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RESUMO

RODRIGUES, L. A. Inativacdo do Mycobacterium bovis (espoligotipo BR024)
em creme de leite submetido a alguns pardmetros comerciais de
pasteurizacdo. [Mycobacterium bovis (spoligotype BR024) inactivation in whipping
cream submitted to commercial pasteurization parameters]. 2010. 57 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2010.

A resisténcia térmica dos microrganismos sofre influéncia, entre outros fatores, das
caracteristicas do agente e das caracteristicas do substrato, como o teor de gordura.
Um dos objetivos da pasteurizacdo do creme € a eliminagcdo dos patdgenos
eventualmente presentes no leite. Entretanto, ndo ha padrdo de tempo e
temperatura de pasteurizagcdo para este produto na legislagcdo. O Mycobacterium
bovis € considerado o patdégeno ndo formador de esporo de maior resisténcia
térmica que pode normalmente ser transmitido pelo leite. Assim, este trabalho se
propfe a avaliar a inativagdo de Mycobacterium bovis (espoligotipo BR024) em
creme de leite fresco submetido a alguns parametros comerciais de pasteurizacao.
Creme de leite foi contaminado e pasteurizado em Banho-Maria a 75°C, 80°C, 85°C
e 90°C, por 5 e 15 segundos. O agente foi quantificado por semeadura em duplicata
das diversas diluicbes em meio Stonebrink, apds incubacdo a 36°C/45 dias. A
reducdo na populacédo variou de 3,9 log UFC/mL até a 6,8 log UFC/mL o que mostra
que, nas condi¢bes do estudo, todos os bindbmios estudados mostraram-se capazes
de reduzir a carga contaminante para niveis tdo baixos ou menores que 0,1 log
UFC/mL, considerando a maxima contaminacao inicial natural do leite por M. bovis
(4 log UFC/mL), segundo Ball (1943).

Palavras-chave: Creme de leite. Mycobacterium bovis. Pasteurizag&o. Inativagéo.



ABSTRACT

RODRIGUES, L. A. Mycobacterium bovis (spoligotype BR024) inactivation in
whipping cream submitted to commercial pasteurization parameters.
[Inativacdo do Mycobacterium bovis (espoligotipo BR024) em creme de leite
submetido & alguns parametros comerciais de pasteurizagdo]. 2010. 57 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The thermal resistance of microorganisms is influenced by the agent in question, the
initial microbial load and the characteristics of the substrate that can exert a
protective effect on the cell, for example, the fat content. The pasteurization of
whipping cream aims to eliminate pathogen microorganisms that may occasionally
be present in milk. However, there is no standard in the law of time and temperature
for this product, making it necessary more detailed study to consider the specific
feature of thermal resistance of microorganisms at different temperatures for
pasteurization, especially considering the high fat product. Mycobacterium spp is
considered the pathogen spore-non-forming of higher heat resistance that can be
transmitted by milk, among species, M.bovis is the most pathogenic. Therefore, this
study aims to evaluate the inactivation of Mycobacterium bovis (spoligotype BR024)
in fresh whipping cream subjected to some parameters of commercial pasteurization.
Whipping cream was contaminated and pasteurized in a water bath at 75°C, 80°C,
85°C and 90°C for 5 and 15 seconds. The agent was measured in duplicate in the
middle Stonebrink after incubation at 36°C/45 days. The reduction in the population
ranged from 3.9 log CFU / mL up to 6.8 log CFU/ mL which shows that under the
conditions of the study, all binomials studied were able to reduce the contaminant
load to such low levels or lower than 0.1 log CFU / ml, the maximum initial natural

contamination of milk by M. bovis (4 log CFU / mL), according to Ball (1943).

Keywords: Whipping cream. Mycobacterium bovis. Pasteurization. Inactivation.
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1 INTRODUGCAO

O bindmio tempo e temperatura de pasteurizacdo do leite foi ajustado, ja ha
muitos anos, de acordo com 0s parametros térmicos das bactérias patogénicas nao-
esporuladas mais termorresistentes e que podem estar presentes no leite:
Mycobacterium tuberculosis e Coxiella burnetti (NORTH; PARK, 1927; HUEBNER et
al., 1949).

Os parametros nacionais de pasteurizacdo do leite foram definidos pelo
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal —
RIISPOA - na década de 50 (BRASIL, 1952). No entanto, ndo h& parametros oficiais
para a pasteurizacdo do creme de leite e as industrias definem seus préprios
bindbmios®: 65°C/30minutos, 75°C/15 segundos, 85°C/3a 5 segundos, 80°C/15
segundos.

A eficacia de um tratamento térmico, todavia, ndo depende somente do
binbmio tempo e temperatura, mas também de outros fatores que influenciam na
termorresisténcia dos microrganismos, como 0 numero inicial dos mesmos e o teor
de gordura do substrato (MOLIN; SNYGG, 1967; DONNELLY, 1986; FRANCO,
LANDGRAF; 1986; MACDONALD; SUTHERLAND, 1993; CHHABRA, 1999;
BUSSATA, 2005).

Outro fator que talvez possa interferir na resisténcia térmica de patdégenos é a
variacdo individual, conforme sugerem resultados recentes de pasteurizacéo
experimental de leite contaminado com cinco espoligotipos de Mycobacterium bovis,
isolados no Brasil. Os dados revelaram diferencas entre eles sendo que o
espoligotipo BR024 apresentou-se mais resistente que os demais (FELIPE, 2009;
RIBEIRO, 2009).

Além disso, ndo foram encontrados na literatura nacional ou estrangeira
estudos que tenham avaliado a resisténcia térmica do Mycobacterium spp em creme
de leite, sendo que, segundo o0 Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de
Creme de Leite (BRASIL, 1996), o teor de gordura desse produto pode variar de 10
a 50%.

Esses fatos justificam uma pesquisa para avaliar a seguranca conferida por

diferentes bindbmios de tempo e temperatura de pasteurizacdo do creme de leite, na
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inativacdo do Mycobacterium bovis espoligotipo BR024, em condicdes

experimentais.
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2 OBJETIVO

Avaliar a inativacdo do Mycobacterium bovis espoligotipo BR024 em creme de
leite submetido a diferentes binbmios de temperatura (75, 80, 85 e 90°C) e tempo (5

e 15 segundos), em Banho-Maria.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Pouco foi estudado nas décadas seguintes sobre a resisténcia térmica do
Mycobacterium spp; excecéo feita ao M. paratuberculosis, a partir da década de 90,
devido a sua potencial relacdo com a doenca de Crohn e ao fato de poder estar
presente no leite cru. Assim, varias pesquisas foram realizadas até que se
assegurasse que a pasteurizacdo conferia inativacao aceitavel desse agente, com
adequada margem de seguranca (GRANT, 1996; SUNG; COLLINS, 1998; STABEL,
2001).

Segundo Franco (1996), a presenca de gordura aumenta a resisténcia térmica
de alguns microrganismos. Presume-se gque seja devido ao fato de a gordura afetar
0 conteudo de agua da célula. Nesse contexto vale salientar que a composi¢cao
média de gordura do creme de leite varia de 10 a 50% m/m.

A carga inicial de microrganismos também influencia sua termorresisténcia,
pois quanto maior 0 numero, maior a quantidade de calor necesséria para destrui-
los; 0 mecanismo que tenta explicar essa protecéo esta relacionado a producéo de
substancias excretadas pelas células, que as protegeriam. Em adicdo, quanto mais
numerosa a populagdo, maior é a possibilidade de se ter células com resisténcia
térmica mais elevada (FRANCO, 1996).

Os efeitos da gordura do leite, pH e temperatura na resisténcia térmica
bacteriana foram estudadas por Chhabra et al. (1999), concluindo que o efeito
protetor da gordura do leite foi importante na regido de morte maxima da curva de
sobreviventes de Listeria monocytogenes.

As taxas de morbidade e mortalidade da tuberculose aumentaram nos ultimos
tempos 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).

Segundo Pivetta (2004), o Brasil € o Unico pais das Américas a figurar na lista
das 22 nacdes que concentram 80% das ocorréncias de tuberculose no mundo.
Kleeberg (1984), diz que o homem é tdo sensivel ao bacilo bovino (Mycobacterium
bovis) quanto ao bacilo humano. Assim, evidenciou-se a importancia de projetos
integrados em saude animal, industrializacdo dos produtos e saude publica para

reducao da incidéncia da doenca.
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Nesse sentido, em janeiro de 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento lancou o “Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e da Tuberculose” (BRASIL, 2001).

Um dos objetivos desse programa € identificar as prevaléncias das duas
doencas em todos os estados do pais, mas ainda ndo ha dados consolidados sobre
a situacao da tuberculose no rebanho nacional.

Um animal infectado é capaz de eliminar o agente pelo leite mesmo antes do
desenvolvimento de lesdes teciduais (ROXO, 1997). Entretanto, de acordo com
Lerche (1969), mesmo contaminado o leite ndo apresenta alteracdes visiveis, o que
dificulta a deteccédo e segregacdo do produto.

H& poucos trabalhos disponiveis na literatura sobre o isolamento de
micobactérias de leite. Entre eles, Leite et al. (2003) analisaram o Mycobacterium em
78 amostras de leite cru e 40 de pasteurizado. Estas amostras foram coletadas de 5
Estados brasileiros (Sdo Paulo, Parani, Santa Catarina, Para e Goias). Como
resultado foi obtido: 14 amostras positivas em leite cru (16,7%), sendo 1 M. bovis, 4
M. fortuitum, 1 M. marinum, 5 M. gordonae, e 3 nao identificadas de crescimento
rapido; 9 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.
Dentre essas, apenas a M. bovis é patogénica, embora, segundo Konemam et al.
(2001), M. fortuitum, M. marinum e M. kansaii sejam potencialmente patogénicas
para 0 homem. Afirmam ainda que aproximadamente 50% de todo leite consumido
no Brasil ndo é beneficiado e, desta forma, os consumidores podem estar sob risco
de infecgao pelo bacilo.

Quanto a resisténcia térmica das micobactérias, um dos mais recentes
estudos, feito por Nishimoto (2006), avaliou o efeito da gordura do leite sobre o valor
Dgs-c do Mycobacterium fortuitum experimentalmente inoculado. O valor D obtido foi
de 18,02 minutos em leite integral e 7,82 minutos em leite desnatado; dado bastante
superior ao da literatura para outras espécies consideradas mais resistentes que o
M. fortuitum.

Sung e Collins (1998) apo6s calcularem o valor D (a 62, 65, 68 e 71°C) de
cepas de origem humana e bovina de Mycobacterium paratuberculosis em solugéo
de lactato e em leite, concluiram que o agente € mais termotolerante do que o M.
bovis e que poderia sobreviver a pasteurizacdo rapida (HTST) quando a

concentracao inicial de microrganismos é maior que 10" células por mililitro de leite.
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Pereda (2005) relata valores D7,=1segundo e Z=4,8°C para o Mycobacterium
tuberculosis e que, nas condicbes da pasteurizacdo, ha reducdo de
aproximadamente 15D do agente.

Todos esses dados foram obtidos por experimentacdo em leite; ndo foram
encontrados dados sobre a sensibilidade térmica do Mycobacterium spp em creme
de leite.

Ressalta-se que ainda ndo h& na legislagédo brasileira um padréo para tempo
e temperatura de pasteurizacdo desse produto demonstrando a necessidade de se

investigar a sensibilidade térmica do Mycobacterium spp no creme de leite.

3.1 Creme de Leite

As palavras nata e creme significam o mesmo produto e podem ser usadas
sem distincdo conforme a legislacéo vigente e os costumes de cada pais (PEREDA
et al., 2005).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Creme de
Leite (BRASIL, 1996), creme de leite € o produto lacteo rico em gordura retirada do
leite por procedimentos tecnologicamente adequados, que apresenta a forma de
uma emulsdo de gordura em agua. O produto submetido a comercializacéo deve ser
pasteurizado, esterilizado ou tratado por Ultra Alta Temperatura.

Esse processo térmico é obrigatorio uma vez que se trata de um subproduto
do leite o qual possui caracteristicas nutritivas, se tornando extremamente
susceptivel a contaminacdo por microrganismos podendo causar sérios danos a
saude do consumidor, como a tuberculose (ALVES, 2003).

O processo de pasteurizacdo do creme de leite é feito dentro de inddstria com
estrutura semelhante a pasteurizagdo do leite. O binbmio tempo e temperatura
utilizados sdo um pouco superiores aos usados no leite, uma vez que a gordura do
creme exerce um efeito protetor aos microrganismos presentes e podendo causar
um aumento da termorresisténcia dos mesmos. Encontram-se relatados na
literatura, bindbmios de 72°C por 15 segundos para cremes denominados como
“leves” ou “de baixo teor de gordura” e de 85 a 100°C por 10 a 15 segundos para

“cremes” e “cremes de alto teor de gordura” (PEREDA et al., 2005).
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Segundo informacfes obtidas em algumas das industrias nacionais que
pasteurizam creme de leite, os binbmios de tempo e temperatura praticados variam
bastante. Alguns bindmios praticados s&o: 65°C/30minutos, 75°C/15 segundos,
80°C/15 segundos e 85°C/3 a 5 segundos (comunicacdo pessoal)®.

Independente do binbmio empregado pelas industrias, o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Creme de Leite (BRASIL, 1996) estabelece
alguns critérios microbioldgicos de aceitacdo do produto pronto para o consumo, que

estdo sumarizados no quadro 1.

METODO DE
ANALISE

CRITERIO DE
ACEITACAO
LC.M.S.F.

REQUISITOS CATEGORIA

Aerdbios mesofilo s/g

n=5 ¢=2
m= 10.000
M= 100.000

FIL 100B: 1991

Coliformes totais /g

n=5¢=2
m=10
M=100

FIL 73A: 1985

Coliformes a 45° C/g

n=5c=2
m<3
M=10

APHA (*) 1992 Cap.
24

Estafilococos
coagulase positivo /g

n=5
c=1

FIL 145: 1990

m=10 M=100

Quadro 1 — Requisitos microbiologicos para creme de leite pasteurizado de acordo

com o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Creme de
Leite (BRASIL, 1996)

Sabe-se que a gordura possui um efeito termo-protetor sobre o0s
microrganismos, mas nao se conhece a extensdo desse efeito sobre a termo
resisténcia do Mycobacterium spp no creme de leite, que pode ter mais que 40% de
gordura, segundo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Creme de

Leite (BRASIL, 1996).

! Email enviado a sac@bertin.com.br; piva@balkis.com.br; Ifazenda@|eitefazenda.com.br.
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3.2 Tuberculose

3.2.1 Historia da descoberta da Tuberculose

Existem diversos relatos antigos que descrevem o risco de contaminagao para
o homem ao consumo de carne de animais caquéticos podendo inclusive incluir
nesse risco a transmisséao do agente causador da tuberculose bovina.

Ha manuscritos hindus que relatam lesdes sugestivas de tuberculose. Mesmo
os judeus ja possuiam a conduta de sacrificar animais doentes (CORREA;
CORREA, 1992; DUNLOP; WILIANS, 1996; MORETTI et al., 2004).

A historia natural da doenca comecou a ser mais bem esclarecida em 1810
com a observacdo de uma ligacdo entre a inflamacdo de ganglio linfatico ao
consumo de leite de vaca em criangas, concluindo de forma errdbnea que a doenca
era provocada por fatores nutricionais (GRANGE; YATES, 1994; FERREIRA NETO;
BERNARDI, 1997).

Em 1846, Klencke observou uma frequiéncia maior de linfadenite tuberculosa
entre criancas alimentadas com leite de vaca comparado aquelas amamentadas

com leite materno, concluiu ser o leite o veiculo transmissor dessa doenca. Porém,

em 24 de margo de 1882, Koch anunciou publicamente que havia observado e

cultivado o bacilo representando assim um grande marco na histéria da tuberculose.
Koch denominou-o “Tuberkelbacillen” — bacilo da tuberculose. Em 1883, Zoff, propos
a denominacéo “Bacterium tuberculosis”.

Em 1898, Theobald Smith, isolou o Mycobacterium bovis provando que néo
havia somente um Unico tipo de bacilo que causava a tuberculose em humanos e
animais. Em 1902, Ravenal obteve a primeira evidéncia da tuberculose bovina como
uma zoonose decorrente da ingestdo de alimentos. Isolou em uma cultura pura os
bacilos presentes em ganglios mesentéricos de uma crianca falecida de meningite
tuberculosa, na Filadélfia. Esses bacilos foram inoculados em trés bovinos, que em
menos de 30 dias vieram a Obito. Os resultados da necropsia destes animais

comprovaram que a causa morte foi tuberculose bovina.
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Até 1970 o bacilo tuberculoso bovino foi considerado uma variante do
Mycobacterium tuberculosis e denominado M. tuberculosis variante bovis ou M.
tuberculosis subespécie bovis. Karlson e Lessel (1970) propuseram sua
classificacdo como espécie individual denominada Mycobacterium bovis.

3.3 Micobactérias

M. bovis é um microrganismo pertence a ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae e ao género Mycobacterium. Esses microrganismos podem ser
encurvados ou pequenos bastonetes gram-positivos, podendo se apresentar de
forma filamentosa, curtos (medindo de 0,5 pm a 0,7 pum de comprimento por 0,3 um
de largura), iméveis, ndo ramificados, aerodbicos, alcool-acido resistentes, e nao
apresentam hifas aéreas. Apresentam aspecto granular quando corados. S&o
bactéria finas, ndo apresentam cépsula nem esporo. Diferem das demais em uma
série de propriedades, muitas das quais estdo relacionadas com a quantidade e
tipos de lipidios complexos que estes microrganismos contém na parede celular
(KANTOR, 1979; CORREA; CORREA, 1992).

Segundo McFadden (1992), um fator que pode influenciar na resisténcia
térmica das micobactérias € a tendéncia em formar grumos em meios liquidos,
devido & natureza hidrofébica da sua parede celular. Além disso, ha diferencas nos
padrées de formacdo desses grumos, o que pode influenciar na cinética de
inativacdo térmica quando se compara o padrao de agrupamento do M. bovis com
outras espécies, exceto quando se compara com o M. fortuitum (GRANT et al.,
1996).

3.4 Epidemiologia da tuberculose causada pelo M. bovis

A tuberculose é uma das doencas infecciosas mais difundidas sendo uma das
principais causas de morte em adultos no mundo devido a um agente infeccioso
isolado. O Mycobacterium tuberculosis € o principal causador da tuberculose

humana, porém nao existem dados definidos quanto ao nimero de doentes que
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foram infectados por M. bovis (ACHA,1987). Segundo Radostis (2002), a zoonose
causada pelo M. bovis, assume na atualidade um carater de doenca profissional,
observada em pessoas que lidam diretamente com animais infectados ou seus
produtos, como tratadores, magarefes, médicos veterinarios e laboratoristas.

Em paises industrializados, o controle da tuberculose animal associado com a
pasteurizacdo de produtos lacteos e os programas de erradicacdo da doenca
tiveram como consequéncia a drastica reducdo da doenca em animais e em
humanos. No entanto, nos paises em desenvolvimento, a tuberculose animal é
amplamente distribuida e os programas de controle sédo ineficazes além do raro
emprego da pasteurizacdo. Além disso, os relatos da doenca sdo mais frequentes
em paises industrializados comparado aos em desenvolvimento (COLLINS;
GRANGE, 1983; COSIVI et al., 1995).

Aproximadamente 9,27 milhdes de casos novos (139 casos por 100.000
habitantes) ocorreram em 2007 no mundo. Desses, 14,8% (1,37 milhdo) sédo co-
infectados pelo HIV (OMS, 2007).

E uma doenca que apresenta incidéncia reduzida em alguns paises, como
Estados Unidos, Canada, Reino Unido e outros paises da Europa. Além de constituir
um grave problema de salde publica, os prejuizos causados por esta enfermidade
representam significativas barreiras econémicas (BRASIL, 2006).

Na UE, em 2005, 17 membros e um ndo membro reportaram 119 casos
humanos por Mycobacterium bovis. NUumero mais elevado do que os reportados em
2004 (95 casos). Em Portugal foram notificados 2770 casos humanos em 2007
desconhecendo-se, contudo, qual a porcentagem de casos devidos a
Mycobacterium bovis (SA; FERREIRA, 2007).

Do grupo de 22 paises, responsavel por 80% da carga de TB no mundo,
india, China, Indonésia, Nigéria e Africa do Sul ocupam as 5 primeiras posicdes. O
Brasil representa o 18° pais em numero de casos novos de TB e o0 108° quando se
avalia a incidéncia ao invés da carga da doenca (OMS, 2007).

Os numeros sao extremamente preocupantes. Estima-se que cerca de 50
milhdes de pessoas estejam infectadas pelo microrganismo e que 6.000 pessoas
morrem anualmente (WHO, 2007).

No Brasil, a distribuicdo de casos novos, demonstra que os estados do Rio de
Janeiro, Amazonas, Pernambuco, Para, Rio Grande do Sul, Bahia, Ceara, Acre,

Alagoas e Maranhdo possuem taxas de incidéncia superiores a 38,2 casos por
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100.000 habitantes. Os estados do Rio de Janeiro e Amazonas tém as maiores
incidéncias com 71,7 e 66,9, respectivamente. Porém, Goias (8,6), Distrito Federal
(12,0) e Tocantins (15,5) sdo estados, com menores numeros de incidéncia no pais.
A regido Sudeste, principalmente os estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo, possui
a maior carga da doenca no pais, enquanto que a regido Norte possui a maior
incidéncia quando comparado as demais regiées do pais (WHO, 2009).

O problema se agrava no estado do Rio de Janeiro onde prevalece a maior
taxa de mortalidade (HIJJAR, 2001).

O quadro de incidéncia se agrava ainda mais quando se trata de um grupo de
risco. A tuberculose é a principal doenca oportunista em pacientes infectados com o
HIV (RAVIGLIONE et al., 1995). Ainda, a grande maioria desses HIV positivos reside
em paises em desenvolvimento. Porém, a dupla infeccdo do M. bovis e do HIV tem
sido relatadas em paises desenvolvidos (HOUDE; DERY, 1988; VIGILANCIA, 1995).

Parte dos casos novos de tuberculose apresenta positividade para o teste
HIV. No Estado de S&o Paulo, houve aumento da realizagédo do teste HIV entre os
anos de 1998 e 2005, para os pacientes notificados. A positividade observada foi de
16% em 1998 e de 13% em 2005 (SAO PAULO, 2006).

3.5 Formas de Infeccao

Segundo Souza et al. (1999), a ingestao de leite cru contaminado constitui-
se em uma das principais formas de infeccdo humana pelo bacilo bovino. O animal
infectado, como dito anteriormente, é capaz de eliminar o agente no leite mesmo
antes de apresentar qualquer tipo de lesdo em seus tecidos. A contaminacao natural
méxima do leite por M. bovis pode chegar a 10* UFC/ml, mas como n&o apresenta
alteracBes visiveis, fica dificil detectar o problema (BALL, 1943; LERCHE, 1969;
ROX0,1997).

No entanto, o risco € bem menor quando se trata de contaminacédo através da
ingestdo de carne bovina. Isso porque ha uma baixa incidéncia do microrganismo
nos tecidos musculares, mas também se deve pelo habito de ndo ingerir carne crua
no Brasil. Porém, apesar do risco ser baixo, € existente, quando se leva em

consideracdo que ainda ha abates clandestinos, abate de animais que deveriam ser
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descartados de rebanhos positivos em matadouros com inspecéo sanitaria ineficaz
ou inexistente (SOUZA et al., 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se creme de leite pasteurizado comercial, que foi contaminado e
submetido a diferentes tratamentos térmicos (75, 80, 85 e 90°C por até 15
segundos) em Banho-Maria, mimetizando o processo de pasteurizacdo do creme de
leite realizado nas industrias.

Foram realizadas 5 repeticbes de cada processo de pasteurizagdo. Nas duas
primeiras, empregou-se diretamente o creme comercial, mas depois, foi necessaria
uma alteracdo nesse protocolo, porque houve perda dos dados devido ao
crescimento de contaminantes identificados como Klebsiella ozaenae e Enterobacter
gergoviae que destruiram o meio de cultura. Assim, nas trés ultimas repeticdes, o
creme de leite foi tratado a 90°C por 15 minutos em Banho-Maria previamente a
contaminacéo pelo Mycobacterium bovis.

Empregou-se o espoligotipo BR024 de uma cole¢cdo de Mycobacterium bovis
isolados de bovinos abatidos no Estado de S&o Paulo e que foram discriminados
pela técnica de Spoligotyping (conforme técnica descrita por HERMANS et al., 1991,
ROSALES et al., 2003).

Foi também realizada analise do teor de gordura do creme pelo método de
Gerber (BRASIL, 2006).

4.1 Obtencdo do in6culo

Foram utilizadas culturas com até 30 dias de multiplicacdo (36°C) em meio
Stonebrink (preparado conforme CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1985.
Anexo A) em garrafas de cultivo celular TPP (garrafas moldadas em poliestireno de
alta transparéncia e especialmente desenvolvidas para técnicas de cultura de
tecidos).

Cinco garrafas contendo cultura de BR024 foram numeradas e pesadas em
balanca de precisdo. Com uma haste de plastico estéril retirou-se 0,300g de massa,
que foram transferidos para cadinho estéril. Adicionou-se entdo 0,5mL solucdo

salina 0,85% com 0,05% de Tween 80 e homogeneizou-se vigorosamente. O Tween



80 é um detergente indicado para evitar a formacédo de grumos (MERCK 13.7664).
Em seguida, foram adicionados 11,5mL de solucéo salina 0,85% até completar 12
mL de indéculo, que foi transferido para um frasco Schott de 250 mL esterilizado,

contendo pérolas de vidro para ajudar a evitar a formacéo de grumos (Figura 1).

0,300g 1. bovis 0,5ml 11,5ml Perolas
salina salina de vidro

0,85% + 0,85%
0,05%
Tween

Inoculo

Figura 1l - Obtencdo do indéculo de Mycobacterium bovis empregado na
contaminacao do creme de leite

4.2 Contaminacao do creme de leite

Utilizou-se 6 mL do in6culo para contaminar 100 mL de creme de leite
pasteurizado, em frasco Schott de 250 mL. O creme de leite contaminado foi
distribuido em 13 tubos (16x160mm), previamente identificados, sendo 5 mL em
cada tubo. Os tubos foram identificados como: 75°C/0”, 75°C/5”, 75°C/15”, 80°C/0",
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80°C/5”, 80°C/15”, 85°C/0”, 85°C/5”", 85°C/15”, 90°C/0", 90°C/5”, 90°C/15" (que
correspondem a temperatura e tempo do tratamento térmico), contaminacao inicial e
controle positivo (para quantificagdo do agente antes do processo térmico).

Todo procedimento de manipulagdo do inéculo e do creme de leite foi
realizado em fluxo laminar VECO® com desinfec¢éo prévia através de hipoclorito de

sédio, seguido de luz ultravioleta por aproximadamente 30 minutos (Figura 2).
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-
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Gml

Creme d ..
de leite indculo

Q)

00ml Creme C+
de leite
contaminado

Figura 2 - Esquema de contaminacdo do creme de leite e distribuicdo nos tubos para
analise

4.3 Tratamento térmico

Os 12 tubos contendo as sub-amostras contaminadas foram colocados em
Banho-Maria a 95°C (Figura 3), acompanhados por outro tubo, contendo 5 mL de
creme de leite ndo contaminado, ao qual estava acoplado um termdémetro de
mercurio. Assim que a temperatura do creme atingiu 75°C, o primeiro tubo foi

retirado, constituindo-se no tempo 0 do tratamento a 75 (tubo 75°C/0”). Apés 5 e 15
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segundos, foram retirados os tubos 75°C/5”, 75°C/15”. Os outros tubos
permaneceram no banho até que o creme atingisse os 80°C. Nesse momento, 0
tubo 80°C/Q” foi retirado, e 0s outros dois tubos desse processo foram retirados apos
5 e 15 segundos. O mesmo se repetiu quando foram atingidas as temperaturas de
85 e 90°C.

Ao serem retirados do Banho-Maria, os tubos foram colocados em banho de

gelo para cessar o efeito térmico sobre as células bacterianas.

" Controle da
temperatura
do creme

ot 5 18 a5t 15" a8 1 I A E

715°C B0°C 85°C 30°C

Banho-maria a 95°C

Figura 3 — Esquema dos tubos submetidos ao tratamento térmico em Banho-Maria

4.4 Diluicdo e semeadura da amostras

As amostras foram submetidas a diluicdo decimal seriada em agua peptonada
0,1%, acrescida de 0,05% de Tween 80, até diluicdo 10, com excecdo do controle

positivo que foi semeado até 10°®.

Apbs homogeneizacdo em vortex por 10 segundos, 0,1mL de cada diluicéo foi
semeado, em duplicata, na superficie do meio Stonebrink distribuido em garrafas
TPP (Figura 4).
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Além disso, uma amostra do creme de leite ndo contaminado foi semeada
diretamente na superficie do meio Stonebrink (0,1mL), sem diluicdo, em duplicata,

como controle negativo.

O meio foi preparado segundo a técnica do Centro Panamericano de
Zoonoses (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1985). As garrafas
semeadas foram fechadas com o primeiro clique da rosca (a fim de obter um meio
com microaerofilia) e incubadas a 36°C/24 horas, e entdo fechadas completamente,

para evitar que 0 meio ressecasse e reincubadas 36°C para completar 45 dias.

[Somente o
C - ndo foi

diluido)
C+  7HO" T7HIE" T7HME" SO B0 BOM5" 850" BR/S"  BRME" 900"  90/5"  90M5"

Diluigdo decimal seriada em dgua peptonada 0,1% e 0,06% Twin

ju|
.ff
C - Unica
semeadura L

Semeadura em duplicata de cada diluigdo

Figura 4 — Esquema da diluicdo e semeadura das amostras
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4.5 Contagem de colbnias e registros de resultados

A diluicdo de eleicéo foi aquela que apresentou entre 10 e 150 colbnias apds

os 45 dias de incubacéo.

Foi feita a média aritmética das UFC contidas nas duas garrafas da diluicdo
eleita e o resultado foi multiplicado por 10 (correcao da aliquota semeada = 0,1mL) e
pelo inverso da diluicdo. Os resultados foram expressos em logl0 das UFC/mL de
leite. Como existiam valores 0 (representando a auséncia de crescimento) somou-se

1 a todos os resultados antes de serem transformados em log10.

4.6 Determinacao do tempo de aquecimento dos processos térmicos

Com o objetivo de auxiliar a compreensdo do efeito letal da etapa de
aquecimento do creme, foram realizados testes para calcular o tempo de
aquecimento dos processos de pasteurizacdo, bem como o tempo de exposicdo a
temperatura potencialmente letal ao Mycobacterium durante a fase de aquecimento.
Como néo foi encontrada na literatura uma referéncia térmica sobre a temperatura
em que se comeca a morte do Mycobacterium bovis usou-se o limite térmico inferior
da pasteurizacdo lenta (62°C) como marco inicial da fase do aquecimento que pode

contribuir com a letalidade do processo.

Um tubo contendo 5 mL de creme de leite comercial, com teor de gordura
similar ao empregado nos testes de pasteurizacao, foi acoplado a um termémetro e
colocado no Banho-Maria a 95°C. Cronometrou-se o tempo que o creme de leite
demorou a atingir as temperaturas de estudo (75°C, 80°C, 85°C e 90°C), em 7
repeticdes, e o tempo que demorou para subir de 62°C para 75°C, em 6 repeticdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de gordura das amostras de creme de leite empregadas nos testes variou
entre 34 e 37%. Assim, o produto € classificado como “creme”, que sao os produtos
com 20 a 49,9% de gordura, segundo o Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade de Creme de Leite (BRASIL, 1996).

Os resultados de sobrevivéncia do Mycobacterium bovis espoligotipo BR024,
segundo o binbmio de tempo e temperatura estudado, estdo apresentados na tabela
1. Observando-se as médias dos sobreviventes, nota-se ainda que ha um
decréscimo da populacdo tanto em funcdo do tempo de tratamento, a uma dada
temperatura, quanto em funcdo da temperatura, num dado tempo de tratamento

térmico.

No entanto, ha uma tendéncia das contagens médias serem mais baixas aos
5 segundos gue aos 15 segundos de tratamento térmico, sugerindo que 15 segundo
de tratamento numa dada temperatura tende a ser menos eficaz do que 5 segundos.
O fendbmeno pode estar associado a reducdo do tamanho dos glébulos de gordura.
O maior tempo exposicdo ao calor determinaria uma “quebra” da gordura em
glébulos menores e com isso a separacdo de Unidades Formadoras de Colbnias,

gerando um aumento aparente ou artificial nas contagens.

A temperatura de 90°C houve desvitaliza¢&o completa do indculo em algumas
repeticdes, tendo sido a temperatura mais eficaz contra o agente testado, conforme
esperado, ja que os tempos pesquisados foram 0os mesmos para as 4 temperaturas.
O grafico 1 ilustra o perfil da média de inativacdo do agente em nas temperaturas
75, 80, 85 e 90°C.
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Tabela 1 — Reducdo do Mycobacterium bovis espoligotipo BR024 (LOG UFC/mL)
durante a pasteurizacdo de creme de leite em Banho-Maria:
quantificacdo no inicio e nos tempos 0 (quando atinge a temperatura-
alvo), 5 e 15 segundos de exposicao térmica (75, 80, 90 e 95°C) - Sao
Paulo, out-2009 a dez - 2009

temperatura contaminagdo sobreviventes (log UFC/mL)
de inicial t0 t5 t15
repeticdao processo (log UFC/mL)

1 75 7,8 5,1 2,4 5,3

2 75 7,8 4,4 3,0 4,3

3 75 7,9 5,0 5,3 5,4

4 75 7,9 2,8 2,2 0,0

5 75 8,3 5,7 5,0 51
média 75 8,0 4,6 3,6 4,0
1 80 7,8 4,2 2,7 4,4

2 80 7,8 4,1 1,0 4,3

3 80 7,9 4,7 4,8 51

4 80 7,9 3,5 0,0 2,0

5 80 8,3 5,3 4,9 2,7
média 80 8,0 4,3 2,7 3,7
1 85 7,8 4,2 2,8 3,5

2 85 7,8 1,8 1,7 2,9

3 85 7,9 2,0 4,7 4,1

4 85 7,9 3,4 2,8 0,0

5 85 8,3 4,6 3,6 5,0
média 85 8,0 3,2 3,1 3,1
1 90 7,8 0,8 0,0 1,7

2 90 7,8 3,5 0,0 0,0

3 90 7,9 0,0 2,0 0,0

4 90 7,9 0,0 1,7 0,0

5 90 8,3 4,2 1,9 4,9
média 90 8,0 1,7 1,1 1,3

* 0 valor 0,0 indica que a contaminacao apresentou-se abaixo do limite
de deteccéo da técnica, ou seja, <10 UFC/mL.
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Gréfico 1 — Perfil de da inativacdo média do Mycobacterium bovis

espoligotipo BR024 em creme de leite submetido a 75°C,
80°C, 85°C e 90°C por até 15 segundos em Banho-Maria
a 95°C - Séo Paulo, out-2009 a dez - 2009
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A tabela 2 apresenta a eficacia de cada combinacdo tempo/temperatura em

reduzir as contagens de Mycobacterium bovis espoligotipo BR024. A fase de

aquecimento foi mais importante para eficacia do processo. A razdo poderia estar

relacionada ao fato dessa etapa ser, provavelmente, mais longa que o tratamento

térmico propriamente dito. Em média, foi necessario 1'41" (1 minuto e 41 segundos)

para que o creme atingisse 75°C e mais 32" para que chegasse aos 80°C (portanto,

2'13" no total), outros 33" para que atingisse os 85°C (2'46" no total) e mais 64" para

que atingisse os 90°C (3'51" no total).

Vale ressaltar que em parte do tempo de aquecimento a temperatura é baixa,

sem potencial letal sobre o agente. Em média, a fase de aquecimento (do tratamento

a 75°C) com potencial letal (estabelecido nesse trabalho como > 62°C) foi de 39”.
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Tabela2 — Reducdo de Mycobacterium bovis espoligotipo BR024 (LOG UFC/mL)
em creme de leite submetido a tratamento térmico - Sao Paulo, out-
2009 a dez - 2009

somatédria da redugdo durante aquecimento e

redugao durante tempo de exposicdo a temperatura-alvo
temperatura 0 aquecimento 5 segundos 15 segundos
repeticio  de processo (log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
1 75 2,7 5,4 2,6
2 75 3,5 49 3,5
3 75 2,9 2,6 2,5
4 75 51 5,8 7,9
5 75 2,6 3,3 3,1
média 75 3,3 4,4 39
1 80 3,7 5,2 3,4
2 80 3,7 6,8 3,6
3 80 3,2 3,2 2,8
4 80 4,5 7,9 5,9
5 80 3,0 3,4 5,6
média 80 3,6 53 4,2
1 85 3,7 5,0 4,4
2 85 6,1 6,1 5,0
3 85 59 3,3 3,8
4 85 4,6 51 7,9
5 85 3,7 4,7 3,2
média 85 4,8 4,8 49
1 90 7,1 7,8 6,1
2 90 4,4 7,8 7,8
3 90 7,9 59 7,9
4 90 7,9 6,2 7,9
5 90 4,1 6,3 3,4
média 90 6,3 6,8 6,6

Pelos dados expostos, observa-se que o pior resultado foi obtido com o
tratamento a 75°C/15 segundos (reducdo de 3,9 log UFC/mL) e o melhor foi a
90°C/5 segundos (reducéo de 6,8 log UFC/mL).

Existem poucos trabalhos sobre a sobrevivéncia térmica do Mycobacterium
bovis, sendo que a maioria das publicacfes foi realizada até a década de 60. N&ao foi
encontrado nenhum estudo sobre morte térmica desse agente em creme de leite

para que se pudesse aprofundar uma discusséo dos dados aqui encontrados.

Ribeiro (2009), que avaliou a sobrevivéncia desse mesmo espoligotipo
(BR024) a 72°C/20segundos em leite UHT integral e os resultados obtidos sao
similares aos desta pesquisa, considerando o bindmio 75°C/15segundos. Ribeiro
também observou que a fase de aquecimento foi mais importante na eficacia do

processo, na qual a reducao foi de 2,8 log UFC/mL (na presente pesquisa foi de 3,3
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log UFC/mL), enquanto o processo completo, que inclui o aguecimento, reduziu 3,4

log UFC/mL (3,9 log UFC/mL na presente pesquisa).

Ressalta-se que embora o creme contenha teor de gordura muito superior ao
do leite integral, o tempo de aquecimento a temperatura-alvo foi similar em ambos
os trabalhos: Ribeiro (2003) registrou 0 aquecimento em cerca de 1min. e 45 seg.,
em Banho-Maria a 85°C enquanto na presente pesquisa esse tempo foi, em média,

1 minuto e 41 segundos, em banho a 95°C.

A similaridade dos resultados de sobrevivéncia em leite integral e no creme de
leite, associado a similaridade dos tempos de aquecimento nesses dois produtos,
parece sugerir que o teor de gordura nao influenciou o efeito letal do binbmio de

tempo e temperatura estudado.

Com base nesse raciocinio, e extrapolando os dados obtidos por Felipe
(2009) em leite UHT integral submetido a 65°C/30 minutos, seria concernente supor
que a pasteurizacdo lenta do creme de leite pode n&o oferecer a seguranca
necessaria ao produto, ja que a reducdo obtida no leite foi de 0,4 log UFC/mL do
espoligotipo BR024 (j& somada a redugdo durante o aquecimento). Ressalta-se,
como dito na introducdo, que um dos estabelecimentos consultados relatou que

emprega bindmio de 65°C/30 minutos para pasteurizar o creme.

O grafico 2 ilustra o perfil de inativacdo médio durante o processamento
térmico continuo de 75°C a 90°C. Observa-se que com o0 aumento da temperatura
h& uma tendéncia da inativacao pelo calor suplantar a suposta “dispersédo” das UFC,
gue aumentariam as contagens. Observa-se que houve uma tendéncia de reducao
continua da média das contagens com o aumento da temperatura, em tempos fixos,
por exemplo, as contagens nos tempos 0 segundo diminuem com o0 aumento da

temperatura. O mesmo acontece com as contagens nos tempos 15 segundos.
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Grafico 2 — Perfil da média de inativacdo do Mycobacterium bovis espoligotipo
BR024 em creme de leite durante processamento térmico de 75°C a
90°C (Banho-Maria a 95°C) - Sao Paulo, out-2009 a dez - 2009

Para analise da eficacia detectada nesse experimento, consideremos o pior

cenario em gue o processamento térmico ocorreria.

Partindo do fato que concentracdo de gordura do creme empregado nesse
experimento (34% a 37%) € uma concentracdo de cerca de 10 vezes o teor de
gordura do leite (3,4%), e assumindo que toda a contaminacdo presente no leite
permanecesse no creme, poderia se supor que, no caso de maxima contaminacao
natural do leite (10* UFC/mL, segundo Ball, 1943), o creme teria 10° UFC/mL.
Considerando esse fato, pode-se dizer que, nas condi¢cdes desse estudo, todos os
tratamentos térmicos pesquisados seriam capazes de reduzir 0 agente para niveis
tdo ou mais baixos quanto 1,1 log UFC/mL (= 5,0 log UFC/mL - 3,9 log UFC/mL).

Duas questbes permanecem em aberto: 1) saber se (e quanto) a forma de
aguecimento do creme realizado nas industrias (normalmente trocador de calor em
placas) influencia a eficacia do processo, 2) saber se 1,1 log UFC/mL seria um

critério aceitavel para o M. bovis nesse produto.

Dado as incertezas explicitadas, seria pertinente estimular que as empresas

usassem bindmios de tempo e temperatura iguais ou superiores a 85°C/5 segundos,
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buscando um aumento da eficacia do tratamento de cerca de 1 log UFC/mL (a

reducdo média nesse binémio foi de 4,8 log UFC/mL).

Para finalizar, os resultados desta pesquisa demonstram a importancia de dar
continuidade a esse tipo de estudo, adaptando a metodologia de tratamento térmico
de forma a reduzir o tempo de aquecimento, mimetizando a pasteurizacao rapida

realizada na industria.






a7

6 CONCLUSOES

Nas condicfes do estudo todas as combinacdes de tempo e temperatura de
processo foram eficazes para reduzir o perigo a niveis tdo baixos quanto 1,1 log
UFC/mL ou menores, considerando a maxima contaminacdo natural no leite e

considerando que toda a contaminacgao do leite permanecesse no creme.

Nas condi¢cdes desse estudo, o tratamento a 90°C/5 segundos foi o mais

eficaz, causando reducdes médias de 6,8 log UFC/mL do M. bovis no creme.

Nas condi¢des desse estudo, o binbmio a 75°C/15 segundo, embora sendo o
mais baixo desempenho, também teve bom resultado, com reducdo média de 3,9

log UFC/mL do M. bovis no creme.
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ANEXO A

Meio Stonebrink
Preparo de uma receita (rendimento 500 ml):
Base

v Fosfato monopotassico (KH,PO,): 3,59
Fosfato dissddico (Na;HPO,4 2H,0): 29
Piruvato de Sédio: 6,259
Agua destilada: 500 ml
Autoclavar a base

AN NN

Complemento da base
v" Verde Malaquita: 20 ml
v' 20 ovos (17 inteiros e 3 gemas): 1 L
v
Homogeneizagéo
v" Homogeneizar primeiramente com um mixer esterilizado
v' Colocar o meio no agitador até obter um meio verde claro

Distribuigdo do meio
v' Distribuir 9 ml do meio em cada garrafinha
v" Fechar a tampinha com apenas um “click”

Coagulacao do meio

v Colocar as garrafinhas deitadas na coaguladora
Esperar atingir a temperatura de 80°C
Manter por 30 minutos a 80°C
Desligar a coaguladora e deixar o meio esfriar
Armazenar sob refrigeracéo

AN NI N
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