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RESUMO

NARCISO, M. R. T.Inativacdo deMycobacterium bovis (espoligotipos SB0120 e SB1033)
em leite integral submetido a pasteurizacéo lenta@pida em banho Maria. [Inactivation

of Mycobacterium bovis (SB0120 and SB1033 spoliges)y in whole milk subjected to
pasteurization and HTST pasteurization in wateh4jat2012. 49 p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) Faculdade de Medicina Veterinaria @etmia da Universidade de Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2012.

O Mycobacterium bovigausa a tuberculose zoondética, doenca que afetmio®is e o
homem podendo causar a morte, sendo o leite umartampe via de transmissdo da doenca
para o homem. A pasteurizacao do leite é a prihcipadida para quebrar essa cadeia de
transmissdo, cujos parametros de tempo e temperdtnam definidos através de
experimentos que datam desde o fim do século XdX) base na resisténcia térmicaMo
bovise daCoxiella burnetti entdo considerados os mais resistentes patogéndsrmadores

de esporos que contaminam o leite. No Brasil sémvapos os bindmios 62°C a 65°C por 30
minutos e 72°C a 75°C por 15 a 20 segundos. Enteetaom o passar dos anos e surgimento
de novas tecnologias (PCR, Spoligotyping e outéasitas biomoleculares) foi possivel
observar diferencas genéticas intra-espécie. Assate projeto tem por objetivo avaliar e
comparar o comportamento de dois espoligotiposldeovis(SB0120 e SB1033) frente aos
dois protocolos de pasteurizacdo utilizados no.pa&éa tanto, leite integral UHT foi
contaminado com esses espoligotipos e submetidal@esprocessos térmicos, em Banho-
Maria. O leite foi semeado em meio solido Stondbliaslie e a contagem de colbnias foi
feita apos 45 dias de incubacdo a 37°C. Nao hoesee rexperimento diferenca entre as
resisténcias térmicas dos dois espoligotipos, temém detectou-se uma maior importancia da
fase de aquecimento na reducgéo do agente do dasedde manutencao da temperatura, para
os dois espoligotipos, nos dois processos.

Palavras-chaveMycobacterium bovis Espoligotipos. Resisténcia térmica. Pasteurizacdo

lenta. Pasteurizacdo rapida. Banho-Maria.






ABSTRACT

NARCISO, M. R. T. Inactivation of Mycobacterium bovis (SB0120 and SB133
spoligotypes) in whole milk subjected to Holder pasurization and HTST pasteurization

in water baths. [Inativacdo deMycobacterium bovigespoligotipos SB0120 e SB1033) em
leite integral submetido a pasteurizacdo lenta pdaaem banho Marja 2012. 49 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) Faculdade deicMadVeterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

Mycobacterium bovigauses zoonotic tuberculosis disease that aféeutaals and humans
and can cause death, the milk is an important roligisease transmission to humans. The
pasteurization of milk is the main measure to briektransmission chain, whose time and
temperature parameters were defined by experintaniisg from the late nineteenth century,
based on thermal resistance Mf bovis and Coxiella burnetti considered then the most
resistant non-spore-forming pathogens that contat@ithe milk. In Brazil, there are two
approved binomials 62 ° C to 65 ° C for 30 minwged 72 ° C to 75 ° C for 15 to 20 seconds.
However, over the years and the emergence of nelmnédogies (PCR, spoligotyping and
other biomolecular techniques) was observed gembtierences intra-species. Thus, this
project aims to evaluate and compare the behavitwm spoligotypes oM. bovis(SB0120
and SB1033) compared to the two pasteurizationopots used in the country. To this end,
UHT milk was contaminated with these spoligotyped aubjected to two thermal processes
in a water bath. The milk was streaked on solid iomadStonebrink-Leslie and colony
counting was done after 45 days of incubation at & This experiment showed that there
was no difference between the thermal resistantéiseotwo spoligotypes, however it was
detected a greater importance of the heating pinaselucing the agent that the maintenance

phase of temperature for the two spoligotypespi lcases.

Keywords: Mycobacterium bovis. Spoligotypes. Thdrmesistance. Holder Pasteurization.

High temperature short time. Water Bath.
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1 INTRODUCAO

O Mycobacterium bovi€ o principal agente causador da tuberculose bogua € uma
doenca infecciosa, de carater cronico e zoondjige,pode ser transmitida aos seres humanos
por meio do consumo do leite cru contaminado, bemacdos derivados lacteos produzidos

com leite cru.

Uma das principais ferramentas de prevencdo danhigedo da doencga via leite € a

pasteurizacdo. No Brasil, os parametros legaisadeeprizagcéao do leite séo: 62°C a 65°C por
30 minutos (pasteurizacao lenta) e 72°C a 75°CLpa 20 segundos (pasteurizacao rapida),
de acordo com o Regulamento da Inspecdo Industriganitaria dos Produtos de Origem

Animal — RIISPOA (BRASIL, 1952).

Esses critérios foram estabelecidos com base méamp#aos de destruicdo db. bovise da
Coxiella burnetti,considerados na época como as bactérias ndo forasade esporos mais
resistentes ao calor. Estes parametros foram éstatmes ha muitos anos e, desde entao,
houve poucos estudos sobre o comportament.dbovisfrente ao calor. No entanto, o
advento da biologia molecular mostrou que ha vdidaldle genética na espécie e ndo ha
registros de estudos que tenham testado uma eleatigzdo na resisténcia térmica entre

€Ssas cepas.

Como uma grande colecdo de cepas autéctones isatedaovinos abatidos no pais vem
sendo formada, devido ao desenvolvimento do PlaamoNal de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose do Ministério da Agricdt(BRASIL, 2001), o momento é
propicio para se fazer estudos mais detalhado® sobesisténcia térmica destes diferentes
isolados dévlycobacteriunbovis
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2 OBJETIVO

Avaliar e comparar a inativacdo térmica de doisokgptipos deMycobacterium bovis
(isolados de bovinos abatidos do estado de Sao)Paad parametros de pasteurizacéo lenta e

rapida em banho-maria.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A tuberculose é uma doenca causada por agenten@emte a familia Mycobacteriaceae,
géneroMycobacterium que sédo bastonetes curtos aerdbios, ndo capsula@o flagelados,
apresentam aspecto granular quando corados, s@eignéom resisténcia a alcool e &cido,
ou seja, a diversos tipos de desinfetantes e mada®ente resistentes ao calor (CPZ, 1988;
CORNER, 1994; LAGE et al., 1998). Sobrevive no ante (pastos, estabulos, e esterco) por
até dois anos, e em agua por até um ano. As myteolaascpertencentes ao compleMo
tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. canet¥l. microttii) sdo as
causadoras da tuberculose em mamiferos (GRANGEEGAT994; BIET et al., 2005). K.
bovisafeta varias espécies de animais silvestres e dtmo& bem como o0 homem, neste caso
€ denominada de tuberculose zoondética, onde oobseilpropaga por meio da ingestédo de
leite contaminado de animais portadores do bacilo.

3.1 HISTORICO

Indicios encontrados em mumias na regido da Alemardicam que as primeiras infeccoes
causadas pelsl. bovisem humanos datam de 8000 — 4000 a.C. quando surgggrimeiras
criagbes de bovinos, no entanto se acredita qugenptea ja estava presente nestes animais
causando a tuberculose antes do contato com hunf@@sMANDY, 2002; REICHMAN,
TANNE, 2003).

A contaminacdo humana foi resultado da manipuldg&oanimais e também do consumo de
leite contaminado (DORMANDY, 2002; REICHMAN, TANNE003). No ano de 1810,

Carmichael notou uma conexao entre a presencabdectlose e o consumo de leite bovino
nas criangas, concluindo, equivocadamente, que emcdo resultava de um problema
nutricional. Klencke, em 1846, relatou uma maianidéncia de linfadenite tuberculosa em
criangas alimentadas com leite de vaca do quelmasnaadas com leite materno, e em 1865,

Villemin, utilizando coelhos inoculados com tecidontaminado proveniente de bovinos,
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relatou que este seria mais infeccioso para os asineste do que o mesmo tecido
proveniente de humanos. Kdctf1882 apud FERREIRA; BERNARDI, 1997, p. 09)
conseguiu cultivar o agente causador da doencaomens e nos bovinos chamando-o de

bacilo da tuberculose (Tuberkelbacillen).

Em 1917 foi nomeado o Comité em Producéo de LEitanijtee on Milk Supply), este 6rgao
foi criado com o intento de estudar varios aspedfterentes ao processamento do leite, em
1919 emitiu um relatério contendo varias pesqussdse 0s seguintes topicos: a situacao da
pasteurizagdo do leite na época; o efeito da paztedo sobre as propriedades
organolépticas do leite; o processo de pasteunzeagési; 0s aparatos mecanicos e atividade
dos estabelecimentos que realizam o processo; tookoifieito nestes estabelecimentos e a
vigilancia realizada pelos estados e municipios peste processo. Apdés 1919 o Comité
decidiu focar suas pesquisas nos dois tOpicos queditava ser os de maior ajuda as
autoridades sanitarias, esses topicos eram o tertgroperatura necessarios para eliminar ou
inativar os patégenos, e o efeito da pasteurizaghoe a capacidade de produzir creme do
leite. A maioria dos autores pesquisados chegamnéwséo de que a alteracdo da capacidade
de creme é minima quando o leite é aquecido a $8f@G0 minutos (WHITTAKER et al.,
1925).

No Brasil, casos relatados associando a tuberculesanimais a dos humanos datam da
década de 40, no entanto ndo existiam, na épaogrgonas de controle da doenca, existiam
apenas os esforcos de alguns estados (FERREIRA NBERNARDI, 1997). Em 1941 é
fundado o Servico Nacional de Tuberculose, focamlaantrole davl. tuberculosisgue em
1942 lanca a primeira Campanha Nacional Contra beffulose (CONDE; SOUZA,
KRITSKI, 2002)

A prevaléncia da tuberculose é marcante nos pametesenvolvimento devido a deficiéncia
de programas de controle da doenca, os quais emavinspecdo de carnes e pasteurizacao
do leite (COSIVI et al., 1995; ABRAHAO, 1998). MByasil, sequndo dados divulgados pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAI®11), nem todo leite produzido
no pais € controlado pelos servigcos oficiais deeagdo; aproximadamente 31,2% do leite
produzido sdo consumidos pelo mercado informal, selquer fiscalizacdo higiénico-

sanitaria e, provavelmente, sem pasteurizacao.

! KOCH, R. Die Aetiologie der Tuberculose. Berlin, 1882
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Dentro do rebanho bovino brasileiro, dados de 1889998, que levaram em conta
notificagdes oficiais, mostraram que hawniaa prevaléncia média nacional de 1,3% nos casos
de tuberculose bovina. E de acordo com levantanreatzado em varias regides produtoras
do centro e sul de Minas Gerais, havia uma prevaéaparente de 0,8% de animais
infectados (BRASIL, 2010).

O MAPA determina que todo o leite destinado ao emm@shumano na forma fluida ou para
fabricacéo de derivados, seja pasteurizado. Cepsocde pasteurizagdo do leite consiste na
exposicdo ao calor necessério para que se elinoimpletamente a presenca de patdégenos
sem gue se comprometam os seus atributos bioquntacsuas propriedades organolépticas
naturais. Os dois processos permitidos de passedvzsdo o lento (62°C a 65°C por 30
minutos sob agitacdo lenta em maquinario apropyiadw rapido (72°C a 75°C por 15 a 20
segundos, utilizando-se para isso um fluxo lamjr@ambos os processos sdo seguidos por
refrigeracdo do leite a temperaturas entre 2°C @ & acordo com o Regulamento da
Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos dee@rignimal (RIISPOA) (BRASIL, 1952).

3.2 RESISTENCIA TERMICA

O primeiro relato de estudo de resisténcia térmadslycobacterium boviscom finalidade de
avaliar a seguranca do consumidor, parece ser i $1898). O autor relata que 60°C/20
minutos destroem o bacilo da tuberculose no lew@jiado por inoculagdo em animais de
laboratério. Smith alerta que a pasteurizacao ite, lem tubos, com a superficie exposta ao
ar, pode acarretar resultados irregulares de rtémrt@ca. 1Isso porque, uma ligeira evaporacao
levaria a formac&do de uma pelicula de proteinarduga, na qual alguns bacilos ficariam
alojados e expostos a uma menor temperatura. Assoireviveriam mais tempo ao

tratamento, quando comparados com 0s que estaesdBsmo leite.

Os bindbmios de tempo temperatura da pasteurizag&&td foram estabelecidos com base na
sensibilidade térmica ddycobacteriumbovis e daCoxiella burnetti Primeiramente, em
1924 revelou-se que o aquecimento a 61,1°C por iB0tos eliminava dVl. tuberculosis
(NORTH; PARK, 1927) e ap6s alguns anos, verificou-se gGexaella burnettisobrevivia a

61,7°C por 30 minutos (HUEBNER et al., 1949), o quarretou na alteracdo no padrao



28

oficial de pasteurizacdo dos Estados Unidos, qesopaa ser de 62,8°C por 30 minutos
(STABEL, 2003).

O estudo de North e Park (1927) envolveu a redzale 15 experimentos, trés utilizando
recipientes abertos e doze utilizando um aparato lsobina de chumbo e tubos fechados,
fazendo combinacbes de doze temperaturas (100°C, 82°C, 77°C, 71°C, 68°C, 66°C,
63°C, 61°C, 60°C, 59°C, 58°C, 57°C e 55°C) comrdiftes periodos de tempo (10, 20, 30 e
40 segundos; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 15,207 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75 e 90
minutos). As amostras de leite foram inoculadascebaias e mostraram que o tratamento a
61,1°C por 30 minutos ofereceria uma margem de raaga adequada contra M.
tuberculosisuma vez que de acordo com seus resultados aessfgeratura o bacilo era

destruido depois de 10 minutos.

Em 1930, Oldenbusch; Frobisher; Shrader estudarapordo de morte térmica dB.
thyphosus, Streptococcumeta hemolitico éB. tuberculosisem creme de leite e sorvete.
Submeteram os substratos contaminados a variasirtagbbs de tempo e temperatura (57 a
63°C por 30 segundo a 20 minutos) e inocularam leml cobaias, via subcutanea. O
diagnostico foi realizado pela pesquisa do badibod-acido resistente em esfregaco das
lesbes observadas a necropsia. Houve inativacddoadts da tuberculose dentro de 6

minutos a 63°C e em 3 minutos 66°C.

Kells e Lear (1960) observaram que as curvas devagdo de trés cepas e tuberculosis
var. bovis foram lineares entre as temperaturas de 64°C €.689°tratamento térmico foi
realizado em equipamento que promovia 0 aquecimiestantaneo e homogeneizacdo da
amostra. Concluiram que num cenario de contaminagéal de 4 log UFC/ml, que segundo
Ball (1943) é a maxima contaminacdo natural dce lgibr esse agente, os padrbes de
pasteurizacdo testados resultariam numa margeneglgasica minima de 28,5 minutos no

processo lento (62°C) e 14 segundos no rapido (72°C

Posteriormente Harrington e Karlson (1965) pegavamas cepas d&lycobacterium(M.
tuberculosis, M. bovis, M.avium, M. fortuitum, et@ Calmette-GuerirBCG) e expuseram-
nas aos bindmios de tempo e temperatura (62,8°@IBWitos e 71,7°C/15 segundos),
utilizando técnica em que o leite é aquecido a&ngeratura alvo e entdo inoculado com o
agente. Relatam que nenhuma cepa apresentou s@nted viaveis, pelo método de

contagem de colbnias, ap0s exposi¢ao a qualquetail®processos.
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Pavlas (1990) testou a resisténcia de 105 cepastdaspécies ddycobacteriumM. bovis,

M. kansasii, M. gordonae, M. avium-intracellular®l. smegmatis, M. pheia diversos
binbmios de tempo e temperatura (60°C, 65°C, 7€8°Z5°C nos periodos de tempo de 10,
20, e 40 segundos; 2, 4, 8, 16, 30 minutos; 1, B, & 8 horas). Ressuspendeu a cultura em
agua destilada estéril e colocou em tubos capildeevidro para o tratamento térmico.
Utilizou meio solido e meio sérico liquido paraexuperagdo das micobactérias. Concluiu
que as cepas dd. bovissdo as menos resistentes e apresentaram desgdalizstal apds
apenas 16 minutos a 60°C, 2 minutos a 65°C e liindeg a 70°C e 75°@ autor afirma
qgue os resultados do teste se aplicam a higienealimentos e recomenda que sejam
realizados testes de termo resisténcia com espéaiegénicas dblycobacteriumpara uma

melhor compreensao de suas caracteristicas.

A partir dos anos 90 foram necessarios testesgyatar se 0s parametros oficiais de tempo e
temperatura de pasteurizacdo do leite asseguravamatavacdo do Mycobacterium
paratuberculosi{TAYLOR et al.,1998), que causa a doenca de Jopatuberculose) nos
animais, uma enterite crénica que ataca os runmesardusando perda de peso, queda na
producao de leite e morte do animal infectado. lBgeate pode ser transmitido pelo leite e,
embora ndo haja consenso entre os pesquisadorasdicios de que esse agente seja
causador da doenca de Crohn no homem (RUDOLER,)1998

Chiodini e Taylor (1993) testaram a resisténcimiéa de duas cepas tle paratuberculosis
(3737, ATCC 19698) isoladas de bovinos, para taegiaram o leite a temperatura de 63°C
por 30 minutos e a 72°C por 15 segundos, em BardmiaMom agitacdo continua. partindo
de uma carga infectante de®101@ organismos/ml de leite. Apés o tratamento térmémd
quantificacao utilizado o método de contagem dértak. Reportaram uma desvitalizacéo de
agente em 90% das amostras, no entanto, tambétametpue 5-9% de organismos por
mililitro permaneceu ativa em amostras que forasirisgas muito rapidamente, levantando a
hipotese de que a rapida queda de temperatura lewa diminuicdo do tempo de exposicao

ao calor, preservando o agente.

Grant, Ball e Rowe (1998) testaram a resisténcidvidgaratuberculosisa pasteurizagéo
rapida (72°C por 15 segundos), para as seguintgasiniciais infectantes (1QFC/ml, 16
UFC/ml, 10 UFC/ml, 10 UFC/50 ml), encontrando apdsatamento térmico e a contagem
das col6nias, pequenas concentragbes de sobresgves@s amostras com carga inicial

infectante de T0UFC/ml e 18 UFC/ml, e total inativacdo do agente nas demaisclaem
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gue este método de tratamento térmico seria efciggra o controle del. paratuberculosis
no leite, mas revelam variacbes na desvitalizagdioagente no que se refere a carga

infectante.

Alguns trabalhos revelam a dificuldade de se coarpasultados de inativacéo térmica entre

cepas déMycobacteriunspp.

Sung e Collins (1998) construiram curvas de meémaita para cepas humanas e bovinas de
Mycobacterium paratuberculosism leite e em solucdo de lactato. A inoculacaof@ta no
substrato pré-aquecido por 30 minutos a temperatiuma (62°C, 65°C, 68°C ou 71°C) e a
quantificacdo foi feita em varios tempos (de 0 & 8égundos) pelo Método de cultura
radiométrica (BACTEC). Observaram que os valoredd células simples ndo foram
significativamente diferentes daqueles obtidos paétalas agrupadaslgmping, o valor D

das cepas clinicas de baixa passagem foi signfecaente mais baixo que das cepas de alta
passagem; as cepas de baixa passagem mostram & rtaerAncia térmica nos dois
substratos, mas as cepas de alta passagem foranficaigemente influenciadas pelo

substrato.

Valor D indica o tempo, em minutos, necessario paduzir 1 ciclo logaritmico de um
agente, a uma dada temperatura (FRANCO; LANDGRABG)1

Pearce et al. (2001) realizaram uma simulacdo oladigbes comerciais de pasteurizacdo, e
seu efeito sobre Mycobacterium aviunsubespécigaratuberculosisutilizando para tanto
um pasteurizador comercial, em fluxo com turbillraeato. Trés cepas do agente isoladas de
bovinos e duas de humanos foram inoculadas emdeitentegral, e expostas aos seguintes
tratamentos térmicos (15 segundos nas temperd8r#&6, 69 e 72°C) todos os testes foram
realizados em duplicata. Relatam que todas as qapaenientes de isolados de bovinos
foram efetivamente destruidas, mas ressalta osedifs niveis de resisténcia térmica
existentes no que concerne a origem das amostrasuffamente o fato de que agentes
isolados de humanos tendem a ser mais resistemtes@ do que os isolados de bovinos, e
agentes provenientes de culturas in vitro sdo negistentes do que os retirados frescos de
lesdes.

Klinjn, Herrewegh e De Jong (2001), com base enoslgaiblicados fizeram uma avaliagcéo
critica das dificuldades de interpretacdo de radol sobre os efeitos da temperatura na

morte doMycobacterium avium paratuberculosiSoncluem que a variacdo da reducao do
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namero de colbnias no processo de tratamento t@rseicla devido a muitos fatores, que nao
podem ndo estar relacionados a uma maior resiatééichica do agente, entre eles: cepas
com grande quantidade de subculturas em laboraemaem a ser mais resistentes ao calor
do que as amostras frescas no caso do agentedsstiimianacédo de aglomerados de células
na amostra protegendo as células da acéo do adloma como o calor é aplicado & amostra
de leite interferindo na eficacia do processo uem que 0 modo comercial propde um pré-
aquecimento do leite antes do tratamento propriterdito, e a aplicacao de calor na amostra
juntamente com turbilhonamento e fluxo, ja na pastacdo realizada em laboratério o

processo é feito a temperaturas mais baixas edosrimais longos e a amostra é resfriada em
gelo ao final do processo. Também relatam que quareitura de resultados uma grande
dificuldade se apresenta quando se tenta determsnanidades formadoras de colbnia, isso
se da devido nao s6 a presenca de agentes viaaeisdu cultivaveis como também devido a
tendéncia doMycobacterium aviunde formar grumos, o que resulta em um valor de

contagem menor do que o valor real.

Mcdonald et al. (2005) utilizaram um pasteurizaddustrial modificado para pesquisa, com

0 proposito de submeter leite integral artificiai®einoculado conM. avium subespécie
paratuberculosisa combinacdes de trés temperaturas (72°C, 75785@) e trés tempos (15,
20, e 25 segundos), para testar a eficacia do gsocmbre este agente. Também foi testada a
influéncia da concentracdo inicial do agente e panéo se utilizou uma carga infectante
muito maior do que a normalmente encontrada (7 XEU/mI). Relatam que o processo se
mostrou eficaz em destruir mais de 6 ciclos logacibs do agente em 85% dos testes e mais

de 4 ciclos logaritmicos nos demais.

Grant et al. (2004) testaram a resisténcia térndicaMycobacterium aviunsubespécie
paratuberculosisa pasteurizacdo rapida com e sem homogeneiza¢dizangdo um
pasteurizador comercial e amostras artificialmentegaminadas com 18 1F células/ml em
leite cru. Registra a desvitalizagcdo completa dmtgem 96,7% das amostras no processo de
pasteurizacdo rapido com ou sem homogenizacaazadal antes do processo em alguns
testes e durante em outros. Afirma que houve mraaucao logaritmica (4,0 a 5,2 log) nas
repeticobes em que a amostra foi homogeneizadailriiaéiste aumento na eficiéncia do
processo ao fato do movimento desfazer os aglomerdel células, permitindo assim que o

calor incida mais diretamente Mycobacteriunresultando numa maior desvitalizagéo.
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Ha relatos do efeito protetor da gordura sdidseobacterium fortuitumguanto exposto a
pasteurizagdo. Nishimoto (2006) contaminou leitegral e desnatado coM. fortuitum
(NCTN 8573) a temperatura de 65°C por 0, 5, 10,205,25 e 30 minutos e posteriormente
cultivou-o em meio Lowenstein-Jensen, onde foiizadh contagem das colonias. O valor D
para o leite integral foi de 18,02 minutos e padesnatado, de 7,82 minutos. Esse efeito foi
menos evidente em leite caprino, testado por Sf&rfRO06) em experimento semelhante ao
de Nishimoto (2006). Encontrou valor D para o ledgrino integral de 10,2 minutos e para o

leite caprino desnatado, de 8,61 minutos.

Ao fim dos anos 90, com o auxilio das técnicas @& Re spoligotyping foi possivel a
diferenciacdo de isolados em categorias dentro sfgcee deMycobacterium bovis
Rodriguez et al. (2005) identificou, usando a téardespoligotyping grande variabilidade
genética entre os isolados Wt bovisprovenientes de bovinos abatidos no estado de Sao
Paulo, no periodo de 2002 a 2003. Costa et al.0j28th estudo semelhante realizado no
estado da Bahia, isolaram trés espoligotiposidieovis(SB1055, SB0120 e SB0268).

A partir da colecdo de isolados de Rodriguez e(28l04), dois trabalhos foram realizados
para avaliar a sensibilidade térmica de 5 espatigsetde M. bovis (SB0121, SB0295,
SB0120, SB0881 e SB1141) em leite bovino integrelTUsubmetido aos binbmios de
pasteurizacao lenta (FELIPE, 2009) e de pastedizegpida (RIBEIRO, 2009), em Banho-
Maria. Cada cepa foi testada 3 vezes as amostrasn fanalisadas antes e durante a
pasteurizagdo (em varios tempos). Nos dois trabati®resultados foram obtidos atraves da
contagem de colonias em meio Stonebrink-Lesliedado a 37°C/45 dias. Os espoligotipos
SB0120 e SB1141 foram, respectivamente, 0 menomai® resistente aos dois tratamentos
térmicos (65°C/30 minutos e 75°C/20 segundos). 012B reduziu, em média, 5,7 e 5,6 log
UFC/ml, respectivamente na pasteurizacéo lentpidaala o SB1141 reduziu em média 0,4

e 3,4 log UFC/ml, respectivamente, na lenta e paaa
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4 MATERIAL E METODOS

Leite UHT integral foi contaminado com dois espoligos (SB0120 e SB1033) de
Mycobacterium bovis(isolados de bovinos abatidos no estado de Sado)Pauentdo
submetido a tratamento térmico em banho-maria &£/85° minutos e 75°C/20 segundos

reproduzindo, respectivamente, os parametros deysasmcao lenta e rapida.

4.1 PREPARACAO DO INOCULO E CONTAMINACAO DO LEITE

Utilizaram-se culturas com 15 dias de crescimend&°€, em meio Stonebrink-leslie. Uma
massa equivalente a 0,300g das coldnias foi maducam 0,5ml de solugéao salina 0,85%
com 0,05% de detergente Tween 80 e homogeneizaglarogamente. Foram entéo
adicionados mais 11,5 ml de solucdo salina 0,85%pds homogeneizacdo a solugdo do
indculo foi transferida para um frasco shott de 280contendo pequenas esferas de vidro

para evitar a formagao de grumos.

Dois mililitros deste inoculo foram utilizados parantaminar 25 ml do leite UHT integral
(temperatura ambiente), em frasco Shott de 250 Aplds homogeneizacdo, o leite
contaminado foi distribuido em cinco tubos de en§bfmmx160mm), 5 ml de leite em cada.
Um tubo foi empregado para a quantificacdo do agéobntrole positivo), dois foram
utilizados na pasteurizacdo lenta e dois na rapichepara a quantificacdo no inicio e outro

fim de cada processo (Figura 1).

4.2 TRATAMENTO TERMICO

Inicialmente os tubos foram colocados em banhoamari85°C, para agilizar a etapa de
aguecimento da amostra. Ao atingir a temperatusajdea, 65°C ou 75°C, os tubos foram
retirados e aquele destinado a analise no iniciprdoesso térmico, foi resfriado em gelo
picado, enquanto o tubo destinado a analise nb dimgrocesso foi transferido para outro

banho-maria ajustado a temperatura alvo (65°C G€)7para a realizacdo do tratamento
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térmico propriamente dito, permanecendo neste haebpectivamente por 30 minutos e 20

segundos, e posteriormente resfriados em gelogicad

O controle da temperatura do tratamento térmicadalizado pelo uso de termémetro de

mercurio nos banhos, e em uma amostra de leite.

Foi realizado um teste, com 5 repeticOes, paraiaaval tempo necessario para atingir as

temperaturas-alvo (fase de aquecimento).
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Figura 1 - esquema dos tubos contendo as amoseadeitt contaminadas com
Mycobacterium bovigpara o estudo de sobrevivéncia a pasteurizagcdo em
banho-maria

4.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

As amostras de leite (controle positivo e as arasstsubmetidas ao processo de
pasteurizacdo) foram homogeneizadas em vortéx @aefundos e submetidas a diluicdo
decimal seriada em agua peptonada a 0,1%. Cemlingsae cada diluicdo foram semeados
em duplicata em garrafas (garrafas para cultivalaetom 25 crhde superficie) com meio
Stonebrink-Leslie e incubadas a 36° por 45 diaguflai 2). Salienta-se que durante as
primeiras 24 horas, as garrafas foram mantidas @dethamento “incompleto” (girando a

tampa até o primeiro “clique”), para evitar a cambgdo de umidade na parede da garrafa
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gue dificulta a visualizacdo das colonias. ApOose gssriodo as garrafas foram fechadas
completamente.

4.4 CONTAGEM DAS COLONIAS E REGISTRO DE RESULTADOS

A diluicdo de eleicéo para a contagem foi a quesgntou entre 10 e 150 coldnias. Foi feita a
meédia aritmética das UFC (unidade formadora dent@j@as duas garrafas e o resultado foi
multiplicado por 10 (correcdo da aliqguota semeadglmL) e pelo inverso da diluicdo. O

resultado foi convertido em logaritmo decimal erespo como Log UFC/ml de leite.

10°| £»|10"| By 107 | £ 10° | p10” | Py 10° £ 10° |pyl07 | 2yao®

amostra de leite

SEMEADURA EM DUPLICATA

Figura 2 - esquema de diluicdo decimal seriadagtma peptonada 0,1% e semeadura nas
garrafas contendo o meio Stonebrink-Leslie
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

A comparacéao da taxa de reducdo das contagensdgrdfEC/ml) entre os dois espoligotipos
foi realizada pelo método Mann-Whitney, para anassindependentes, usando o programa
Minitab 16 (Minitab Inc., 2010).

Para a comparacdo dos processos de pasteurizagdoelerdpida, utilizou-se o método
Wilcoxon (amostras dependentes), utilizando o @nogr usando o programa Minitab 16
(Minitab Inc., 2010). Para usar esse método nesgggma, foi necessario primeiro calcular a
diferenca entre os dados da lenta e da rapideeevaks € utilizado pelo método para calcular

a significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 sumariza os resultados da quantificalgildlycobacterium bovigespoligotipos
SB0120 e SB1033) submetidos aos processos téraueosiimetizam a pasteurizacao lenta e
rapida e a tabela 2 sumariza a eficicia da past&dd em reduzir as contagens dos dois
espoligotipos, na fase de aquecimento (até atagémperatura alvo da pasteurizacdo), na
fase de manutencdo da temperatura alvo (durammjeot necessario) e a somatoria das duas
etapas. O grafico 1 ilustra a reducdo das contaggerada espoligotipo, quando submetidos a

cada um dos processos térmicos.

Tabela 1- Resultados das contagens (log UFC/miIMgoobacterium bovigespoligotipos
SB0120 e SB1033) experimentalmente inoculado erte |&IHT integral e
submetido aos binbmios de tempo e temperaturastelpaacédo lenta e rapida, em
banho-maria - S&do Paulo — SP. Ago. 2010 a Maio 2011

log UFC/mL de leite

pasteurizagdo lenta pasteurizagdo rapida
controle (65°C/30 min.) (75°C/20seg.)
repeticdo positivo inicio fim inicio fim
1 7,1 3,9 2,8 48 2,0
2 6,7 3,4 3,2 3,4 2,9
SB0120 3 7,6 3,9 3,3 3,8 4,7
4 7,4 4,6 3,6 3,9 3,4
5 6,9 4,5 2,7 2,9 1,7
média 7,1 4,1 3,1 3,8 2,9
1 7,6 3,7 3,5 3,7 3,3
2 7,7 2,8 3,5 3,0 2,9
$B1033 3 8,7 5,9 3,4 3,7 3,6
4 9,2 5,5 4.8 3,8 3,3
5 7,8 4,6 3,4 4,7 44
média 8,2 4,5 3,7 3,8 3,5

N&o houve diferenca entre os espoligotipos estidagdando submetidos a pasteurizacao
lenta ou rapida. Em valores médios, a pasteuriziagda causou uma reducao total de 4,0 log
UFC/ml do espoligotipoSB0120 e 4,5 log UFC/ml do SB1033 (p=0,1745), entua
pasteurizacdo rapida reduziu 4,2 e 4,7 log UFC/p#06015), respectivamente dos
espoligotipos SB0120 e SB1033.

Quando se comparou a eficacia da pasteurizacd@a leon a da rapida, para cada

espoligotipo, também n&o houve diferenca (p vaeiowe 0,500 e 0,787), mostrando que 0s
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processos sdo equivalentes. Foi comparada, pasaesmbligotipo, a eficacia das etapas:
aquecimento, manutencdo da temperatura alvo e atéoandas duas etapas.

Tabela 2 - Taxa de reducdo dbycobacterium bovigespoligotipos SB0120 e SB1033)
inoculado em leite UHT integral, devido & pasteagéo lenta e rapida
reproduzida em banho-maria: fase de aquecimengge the manutencdo da
temperatura e a somatoria de ambas - Sdo PauloAgeP2010 a Maio 2011

reducdo log UFC/mL de leite

pasteurizagdo lenta pasteurizagdo rapida
espoligotipo  repetigdo aquecimento (65 °C/30min.) total aquecimento (75°C/20seg.) total
1 3,2 1,1 4,3 2,3 2,8 51
2 3,3 0,2 3,5 3,3 0,5 3,8
SB0120 3 3,7 0,6 4,3 3,8 -0,9 2,9
4 2,8 1,0 3,8 3,5 0,5 4,0
5 2,4 1,8 4,2 4,0 1,2 5,2
média 3,1 0,9 4,0 3,4 0,8 4,2
1 3,9 0,2 4,1 3,9 0,4 4,3
2 49 -0,7 4,2 4,7 0,1 4.8
$B1033 3 2,8 2,5 53 50 0,1 51
4 3,7 0,7 4,4 5,4 0,5 5,9
5 3,2 1,2 4,4 3,1 0,3 3,4
média 37 0,8 4,5 4,4 03 4,7
9,0 -
R
3 8,0
Rs!
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Gréfico 1 — Curva de reducdo de dois espoligot{®0120 e SB1033) delycobacterium
bovis submetidos aos parametros de pasteurizacdo 5t&€/80min.) e rapida
(75°C/20 seg.) em banho-maria, nos tempos zereqaid aguecimento), tempo
inicial (inicio do processo de pasteurizacao),nepie final (ao final do processo
de pasteurizacao)
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Avaliando a eficacia de cada etapa do processanémnico, a fase de aquecimento foi mais
importante na reducdo das contagens dos dois gsppds, tanto na pasteurizacdo lenta
quanto na rapida, o que pode ser facilmente obderma grafico 1. Vale a pena salientar,
para evitar distor¢cdes de interpretacdo, que teatyr@s letais ao agente sdo atingidas apenas

no final da curva de aguecimento.

Isso é particularmente interessante quando sesanali pasteurizacdo lenta, j& que foi
necessario 1 minuto e 40 segundos, em média, plw#eochegar a 65°C. Observa-se na
tabela 2 que essa fase reduziu 3,1 e 3,7 log UECéspectivamente para os espoligotipos
SB0120 e SB1033, enquanto que o periodo de mamae(80 min.) causou reducéo,

respectivamente, de 0,9 e 0,8 log UFC/ml.

O aquecimento também foi mais importante na efic@ta pasteurizacéo rapida. Foram
necessarios cerca de 2 minutos para atingir a retpa desejada (75°C), o que causou uma
reducdo média de 3,4 e 4,4 log UFC/ml dos espgtiget SB0120 e SB1033,
respectivamente. Os 20 segundos a 75°C reduzirammétia 0,8 e 0,3 log UFC/ml,

respectivamente, dos espoligotipos SB0120 e SB1033.

Ha poucos dados disponiveis na literatura sobesiaténcia térmica ddycobacteriumpara
serem comparados aos desta pesquisa e 0s queebkli#ados diferem em varios aspectos,
que podem dificultar a interpretacdo das diferergaservadas, especialmente no que se
refere as caracteristicas da cepa estudada, fobstra que o teste foi realizado, pré-
aquecimento ou nao do substrato, condicbes dedegdio da pasteurizacdo, método para a

quantificacao/recuperacéao do agente, meio de audtompregado, entre outros.

No entanto, alguns estudos, que foram realizadmsacosmesma metodologia empregada nesse
trabalho, também observaram que a fase de aqudoif@mmais importante na redugédo do
M. bovissubmetido & pasteurizagéo lenta e rapida emiteggral (FELIPE, 2009; RIBEIRO,
2009).

Em estudo conM. fortuitumem leite integral e desnatado submetido a pazte#o lenta em

banho-maria, Nishimoto (2006) também observou itambe reducdo do agente durante a
fase de aquecimento em leite integral, mas né&oeite Hesnatado. Por outro lado, os
resultados de Starikoff (2006), que fez um testeeHfeante em leite caprino, essa fase teve
pouco efeito sobre a curva de morte térmica. Eds@gs reforgam que outros fatores, como o
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teor de gordura do leite e a espécie animal daayledde € oriundo, podem influenciar a curva
de morte de um patdgeno.

Felipe (2009) e Ribeiro (2009) que estudaram 5 legygipos deM. bovisem leite integral
submetidos a pasteurizacdo lenta e rapida, regpewinte, também utilizaram o espoligotipo
SB0120, proveniente da mesma colecdo ora utiliz&sae isolado apresentou-se mais
sensivel naqueles estudos do que no presenteuda@dnédia obtida pelos autores foi de 5,7
e 5,6 log UFC/mI, respectivamente na pasteurizde@ta e rapida, enquanto no presente
trabalho a reducdo média foi de 4,0 e 4,2 log URQkspectivamente na lenta e na rapida.
Esse aparente aumento na resisténcia pode estaraalgsas sucessivas passagens em meio
de cultura desde os testes realizados por FelRibaro; esse fendmeno foi salientado por
Sung e Collins (1998) e Pearce et al. (2001).

Kells e Lear (1960) construiram uma curva de sobéecia doM. tuberculosisvar. bovis
encontrando uma reducédo de 4 ciclos logaritmicosagente em 1,5 minutos a 61,6°C.
Concluiram que num cenario de contaminacao inaéa¥ log UFC/ml, que segundo Ball
(1943) é a maxima contaminacdo natural do leiteepse agente, os padrées de pasteurizacéo
testados resultariam numa margem de seguranca anen28,5 minutos no processo lento
(62°C) e 14 segundos no rapido (72°C). O valor B tés cepas variou de 1 a 3 segundos
para as temperaturas 64°C e 69°C; isso signifieasguiam necessarios de 1 a 3 segundos
para reduzir um ciclo logaritmico dessas cepastemperaturas testadas; salienta-se que para
o calculo do valor D, se usa o tempo de manuteag@&mperatura alvo, desconsiderando as
reducdes que possam ocorrer durante a fase deimguéz e ou resfriamento. Esses
resultados estariam de acordo com os valores eaadost anteriormente por North e Park
(1927).

No presente estudo, essa grandeza de reducdo [4FIGgnl) so foi observada no final do
processo (reducéo total), tanto para a pasteunZagda quanto para a rapida; nenhum dos 5
processos de pasteurizagdo lenta ou rapida acaresse grau de redugcdo no periodo de
manutenc¢ao da temperatura (30 min. a 65°C e 2(sé&sf.C).

Harrington e Karlson (1965) testaram cepasMietuberculosis M. bovis, M.avium, M.

fortuitum, e bacilo Calmette-Guerin-BCG, e nenhuma apresestubreviventes viaveis
(contagem de coldnias) ap6s exposicdo a 62,8°Cfddtos ou 71,7°C/15 segundos. No
entanto, dois fatos podem ter contribuido para @meficacia, em comparacdo com o
presente estudo: 1) a matriz-teste foi o leite a@sio; Nishimoto (2006) observou efeito
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protetor da gordura do leite sobr&lgcobacterium fortuitunguando submetido aos binémios
de pasteurizacao lenta; a autora registrou redu®ésl log UFC/ml em leite desnatado e 1,9
log UFC/ml em leite integral tratados a 65°C/30 umds em banho-maria; 2) a contaminacgao

foi realizada no leite j4 aquecido.

Pavlas (1990) também relata a desvitalizacao teall. bovis (38 cepas foram testadas)
usando a técnica de tubos capilares e como matégua destilada. Esse resultado foi obtido
apos 16 minutos a 60°C e 10 segundos a 70°C e T dlitor testou a resisténcia de 105
cepas de sete espécies Mgcobacteriuma diversos bindmios de tempo e temperatura, e
observou que oM. bovisfoi a espécie menos resistente. No entanto, airtastazoavel
imaginar que a termo resisténciaMobovisseja maior em leite integral, como realizado na

presente pesquisa, do que em agua destilada.

A partir dos anos 90, o foco dos trabalhos pardiaava eficacia da pasteurizagdo foi a
resisténcia térmica ddycobacterium paratuberculosis

Grant, Ball e Rowe (1998), testando a resisténoidMd paratuberculosisa pasteurizacao
rapida (72°C por 15 segundos) concluiram que esétedu é eficiente para o controle ide
paratuberculosigio leite, mas alertam para as variacdes na dezaitdb do agente, no que
se refere a carga infectante. Obtiveram total vagfio do agente quando as cargas iniciais
eram de 10 UFC/ml, 10 UFC/50 ml, mas com cargasaisi de 16 UFC/ml e 18 UFC/ml
houve pequenas concentragdes de sobreviventesoagas.

Sung e Collins (1998), que construiram curvas detentérmica para cepas humanas e
bovinas deMycobacterium paratuberculosiem leite e em solucao de lactato pré-aquecidos
por 30 minutos para as respectivas temperaturas (6R°C, 65°C, 68°C e 71°C) antes da
inoculacdo. A quantificacdo foi realizada por cdtuadiométrica. Relatam que o pré-
aguecimento do substrato teve grande influénciefinacia do processo térmico.

As conclusdes de Pearce et al. (2001), que realiztai simulacdo das condigcbes comerciais
de pasteurizacdo, utilizando para tanto um pagedor comercial, em fluxo com
turbilhonamento, dizem que todas as cepas provesietie isolados de bovinos foram
efetivamente destruidas, no entanto os difereritesisnde resisténcia térmica encontrados
podem ser atribuidos a origem das amostras, mdisytarmente, os autores explicam que
agentes isolados de humanos tendem a ser maienésssao calor do que os isolados de

bovinos, e agentes provenientes de culturas emailim tendem a ser mais resistentes do
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gue os retirados frescos de lesbes, assim a cogdpatam a presente pesquisa gera algumas
davidas uma vez que foram utilizadas cepas cublisaan vitro.

Mcdonald et al. (2005) utilizaram um pasteurizaddustrial modificado para o propésito de
pesquisa e relatam que 0 processo se mostra efcatestruir o agente completamente, no
entanto, deve-se levar em consideracdo que asgéasdsimuladas neste experimento sao as
de um pasteurizador comercial, e ndo de laboratagsim sendo temos juntamente com o
calor a homogeneizacéo e fluxo do leite durantastepirizacdo. Como revelado por Grant et
al. (2004) que testaram a pasteurizacdo com e s@nodeneizacdo, e registraram uma
reducdo logaritmica maior no processo em que a tendsi homogeneizada, pois o
movimento desfaz os aglomerados de células, e quarchlor age dMycobacteriumesta

mais exposto, resultando numa maior eficacia dogas.

Esses fatos podem explicar porque alguns autorssnaram desvitalizagdo completa do
indculo, apds testes de pasteurizagdo lenta odadpiORTH; PARK, 1927; PARK, 1927,
OLDENBUSCH; FROBISHER; SHRADER, 1930; KELLS; LEAR960; HARRINGTON;
KARLSON, 1965; PAVLAS, 1990; GRANT; BALL; ROWE, 189 GRANT et al., 2004)
enquanto esse fato ndo ocorreu nesta pesquisa enaerpesquisas realizadas por Felipe
(2009) e Ribeiro (2009), que testaram cinco esptpigs deM. bovis respectivamente a
pasteurizacdo lenta e rapida em leite integral Uit banho-maria, e por Starikoff (2006) e
Nishimoto (2006), que testararhl. fortuitum a pasteurizacdo lenta em banho-maria,
respectivamente em leite de cabra integral e dedoa em leite de vaca integral e desnatado.
Vale ressaltar que esses 4 Ultimos autores utiizaa mesma metodologia empregada na

presente pesquisa.

Outros espoligotipos devem ser testados para agasiaguranca que pasteurizacao oferece ao
consumidor, considerando as estirpes circulantepais. Sugere-se que se use isolados
recentes para futuros testes, pois como se obseoomyn base na comparagdo com 0S
resultados obtidos por Felipe (2009) e Ribeiro @@ara o espoligotipo SB0120, pode haver
um aumento na resisténcia térmica em cepas marmtiddaboratorio. A obtencdo desse tipo
de informacéo é de grande relevancia em estuddéwigiacdo do Risco” como forma de
municiar o governo com dados valiosos para o adiegl@erenciamento do Risco”, etapas

importantes da metodologia de “Andlise de Risco”.

Se considerarmos a maxima contaminacéo naturaitorelatada por Ball (1943), de 4 log
UFC/ml, os processos térmicos estudados causamaanreducdo da populacdo para niveis
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abaixo do detectavel pela técnica usada neste cesBalienta-se, no entanto, que nao se
conhece a dose infectante para esse agente, o leit

6 CONCLUSOES

Os dois espoligotipos estudadosMgcobacterium bovigSB10120 e SB1033) apresentaram
sensibilidade térmica similar, independentementedeesso de pasteurizacdo empregado

(lento ou rapido), nas condicfes do estudo.

A fase de aquecimento foi mais importante na eficdo processo de pasteurizagéo (tanto na

lenta quanto na rapida) para os dois espoligoggtsdados.

Nas condicbes desse estudo, tanto a pasteurizegd® duanto a rapida determinaram
reducdes, em média, iguais ou superiores a 4 |ld&ytdk: valor citado por Ball (1943) como

a maxima contaminacao natural do leite [dobovis
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