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RESUMO

FELIPE, T. H. Resisténcia térmica de diferentes espoligotipos de
Mycobacterium bovis a pasteurizacdo lenta (65°C) em leite experimentalmente
inoculado. [Thermal Death Kinetics (65°C) of some Mycobacterium bovis
spoligotypes recently isolated from bovines]. 2009. f. 51. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2009.

A pasteurizacao do leite € obrigatdria no Brasil e o sistema lento (65°C/30 minutos) é
o0 mais empregado na fabricacdo de queijos. Os parametros de tempo e temperatura
empregados no mundo foram definidos apos estudos sobre a resisténcia térmica do
Mycobacterium tuberculosis e da Coxiella burnetti reconhecidos como os
microrganismos patogénicos, ndo formadores de esporos e que eventualmente
podem estar presentes no leite cru, que apresentam a maior resisténcia térmica.
Entretanto, ndo ha estudos sobre a resisténcia térmica do M. bovis que circula nos
bovinos no Brasil. Este estudo prop6s-se a avaliar a resisténcia térmica (65°C) de
cinco espoligotipos de M. bovis, isolados de bovinos abatidos no estado de Sao
Paulo, em leite integral experimentalmente contaminado. Leite UHT foi contaminado
com M. bovis e, entdo, submetido a tratamento térmico em banho-maria a 65°C por
30 minutos. Cada espoligotipo foi testado 3 vezes. As amostras foram retiradas do
banho nos tempos 0 (0 momento em que o leite atingiu 65°C), 5, 10, 15, 20, 25 e 30
correspondendo ao tempo, em minutos, de tratamento térmico. O leite contaminado
também foi analisado, para quantificacdo da carga inicial. O controle do processo
envolveu o acompanhamento da temperatura do leite (um tubo com termdémetro) e
andlise das enzimas fosfatase alcalina e peroxidase ao final do tratamento; para tal,
amostras de leite cru foram tratadas juntamente com as amostras-teste. Para
quantificacdo, foi realizada a diluicdo decimal seriada seguida da semeadura em
duplicata em meio Stonebrink-Leslie (37°C/45dias). Os resultados mostraram que foi
na fase de aquecimento que ocorreu a maior taxa de morte. Houve diferenca de
resisténcia entre os espoligotipos ao processo que simulou a pasteurizacéo lenta e o
BR024 foi o mais resistente. Conclui-se que houve diferenca da eficacia da
pasteurizacdo, de acordo com o0 espoligotipo testado, mas que o0s resultados

precisam ser melhor investigados.

Palavras-chave: Leite, Resisténcia Térmica, Mycobacterium bovis, isolados de

campo e pasteurizacao lenta.



ABSTRACT

FELIPE, T. H. Thermal Death Kinetics (65°C) of some Mycobacterium bovis
spoligotypes recently isolated from bovines]. 2009. f. 51.. [Resisténcia térmica
de diferentes espoligotipos de Mycobacterium bovis a pasteurizacao lenta (65°C) em
leite experimentalmente inoculado]. 2009. f. 51. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2009.

Milk pasteurization is mandatory in Brazil and the Low Temperature Long Time —
LTLT — Pasteurization (62 to 65°C/30 min.) is normally used for cheese making.
Permitted parameters were based on the reports of Myconbacterium
bovis/tuberculosis inactivation made up to that time. Since then, just a few studies
have been done to determine if the M. bovis in circulation nowadays among bovine
population still presents the same pattern of inactivation. In this way, this study
verified the behavior of recently isolated M. bovis against LTLT Pasteurization
parameters reproduced in water bath. M. bovis isolated from bovines slaughtered in
Sao Paulo State, Brazil. When milk reached 65°C the O tube was removed and
refrigerated while the others taken out after 5, 10, 15, 20, 25 and 30 minutes and
cooled. For controlling heat treatment a thermometer was adapted to one tube with 5
ml each of raw milk which were submitted together to heat treatment and used for
analysis of peroxidase and alkaline phosphatase enzymes after 30 minutes of heat
treatment. Milk samples were submitted to serial decimal dilution in peptone water
(0.1%) and inoculated in the Stonebrink-Leslie media. After 45 days at 37°C, colonies
were counted and the result expressed in CFU/ml. The results showed that heating
phase determined more inactivation than the holding phase. The resentence was
different between the spoligotypes that simulated the low pasteurization and BR024
was more resentence. The results enable us to speculate that in the worst scenario

of natural contamination of the milk.

Keyword: Milk, heat resistance, Mycobacterium bovis, field isolated and holder

pasteurization
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1 INTRODUCAO

A Turberculose € uma doenca infecciosa crénica e de conhecimento humano desde
os primordios da historia, o agente causador pertence a ordem Actinomicetales,
género Mycobacterium e formam o denominado “complexo Mycobacterium
tuberculoses”, constituido por M. tuberculoses, M. bovis e M. africanum, este ultimo
ainda ndo isolado no Brasil. A sobrevivéncia de um microrganismo nos alimentos
depende das caracteristicas especificas do agente, da carga microbiana inicial e
também das caracteristicas intrinsecas e extrinsecas do substrato. O
Mycobacterium spp é um patégenos nao formadores de esporos de maior
resisténcia térmica, que normalmente pode ser transmitido pelo leite. No Brasil, os
parametros de tempo e temperatura oficiais de pasteurizagdo do leite foram
estabelecidos na década de 50, com base em estudos anteriores sobre a inativacao
térmica desses agentes. Pouco foi atualizado, desde os primeiros estudos, sobre a
sobrevivéncia do Mycobacterium bovis, no entanto, a microbiologia evoluiu
consideravelmente nas ultimas décadas e o atual emprego de métodos moleculares
possibilitou a discriminacdo de grupos dentro de espécies jA conhecidas. Tal fato,
associado a escassez de informacéo sobre o padrdo de morte térmica das estirpes
gue grassam em territério nacional, salienta a necessidade de um estudo para
avaliar a importancia dessa variabilidade genética do M. bovis sobre sua
sobrevivéncia. Assim, este projeto se propde a estudar a sobrevivéncia de
espoligotipos de M. bovis isolados de bovinos do estado de Sdo Paulo a

pasteurizacao lenta de leite experimentalmente inoculado.
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OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

Geral:

Avaliacdo da inativacdo térmica (65°C) de espoligotipos de Mycobacterium bovis
(isolados de bovinos abatidos no estado de S&o Paulo) em leite integral

experimentalmente inoculado.

Especificos:

Avaliar o padrédo de inativacdo dos isolados de M. bovis durante tratamento térmico

gue simula a pasteurizagao lenta.

Avaliar a resisténcia térmica dos isolados de M. bovis ao tratamento que simula a

pasteurizacao lenta.

Comparar o padrédo de inativacéo e a resisténcia térmica entre os espoligotipos de

M. bovis.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tuberculose

A tuberculose € uma doenca infecciosa cronica e de conhecimento humano desde
os primérdios da historia, mimias da dinastia de Ramsés reinante ha trés mil anos
apresentavam les6es de tuberculose 6Ossea. Descricdes de lesdes pulmonares
encontradas em artigos manuscritos hindus sdo muito sugestivas de que se tratasse
dessa doenca. Hipdcrates mencionou uma doenca pulmonar cujo curso é similar ao
da tuberculose pulmonar. Aristoteles ja afirmava que a doenca era contagiosa.
Vérias sdo as indicacbes de que a tuberculose era comum nas popula¢gbes do
mundo grego e romano. Entre os animais, também seu conhecimento € antigo. A
orientacdo da conduta para sacrificio ritualistico e de matadouro sugere que 0s
judeus antigos conheciam as lesbes da tuberculose em ruminantes (CORREA,
1992).

O agente causador da tuberculose pertence a ordem Actinomicetales, género
Mycobacterium e formam o denominado “complexo Mycobacterium tuberculoses”,
constituido por M. tuberculoses, M. bovis e M. africanum, este ultimo ainda néo
isolado no Brasil. Trata-se de um bacilo alcool-acido, ou seja que moderadamente
resiste ao calor, dessecacdo e diversos desinfetantes. Permanece viavel em
estabulos, pasto e esterco por até dois anos, em até um ano na agua e cerca de 10
meses nos produtos de origem animal contaminados. Agentes como fendlicos,
alcool e em especial o hipoclorito de sédio sdo bastante eficientes no combate ao
bacilo, contudo sua acéo pode ser afetada pela concentracdo do produto,0 tempo
de exposicao, a temperatura e a presenca de matéria organica. O calor imido a
60°C mata o bacilo rapidamente (RUSSEL et al., 1984).

A tuberculose bovina € uma zoonose que apresenta uma evolucao cronica e efeito

debilitante, causada pelo M. bovis, cujo hospedeiro primario sdo os bovinos.
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Entretanto outras espécies de mamiferos, incluindo o homem s&o susceptiveis ao
bacilo (ABRAHAO,1999).

O homem ¢é tdo sensivel ao M. bovis quanto ao M. tuberculoses. A tuberculose
humana por M. bovis pode ter origem exdgena, pelo contagio via aerégena a partir
de bovinos infectados ou via digestiva pela ingestdo de leite contaminado.
Classicamente, era descrita como de ocorréncia menos comum a via cutanea, por
abrasdo de pele em acougueiros e magarefes. A infeccdo enddgena, por reativacao
do foco primario, € observada em individuos adultos com idade avancada em paises
onde se logrou a erradicacdo da tuberculose bovina ha décadas. Pode ser
observado o contagio homem a homem. E possivel o contéagio de bovinos a partir de
pacientes baciliferos infectados por M. bovis ou ainda pela urina de pacientes com

tuberculose urogenital que excretam nos cochos e bebedouros (KLEEBERG, 1984).

Estudos fazem referéncia que 200.000 bovinos estéo infectados. E que o M. bovis
seja responsavel por 4000 dos 80000 casos de tuberculose humana anualmente
registrados (LEITE et al., 2003).

A principal forma de infeccdo pelo bacilo bovino € pela ingestdo de leite cru
contaminado (SOUZA et al.,1999).

Ball (1943) diz que a contaminacdo natural maxima do leite por M. bovis pode
chegar a 10* UFC/mL, segundo Lerche (1969), uma vez que o leite ndo apresenta
alteracdes visiveis fica dificil a deteccéo para separacado e adequado tratamento do

produto.

No ano de 2004, preocupados com a melhoria das condi¢cdes de saude publica
animal e humana, o governo brasileiro langcou o Programa Nacional de Controle e
Erradicagcdo da Brucelose e Tuberculose Animal, que padronizou as acobes
profilaticas, de diagnéstico e de vigilancia sanitaria ativa, visando baixar a
prevaléncia e a incidéncia de novos casos da doencga e criar um namero significativo
de propriedades certificadas que oferecam ao consumidor produtos de baixo risco
sanitario (BRASIL, 2004).
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3.2 Micobactérias

As Micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae, género Mycobacteterium.
Sdo bacilos curtos aerdbicos, iméveis nao capsulados, nao flagelados,
apresentando aspecto granular quando corados, medindo de 0,5 pum a 0,7 um de
comprimento por 0,3 um de largura. Diferem das demais bactérias 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).

As Micobactérias sdo ambientais, mas também patdégenos oportunistas, sendo
comum sua presenca em solo, agua e podem crescer em um amplo intervalo de
condicBes ambientais tais como temperatura, pH, salinidades e tensao de oxigénio.
As doencas causadas por essas espécies incluem as formas pulmonares,
disseminadas, endocardite, feridas cirargicas e tramauticas, doencas de pele e de
tecidos (FALKINHAM, 1996; BLANCO, 2002).

Além dos prejuizos ja registrados, tanto para saide humana, quanto para animal,
causados pelas micobatérias de crescimento lento, entre elas M. tuberculosis, M.
bovis, e 0 complexo M. avium, foi observado também um aumento da ocorréncia de
doencas associadas as micobactérias de crescimento rapido, como o M. fortuitum,
M. chelonae e M. abscessus (FALKINHM, 1996; BALIAN et al., 2002; BLANCO et
al., 2002).
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3.2.1 Resisténcia Térmica

No inicio do século XX, a comunidade cientifica mundial reconheceu a
pasteurizacdo do leite como método importante no combate a alta incidéncia de
doencas humanas diretamente relacionadas ao consumo de leite cru e determinou
padrdes comerciais para seu tratamento térmico, o que resultou em um decréscimo

significativo das doencas transmitidas pelo leite (STABEL, 2003).

A determinacdo do tempo e temperatura de pasteurizacdo do leite teve como
principal parametro a resisténcia térmica do Mycobacterium spp e da Coxiella
burnetti. O primeiro padréo, estabelecido em 1924, indicava que 0 aguecimento a
61,1°C por 30 minutos eliminava o M. tuberculosis (NORTH; PARK, 1927), porém,
mais tarde verificou-se que a Coxiella burnetti sobrevivia & 61,7°C/30 minutos
(HUEBNER et al., 1949); tal fato determinou o aumento da temperatura para
62,8°C/30minutos como padréo oficial nos Estados Unidos (STABEL, 2003).

Entende-se por pasteurizagcdo, segundo a legislacdo brasileira, “0 emprego
conveniente do calor, com o fim de destruir totalmente a flora microbiana patogénica
sem alteracdo sensivel da constituicdo fisica e do equilibrio do leite, sem prejuizo de
seus elementos bioquimicos, assim como de suas propriedades organolépticas
normais”; o controle do processo deve ser confirmado pelas enzimas fosfatase
alcalina e peroxidase, que devem resultar, respectivamente, negativa e positiva no
leite pasteurizado (BRASIL, 1952).

A fosfatase alcalina é uma enzima termo sensivel que estd sempre presente no leite
cru, porém, é mais resistente que o Mycobacterium spp, e quando o leite é aquecido

em temperatura e tempo 6timos de pasteurizagdo, ela é destruida (BEHMER, 1991).

A peroxidase, sempre presente no leite cru, é inativada a 85°C, devendo estar
intacta no leite pasteurizado; sua inativacao € indicio de sobre-aquecimento do leite
(PORTO, 1998).

No Brasil, a pasteurizacao lenta € freqientemente utilizada pelas pequenas usinas e
gueijarias (CARVALHO, 1998) e o0 binbmio 62 a 65°C/30minutos foi estipulado na
década de 50 (BRASIL, 1952). Ha uma pequena diferenca entre esta legislacao
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federal e a do estado de Sa&o Paulo, cujo artigo 124, item 3.1, prevé 63-
65°C/30minutos (SAO PAULO, 1994).

A escassez de dados sobre a resisténcia do M. tuberculosis var. bovis motivou Kells
e Lear a estudarem, em 1960, a curva de tempo de morte térmica do agente, em
leite bovino, e encontraram que a relacdo 61,6°C por 30 minutos oferecia uma
margem de seguranca de aproximadamente 28,5 minutos, considerando uma
concentracao inicial de M. bovis de 10* UFC/mL de leite. Em 1965, Harrington e
Karlson submeteram M. bovis, M. avim e M. fortuitum a pasteurizacdo lenta e rapida
em leite desnatado, pelo método do tubo-teste, concluindo que houve a

desvitalizacdo completa das 3 espécies.

A morte dos microrganismos, quando submetidos a uma dada temperatura, é
logaritmica, ou seja, quando se coloca num grafico semi-logaritmico, na ordenada o
namero de microrganismos sobreviventes (em log), e na abscissa o tempo de
aguecimento, obtém-se uma linha reta. Através deste gréafico, anotando-se dois
pontos na reta, correspondendo a reducdo de um ciclo logaritmico dos
sobreviventes, e projetando-os ao eixo referente ao tempo, encontra-se o valor D,
esse dado é de alta relevancia para a andlise de risco, possibilitando calcular o nivel
de seguranca conferido ao produto devido a um processamento térmico (TEIXEIRA
NETO, 2000).

Comparando a resisténcia térmica de micobactérias, Pavlas (1990), reporta que o
M. bovis é mais sensivel ao calor (foi eliminado em 2 minutos a 65°C) que as outras
micobactérias (M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. smegmatis, M. phlei, M.
gordonae). Em contraposicao, Jay (1992) e Grant, Ball e Rowe (1996) relataram
gue o M. fortuitum mostrou ser mais termo sensivel que M. avium, M. bovis, M.

intracellulare e M. kansaii.

A eficacia do tratamento térmico ndo depende somente do tempo e da temperatura
empregados, mas também de outros fatores que afetam a morte térmica dos
microrganismos, como a carga microbiana inicial, a atividade de agua, pH, NacCl,

proteinas e porcentagem de gordura dos produtos (CHHABRA et al., 1999).

Quanto maior a quantidade de microrganismos, maior a quantidade de calor

necessaria para destrui-los; o mecanismo que tenta explicar essa protecdo esta
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relacionado a producdo de substancias excretadas pelas células, que as
protegeriam (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Segundo McFadden (1992), um fator que pode influenciar na resisténcia térmica de
muitas micobactérias é a tendéncia de formar grumos em meios liquidos, devido a
natureza hidrofébica da sua parede celular. Outro aspecto importante sdo as
diferencas nos padrdoes de formacdo desses grumos, o que pode influenciar na
cinética de inativacdo térmica quando se compara o padrdo de agrupamento do M.
bovis com outras espécies, exceto quando se compara com o M. fortuitum (GRANT;
BALL; ROWE, 1996).

Pouco foi reportado sobre a resisténcia térmica das micobactérias entre as décadas
de 60 e 90, embora a microbiologia tenha se desenvolvido muito. A partir da década
de 90, estudos foram desenvolvidos para avaliar se a pasteurizagdo garantiria
adequado nivel de seguranca contra o M. paratuberculosis, agente € causador da
doenca de Johne nos animais, e que pode ser veiculado pelo leite cru. A razdo
desses estudos é que ha suspeita de que o M. paratuberculosis esteja relacionado
com a ocorréncia da doenga de Crohn no homem (GRANT; BALL; ROWE, 1996;
GRANT et al., 1996; SUNG; COLLINS, 1998, 2000; STABEL, 2001, 2003; LUND;
GOULD; RAMPLING, 2002).

Grant et al. (1996) detectaram sobreviventes em 96% das amostras inoculadas
(27/28) com 10" UFC/mL de M. paratuberculosis, e 50% (14/28) das amostras com
10* UFC/mL, submetidas & 63,5° C. Quando submetidas a 71,7°C/15 seg., houve
sobrevivéncia em 85% (29/34) das amostras inoculadas com 10’ UFC/mL, e 55%
(19/33) das amostras com 10* UFC/mL; a essa temperatura, relatam ainda a
reducdo de 5 a 6 ciclos logaritmicos quando a contaminacdo inicial era de 10’
UFC/mL, e de 2 a 3 ciclos, partindo de 10* UFC/mL.

Sung e Collins (1998) calcularam o valor D (62, 65, 68 e 71°C) de cepas de origem
humana e bovina de Mycobacterium paratuberculosis em solucdo de lactato e em
leite, concluiram que o agente foi mais termotolerante do que o M. bovis e que
poderia sobreviver a pasteurizacdo rapida quando a concentracdo inicial de
organismos fosse maior que 10* células por mililitro de leite, pois 0 D71 ¢ foi igual a
11,7 segundos, no entanto, haveria maior seguran¢a na pasteurizacao lenta, cujo o

valor Deso ¢ foi de 47,8 segundos. Comparativamente o valor D foi maior no leite que
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no lactato, em todas as temperaturas estudadas, mostrando a importancia do

substrato na sobrevivéncia do agente.

Nesse sentido, ha pouco relato sobre a influéncia das caracteristicas do substrato
sobre a termorresisténcia do Mycobacterium spp, embora a literatura evidencie a
acdo protetora, por exemplo, da gordura, contra a morte térmica de outros
microrganismos (MOLIN; SNYGG, 1967; BRIGGS, 1986; MCDONALD;
SUTHERLAND, 1993; DONNELLY; FRANCO; LANDGRAF, 1996; CHHABRA et al.,
1999; BUSATTA, 2005).

Sung e Collins (1998) testaram ainda, em meio lactato, dois métodos de
guantificacdo de M. paratuberculosis, por método de cultura radiométrica (BACTEC)
e contagem padrdo em placas, para o calculo do valor Dgxc. A curva de
sobreviventes referente & contagem em placas néo foi linear (R?>=0,61) e o valor D
foi de 11,2 min enquanto que pelo método radiométrico a curva foi linear (R?=0,95) e
o D foi mais baixo, 5,4 min. Sugerem que a contagem em placas néo seria tdo exata
guanto a radiométrica para estudos de termotolerancia desse agente, devido a
influéncia da formacéao de grumos na contagem de células viaveis. No entanto esses
autores nao encontraram diferenca significativa, em lactato, no valor Dgsec do M.

paratuberculosis entre amostras com grumos € sem grumos.

Sung e Collins (1998) obtiveram valor Desec igual a 38,9 segundos para o M.
paratuberculosis inoculado em leite ja aguecido a 65°C. Ressaltam que a inoculacao
em substrato ja aquecido a temperatura alvo, altera o resultado: quando inoculou M.
paratuberculosis em substrato ndo aquecido, houve reducéo de 1 Log UFC/mL apéds
90 seg. a 71°C, mas quando a inoculacao foi feita no substrato ja aquecido a essa

temperatura, houve reducédo de 6 Log UFC/mL nos 90 segundos.

Pearce et al. (2001) estudaram a sensibilidade térmica do M. paratuberculosis (10°
UFC/mL) em leite submetido a 63, 66, 69 e 72°C/15seg em fluxo turbulento. Nao
houve sobreviventes a 72°C e o valor Dgzoc foi de 15 seg e 0 valor D¢ extrapolado

foi inferior a 2,03 seg.

Em 2002, Lund, Gould e Rampling fizeram uma reviséo critica sobre as informacgdes
relacionadas com a resisténcia térmica do M. avium subsp. paratuberculosis no leite
em relacdo as condicOes de pasteurizacdo. E ressaltaram que as diferencas nos

resultados obtidos por varios autores (que variaram de <2 redug¢des decimais a >10,
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considerando 63°C/30min), podem estar relacionadas aos fatores: a) caracteristicas
do agente (natureza hidrofébica, formacdo de grumos); b) tratamento do indculo
(congelamento prévio, utilizacdo ou ndo de substancia para quebra de grumos na
suspensao); ¢) método de pasteurizagdo (tubo teste, tubo selado submerso, tubo
capilar, tempo requerido para atingir a temperatura desejada); d) meio de cultura

para a contagem, entre outros.

McDonald et al. (2005) realizaram uma avaliacdo quantitativa da letalidade da
pasteurizacdo sobre M. paratuberculosis em leite. Testaram 20 partidas de leite
contaminadas com 10°® a 10* UFC/mL, submetidas aos bindmios 72°C/15 seg.,
75°C/25 seg. e 78°C/15 seg. A reducéo obtida foi >4 UFC/mL em 14% dos testes e
>6 Log UFC/mL em 85% deles.

Grant et al. (2005) usaram uma planta comercial piloto de pasteurizacéo rapida para
avaliar a viabilidade do M. paratuberculosis em leite com 10" a 10° cels/mL (com e
sem a tecnologia de homogeneizacdo). Em 96,7% das amostras (n=816)
pasteurizadas houve inativacdo completa do inoculo. Os resultados sugeriram,
segundo os autores, que a homogeneizacdo desagrupa as micobactérias, o que
explicaria a maior inativacado obtida quando a pasteurizagao foi realizada no leite

homogeneizado.

Nishimoto (2006) e Starikoff (2006) ndo registraram reducao de M. fortuitum (NCTN
8573) para niveis abaixo do detectavel (<10 UFC/mL) apls a pasteurizacdo lenta
(65°C/30 min.) em leite de vaca e cabra, respectivamente, independentemente de

ser integral ou desnatado.

Nishimoto (2006) observou reducédo de 1,7 Log UFC/mL de M. fortuitum em leite
integral submetido a 65°C/30 min. e Starikoff (2006) registrou reducao de 2,9 Log
UFC/mL nas mesmas condi¢cdes, em leite de cabra. Esses dados assemelham-se
as reducdes detectadas na presente pesquisa: entre 0,4 a 5,7 Log UFC/mL nos

diferentes isolados.
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4 MATERIAL E METODOS

Leite UHT foi contaminado com 5 cepas de Mycobacterium bovis isoladas de
bovinos no Estado de S&o Paulo e submetido a pasteurizacdo lenta em banho-

Maria. Foram realizadas 3 repeticdes de pasteurizacdo para cada cepa testada.

Essas cepas sdo oriundas do projeto “Abatedouros como instrumento de
rastreabilidade de focos de tuberculose bovina no Estado de S&o Paulo.
Mapeamento e Epidemiologia Molecular” (Processo Fapesp: 99/12732-7), no qual
os isolados foram discriminados pela técnica de Spoligotyping (HERMANS et al.,
1991) o que permitiu a organizacao das cepas em 19 diferentes espoligotipos de M.
bovis, sendo que 11 delas ainda ndo haviam sido descritas (ROSALES et al., 2003).

Os espoligotipos escolhidos para a realizacao da presente pesquisa foram:

1) SB0121 - por ter sido 0 mais prevalente naquela pesquisa;

2) SB0295 - por ter sido o segundo mais prevalente e por ter apresentado uma
distribuicdo espacial agrupada;

3) SB0120 - por ter sido a mais difundida espacialmente;

4) SB088L1 - por ter apresentado um pequeno grau de homologia no dendograma;

5) BR24 - por ter sido o espoligotipo novo mais prevalente.

4.1 In6éculo

Foram utilizadas culturas com até 10 dias (36° C) em meio Stonebrink em garrafas
de cultivo celular TPP.

Trés tubos contendo cultura da cepa de Mycobacterium bovis foram numerados e
pesados 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. Em seguida, foram adicionados 11,5mL de solu¢éo salina 0,85% até
completar 12 mL de indculo, que foi transferido para um frasco shott de 250 mL

esterilizado, contendo pérolas de vidro para evitar a formacao de grumos (Figura 1).
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raspagem da cultura

@

+

Mycobacterium bovis 0,5mL 11,5mL pérolas de vidro
0,300g sol. salina 0,85% + solucéo salina
tween 0,05% 0,85%

@

inoculo
12mL

Figura 1 - Obtencao do inéculo de Mycobacterium bovis empregado na contaminagédo do
leite

4.2 Contaminacao do Leite

Foi empregado leite UHT integral. Foram retirados assepticamente 25mL da
embalagem original e transferidos para frasco Shott de 250 mL. Foram entéo
adicionados 2 mL do in6culo e, ap6s homogeneizacdo, o leite contaminado foi
distribuido em oito tubos 16mmx160mm estéreis (5 mL em cada), previamente
identificados como O, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 (indicando o tempo em minutos a ser



27

submetido ao tratamento térmico), e um tubo nomeado como controle de

contaminacdao do leite (Figura 2).

Essas sub-amostras foram submetidas ao tratamento térmico em banho-maria, com
excecdo da sub-amostra controle da contaminacao do leite que foi utilizada para a
quantificacdo inicial do agente. Todo procedimento de manipulacdo do in6culo e do
leite foi realizado em fluxo laminar previamente descontaminado com hipoclorito de

sédio e seguido de luz ultravioleta por aproximadamente 30 minutos.



UHT
integral

25mL de leite 2mL de inéculo

25mL de leite contaminado

!

Controle 0 5' 100 15 200 25" 30

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

28
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4.3 Tratamento Térmico

Os tubos contendo as sub-amostras foram colocados em banho-maria a 65°C (Figura 3),
até que atingisse a temperatura de 65°C, quando o tubo O foi retirado e colocado em banho
de gelo para cessar o efeito térmico sobre as células. Inicia-se a contagem do tempo de
pasteurizacdo do restante das sub-amostras, uma vez alcangando o tempo desejado, de 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos, os respectivos tubos foram retirados e também resfriados em
gelo.

(M) () () 0 () (00 ()

vV VVVVVYV

0' 5 10' 15 20' 25' 30

banho-maria 65°C

Figura 3 — Esquema dos tubos submetidos ao tratamento térmico em banho maria.

4.4  Controle do Processo de Pasteurizagéo

Para verificar a propriedade com que o tratamento térmico foi realizado, foram
empregados 4 tubos contendo leite cru e ndo inoculado, com mesmo volume de
leite das amostras testes, em cada processo de pasteurizacdo. Em um desses tubos

foi colocado um termdémetro, para controlar a temperatura de aquecimento do leite,
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tomando-se o cuidado para que o bulbo n&do estivesse em contato com as paredes
do tubo. As outras trés amostras foram empregadas para andlise, ao final do
processo térmico, das enzimas peroxidase (BRASIL, 1981) e fosfatase alcalina

(teste colorimétrico da Laborclin®, seguindo orientacao do fabricante) (Figura 4).

15 mL de leite cru

(L () (L

VARVARVARY.

5mL 5mL 5mL 5mL

1 tubo - Fosfatase Alcalina
2 tubos - Peroxidase

Figura 4 - Esquema dos tubos empregados para o controle enzimético e térmico do
processo

4.5 Diluicdo e Semeadura das Amostras

As sub-amostras foram submetidas a diluicdo decimal seriada em agua peptonada

0,1%, até diluicdo 10®. Apés homogeneizacdo em voértex por 10 segundos, 0,1mL
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de cada diluicdo foi semeado, empregando micropipetas estéreis com filtro, na
superficie do meio Stonebrink distribuido em garrafas TPP, em duplicata (Figura 5).
O meio foi preparado segundo a técnica do Centro Panamericano de Zoonoses
(CENTRO PANAMERICANA DE ZOONOSIS, 1985). As garrafas semeadas foram
fechadas com o primeiro clique da rosca pelas primeiras 24 horas e entédo fechadas
completamente, para evitar que 0 meio ressecasse. As garrafas foram incubadas a
36°C/45 dias; fazendo uma leitura aos 30 dias para selecionar as diluicoes

potenciais para leitura, reduzindo espaco ocupado na estufa.

107 10! 10°? [ 104 1% 0% 17

tubo teste
Diluigao decimal seriada em agua PEFTOMADA 0,1%

i
¢
¢

em duplicata de cada diluigao

|
| |
AOOA0ANE
Walalalalalala

———

Figura 5 — Esquema da diluicdo e semeadura das amostras
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4.6 Contagem de Col6nias e Registro de Resultados

A diluicdo de eleicdo foi aquela que apresentou entre 10 e 150 colbnias, no entanto,
em alguns casos, houve necessidade de contar diluicbes que se apresentaram fora
desse intervalo.

Foi feita a média aritmética das UFC da diluicao eleita e o resultado foi multiplicado
por 10 (correcdo da aliqguota semeada = 0,1mL) e pelo inverso da diluicdo; o

resultado foi transformado em log10 e expresso como log10 das UFC/mL de leite.
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5 RESULTADOS

A anadlise enzimatica do leite cru usado como controle do processo térmico mostrou
que as enzimas fosfatase alcalina e peroxidase estavam presentes. Ap6s o
tratamento térmico fosfatase alcalina resultou negativa e a peroxidase, positiva, em
todas as amostras, revelando concordancia com os critérios enzimaticos oficiais
para o leite pasteurizado (BRASIL, 1952).

Os resultados de sobrevivéncia das 5 cepas submetidas ao binbmino tempo e
temperatura de pasteurizagédo lenta estdo apresentados na tabela 1. Observa-se
que durante o tratamento térmico propriamente dito (os 30 minutos a 65°C) houve,
de modo geral, pequena variagdo na populacdo de Mycobacterium bovis. Os testes
com a cepa BR024 foram refeitos e, devido a pouca variagdo observada nos outros
isolados durante os 30 min a 65°C, realizou-se apenas as andlises na contaminacao
inicial (controle), no minuto 0 e aos 30 minutos.

Tabela 1 — Sobrevivéncia (LOG UFC/mL) das 5 cepas de Mycobacterium bovis (isolados de

campo) submetidas a 65°C por 30 minutos em leite integral experimentalmente
contaminado - S&o Paulo — ago-2008 - ago/2009

cepa REPETICAO Controle Minuto 0 Minuto 5 Minuto 10 Minuto 15 Minuto 20 Minuto 25 Minuto 30
UFC/mL LOG UFC/mL LOG UFC/mL LOG UFC/mL LOG UFC/mL LOG UFC/mL LOG UFC/mL LOG UFC/mL LOG
1 2.56+08 8.4 LEE+04 4.2 | L6E+03 3.2 LAE+D4 41 158404 42 | 55802 2.7 | 456402 2.7 | 24E+03 | 3.4
; 2 5.36407 77  22et0a 43 “soew0s 37 "33es04 a5 Ta7ed2 26 [ s2e0a a7 T7ses0a 43 T22e4 a3
s80281 3 4.3E+06 6.6 | 85E402 2.9 | LIE*03 3.0 | 558402 27 | 3.0E#02 25 | 3.0E#02 25 | LOE#03 30 | L3E03 3l
Média  1.0E:08 | 7.6 136+04 © 3.8 2.6E403 | 3.3 16E+04 | 3.8 51E+03 3.1 186404 | 3.3 268404 | 3.5  S.6E403 | 3.6
1 556410 107 2.1E405 5.3 1.9E#05 5.3 | 14E+05 5.0 3.68404 A6 | 756404 A8 | 855404 49 | 228404 43
} 2 £.9E+08 8.8 | LIE+04 40 426403 3.6 | L3E+04 41 | 35E403 3.5 | 9.0E:03 40 | L3E+04 41 90E+D3 40
580120 3 3.4E+08 85 198403 3.3 3356404 45 508403 3.7 256404 44 | 6.8E:03 3.8 508404 47 | 6O0Ef02 238
Média  19E#10 | 9.4 746404 7 42 756404 7 45 536404 T 43 26404 | 42 3.08:04 | 42 49E:04 | 4.6 LIE04 | 3.7
1 4.4E+07 7.6 | 9.08403 4.0 | 286403 34 | 5.06402 2.7 | 358402 25 | 6.56+01 18 | 3.3E¢03 3.5 | 156404 4.2
- 2 296407 75 [12e+03 31 [s7Es03 33 158405 52 | 30E+02 25 | L7E+03 32 a5es08 a5 (17805 5.2
s80121 3 3.4E+07 75 | 6O0E+03 3.8 266404 44 396403 3.6 285404 44 | 1.9E+05 5.3 | 458403 3.7 | 658402 2.8
Média  3.56:07 © 7.5 546403 7 3.6 126404 | 3.9 5.0E+04 | 3.3 9.6E403 | 3.2 64E:04 | 34 1AE+04 | 3.9 6G.3E04 | 41
1 7.3E+08 8.9 | 126405 5.1 | 54E#04 47 | 89E:04 48 | 126405 51 | 7.4E+03 3.9 | 46E+05 57 | 9.66405 6.0
<5029 2 7.3E+08 5.9 : 278405 54 : 275405 54 : 34E404 45 : 1LIE405 5.0 : 356405 5.5 : 235403 34 : 196404 43
3 2.0E+08 8.3 346404 45 508401 17 158402 2.2 506402 2.7 | 178403 3.2 24E+03 34 17403 3.2
Média 556408~ 8.7  LAEH05 5.0  LIEX05 4.0  AAE04 3.9 FAEHD4 43 12E:05 42 156405 41 3.3E405 45
1 336404 45 236404 44 236404 | 44
ar02 2 S.3E404 47 :1.25+c4 4.1 226404 43
3 49e+04 47 [ L7E05 52 136404 | 41
Média  45Ef04 46 676404 45 196104 43

A eficdcia do tratamento térmico pode ser observada na tabela 2 onde se
apresentam os resultados (em LOG UFC/mL) da reducéo obtida durante cada fase:
aguecimento, tratamento térmico propriamente dito (65°C/30 min.) e o processo

completo. Depreende-se desta tabela que a fase de aquecimento, que levou cerca
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de 2 minutos, foi mais eficaz na reducdo de 4 dos 5 isolados testados (SB0120,
SB0121, SB0295 e SB0881), quando comparado aos 30 min de processo a 65°C.
Além disso, nota-se que a cepa SB0120 revelou-se mais sensivel ao processo
térmico estudado, mostrando uma reducédo de 5,7 Log UFC/mL. J4 a cepa BR024
praticamente ndo variou durante o aquecimento e, ainda, mostrou-se como a mais

resitente ao processo térmico completo, reduzindo apenas 0,4 Log UFC/mL.

Tabela 2 - Reducéo da populacdo (LOG UFC/mL) de Mycobacterium bovis (cinco
cepas isoladas do campo) inoculado em leite integral durante o
processo de pasteurizagdo lenta mimetizado em banho-maria - Sao
Paulo - ago-2008 - ago-2009

Redugdo Reducdo Redugdo
Agquecimento A65C Processo
1 4.2 0.9 3.0
2 3.4 0.0 3.4
3 3.7 -0.2 3.5

CEPA  REPETICAO

SBO881

Media 3.7 0.2 4.0
1 3.4 1.0 6.4
2 4.8 0.1 4.9
SB0120
3 3.3 0.5 3.8
Media 5.2 0.5 5.7
1 3.7 -0.2 3.5
2 4.4 -2.2 2.2
SB0121
3 3.8 1.0 4.7
Media 3.9 -0.5 3.5
1 3.8 -0.9 2.9
2 3.4 1.1 4.6
SB0295
3 3.8 1.3 5.1
Média Iy 0.5 4.2

1 0.2 0.0 0.2
2 0.6 -0.3 0.4
3 -0.5 1.1 0.6
Média 0.1 0.3 0.4

BRO24

Existem poucos trabalhos que descrevem a cinética de morte térmica das
micobactérias, em especial do Mycobacterium bovis, principalmente apds a década
de 60. Nao foi encontrado dados sobre resisténcia térmica de Mycobacterium bovis

no Brasil.

Kells e Lear (1960) construiram a curva de sobreviventes do M. tuberculosis var.
bovis e, embora ndo esteja claro o valor Dg; go.c €ncontrado, pode-se deduzir pelos
dados mostrados que foi 22,5 segundos. Isso se deduz do fato: o tratamento a
61,6°C eliminou 4 ciclos logaritmicos do agente em 1,5 minuto. Na presente

pesquisa, observa-se uma variacao entre as repeticées de um mesmo isolado; sé se
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obteve uma reducdo de grandeza semelhante ao encontrado pelos autores citados
(4 ciclos) apés 30 minutos de processo, em algumas repeticdes dos isolados
SB0881, SB 0120, SB0121 e SB 0295.

Ao contrario do que foi observado nesta pesquisa, e corroborando com os achados
de Kells e Lear (1960) alguns autores mostraram desvitalizacdo completa do in6culo
de M. bovis (HARRINGTON; KARLSON, 1965; GRANT; BALL; ROWE, 1996;
GRANT et al., 1996). Harrington e Karlson (1965) inocularam (n&o relatam a carga
inicial) M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. fortuitum em leite desnatado e
avaliaram a sobrevivéncia frente as temperaturas 62,8/30min. e 71,7°C/15 seg.
Grant, Ball e Rowe (1996) partiram de inéculo de 10°/mL de M. fortuitum NCTC
10394 e M. bovis T/94/163C em leite tratado a 63,5°C/30 min. Grant et al. (1996)
registraram inativacdo de 10’ UFC/mL de M. bovis em 20 min. a 63,5°C e de 10*

UFC/mL em 10 min., na mesma temperatura.

Em concordancia com o presente resultado, Nishimoto (2006) e Starikoff (2006) ndo
registraram reducdo de M. fortuitum (NCTN 8573) para niveis abaixo do detectavel
(<10 UFC/mL) ap6s a pasteurizacdo lenta (65°C/30 min.) em leite de vaca e cabra,
respectivamente, independentemente de ser integral ou desnatado, embora tenham
constatado que a gordura exerceu um efeito protetor sobre o agente; a reducao foi
maior no leite desnatado. Nishimoto (2006) observou reducédo de 1,7 Log UFC/mL
de M. fortuitum em leite integral submetido a 65°C/30 min. e Starikoff (2006)
registrou reducdo de 2,9 Log UFC/mL nas mesmas condicdes, em leite de cabra.
Esses dados assemelham-se as reducfes detectadas na presente pesquisa: entre

0,4 a 5,7 Log UFC/mL nos diferentes isolados.

Sobre a resisténcia do M. paratuberculosis, Grant et al. (1996) detectaram
sobreviventes em 96% das amostras inoculadas (27/28) com 10” UFC/mL, e 50%
(14/28) das amostras com 10* UFC/mL, submetidas a 63,5°C. E interessante
apontar que os autores também detectaram grande reducdo nos primeiros 10
minutos; apOs esse tempo, pouca alteracdo da carga microbiana foi observada até
os 30 minutos finais. O tratamento a 71,7°C/15 seg. reduziu de 5 a 6 ciclos
logaritmicos quando a contaminac&o inicial era de 10’ UFC/mL, e de 2 a 3 ciclos,
partindo de 10* UFC/mL. Isso sugere que a eficacia da pasteurizagéo pode variar,

dependendo do tamanho do indculo.
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A eficicia observada em processos experimentais de pasteurizacdo pode sofrer
outras interferéncias como mostram os resultados de Sung e Collins (1998). Os
autores mostraram que a inoculacdo em substrato ja aquecido a temperatura alvo,
altera o resultado: quando inocularam M. paratuberculosis em substrato néo
aquecido, houve reducdo de 1 Log UFC/mL apdés 90 seg. a 71°C; quando a
inoculacao foi feita no substrato ja aquecido a essa temperatura, a reducéao foi de 6
Log UFC/mL nos 90 segundos. O valor Desec obtido foi igual a 38,9 segundos para o
M. paratuberculosis inoculado em leite ja aquecido a 65°C. Os resultados
apresentados pelos autores sugerem que 0 agente seja capaz de se “adaptar” a
temperatura em elevacdo, durante a fase de aquecimento, talvez produzindo

alguma proteina de choque térmico que o protegeria dos efeitos deletérios do calor.

Pearce et al. (2001) estudaram a sensibilidade térmica do M. paratuberculosis (10°
UFC/mL) em leite submetido a 63, 66, 69 e 72°C/15seg em fluxo turbulento. Nao
houve sobreviventes a 72°C e o valor Dezoc foi de 15 seg e o valor D7xoc extrapolado
foi inferior a 2,03 seg.

McDonald et al. (2005) testaram 20 partidas de leite contaminado com M.
paratuberculosis (10° a 10* UFC/mL) aos binémios 72°C/15 seg., 75°C/25 seg. e
78°C/15 seg e obteve reducao superior a 4 UFC/mL em 14% dos testes e superior
a 6 Log UFC/mL em 85% deles.

Grant et al. (2005) estudaram a viabilidade do M. paratuberculosis em leite com 10*
a 10° cels/mL (com e sem a tecnologia de homogeneizac&o), usando uma planta
comercial piloto de pasteurizacdo rapida. Em 96,7% das amostras (n=816)
pasteurizadas houve inativagcdo completa do indculo; mais freqientemente nas
amostras homogeneizadas. Os resultados sugeriram, segundo 0s autores, que a
homogeneizagdo desagruparia as micobactérias, o que explicaria a maior inativacao

obtida quando a pasteurizacao foi realizada no leite homogeneizado.

As divergéncias das informacdes sobre a resisténcia térmica do M. Avium subsp.
paratuberculosis em leite foi alvo de uma revisao critica, realizada por Lund, Gould e
Rampling (2002). Concluiram que as diferencas nos resultados obtidos por varios
autores (que variam de < 2 redug¢fes decimais a > 10 considerando 63°C/30 min)
podem estar relacionadas as diferencas entre as cepas empregadas, o tratamento

dado ao inoculo, os métodos de pasteurizacdo experimental realizados, aos meios
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de cultura empregados para recuperacdo/contagem do agente, entre outros.
Também o método de quantificacdo do agente foi reportado como fator que
determina diferenca nos resultados de resisténcia térmica, conforme observado por
Sung e Collins (1998).

Nessa linha de raciocinio, o significado da diferenca entre os dados de resisténcia
térmica do M. bovis encontrados na presente pesquisa e 0s reportados na literatura
sdo de dificil compreensao, pois também foram obtidos em condi¢cdes diversas
(cepa empregada, carga inicial do agente, substrato empregado, sistema de
simulacao da pasteurizacdo, meio de cultura e métodos de enumeracéo do agente,

etc,).

Deve-se ter em mente, desta forma, que os resultados encontrados nesta pesquisa
ndo sao suficientes para estabelecer a resisténcia de M. bovis isolado de campo a
pasteurizacao lenta, mas enfatizam a importancia de dar continuidade a esse tipo de

estudo.

Para finalizar, considerando os dados encontrados nessa pesquisa, pode-se
especular que no pior cendrio de contaminacdo natural do leite (10°UFC/mL, de
acordo com BALL, 1943) pelo espoligotipo BR024 a pasteurizagdo pode nao
determinar a reducdo necessaria para garantir a seguranca do consumidor.
Especialmente se considerado que a pasteurizacdo lenta € largamente empregada
para a fabricacdo de queijos, 0 que determina uma concentracdo dos sodlidos e,

provavelmente do eventual M. bovis presente.



39

CONCLUSOES



40

6 CONCLUSOES

A fase de aquecimento foi mais eficaz na reducao do M. bovis isolado de campo do

gue a fase de tratamento térmico propriamente dito (30 minutos a 65°C).

Houve diferenca na resisténcia térmica entre os espoligotipos testados e o BR024

foi 0 mais resistente.

O processo completo da pasteurizacao lenta, nas condi¢des do estudo, foi capaz de
reduzir entre 3,5 e 5,7 LOG UFC/mL dos espoligotipos testados, exceto o BR024
gue reduziu apenas 0,4 Log UFC/mL, o que sugere que 0 processo pode nao

garantir a inocuidade do produto.
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