificadas de
crescimento rapido. Esses resultados sugerem a possibilidade de existéncia de
estirpes de M. bovis resistentes a pasteurizacdo, ou ainda, subtratamento

térmico ou recontaminagao pos-processo.

Atualmente é possivel diferenciar isolados de M. bovis em estirpes genéticas
através da técnica de spoligotyping (HERMANS et al, 1991). Essa
discriminacdo molecular pode estar associada a diferencas fenotipicas, como a

resisténcia ou capacidade de sobrevivéncia do agente.

Todos esses fatos enfatizam a importancia de estudos sobre a sobrevivéncia
de diferentes espoligotipos de Mycobacterium bovis, especialmente de cepas
isoladas no pais, inoculados em substratos lacteos para a analise da

seguranca conferida pela maturacdo de queijo.
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3 MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos propostos foi necessario, antes, estabelecer as
condicfes de estudo quanto: a inoculacéo do leite, seguranca na fabricacdo do
queijo contaminado, definicdo dos tempos de analise, formulacdo do meio de
cultura para a analise. Esses parametros foram definidos em testes
apresentados mais adiante, no capitulo APENDICES. A seguir ser&o
apresentados o material e os métodos propostos para esse tipo de estudo.

Foram fabricadas trés partidas de queijo do tipo parmesédo, contaminado com

Mycobacterium bovis espoligotipo SB1033.

3.1LEITE

Doze litros de leite pasteurizado do tipo A obtidos no comeércio foram colocados
em recipiente estéril de aluminio e com auxilio de espatula de inox estéril foi

feita a homogeneizacao de todo conteudo.

3.2 PREPARACAO DO INOCULO

Foi utilizada cultura de Mycobacterium bovis - espoligotipo SB1033 (isolado de
bovinos em S&do Paulo por ROSALES, 2005) com 15 dias de cultivo em
garrafas com meio de Stonebrink-Leslie, cedidos pelo Laboratério de Zoonoses
Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de S&o Paulo.

Todo procedimento de manipulacédo do indculo foi realizado em fluxo laminar,
previamente descontaminado com alcool 70%, seguido de luz ultravioleta por

aproximadamente 30 minutos.



31

Trés garrafas contendo cultura de M. bovis foram numeradas e pesadas em
balanca de precisdo. Com uma haste de plastico estéril retirou-se quantidade
compativel a 600mg de colbnias, colocando-as em cadinho estéril. Essa massa
do M. bovis foi diluida em 1mL de solucao salina 0,85% com 0,05% de Tween
80 e macerada vigorosamente. Em seguida, foram adicionados 24mL de
solucdo salina 0,85% até completar 25mL de volume de inéculo, que foi
transferido para erlenmeyer estérii com presenca de pérolas de vidro para
evitar formacgéao de grumos. A figura 2 ilustra este procedimento de preparo do

in6culo.
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Figura 2 — Preparacao do in6culo de Mycobacterium bovis
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3.2MEIO DE CULTURA

O meio de cultura Stonebrink-Leslie foi preparado segundo a técnica do Centro
Panamericano de Zoonoses (CENTRO PANAMERICANA DE ZOONOSIS,
1985). A cada 120mL de meio de cultura foi adicionado um coquetel de
antibiéticos conforme a seguinte formulacdo: 3,865mg Polimixina B 6000U,
0,6mg Anfotericina B, 2,4mg Acido Nalidixico e 0,6mg Trimetropina, que foram
diluidos em 3mL de agua estéril e filtrados, com seringa estéril e filtro de poro

0,22UM da marca Millipore estéril (Apéndice B).

3.4 PROCESSO DE FABRICACAO DO QUEIJO

Os 12 litros de leite foram contaminados com 5mL de indculo e aquecidos em
banho maria até atingir a temperatura de 32 a 35°C, quando foram coletados
9mL para primeira andlise (controle de contaminacdo do leite). A esta
temperatura foi feita a adicdo de uma porcdo do fermento (TCC20,
Thermophilic Culture Blend Freeze-dried Lactic Culture for Direct Vat Set -
DVS, CHR Hansen), que foi previamente preparado como descrito a seguir: 0
pacote de fermento foi diluido em 500mL de leite esterilizado UHT,
homogeneizado em liquidificador estéril e separado em porcdes de 12mL em
recipientes estéreis). Esperou-se 30 minutos para adaptacdo do fermento. Em
seguida foram adicionados 6mL de cloreto de calcio, 6mL de nitrato de sédio,
2,4mL de acido latico previamente diluido em 240mL de agua destilada estéril e
3mL de coagulante previamente diluido em 60mL de agua destilada estéril. Foi
realizada a homogeneizagdo vigorosa por 2 minutos e aguardado mais 30
minutos para a coagulacdo da massa (coalhada), que entédo foi cortada com
utilizacao de faca e espatula de inox estéril até atingir tamanho de “meio grao
de arroz”. Realizou-se homogeneizacdo lenta por 20 minutos aquecendo a
massa até atingir 44°C, e homogeneizagdo vigorosa até atingir 50°C, o que

demorou em torno de lhora.
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A cada movimentacao do leite e/ou da coalhada foram utilizados utensilios de

inox estéreis e descartados em seguida para evitar contaminacao.

Quando a coalhada atingiu o ponto de consisténcia unificada, foi feita a sua
transferéncia para a forma do dessorador e descartado o soro. O dessorador
foi colocado em recipiente plastico estéril e prensado com peso de 5kg (este foi
envolvido em saco plastico e previamente autoclavado), tampado e deixado em

refrigerador a 25°C por 24 horas para retirada do excesso de soro e

compactacao do queijo.

Apés a prensagem foi feita a salga em outro recipiente plastico estéril com
solugcéo a 20% de sal por duas horas, e em seguida realizado um banho com
solucéo aquosa a 0,075% de natamicina (1,5 g de Natamax® em 1000 ml de
agua) para reduzir crescimento de fungos na superficie do queijo. Todos os
procedimentos foram realizados dentro do fluxo laminar. A natamicina €
aprovada para uso em queijos pela Portaria 146 MAPA (BRASIL, 1996). Os
apéndices D e E descrevem os estudos realizados para definir o antifingico a

ser empregado nessa etapa.

O queijo foi depois transferido para recipiente estéril de vidro com tampa de
vidro e lacrado com parafiim® e mantido em refrigerador a 18°C para secagem

e maturacao.
Toda manipulacéo posterior do queijo foi feita dentro do fluxo laminar.

Foram realizados tombos diarios nos trés primeiros dias e tombos semanais,
que foram feitos nos dias de coleta para analise, até atingir 63 dias de
maturacdo. A cada tombo do queijo, ele foi transferido para outro conjunto de
recipientes de vidro, ficando assim, sempre fechado durante a cura, evitando a
disseminacdo da contaminagdo no ambiente. A figura 3 e 4 ilustram o

procedimento de fabricacdo do queijo.
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Figura 3 — Fabricacao do Queijo tipo Parmesao (etapa 1)
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3.5 COLETA E ANALISE QUANTITATIVA

Foram feitas coletas do leite recém contaminado e do queijo nos seguintes dias
de maturacdo: 1°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49°, 56° e 63° dia.

A cada coleta foram retirados 259 de queijo com uso de utensilios estéreis, que
foram colocados em embalagem estéril de plastico para stomacher, foi
adicionado 225mL de agua peptonada a 0,1% e colocado para macerar em
stomacher da marca comercial Laboratory Blender STOMACHER 400 em

velocidade normal por 60 segundos.

Esse contetido foi submetido & diluicdo decimal seriada até 10, usando como
diluente a solucdo peptonada estéril 0,1%. Apds homogeneizag¢do vigorosa,
100uL de cada diluicdo foi semeado, empregando micropipetas estéreis, na
superficie de meio Stonebrink-Leslie em garrafas, em duplicatas. As garrafas

foram incubadas por 45 dias em estufa a 36°C.

Apoés 24hs de semeadura as garrafas foram totalmente fechadas. A figura 4

ilustra este procedimento de andlise quantitativa.
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3.6 CONTAGEM DE COLONIAS E REGISTRO DE RESULTADOS

Para registro dos resultados, considerou-se a média das UFC entre as
duplicatas da diluicdo que apresentou entre 10 e 150 col6nias. Esses valores

foram transformados em log.

Os dados dos queijos fabricados geraram graficos com os resultados das
contagens (log de sobreviventes) na ordenada e os respectivos dias de analise
na abcissa. Ao grafico foi acrescida a linha de tendéncia de regresséo linear e
a equacao da reta, e a partir da equacao obtida, o valor Dig-.c do M. bovis para
cada queijo foi calculado. Foi entdo calculado o valor médio de Digec,

ponderado pelas incertezas do valor Dig-c de cada queijo.

Os resultados da andlise do controle de contaminagdo do leite ndo foram
considerados para a construcdo da reta, apenas o0s resultados provenientes

durante a maturacao.

3.7 MEDIDAS DE BIOSSEGURANCA

Durante a fabricacdo do queijo apenas as pessoas autorizadas e devidamente
paramentadas com equipamento de protecao individual (EPI) permaneceram
no laboratério. Ndo houve saida ou entrada de outras pessoas no recinto até
finalizar o processo. Os EPIs utilizados foram: avental de mangas compridas
com o fechamento atrds, outro avental amarrado na cintura (de modo a
proteger também as pernas), touca, duas luvas de borracha em cada mao (a
de cima era constantemente trocada, de modo a reduzir a chance de
disseminar a contaminagdo para outros utensilios ou ambiente), Oculos e
mascara air safety, todos descartaveis. Além disso, as pessoas usavam calcas
compridas, avental de algoddo de mangas longas (por baixo do descartavel) e

botas de borracha.
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Apés o uso, todo material descartavel foi acondicionado em saco plastico
autoclavavel para posterior esterilizacdo (121°C/15min.). Os aventais de
algodao foram separados em outro saco e também foram autoclavados e,
depois, foram lavados com &gua sanitaria (2,5% de hipoclorito de sodio) diluida
1:10 v/v. As botas foram lavadas com solucdo de formol (lysoform 1:10 v/v).
Todos os utensilios empregados na fabricacdo e os residuos da fabricacéao,
como a agua do banho maria, o soro do queijo e sobra de massa do queijo,
sofreram primeiramente, uma desinfeccdo quimica e, no dia seguinte uma
desinfeccdo fisica em autoclave (121°C/15min.). Para tanto, havia dois
recipientes plasticos revestidos de saco plastico autoclavavel, um com solucao
de formol (lysoform 1:10 v/v ou mais concentrado) para o descarte dos
utensilios de aluminios ou aco inoxidavel e outro com agua sanitaria (1:2 v/v)
para os utensilios de plastico ou vidro. Finalizada a fabricacdo do queijo, 0s
sacos plasticos contendo os utensilios mergulhados nas solucdes desinfetantes

foram fechados para posterior autoclavacao.

O laboratdrio foi entdo fumigado com permanganato de potassio acrescido de
solucéo de formol e permaneceu fechado por 24 horas (quatro recipientes com
cerca de uma colher de sopa de permanganato e 50 ml de formaldeido P.A.).
Todo o material a ser descartado/autoclavado permaneceu no laboratorio

nesse periodo.

A cada coleta e andlise das amostras também foram utilizados os seguintes
EPIs: avental de mangas compridas, touca, duas camadas de luvas de
borracha e mascara, todos descartaveis. Ao final do procedimento todo o EPI
foi acondicionado em sacos plasticos para autoclavagem (121°C/15min.). Apés
a leitura e registro das contagens, as garrafas de meio de cultura foram

autoclavadas antes de serem descartadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A cura do queijo tipo parmesdo durante o periodo de 63 dias a 18°C
determinou uma reducéo média de 1,36 log UFC/g do Mycobacterium bovis, os
resultados das contagens dos trés queijos fabricados podem ser observados na

tabela 1.

Tabela 1 - Resultados das contagens (log UFC/g) de Mycobacterium bovis
(espoligotipo 1033) no leite e no queijo tipo parmeséo durante a

curaa 18°C
Andlise Queijol Queijo2 Queijo3 Média*
Leite 6,03 6,12 6,00 6,01
Dia1l S 5,26 5,48 5,48
Dia7 5,30 4,65 5,68 5,49
Dia 14 5,00 3,66 4,97 4,98
Dia 21 4,90 3,85 4,54 4,72
Dia 28 4,57 2,70 4,28 4,42
Dia 35 5,00 - 4,30 4,65
Dia 42 3,85 - 4,08 3,97
Dia 49 4,32 - 4,34 4,33
Dia 56 4,10 - 3,70 3,90
Dia 63 4,30 - 3,93 4,12

* para calculo da média foram considerados os valores do queijo 1 e 3
** yalores perdidos por contaminac&o do meio de cultura

Observa-se que a contaminacdo do leite é bastante semelhante a do queijo
recém-fabricado, apesar de haver perda de liquido (soro) durante o processo.
Isso poderia ser explicado pela afinidade que o Mycobacterium tem pela

gordura (MCFADDEN, 1992) e pela concentracao de solidos no queijo.

A seguir estdo apresentados os graficos 2 e 3, que ilustram as curvas de
sobreviventes (e suas equacgfes) do Mycobacterium bovis (espoligotipo SB
1033) obtidas a partir das contagens nos queijos 1 e 3 durante o periodo de

maturacdo a 18°C.
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Curva de Sobrevivéncia do Mycobacterium bovis - Queijo 1
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Grafico 2 - Curva de sobrevivéncia do Mycobacterium bovis (espoligotipo SB 1033)

obtida a partir do log UFC/g do queijo 1 durante o periodo de maturacao a
18°C
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Grafico 3 - Curva de sobrevivéncia do Mycobacterium bovis (espoligotipo SB 1033)

obtida a partir do log UFC/g do queijo 3 durante o periodo de maturacao a
18°C

Os resultados do queijo 2 foram desconsiderados para fins estatisticos porque
houve contaminacdo abundante por fungos, tanto no queijo quanto no meio de

cultura, que pode ter afetado negativamente a sobrevivéncia e contagem das
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coldnias. Algumas amostras foram perdidas devido a destruicdo do meio de

cultura pelos contaminantes fungicos.

Os valores de Dig-c encontrados foram de 49,0 dias no queijo 1 e de 35,5 dias
no queijo 3. A média, ponderada pelas incertezas, foi de 37,5 = 5,3, 0 que
significa dizer que, com 95% de confianga, o valor Dig.c esta compreendido
entre 26,9 e 48,1 dias. A realizacdo de maior nimero de estudos de
decaimento do agente a cura podera reduzir as incertezas e, assim, reduzir a

amplitude dos resultados provaveis para esse parametro.

Algumas pesquisas confirmam a presenca de Mycobacterium spp. em
alimentos e em particular no queijo, com a identificagcdo do M. bovis (KASTLI;
BINZ, 1949 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200; HAMMER; BABEL,
1957 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200; HAHN, 1959 apud SPAHR;
SCHAFROTH, 2001, p. 4200; IOTOV; TODOROV, 1959 apud SPAHR;
SCHAFROTH, 2001, p. 4200; LAFONT; LAFONT, 1981 apud SPAHR;
SCHAFROTH, 2001, p. 4200), porém a literatura sobre a inativacdo do

Mycobacterium bovis durante a cura de queijos € limitada.

Ha estudos com o Mycobacterium avium paratuberculosis (SUNG; COLLINS,
1998; SPAHR; SCHAFROTH, 2001; DONAGHY; TOTTON; ROWE, 2004) e
outros microrganismos patogénicos (RYSER; MARTH, 1987; YOUSEF;
MARTH, 1988; YOUSEF; MARTH, 1990; LOPEZ; SANCHEZ, 2000; ERKMEN,
2000), mas é importante ressaltar que a comparacao dos resultados obtidos
por esses autores com os dados desta pesquisa deve ser cuidadosa, uma vez
que taxa de inativacdo de um patégeno pode ser influenciada pelas
caracteristicas do proprio agente e pelas caracteristicas intrinsecas e

extrinsecas do queijo em questao.

Spahr e Schafroth (2001), em pesquisas com M. avium paratuberculosis
encontraram valor D de 27,8 dias em queijo sui¢co duro (o qual foi submetido a
maturacdo com diferentes combinagbes de temperaturas: 10 dias a 12°C
seguido de 60 dias a 22°C e finalizado com 50 dias a 12°C) e valor Disc de
45,5 dias em queijo suico semi-duro. Esses resultados estdo dentro dos

valores possiveis para o valor D desta pesquisa. ISSo causa surpresa, uma vez
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que a literatura indica que o M. paratuberculosis € mais termo-resistente que o
M. bovis, Salmonella spp., Coxiella spp. e Listeria spp. (SUNG; COLLINS,
1998).

Porém em outros trabalhos com M. avium paratuberculosis os valores D
obtidos foram maiores: Sung e Collins (2000) registraram valor Dsc de 59,9
dias em queijo branco macio (Queso Fresco); e Donaghy, Totton e Rowe
(2004) obtiveram valor Dig.c de 107, 96 e 90 dias para 3 diferentes cepas em

queijo tipo cheddar.

Véarios autores realizaram trabalhos que mostraram a presenca do
Mycobacterium bovis em diferentes tipos de queijo: M. bovis mostrou ser
infectivo por mais que 180 dias em Camembert, 220 dias em Cheddar
(HAMMER; BABEL, 1957 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200) e 2
meses em Camembert e Edam (HAHN, 1959 apud SPAHR; SCHAFROTH,
2001, p. 4200). Bacilo virulento da tuberculose foi encontrado em queijo branco
Bulgaro, feito com leite artificialmente infectado, depois de 120 dias de
armazenamento (IOTOV; TODOROV, 1959 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001,
p. 4200). Em queijo Emmental Sui¢co células infectivas de M. bovis foram
encontradas depois de 5 dias, em Gruyere depois de 22 dias, em Camembert
por 47 dias e em queijo Tilsitier Suico depois de 305 dias (KASTLI; BINZ, 1949
apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200). Em seis queijos Emmental feitos
com leite artificialmente contaminado, um deles causou tuberculose quando
inoculado em cobaias apos trés meses de maturacdo (HAHN, 1959 apud
SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p. 4200). Em queijo azul feito com leite cru
contaminado, o M. bovis ainda estava presente apos 3 a 4 meses de
maturacdo (LAFONT; LAFONT, 1981 apud SPAHR; SCHAFROTH, 2001, p.
4200).

Com relacdo a outros microrganismos patogénicos Lépez e Sanchez (2000)
contaminaram leite integral com cerca de 10° UFC/ml de Listeria
monocytogenes e fabricaram dois queijos mexicanos (Manchego e Chihuahua).
As contagens permaneceram constantes no queijo Manchego até o fim da
maturacdo (realizada a 12°C por 5 dias) e reduziram para 4x10* UFC/g no

gueijo Chihuahua, no final da maturacao (realizada a 12°C por 6 semanas).
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Erkmen (2000) verificou que a Listeria monocytogenes sobreviveu mais que 90
dias de maturacdo em queijo branco tipo turco feito com e sem cultura “starter”,
maturado a 4°C. Ryser e Marth (1987) verificaram a sobrevivéncia por mais
que 1 ano em queijo cheddar e Yousef e Marth (1988) reportam sobrevivéncia

desse patdgeno por mais que 14 dias em queijo Colby.

Yousef e Marth (1990) também contaminaram leite com 10* a 10° UFC/ml de L.
monocytogenes para fabricar um queijo do tipo parmeséo, porém durante a
maturacdo a 12.8°C, o numero de microrganismos diminuiu quase linearmente,
e nao foram detectadas células nos queijos ap6s 2 até 16 semanas de

maturacao.

A amplitude da resposta obtida neste trabalho (valor de Dig-c entre 26,9 e 48,1
dias) provavelmente é decorrente do baixo niumero de queijos testados. Mas
reforca a necessidade deste tipo estudo para a obtencéo de informagdes mais
precisas sobre o valor D, inclusive em diferentes temperaturas, jaA que
provavelmente afetara a velocidade metabdlica do agente e, por consequéncia,
o tempo de decaimento da populacéo. E preciso salientar que estudos futuros
devem envolver cepas de campo recém-isoladas, pois isso tende a aumentar a
resisténcia dos patdgenos, quando comparada a cepas que sao mantidas em
laboratorio por longo periodo (PEARCE et al., 2001; KLINJIN; HERREWENGH,;
JONG, 2001).

Outros dois aspectos que também devem ser avaliados em estudos futuros
sao: a cura de diferentes queijos, porque a microbiota utilizada para fabricacéo
do produto pode ter efeito sinérgico ou antagbnico com o patdégeno e as
caracteristicas finais de pH e atividade de 4gua — Aw / umidade do queijo, que
sdo fatores intrinsecos e modulam a cinética de multiplicagdo e morte dos
patogenos (JAY, 2000b), e a possivel variabilidade no tempo de decaimento

entre diferentes variantes genéticas desta espécie (SUNG; COLLINS 2001).

Outro fator que pode afetar a resisténcia do patdgeno a cura € o teor de
gordura do queijo e espécie de origem do leite. Nishimoto (2006) observou
maior resisténcia térmica a pasteurizacdo lenta do Mycobacterium fortuitum

(NCTN 8573) em leite integral quando comparado ao leite desnatado. Starikoff
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(2006), em estudo similar, empregou leite de cabra como substrato e também
observou que a cinética de morte é mais rapida em leite desnatado, embora a
gordura tenha tido um efeito protetor menos evidente. Depreende-se dai que,
talvez, os queijos com teor de gordura elevado tenham necessidade de maior
tempo de maturacdo para conferir o mesmo nivel de seguranca que aqueles

com menos gordura.

A obtencdo desse tipo de dado € de grande relevancia em estudos de
“Avaliacdo do Risco” de se adquirir tuberculose por Mycobacterium bovis ao se
consumir queijos curados elaborados com leite cru e, entdo, subsidiar o
governo com informacodes valiosas para o “Gerenciamento do Risco” que, entre
outras, estabelecera as medidas de mitigacdo do risco. Essa abordagem de

estudo faz parte da metodologia de “Analise de Risco”.
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que o assunto merece aprofundamento, pois os resultados deste
estudo indicam que a cura por 60 dias pode n&o garantir a reducdao do
Mycobacterium bovis para niveis seguros, admitindo que o leite possa ter 4 log
UFC/mL (BALL, 1943).

O protocolo ora apresentado pode ser empregado para estudos sobre o
decaimento da populacdo de Mycobacterium bovis em queijos durante a cura e
requer um maior numero de repeticbes do processo para se obter resultados
mais precisos que permitam estimar o nivel de seguranga que a cura confere

ao queijo.
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APENDICE A - Projeto Piloto “Reproducéo da Fabricacdo de Queijo Parmesé&o
em Laboratorio”.

Objetivos

Reproduzir a fabricacdo de queijo do tipo parmesdo em condicbes de
laboratério e definir todos os procedimentos de seguranca a serem adotados

na fabricacdo do queijo contaminado.

Material e Métodos

Dez litros de leite pasteurizado do tipo A foram utilizados para fabricar o queijo
do tipo parmeséo conforme procedimento ja descrito no item 3.4. Depois de
pronto, o queijo foi transferido para recipiente de vidro estéril e mantido em
refrigerador a 20°C para secagem e maturacdo. Foram realizados tombos
diarios nos trés primeiros dias e tombos semanais até atingir 30 dias de

maturacao.
Conclusao

Durante este piloto foram definidas e aperfeicoadas as etapas de fabricacdo de
queijo tipo parmeséao para condigdes de laboratdrio e para pequena proporgao
de volume de leite, além de definir quantidade de material estéril a ser
previamente preparado, tempo necessario para a realizacdo de cada etapa de
fabricacdo e meios de descarte do material contaminado. Conclui-se reajustar o
volume de leite foi reajustado para 12 litros com intuito de fabricar um queijo

um pouco maior.
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APENDICE B - Projeto Piloto “Definicdo da formulagdo do meio de cultura a ser
empregado em testes de sobrevivéncia do Mycobacterium bovis durante a cura

de queijos”.

Objetivos

Comparar o crescimento do Mycobacterium bovis em duas formulacdes de
meio acrescidos de antibiéticos: uma manipulada no laboratério e outra

adicionada de um produto comercial Panta®.
Justificativa

Como ndo ha uma metodologia oficial para pesquisa de Mycobacterium bovis
em produtos lacteos, foi necessario encontrar uma formulacdo de meio que
inibisse o crescimento das bactérias laticas do queijo, permitindo o crescimento

do patégeno, que € lento.

Donaghy; Totton; Rowe, (2003) analisaram a viabilidade M. paratuberculosis
em queijo e empregaram um meio adicionado do produto Panta®. Ocorre que
esse produto € muito caro e, portanto, a alternativa foi formular o meio de
cultura com o0os mesmos antibidticos presentes no produto comercial. No
entanto, um dos antibidticos desta formulacdo ndo foi encontrado no Brasil
(azlocilina) e assim, foi testado o meio adicionado dos outros antibidticos:

Polimixina, Anfotericina B, Acido Nalidixico e Trimetropina.

Material e Métodos

Foi utilizada cultura de Mycobacterium bovis - espoligotipo 1033 (ROSALES,
2005) com 15 dias de cultivo em garrafas com meio de Stonebrink-Leslie,
cedidos pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas da FMVZ/USP. O inéculo foi

preparado conforme procedimento descrito no item 3.2.

Todo procedimento foi realizado em fluxo Ilaminar, previamente
descontaminado com alcool 70%, seguido de luz ultravioleta por

aproximadamente 30 minutos.
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Foram utilizados 25g de queijo parmesdo adquirido do comércio, 0s quais
foram transferidos para embalagem estéril de plastico para stomacher,
acrescidos de 225mL de agua peptonada a 0,1% e colocados para macerar em
stomacher da marca comercial Laboratory blender STOMACHER 400 em

velocidade normal por 60 segundos.

Esse contelido foi submetido & diluicdio decimal seriada até 10, usando como
diluente a solucdo peptonada estéril 0,1%. Apdés homogeneizacdo vigorosa em
vortex por 10 segundos, 0,1uL de cada diluicdo foi semeado, empregando
micropipetas estéreis, em garrafas contendo meio Stonebrink-Leslie, que foram

incubadas por 45 dias em estufa a 36°C.

O meio de cultura Stonebrink-Leslie foi preparado segundo a técnica do Centro
Panamericano de Zoonoses (CENTRO PANAMERICANA DE ZOONOSIS,
1985). Em uma porcdo de 120mL de meio de cultura foi adicionado um
coquetel de antibidticos conforme a seguinte formulacéo: 3,865mg Polimixina B
6000U, 0,6mg Anfotericina B, 2,4mg Acido Nalidixico e 0,6mg Trimetropina,
que foram previamente diluidos em 3mL de agua estéril e filtrados, com seringa
estéril e filtro de poro 0,22UM da marca Millipore estéril. Em outra porcao de
120mL de meio de cultura foi adicionado um frasco de Panta® que contém em
sua férmula Polimixina B, Anfotericina B, Acido Nalidixico, Trimetropina e

Azlocilina.
Resultados

O crescimento das coldnias de Mycobacterium bovis néo foi influenciado pela
formulacdo dos meios: 1,6x10° UFC no meio formulado e 1,4x10® UFC no meio

com o Panta®.
Conclusao

Optou-se pelo emprego do meio formulado para os testes da tese.
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APENDICE C - Projeto Piloto “Avaliacdo do Sorbato de Potassio como
antifingico em queijos para estudos de viabilidade do Mycobacterium bovis

durante a cura de queijos”.

Objetivos

Avaliar se o sorbato de potassio tem ac¢édo inibitéria do sobre o Mycobacterium

bovis.
Justificativa

Tanto o sorbato de potassio e quanto a natamicina sdo aprovados para uso
como antifungicos na superficie de queijos pelo MAPA (BRASIL, 1996), porém
0 sorbato de potassio foi mais facilmente encontrado no comeércio e por isso foi

a primeira escolha no teste.

Material e Métodos

Foi utilizada cultura de Mycobacterium bovis - espoligotipo SB1033 (ROSALES,
2005) com 15 dias de cultivo em garrafas com meio de Stonebrink-Leslie,
cedidos pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas da FMVZ/USP. O indculo foi

preparado conforme procedimento descrito no item 3.2.

O inéculo foi submetido & diluicdo decimal seriada até 103, usando como
diluente a solucdo peptonada estéril 0,1%. Apdés homogeneiza¢do vigorosa em
vortex por 10 segundos, 0,1uL de cada diluicdo foi semeado em garrafas
contendo meio Stonebrink-Leslie, preparado segundo a técnica do Centro
Panamericano de Zoonoses (CENTRO PANAMERICANA DE ZOONOSIS,
1985). Foram utilizadas quatro formulacdes do meio: controle (sem o sorbato
de potéssio) e com o sorbato de potassio a 0,1%, 0,5% e 1%. A contagem das

colbnias foi realizada ap6s incubacao em estufa a 36°C por 45 dias.
Resultados

N&o houve crescimento de colbnias em nenhum meio adicionado de sorbato de

potassio enquanto o controle revelou 10° UFC/ml.
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Conclusao

O uso de sorbato de potassio no meio de cultura interferiu negativamente na
sobrevivéncia e crescimento do Mycobacterium bovis. Assim, decidiu-se por

nao incorpora-lo ao meio de cultura.
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Apéndice D - Projeto Piloto “Decaimento da populacédo de Mycobacterium bovis

durante a cura de queijo banhado com sorbato de potassio”.

Objetivos

Verificar a acéo inibitéria do sorbato de potassio no crescimento de fungos na

superficie do queijo fabricado durante o periodo de maturacéo.
Justificativa

Como ainda néo havia sido possivel a obtencdo da natamicina para avaliacéo,
decidiu-se prosseguir com os testes e fabricar o queijo contaminado, utilizando
o sorbato de potassio em banho superficial do queijo de forma a reduzir a
contaminagao externa do queijo por fungos que deterioram o meio de cultura,

inviabilizando a analise.

Material e Métodos

O queijo foi fabricado conforme procedimento ja descrito no item 3.4.

Apoés a salga foi realizado um banho com solugédo aquosa a 20% de sorbato de
potassio (Portaria 146 MAPA — Brasil 1996), dentro do fluxo laminar. O queijo
foi depois transferido para recipiente de vidro estéril e lacrado com parafiim® e

mantido em refrigerador a 20°C para secagem e maturacao.

Foram feitas coletas do leite recém contaminado e da coalhada durante a
fabricacdo do queijo. As posteriores coletas foram feitas nos seguintes dias de
maturacdo do queijo: 1°, 4°, 7°, 14°, 21°, 28°, 49°, 61°, 77° dia, até completar

duas analises consecutivas com auséncia de crescimento do microrganismo.

Vale ressaltar que, devido aos resultados mostrados no APENDICE C, tomou-
se o cuidado de nao utilizar as areas proximas a superficie do queijo, para
andlise microbioldgica, pois poderiam conter maiores concentragdes do sorbato

de potassio utilizado no banho, o que poderia interferir no resultado.

O meio de cultura Stonebrink-Leslie foi preparado segundo o item 3.3. e a

andlise quantitativa do agente foi realizada conforme item 3.5.
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Os resultados obtidos na contagem das col6nias (log UFC/mL ou log UFC/g) no

leite contaminado, na coalhada (imediatamente antes de colocar na forma) e no

queijo durante a maturacdo a 20°C do queijo tipo parmeséo estao contidos no

guadro 2.
Controle da Tempo (dias)
contaminacdo | Massa
do Ieiteg 1° 40 7° | 14° | 21° | 28° | 49° | 61° | 77°
dia | dia | dia | dia | dia | dia | dia | dia | dia
Log
UFC/mL 6,2 4,5 48 [ 39|36 30|31 |20| O 0 0
oug
Quadro 2 - Resultados em log das contagens de UFC/mL ou log UFC/g de

Mycobacterium bovis (espoligotipo SB1033) no leite contaminado, na coalhada e no
gueijo durante a maturagado do queijo tipo parmesao

O gréfico 4 ilustra a curva de sobrevivéncia (e a equacédo da reta ajustada) do

Mycobacterium bovis (espoligotipo SB1033) durante a maturacdo do queijo a

20°C.
Curva de Sobrevivéncia do Mycobacterium bovis
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Grafico 4 - Curva de sobrevivéncia do Mycobacterium bovis (espoligotipo SB1033)
obtida a partir do log UFC/g do queijo durante o periodo de maturagcdo a 20°C, e sua

regressao linear
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O valor D,p-c €m queijo tipo parmesao obtido a partir da equacao da reta foi de
14,92 dias.

Discussao

A cura foi realizada a 20°C, conforme orientacdo obtida durante o treinamento
na Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), mas a
legislacdo determina que o0s queijos devam ser armazenados numa

temperatura ndo superior a 18°C, até a expedicdo (BRASIL, 1997).

Foi necessaria a reaplicacdo do sorbato de potassio apds cada coleta de
amostra porque com a retirada de uma fatia do queijo havia crescimento de
fungos na superficie que ficava exposta. Acredita-se que esse fato possa ter

aumentado o efeito negativo do sorbato de potassio sobre o M. bovis.
Conclusédo

Nas condi¢Bes do experimento ndo foi possivel avaliar quanto do decaimento
do M. bovis foi uma fungcdo do tempo de cura e quanto foi devido ao efeito

negativo dos banhos sucessivos de sorbato de potassio.
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APENDICE E - Projeto Piloto “Avaliacdo da Natamicina como antifingico em
queijos para estudos de viabilidade do Mycobacterium bovis durante a cura de

queijos”.

Objetivos

Avaliar se a natamicina tem acéo inibitéria do sobre o Mycobacterium bovis.
Justificativa

Devido a necessidade de banhos sucessivos do antifingico a cada corte do
queijo, o efeito negativo do sorbato de potassio sobre o M. bovis e o fato de
gue a natamicina, também autorizada no regulamento técnico de identidade e
qualidade de queijos (BRASIL, 1996), ter sido encontrada no comércio, optou-

se por testa-la.

Material e Métodos

Foi utilizada cultura de Mycobacterium bovis - espoligotipo SB1033 (ROSALES,
2005) com 15 dias de cultivo em garrafas com meio de Stonebrink-Leslie,
cedidos pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séao Paulo.

O in6culo foi preparado conforme procedimento descrito no item 3.2. e foi
submetido & diluicdo decimal seriada até 10, usando como diluente a solugéo
peptonada estéril 0,1%. Apdés homogeneizacdo vigorosa em vortex por 10
segundos, 0,1uL de cada diluicdo foi semeado, empregando micropipetas
estéreis, em garrafas contendo meio Stonebrink-Leslie, que foram incubadas

por 45 dias em estufa a 36°C.

O meio de cultura Stonebrink-Leslie foi preparado segundo a técnica do Centro
Panamericano de Zoonoses (CENTRO PANAMERICANA DE ZOONOSIS,
1985). Foram separadas quatro por¢coes de 120mL de meio de cultura, a
primeira foi reservada como controle, nas outras trés foram adicionados 0,1%,

0,01% e 0,001% de Natamax® respectivamente.
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Resultados

Ocorreu o crescimento de col6nias em todos os meios de cultura adicionado de
natamicina e também no controle. O resultado da contagem foi “incontavel” em
todas as diluicdes realizadas (10° a 10®), mas o crescimento foi aparentemente

igual em todos 0s meios para uma mesma diluicdo.
Concluséo

O uso de natamicina no meio de cultura ndo interferiu na sobrevivéncia e no
crescimento do Mycobacterium bovis. Assim, optou-se por emprega-lo como
fungicida aplicado na forma de banho ao término da fabricacdo do queijo e

apos cada coleta de amostra.





