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RESUMO

O consumo de leite cru e seus derivados é considerado um dos principais fatores de risco
associados a tuberculose zoonGtica, causada por Mycobacterium bovis. No estado de Minas
Gerais, 0 queijo Minas artesanal é o principal produto lacteo artesanal, feito a partir de leite cru e
em propriedades rurais. Bactérias &cido-laticas (BAL) sdo um grupo de micro-organismos
originarios de produtos lacteos que, além de apresentar fun¢des tecnoldgicas, também exibem
atividade antagonista contra micobactérias. O objetivo desse trabalho foi: (I) avaliar a atividade
antagonista in vitro de BAL isoladas de queijo Minas artesanal contra M. bovis BCG; (I1) isolar
e quantificar M. bovis BCG em queijo tipo Minas artesanal durante a maturagdo controlada. No
ensaio in vitro, foram testadas nove bactérias acido-laticas em cinco provas in vitro contra M.
bovis BCG: antagonismo “spot-on-the-lawn”, atividade antagonista em caldo 7H9 e leite
fermentado e atividade antagonista de sobrenadante filtrado ou autoclavado de BAL. Os micro-
organismos Lactobacillus paracasei A1C, Lactobacillus rhamnosus D1C, Lactobacillus
plantarum 1CV e L. plantarum 56CV demonstraram os melhores resultados em todos os ensaios.
Caracteristicas intrinsecas a esses lactobacilos, como taxa de crescimento e producdo de acido e
bacteriocinas, podem ter sido responsaveis pela diminuicdo significativa de M. bovis BCG. A
viabilidade de M. bovis BCG também foi testada em queijos tipo Minas artesanal, feito a partir
de leite cru e soro-fermento, ao longo de 90 dias de maturacdo. Foram estudados trés tratamentos
distintos: queijos controle, queijos com adi¢do de M. bovis BCG e queijos com adi¢do de M. bovis
BCG e L. paracasei e L. rhamnosus. As analises foram feitas nos dias 1, 8, 15, 22, 29, 45, 60 e
90 pos-producdo. Foram avaliados os seguintes parametros ao longo da maturagdo: contagens de
BAL, M. bovis BCG, coliformes a 30°C e a 45°C, Staphylococcus spp. e Staphylococcus
coagulase positivo, fungos; presenca de Salmonella spp.; pH; concentracdes de &cido latico,
umidade, extrato seco total e desengordurado, gordura, proteina e cloreto de sddio. M. bovis BCG
ndo foi detectado apenas apds 45 dias nos queijos com adicdo de BAL e ap6s 60 dias nos queijos
do tratamento sem BAL. Os principais fatores relacionados a reducdo da micobactéria foram a
presenca de BAL e a diminui¢do da umidade do produto.

Palavras-chave: gueijo Minas artesanal; Mycobacterium bovis BCG; bactérias acido-laticas
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ABSTRACT

The consumption of raw milk and its products is considered one of the main risk factors associated
with zoonotic tuberculosis in humans, a disease caused by Mycobacterium bovis. In the state of
Minas Gerais, Minas artisanal cheese is the main artisanal dairy product, and is made from raw
milk in rural properties in the countryside. Lactic acid bacteria (LAB) are a group of
microorganisms derived from milk and its products which present inhibitory activity against
pathogens, including mycobacteria. The aim of this study was: (1) to assess in vitro antagonistic
activity of LAB isolated from Brazilian Minas artisanal cheese against M. bovis BCG; (lI) to
isolate and to quantify M. bovis BCG in experimental Minas artesanal cheese during controlled
ripening. In the in vitro analysis, nine LAB were tested against M. bovis BCG on five different
assays: spot on the lawn; antagonistic activity in 7H9 broth and in fermented milk, and
antagonistic activity of LAB supernatants. L. paracasei A1C, L. rhamnosus D1C, L. plantarum
1CV and L. plantarum 56CV demonstrated better antagonistic activity in all assays. This could
be due to their own characteristics such as growth rate, acid and bacteriocin production.
Mycobacterium bovis BCG viability was also tested in Minas artesanal cheeses during ripening
for 90 days. Cheeses were made according to three diferente treatments: control treatment,
cheeses with M. bovis BCG and cheeses with L. paracasei, L. rhamnosus and M. bovis BCG. The
analysis were performed on days 1, 8, 15, 22, 29, 45, 60 and 90 after the cheeses production. The
following parameters were examinated throughout the ripening period: counts of LAB, M. bovis
BCG, coliforms at 30°C and 45°C, Staphylococcus spp., coagulase-positive Staphylococcus,
fungi; presence of Salmonella spp.; pH; concentrations of lactic acid, moisture, total dry matter,
deffated dry matter, fat, protein and sodium chloride. The micobacteria was not detected only
after 45 days in cheeses with LAB and 60 days in cheeses without LAB. The main factors
associated with the absence of the micobacteria were the presence of LAB and the decline of the
moisture contente of the cheese.

Key-words: Minas artisanal cheese; Mycobacterium bovis BCG; lactic acid bacteria
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1. Introducéo geral

O queijo artesanal, presente como alimento do homem h& milénios, tem tido sua reputacdo
questionada gquanto a sua inocuidade. Testemunhas da historia, da cultura e do estilo de vida das
comunidades que os produzem, os queijos tradicionais se veem em um embate entre seguranca
alimentar e sua valorizacdo e preservacao (Licitra, 2010). No estado de Minas Gerais, Brasil, 0
principal queijo artesanal é denominado de Minas artesanal.

O estado &, reconhecidamente, 0 mais tradicional elaborador de queijos no pais e apresenta o
segundo maior rebanho bovino e é o principal produtor de leite, com cerca de 24 milhdes de
cabecas e 9,3 bilhdes de litros de leite/ano (Instituto Brasileiro..., 2013). Em relagdo a agricultura
familiar, conta com 437 mil estabelecimentos, divididos em uma érea de cerca de nove milhdes
de hectares (Empresa Brasileira, 2011...; Netto, 2012). O queijo Minas artesanal, ainda que
competindo com o queijo Minas industrializado, demonstra que tem forga no &mbito econémico.
Pelo estado, sdo cerca de nove mil produtores envolvidos na producgdo de queijo Minas artesanal
(QMA), com produgdo superior a 29 mil toneladas por ano e geracdo de 26 mil empregos diretos.
Dentre esse universo de produtores, 247 estdo cadastrados no programa Queijo Minas Artesanal
do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) e da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao
Rural de Minas Gerais (EMATER — MG) (Empresa de Assisténcia..., 2013; Instituto Mineiro...,
2015).

O leite a ser utilizado na elaboracdo do queijo artesanal deve ser, de acordo com a Lei 20.549
(Minas Gerais, 2012) desprovido de tratamento térmico. Se a matéria prima apresentar baixas
contagens bacterianas e for livre de patégenos, 0 queijo ndo oferece risco aos consumidores
(Henri-Dubernet, Desmasures e Guéguen, 2004). Entretanto, se ndo forem respeitadas as normas
de boas praticas de ordenha e fabricacdo, além da sanidade do rebanho, esse produto pode
apresentar patégenos como Mycobacterium spp. e outros (Bertoni et al., 2001). Em diversos
estudos com queijos artesanais em Minas Gerais, foram encontradas contagens variadas de
coliformes totais e termotolerantes e Staphylococcus coagulase positivo, além de presenca de
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes (Resende et al., 2011, Oliveira, 2014; Castro et al.,
2015). No entanto, ndo ha relatos de pesquisa para Mycobacterium spp. em queijo Minas
artesanal.

A doenga causada por Mycobacterium bovis é considerada uma zoonose com sérias implicagdes
para a salde humana (Organizacdo..., 2008). As principais formas de transmissdo sdo por
exposicdo ocupacional ao patdgeno e por consumo de leite contaminado e seus derivados
(Dankner e Davis, 2000). Nédo h4, entretanto, registros da prevaléncia e da incidéncia dos casos
de tuberculose humana causada por Mycobacterium bovis e também do impacto econdmico
causado por esta doenca no pais (Jorge, 2011).

No Brasil, a situacdo epidemioldgica de distribuicdo da tuberculose bovina é heterogénea. A
prevaléncia nacional da doenca em bovinos é de 1,3% (Ministério da Agricultura..., 2006). No
estado de Minas Gerais, a prevaléncia é de 5% e 0,9% para rebanhos e animais positivos,
respectivamente (Barbieri et al., 2016).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Isolar e quantificar M. bovis BCG em queijo tipo Minas artesanal durante a maturacdo
controlada e avaliar efeito inibitério de bactérias Aacido-laticas e de transformacGes
bioquimicas contra este patdgeno.

2.2. Objetivos especificos

Estudar o antagonismo in vitro de bactérias acido laticas, isoladas de queijo Minas artesanal,
contra M. bovis BCG.

Acompanhar a viabilidade de M. bovis BCG e a composicdo quimica em queijo tipo Minas
artesanal durante maturacao sob temperatura e umidade controladas.

Determinar a influéncia de bactérias acido-laticas, isoladas de queijos Minas artesanais, na
viabilidade de M. bovis BCG em queijo tipo Minas artesanal durante maturacdo sob
temperatura e umidade controladas.
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3. Capitulo I — Revisdo de literatura
3.1. O queijo Minas artesanal
3.1.1.Historico geral

Queijo é o nome genérico dado a um grupo de produtos lacteos fermentados. Acredita-se que seu
primeiro exemplar tenha surgido na regido do Crescente Fértil ha 8.000 anos, entre os rios Tigre
e Eufrates, onde hoje é o Iraque. Seu aparecimento estd associado a domesticacdo de animais,
principalmente cabras e ovelhas, e ao aproveitamento de seus produtos. Os alimentos fermentados
pioneiros surgiram, assim, de uma combinacdo ao acaso de temperatura ideal e presenca de
bactérias acido-laticas no leite acondicionado em estdbmago de ruminantes. Havia coagulacdo do
leite com formacdo de um gel que, ap6s movimentacdo intencional ou ndo, era quebrado em
coagulo e soro (Fox et al., 2004).

Materiais depositados em uma tumba, entre 3.100 e 2.900 A.E.C., no Egito antigo, foram
identificados como queijo por arqueodlogos. Essas sdo, portanto, as primeiras evidéncias concretas
da producdo de queijo por povos antigos. Na Grécia antiga, a producdo de queijo de ovelha foi
descrita por Homero na obra A lliada, no século VII A.E.C. Diodorus, no século | A.E.C., discorre
sobre a lenda de Aristeus, filho de Apolo, que aprendeu a arte da produgéo de queijo e repassou
0 conhecimento para a populacdo grega. Estima-se que, na Europa ocidental, a producdo de
queijos se iniciou como decorréncia do Império Romano, que trouxe a tecnologia de fabricacao
da Grécia. Registros sobre tais produtos, entretanto, so estdo disponiveis a partir da Idade Média.
A América e seus povos ndo utilizavam nenhum tipo de leite até serem colonizados pelas
metropoles europeias, a partir do século XVI. Paises orientais, incluindo Jap&o, india e China
permaneceram sem leite e queijo até os tempos modernos quando, sob a influéncia da
globalizacdo, passaram a produzir e consumir derivados lacteos (Dalby, 2009; Litopoulou-
Tzanetaki e Tzanetakis, 2011).

No Brasil, durante o periodo colonial, 0 queijo entrava no pais como produto importado da
metrdpole e recebia 0 nome de flamengo. Registros de navios entre Portugal e o Brasil, no século
XVIII, evidenciavam o comércio. Alguns desses produtos originavam-se também da Inglaterra,
parceira comercial do reino portugués (Barbosa, 1971; Pinto, 1979).

Acredita-se que o queijo passou a ser produzido no Brasil com a vinda da familia real portuguesa,
em 1808. Seu formato inicial era como queijo do Reino (derivado de “queijo que veio do reino”),
de massa prensada, semiduro e sabor suave. Como adjuvantes no processo de coagulacdo, no
Brasil, eram utilizados estbmagos de animais nativos, como anta, veado e tatu canastra, uma vez
que os fazendeiros se recusavam a abater bezerros para a obtengdo do coalho (Pinto, 1979;
Albuquerque, 1986; Dias, 2006).

Atualmente, destacam-se no pais 0s seguintes queijos artesanais, feitos a partir de leite cru:

e Serrano e Colonial: produzidos em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul, a partir de
leite de rebanhos de corte (Menezes, 2011);

¢ Minas artesanal, meia-cura, cabacinha e requeijdo: de Minas Gerais, diferem-se pela
adicdo de cultura latica, aquecimento da massa e tempo de maturagdo (Minas Gerais,
2012);

e Coalho, requeijdo: produzidos no nordeste do pais, sdo queijos de alta umidade e pouco
maturados (Guedes Neto, 2008);
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e Marajd: queijo tipo manteiga, feito a partir de leite de bdfala e de vaca, de média umidade
(Seixas et al., 2015).

Como caracteristicas comuns da producdo dos queijos artesanais brasileiros, destacam-se um
carater pouco especializado, producdo familiar e sazonal e de pequeno volume (Almeida, 2001).
Deve-se reconhecer, entretanto, que a elaboracdo de queijos artesanais estd intimamente
conectada e adaptada a sua origem e, com isso, contribui para a permanéncia e manutencdo do
agricultor no ambiente rural (Menezes, 2011). A alimentacdo dos povos se engquadra como um
habito cultural, sendo também representacdo da histéria local. No caso do queijo Minas artesanal,
é inegavel o valor de identificacdo cultural e sua simbologia em relagdo a identidade do mineiro
(Netto, 2012; Severino, 2012).

3.1.2.Definicéo

A legislacdo brasileira determina queijo como um produto fresco ou maturado obtido por
separacdo parcial do soro do leite, coagulado pela acgdo fisica do coalho, de enzimas e bactérias
especificas, entre outros (Brasil, 1996). O queijo Minas artesanal, de producéo restrita ao estado
de Minas Gerais, € um produto feito a partir de leite cru e culturas laticas naturais, maturado e
produzido em queijaria localizada em propriedade rural (Minas Gerais, 2012).

Segundo a legislacao vigente (Minas Gerais, 2011):

E considerado Queijo Minas Artesanal o queijo que apresente consisténcia
firme, cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes,
com ou sem olhaduras mecéanicas, confeccionado a partir do leite integral de
vaca fresco e cru, retirado e beneficiado na propriedade de origem.

S&o reconhecidas pela legislacdo estadual sete regides produtoras de queijo Minas artesanal
(figura 3.1). Todas as regides foram definidas por portarias especificas, que enquadram os
municipios participantes (Instituto Mineiro..., 2017a). Dentre as regiGes oficiais, o0 Serro e a da
Serra da Canastra apresentam indicacdo de procedéncia para os queijos produzidos em alguns de
seus municipios (Instituto Nacional..., 2017).

O modo de fazer do queijo Minas artesanal também é um patrimonio imaterial brasileiro, tendo
sido inscrito no Livro de Registro dos Saberes do Instituto do Patriménio Histérico e Artistico
Nacional (IPHAN) em junho de 2008. Como parte do processo, foi criado um dossié que descreve
sua forma de producdo (Meneses, 2006). Sua inclusdo no Livro reforga a importancia desse
produto na historia, na identidade e na economia do estado de Minas Gerais (Brasil, 2008).

3.1.3.Legislacéo

O queijo Minas artesanal é regido por legislaces nacionais e estaduais. O principal documento
de identidade e qualidade de queijos é a Portaria 146 de 1996, do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Esse documento fornece uma defini¢do basica sobre queijos
e suas classificacGes, além de determinar seus requisitos microbiologicos, e contempla a
maturagao de queijos feitos a partir de leite cru (Brasil, 1996). Apenas mais um texto, em toda a
legislacdo federal consultada, discorre sobre queijos artesanais. A Instrucdo Normativa 30, de
2013, que também discorre sobre o periodo de maturacgdo desses produtos (Brasil, 2013).
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Figura 3.1. Mapa das regifes reconhecidas como produtoras de queijo Minas.

3.1.4.Ambito social e econdmico

A legislagdo estadual tem como principal documento a Lei 20.549 de 2012, que dispde sobre a
producdo e a comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais. H& também a Lei 19.492
de 2011, que alterou alguns itens da Lei 14.185 de 2002, j& revogada (Minas Gerais, 2011). Elas
sdo acompanhadas de diversas portarias, que dispdem sobre as normas de defesa sanitaria para 0s
rebanhos, de requisitos basicos das queijarias, de boas praticas de producdo de queijo Minas
artesanal e das microrregides reconhecidas como produtoras de queijo. Também ja foram editados
dois decretos, que aprovam os regulamentos da Lei 14.185 de 2002 (Instituto Mineiro..., 2017a).

Do ponto de vista econdmico, deve-se considerar que a producdo de queijo artesanal é uma
alternativa viavel contra a reducdo do nimero de pequenos produtores de leite, que permanecem
no campo, ligados as suas origens. Em mercados especializados, um queijo artesanal de qualidade
¢ altamente apreciado e pode atingir valor diferenciado (Meneses, 2006; Vasek et al., 2008;
Licitra, 2010). Em paises em desenvolvimento, como no Brasil, a producéo de queijos por meio
da fermentacdo esponténea do leite cru também representa um método de preservacao barato e
confidvel dessa matéria-prima (Beresford et al., 2001).

Dentro do contexto econd6mico, Minas Gerais é reconhecidamente o mais tradicional elaborador
de queijos no pais. Em 2016, o estado apresentou o segundo maior rebanho bovino e foi o
principal produtor de leite, com cerca de 23 milhGes de cabecas e nove bilhdes de litros de
leite/ano. Em relacdo a agricultura familiar, em 2014 o estado contava com 437 mil
estabelecimentos, que ocupavam uma area de cerca de nove milhGes de hectares e empregavam
866 mil agricultores familiares (Minas Gerais, 2014; Minas Gerais, 2017a).
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O queijo Minas artesanal, ainda que competindo com o queijo Minas industrializado, demonstra
que tem forga no @mbito econdmico (Meneses, 2006). Estima-se uma producdo anual de 29 mil
toneladas (Amarante, 2015), passando por 70 mil toneladas (Cunha, 2011), até atingir 220 mil
toneladas (Producéo, 2017), de acordo com a fonte consultada.

A venda de queijos garante ao produtor uma renda mensal de cerca de oito mil reais (Recordistas,
2013). O produto fresco chega ao mercado em um valor proximo de R$14 o quilo, enquanto o
maturado, estocado por ao menos 20 dias, pode custar a partir de R$50 (Ribeiro, 2016). H& uma
preferéncia geral da populacdo pelo produto fresco, que é consumido dessa maneira ou maturado
na residéncia (Ornelas, 2005). Entretanto, a colocacdo do queijo maturado como um produto
refinado tem atraido a atencdo dos consumidores e do mercado, e tem propiciado o aparecimento
de afinadores de queijo e lojas especializadas no produto (Girdo, 2017).

No contexto social, 0 queijo Minas artesanal emprega de de nove mil (Amarante, 2015) a 30 mil
familias (Fonseca, 2017). O universo de produtores enquadra tanto aqueles que vivem
exclusivamente do queijo artesanal quanto aqueles que o elaboram apenas para consumo proprio.
Ainda gue com um perfil heterogéneo, pode-se considerar que a maioria dos produtores segue
uma tradicdo histérica e familiar, em que o conhecimento do processo tem sido passado de
geracdo a geragdo. A producdo também se liga a terra onde a queijaria se encontra, tanto
geografica, o que contribui com a formacdo do terroir do produto, quanto afetivamente. 1sso
porque o queijo Minas artesanal permite a manutencao do produtor no seu local de origem, onde
estdo fixados seus lacos de trabalho, de familia e de pertencimento social. Como exemplo, é um
costume comum a troca de soro-fermento, popularmente conhecido como pingo, entre 0s
produtores de uma mesma regido. Essa relacdo entre produtores também pode ser vista de uma
forma ainda mais intensa na existéncia de associagfes e cooperativas exclusivas para o queijo
Minas artesanal (O Mineiro, 2011).

Dentro do programa queijo Minas artesanal, desenvolvido pelo IMA e pela EMATER-MG,
existem 276 produtores cadastrados e dois entrepostos relacionados no ano de 2017. Desses, sete
queijarias e os dois entrepostos sdo registrados com o selo do Sistema Brasileiro de Inspe¢éo de
Produtos de Origem Animal (SISBI/POA), o que permite a comercializacdo do produto em todo
o territorio nacional (Instituto Mineiro..., 2017b). Ainda assim, € um nimero muito abaixo
daquele estimado para o total de queijarias no estado, entre nove e trinta mil (Amarante, 2015;
Fonseca, 2017).

A auséncia de controle sobre a producdo daqueles produtores ndo cadastrados no programa queijo
Minas artesanal também é preocupante. Isso porque a falta de educagéo sanitéria e a ndo inspegéo
do produto final podem determinar um alimento que cause danos ao consumidor. A ilegalidade
do queijo também diminui seu valor de mercado e o retorno financeiro social e econdmico para
seu produtor. Ainda que seja um produto forte em Minas Gerais, é inegavel a auséncia de dados
concretos sobre a producdo do queijo e sua situagdo atual. As fontes estudadas indicam
informacOes desencontradas, o que dificulta a elaboragdo de medidas publicas e privadas para o
fortalecimento da cadeia.

3.1.5.Caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas

As caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas de queijo Minas artesanal foram
determinadas pelo Decreto 62.645 de 2002 (Minas Gerais, 2002). Nele, estdo descritos os
parametros legais microbioldgicos e fisico-quimicos para inspec¢do do produto (tabela 3.1).
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Tabela 3.1. Pardmetros e padrdes para inspecao de queijo Minas artesanal definidos pelo Decreto

62.645 de 2002
Parametro
Coliforme/g a 30°C
Coliforme/g a 45°C

Staphylococcus coagulase positivo/g

Salmonella spp./25g

Listeria spp./25¢

Umidade expressa em base Umida

Amido

Fosfatase alcalina

Limite

n=5, c=2, m = 1x10%, M = 5x10°
n=5, c=2, m = 1x10%, M = 5x10?
n=5, c=2, m = 1x102, M = 1x103
Auséncia

Auséncia

< 45,9%;

Negativo

Positiva

Diversos estudos ja relataram as qualidades microbioldgicas e fisico-quimicas de queijo Minas
artesanal de algumas das sete regiGes produtoras (tabela 3.2). Em comum, todos indicaram a
inadequacdo dos queijos principalmente nos primeiros dias ap6s a producéo. Isso se deve tanto
pela umidade estabelecida por lei ainda ndo ter sido atingida, como também pela microbiota
indesejavel, mais presente em queijos frescos (Castro et al., 2016). Ademais, nenhum estudo

reportou a pesquisa de Mycobacterium bovis nesses produtos.

Tabela 3.2. Estudos com caracterizacdo microbioldgica e fisico-quimica de queijo Minas

artesanal

Trabalho

Aradjo, 2004

Machado et al.,
2004

Brant et al., 2007

Pinto et al., 2009

Guimaraes et al.,
2011

Oliveiraet al.,
2013

Oliveira, 2014

Sales, 2015

Castro et al.,
2016

Regido
Araxa
Serro
Serro
Serro

Canastra

Serro, Canastra e
Cerrado

Campo das
Vertentes

Araxa

Campo das
Vertentes

FQ: Fisico-quimica; M: microbioldgica

N/A: ndo se aplica

Tempo de
maturacao

8 dias
Fresco
Fresco e maturado
7 dias

8 dias

Fresco

Ao longo da
maturacéo

Ao longo da
maturacéo

Fresco

Conformidade

FQ: Nao
M: Néao
FQ: Nao
M: N/A
FQ: Ndo
M: Néao
FQ: N/A
M: Néao
FQ: Sim
M: N/A
FQ: Néo
M: N/A
FQ: Sim
M: Néo
FQ: Sim
M: Sim
FQ: Nédo
M: Néo

Cadastro

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A
N/A

Sim

Sim
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3.1.6.Maturacéo

Enquanto alguns queijos sdo saboreados frescos, a maioria dos produtos artesanais consumidos
nos dias atuais é composta por queijos maturados a partir de duas semanas, por um periodo que
pode durar até dois anos. Muitas variedades desse alimento podem ser consumidas em varios
estagios durante esse periodo, dependendo das preferéncias do consumidor e de fatores
econdmicos. Durante a maturagdo, ocorre uma série complexa de mudancas bioguimicas, com a
ajuda dos seguintes agentes: coagulante, enzimas do leite, como plasmina, bactérias iniciadoras e
microbiota secundaria (Fox et al., 2004). A propria legislacdo nacional contempla o termo. O
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA)
determina que queijos maturados sdo aqueles que sofreram “trocas bioquimicas e fisicas
necessarias e caracteristicas de suas variedades” (Brasil, 2017).

A maturacdo de queijos, portanto, € possivel pela presenca de um ecossistema complexo, formado
por bactérias, bolores e leveduras. Estes micro-organismos desempenham interacfes antagonistas,
mas também se cooperam enzimatica e metabolicamente. Durante a maturacdo, Sdo responsaveis
por alterac6es no produto que, isoladamente, ndo conseguiriam alcancar (Arfi et al., 2004). Além
da microbiota indigena, fatores tecnol6gicos e ambientais também podem interferir com a
microbiota de queijos durante a maturacdo (Hoorde et al., 2010). A influéncia do periodo de
maturacao nas caracteristicas fisico-quimicas em queijos mantidos em temperatura ambiente pode
determinar a microbiota, com reducdes nas contagens de coliformes e bactérias dos géneros
Mycobacterium, Brucella, Staphylococcus, Salmonella e Listeria e outros micro-organismos
indesejaveis (Dores et al., 2013; Starikoff et al., 2016).

A legislacdo brasileira determina que a maturacdo de queijos artesanais, feitos a partir de leite
cru, deve ocorrer por no minimo 60 dias, em temperatura acima de 5°C, até que eles possam ser
consumidos (Brasil, 1996). Essa regulacdo brasileira tem como base a legislagdo americana que,
desde 1949, determina esse periodo minimo (Sung e Collins, 2000). Entretanto, a Instrucdo
Normativa 30 de 2013, e o0 Decreto 9.013 de 2017 possibilitam que queijos feitos a partir de leite
cru podem ser liberados para a venda e consumo com um periodo inferior a 60 dias de maturacéo.
O periodo minimo devera ser obtido em estudos técnico-cientificos que confirmem a qualidade e
inocuidade desses produtos e sejam avaliados pelos 6rgdos de inspecdo reconhecidos pelo
SISBI/POA. Ainda assim, esses queijos devem vir de queijaria situada em regido de indicacéo
geografica ou historicamente reconhecida como produtora de queijo artesanal e de rebanhos livres
de ou controlados para tuberculose e brucelose (Brasil, 2013; Brasil, 2017). Se o periodo de
maturagao for superior a 60 dias, como a antiga legislacdo vigente determinava, o queijo Minas
artesanal ja ndo apresenta suas caracteristicas de identidade, o que resulta em rejei¢do por parte
do consumidor. Ha também um grande comércio do produto ainda fresco, em descumprimento a
esta regulamentacao (Ornelas, 2005).

O periodo de maturagdo de queijo Minas artesanal estd definido para aqueles produtos
provenientes de queijaria integrantes do sistema SISBI-POA. De acordo com as Portarias
estaduais 1.305 de 2013 e 1.736 de 2017, queijos da regido de Araxa poderdo ser comercializados
a partir de 14 dias de maturagdo, da regido do Serro a partir de 17 dias e das outras regifes, a
partir de 22 dias (Minas Gerais, 2017b).
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3.2. Bactérias acido-laticas
3.2.1.0s micro-organismos

Bactérias acido-laticas (BAL) sdo micro-organismos agrupados por compartilharem diversas
similaridades. Elas sdo bactérias Gram positivo, ndo formadoras de esporos, em formato de
bastonetes ou cocos e que produzem como acido latico como o principal metabolito pos-
fermentacéo de carboidratos. Os principais géneros que constituem esse grupo sao Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus. Muitas BAL estdo relacionadas a
producdo de alimentos fermentados, como queijos, iogurtes, salames e vegetais em conserva
(Axelsson, 2004). Dentre as especies mais comumente isoladas de produtos lacteos estéo:
Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus johnsonii (Jay et al., 2005).

BAL sdo utilizadas em leite para, industrialmente ou artesanalmente, gerar seus derivados. Esses
micro-organismos sdo responsaveis por producao de acido, atividades proteoliticas, formacao de
aroma e formacdo de textura (producdo de exopolissacarideos). Todas essas atividades sdo
capazes de caracterizar um produto lacteo fermentado, tornando-o mais rico em sabor e textura,
com maior valor nutricional e com um tempo de prateleira prolongado (Mayra-Makinen e Bigret,
2004; Jay et al., 2005).

BAL tém sido estudas quanto a seu potencial probiético. Muitas com a acdo comprovada ja estdo
disponiveis comercialmente. BAL também estdo relacionadas a producdo de bacteriocinas,
peptideos que apresentam atividade antagonista frente a diversos micro-organismos indesejaveis
(Donaghy, 2010).

3.2.2.BAL isoladas de queijo Minas artesanal

Diversos trabalhos ja relataram a microbiota latica de queijo Minas artesanal (tabela 3.3). As BAL
isoladas pertenciam principalmente aos géneros Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Weissella e Leuconostoc.

Também é grande o nimero de experimentos que demonstraram potencial probiético desses
micro-organismos (Costa et al., 2013; Andrade et al., 2014; Silva, 2016; Acurcio et al., 20173;
Acurcio et al., 2017b; Sant’anna et al., 2017). As espécies W. paramesenteroides e L. rhamnosus
(Costa et al., 2013), L. plantarum (Andrade et al., 2014); L. plantarum e L. rhamnosus (Acurcio
et al., 2017a; Acurcio et al., 2017b) e P. acidilactici e L. plantarum (Sant’anna et al., 2017)
demonstraram resultados positivos nos testes de resisténcia a acidos gastricos e sais biliares,
antividade antagonista contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. e E. faecalis, sensibilidade a antimicrobianos e, em alguns trabalhos (Acurcio et
al., 2017a; Acurcio et al., 2017b; Sant’anna et al., 2017), também antagonismo in vivo. Dentre
essas BAL isoladas de queijo Minas artesanal, ndo ha relatos, na literatura consultada, de testes
contra M. bovis ou outras micobactérias.
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Tabela 3.3. Espécies de BAL encontradas em queijo Minas artesanal
Trabalho Regido Espécies

Enterococcus faecalis,
Enterococcus raffinosus,
Lactococcus lactis, Leuconostoc
mesenteroides
Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus paraplantarum,
Weissella paramesenteroides
Lactococcus garvieae, L. lactis,

L. plantarum, Enterococcus
faecium, E. faecalis, L.
rhamnosus
Lactobacillus brevis,
Enterococcus rivorum, E.
faecalis, L. casei, L. rhamnosus,
L. plantarum
Lactobacillus paracasei,
Pediococcus acidilactici, L.
plantarum, L. brevis, L.
rhamnosus

Lima et al., 2009 Serra do Salitre

Resende et al., 2011 Canastra

Castro et al., 2016 Campo das Vertentes

Luiz et al., 2016 Araxa

Sant’anna et al., 2017 Campo das Vertentes

3.3. Mycobacterium bovis

3.3.1.0 micro-organismo

Mycobacterium bovis € um micro-organismo causador da tuberculose bovina, em forma de
bastonete, microaerofilico, alcool-acido resistente, ndo redutor de nitrato, ndo produtor niacina e
de crescimento fastidioso (Levison, 2008). Estima-se que um bacilo de M. bovis mega entre 3 a
5um de comprimento e 0,2 a 0,6um de largura e pese entre 5 e 10fg (Mishra et al., 2005; Kumar
et al., 2009; Boyle et al., 2014; Helmy et al., 2015). Ainda gque possa ser corado pela coloracao
de Gram e se apresentar levemente como Gram positivo, o teste morfotintorial de Ziehl-Neelsen
é utilizado para corar M. bovis e outras micobactérias, 0 que as caracteriza como bastonetes
alcool-acido resistentes (Tortora et al., 2012). O micro-organismo apresenta alta resisténcia a
ambientes acidos e alcalinos e a pirazinamida, além de ser capaz de sobreviver no ambiente,
quando em condicdes ideais (Morris et al., 1994; Rowe e Donaghy, 2008). Ainda que apresente
relativa resisténcia a altas temperaturas, a pasteurizacdo é uma eficiente forma de controle de M.
bovis no leite (Forgrave et al., 2016). Os bindmios tempo-temperatura de pasteurizacéo lenta e
rapida apresentam igual eficidcia na inativacdo do micro-organismo (Kells e Lear, 1960;
Harrington e Karlson, 1965).

Mycobacterium bovis € integrante do complexo Mycobacterium tuberculosis, que também inclui
0s micro-organismos M. tuberculosis, M. microti, M. caprae, M. canettii e M. africanum. Dentro
do grupo, M. bovis é aquele que apresenta uma maior diversidade de hospedeiros, atingindo tanto
animais domesticados quanto selvagens, além de também afetar o homem (Brosch et al., 2002).
Assim, a tuberculose causada por M. bovis é considerada uma zoonose, com um padrdo
epidemioldgico complexo, que inclui a transmissao dentro e entre animais de fazenda, animais
silvestres e seres humanos (O’Reilly e Daborn, 1995).
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O patogeno foi isolado inicialmente de lesdes tuberculosas de bovinos. Robert Koch, o
pesquisador responsavel pelo descobrimento do bacilo, acreditou que 0 micro-organismo era
indcuo para seres humanos. Entretanto, foi contrariado por Theobald Smith, cientista que atestou
a viruléncia de M. bovis na infec¢do humana (Gallivan et al., 2015).

3.3.2. Tuberculose bovina

A sintomatologia classica da tuberculose bovina é uma doenca respiratoria progressiva, com
formagdo de granulomas caseosos nos pulmdes. Entretanto, o patégeno pode causar também
granulomas caracteristicos em outros érgaos e linfonodos, dependendo do local de entrada ou da
fixacdo do bacilo (Rua-Domenech, 2006). A evolucdo da doenca é, em sua maioria, cronica e
alguns animais podem ndo demonstrar sinais clinico evidentes, embora estejam transmitindo o
patégeno (Organizacao..., 2009).

Quando a micobactéria adentra o corpo, ela chega ao érgédo inicial (como exemplos: pulmao,
linfonodos cervicais ou intestinos) e é englobada por macréfagos, que a transportam através do
epitélio, até atingir camadas mais internas. Novos macro6fagos sdo entdo recrutados e formam um
granuloma, que €é constituido por varias células de defesa. O patdgeno continua se replicando
dentro dos macréfagos, até que o granuloma restrinja o crescimento microbiano. Entretanto, esse
mesmo granuloma pode sofrer necrose, o que possibilita a manuten¢do do micro-organismo e o
desenvolvimento da doenca e de sinais clinicos, que estao relacionados ao local da lesédo (Tortora
et al., 2012; Cambier et al., 2014). A evolucdo da doenca é normalmente cronica, podendo
perdurar por anos. O micro-organismo também pode se deslocar de uma lesdo primaria da doenca
e, Via corrente sanguinea, atingir outro local, denominado foco secundario. Pode ocorrer ainda
uma dorméncia inicial do patdégeno, que se mantém dessa forma até sofrer uma reativacdo, que
pode ocorrer décadas ap6s a infeccdo e atuar tanto no local de entrada, quanto em um local
secundario. Assim, a literatura reporta lesdes tuberculosas em praticamente todos os 6rgéos (Stout
etal., 2001; Shah et al., 2006; Bohme et al., 2007; Cachafeiro-Vilar et al., 2007; Rowe e Donaghy,
2008; Milian-Suazo et al., 2010; Han et al., 2015).

Os sinais clinicos, guando presentes, estdo associados ao local principal de infec¢do. No caso de
bovinos acometidos pela tuberculose respiratoria, a forma mais prevalente, pode-se identificar
tosse, linfonodos aumentados de volume e dificuldade na respiragdo. Sinais inespecificos também
estdo presentes, como perda de peso, anorexia, apatia e febre. Além disso, a auséncia de sinais
clinicos é possivel mesmo em casos avancados da doencga (Grange e Yates, 1994; Organizacéo...,
2009).

Os fatores de risco sobre a tuberculose bovina podem ser estratificados em trés niveis distintos:
animais (individual), rebanho e regido (tabela 3.4).

Os impactos da doenga podem ser vistos na perda de produgdo animal, que pode chegar a 10% da
producdo leiteira, na condenacdo desses animais, na desvalorizacdo das propriedades e,
principalmente, na perda humana pela tuberculose zoondtica. Além disso, o custo da implantacédo
de programas para eliminacdo da doenca em um pais € altissimo, o que dificulta o controle em
paises em desenvolvimento (Zinsstag et al., 2009; Olea-Popelka et al., 2017).
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Tabela 3.4. Fatores de risco de tuberculose em bovinos

Estrato Fator de risco Causa
Machos permanecem mais tempo nos rebanhos
Sexo mais infectados (reprodutores); tempo prolongado
de contato com diversos animais
- Racas europeias e criadas em sistema intensivo séo
raca, genética . .
mais susceptiveis
Animal idade Animafis mais ve_lho§ tém c_ontato pro_longado com
diversos animais; reativacao de infeccéo
status imunologico Imunodepresséo é fator predisponente para doenga
estado nutricional Causa e/ou consequéncia da doenga
. Se em rebanho positivo; transmisséo pelo
uso de colostro e leite . .
colostro/leite ou pelo contato com a mée
Manejo, exploracédo Em gado leiteiro, pela atividade intensiva
Histérico de bTB Manutencdo dos mesmos animais por anos
Quanto maior o rebanho, maior o risco por contato
Tamanho entre animais intra e extra-rebanho, circulacio
maior de compra e venda, intensificagéo
Contato animais e seres  Manutencao do ciclo tuberculose zoonética entre as
Rebanho humanos e§pécies . . .
Quanto menos servicos, maior o risco: baixa
Servigos veterinarios aplicacdo de testes diagndsticos, menor
acompanhamento veterinario
Compras Entrada de animais contaminados no rebanho
Movimentos Contato com rebanhos infectados
Contato com outras Contato com animais selvagens ou domésticos
espécies infectados
Prevaléncia mundial, Rebanhos em paises ou regides endémicas
nacional e local apresentam maior risco
. L Introducéo de animais contaminados/espoligotipos
e Compras internacionais exGticos

Introducéo de seres humanos ou animais
contaminados de reas endémicas; introducdo de
espoligotipos exadticos

Fontes: Harris et al., 2007; Humblet et al., 2009; Roberts et al., 2014; Barbieri et al., 2016

Imigracgdo — globalizagdo

3.3.3.Prevaléncia da doenca em animais

A tuberculose por M. bovis esta presente em todos os continentes e 0 acometimento é maior em
paises em desenvolvimento, pois eles dispdem de menores recursos para a implantagdo e
manutencdo de programas de controle e erradicacdo (Humblet et al., 2009, Organizag&o..., 2016).

No Brasil, a tuberculose bovina é endémica e esta distribuida de forma heterogénea por todo o
territério nacional. A prevaléncia da doenca em bovinos varia de acordo com a localidade e o
rebanho explorado e atinge valores de até 13,9%. Segundo estudo recente, a doenca acomete com
maior intensidade rebanhos leiteiros de alta producéo e com algum grau de tecnificagdo. Isso
ocorre uma vez que essa forma de exploracéo envolve uma concentragdo maior de animais por
area, principalmente durante a ordenha. Outro problema também enfrentado é a introdugéo de
animais j& doentes ao rebanho, sem que tenham sido testados previamente para tuberculose

(Ferreira Neto et al., 2016).
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No estado de Minas Gerais, origem do queijo Minas artesanal, em 1999, a prevaléncia da
tuberculose bovina era de 5,04% dos rebanhos e 0,81% dos animais. Dentre os fatores de risco
identificados, a bovinocultura de leite foi 0 que apresentou a maior taxa de prevaléncia. Outros
fatores de risco encontrados foram assisténcia veterinaria deficiente, baixa utilizacdo de
tecnologia e compra e venda de animais sem acompanhamento do estado de satde do animal.
Dentre os 1586 estabelecimentos pesquisados, 31,9% produziam queijo e, desse total, 92,9%
produziam esse queijo a partir de leite cru (Belchior et al., 2016).

Apo6s 14 anos, o estado epidemiolégico do estado permaneceu em patamares semelhantes, com
prevaléncia de rebanhos em 4,25% e de animais de 0,56% (figura 3.2). Novamente, a
bovinocultura de leite foi apresentada como o principal fator de risco para presenca de tuberculose
bovina em um rebanho. Outros fatores foram criacGes em sistemas de produgéo nao intensiva e
intensiva e a presenca de mais de 30 animais em um rebanho (Barbieri et al., 2016).
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Fonte: Adaptado de Barbieri et al., 2016; Ferreira Neto et al., 2016; Mapas..., 2017
Figura 3.2. Prevaléncia de rebanhos infectados por M. bovis em Minas Gerais em 2013

Ainda que ambos os trabalhos ndo tenham associado a doenga com a produgdo de queijo Minas
artesanal, pode-se estabelecer um pardmetro entre a prevaléncia de tuberculose bovina nas regides
estudadas e naquelas produtoras reconhecidas do queijo (tabela 3.5). E importante notar que as
divisdes geograficas estabelecidas pelos trabalhos nem sempre acompanham a divisdo exata
instituida pelo IMA para definicdo das regies produtoras de queijo Minas artesanal (Instituto
Mineiro..., 2017a).
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Tabela 3.5. Prevaléncia de tuberculose bovina em rebanhos em Minas Gerais nos anos de 1999 e
2013 em funcéo das regides produtores de queijo Minas artesanal (QMA)

- Regido produtora de  Prevalénciaem 1999  Prevaléncia em 2013
Mesorregido

QMA (%) (%)
Noroeste, Norte e Cerrado i 115
Nordeste
Leste Serro 2,17 1,65
Vi
Central Campo das Vertentes e 336 6.64
Serro
Zona da Mata - 512 4.8
Sul e Sudoeste - 7,17 6,77
Alto Paranaiba Araxa, Canas.tra e Serra 9,66 4,24
do Salitre
.A . Triangulo, Cerrado e
T loM ’ . 2, 4.4
riangulo Mineiro Serra do Salitre 08 5
Oeste Canastra 4,12 -

Fontes: Belchior, 2016; Barbieri et al., 2016, Instituto Mineiro..., 2017a

E interessante também comparar 0s riscos apresentados por ambos os trabalhos com as
caracteristicas atuais de producio de queijo Minas artesanal. E dbvia a associag&o entre producio
leiteira e producdo de queijo Minas artesanal. Entretanto, a maioria dos rebanhos envolvidos nas
fazendas cujo queijo é o foco da producdo é formada por até 20 animais e a producdo é
semiextensiva, fatores ndo caracterizados como de risco (Oliveira, 2014; Sales, 2015; Belchior,
2016; Barbieri et al., 2016). No caso de propriedades cadastradas, pode-se ainda argumentar que
é obrigatério o0 acompanhamento veterinario, assim como a aplica¢do anual de teste diagndstico,
gue deve ser negativo, para deteccdo de tuberculose bovina (Minas Gerais, 2002). Ainda assim,
causa preocupacao que todas as regides identificadas como produtoras de queijo Minas artesanal
sdo endémicas para a doenca.

3.3.4.Legislacéo

Reconhecendo que a tuberculose bovina é endémica no rebanho, érgdos federais e estaduais
criaram leis e programas que visam reduzir a incidéncia e a prevaléncia da doenca. Tais acoes
tém como objetivos 0 aumento da produtividade pecuaria, a protegdo sanitaria do rebanho e dos
consumidores de produtos de origem animal.

No pais, 0 MAPA instituiu o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT), em 2001, com o objetivo de reduzir a prevaléncia e a incidéncia dessas
enfermidades (Brasil, 2001; Ministério da Agricultura..., 2006). Em seu manual, os pontos
principais do programa séo a certificacdo voluntéria para propriedades livres ou monitoradas, a
padronizacgdo de procedimentos de diagnostico e o abate obrigatério de animais positivos (Poester
et al., 2002; Ministério da Agricultura..., 2006). Entretanto, apés 15 anos da introducdo do
PNCEBT, a situacgdo epidemioldgica da doenga se manteve muito semelhante pelo pais. Embora
em grande parte do Brasil, onde existe uma explorac¢do bovina para carne, a prevaléncia tenha se

mantido baixa, em estados importantes na producdo pecudria leiteira, essas mesmas taxas
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aumentaram quando comparadas com as de 2004. Também nesse periodo apenas 1100 fazendas
estavam certificadas como livre da tuberculose (Ferreira Neto et al., 2016).

De acordo com o RIISPOA, em seu artigo 243, € proibida a utilizacdo de leite de animais que
“apresentem diagnostico clinico ou resultado de provas diagnodsticas que indiquem a presenca de
doengas infectocontagiosas que possam ser transmitidas ao ser humano pelo leite” (Brasil, 2017).
Também no nivel federal, os queijos produzidos a partir de leite cru devem ser provenientes de
propriedade certificada como livre de tuberculose e brucelose ou controladas para brucelose e
tuberculose pelo IMA, no caso do queijo Minas artesanal (Brasil, 2013).

A legislacdo de Minas Gerais, ao estabelecer normas de defesa sanitaria para os rebanhos
fornecedores de leite para producdo de queijo Minas artesanal, vai ao encontro do PNCETB e do
RIISPOA (Minas Gerais, 2012). O produtor cadastrado pelo IMA no Programa queijo Minas
artesanal deve garantir que seu rebanho seja livre para tuberculose. Se animais forem
considerados positivos, devem ser imediatamente isolados e afastados da producéo leiteira, até
que sejam abatidos em no maximo 30 dias. O mesmo texto determina que os trabalhadores
envolvidos no manejo do gado e na producédo dos queijos também sejam testados anualmente para
a doenga (Minas Gerais, 2002).

3.3.5.Mycobacterium bovis em leite e derivados lacteos

A principal forma de contaminacdo do leite por M. bovis é pela infeccdo do Ubere, quando ha
eliminacdo desses micro-organismos. A excrecdo pode ocorrer tanto pela passagem direta do
patdgeno da corrente sanguinea para o leite, em uma infeccdo sistémica, ou pela descarga direta
do bacilo, no caso de mastite tuberculosa (Claeys et al., 2013). Estudos relatam valores excretados
entre 5x10? a 5x10° UFC/mL de M. bovis no leite (Kells e Lear, 1960; Zanini et al., 1998). Outras
formas menos usuais sdo contagio por respingos de fezes e urina, além de particulas de ar
(Pritchard, 1988), contaminacdo pOs-pasteurizacdo ou pela presenca do patdgenos em
equipamentos mal sanitizados (Abrahdo et al., 2005). Adicionalmente, foi relatada presenca de
M. bovis em colostro, aumentando a probabilidade de contagio entre animais e a persisténcia da
doenca em rebanhos (Serrano-Moreno et al., 2008).

No Brasil, bactérias do género Mycobacterium, inclusive M. bovis, foram identificadas em leite
de vacas e de bufalas no Brasil (tabela 3.6).

Todos esses trabalhos confirmam que a populagéo brasileira se encontra exposta a M. bovis pelo
consumo de leite. Os dados também trazem preocupacdo, visto que existe um costume de
consumo de leite cru ou ndo inspecionado no pais (Leite et al., 2003; Bolafios et al., 2017).

Como Mycobacterium bovis é considerado um micro-organismo contaminante do leite, assim,
pode ser encontrado em queijos artesanais, em sua maioria, feito com leite cru. A presenca desse
patégeno na principal matéria prima pode ocasionar a contaminagdo do produto final e,
consequentemente, sua ingestdo por consumidores. Portanto, em &reas endémicas, derivados
lacteos feitos a partir de leite cru podem estar contaminados por M. bovis e, entdo, necessitam de
atencdo particular no monitoramento e vigilancia (Clark Jr. et al., 2006). Em estudo no México,
de 95 amostras de queijo fresco, seis foram positivas para o patdgeno (Pereira-Suarez et al., 2014).
M. bovis também j& foi isolado de queijo tipo Panela nos EUA (Kinde et al., 2006), queijo Fresco
nos EUA (Center..., 2005; Harris et al., 2007) e queijo artesanal alemdo (Kaevska e Hruska,
2010).
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Tabela 3.6. Trabalhos que relatam a identificagdo de Mycobacterium spp. em leite no Brasil

Estado  Espécie de Mycobacterium Forma ~d € Tipo de leite Status
detecgao rebanho
Pardo et al., sp M '\r:atr)ﬁ]\ﬂfn I\:/I fE;uSIS;:?’ M Culturae Crue ”
2001 ' t """ PCR-RFLP pasteurizado '
gordonae
. . Culturae
Leite etal, PB M. bO\{IS’ Multiplex Cru +
2003 Mycaobacterium spp.
PCR
Jordao M. simiae; M. kansasii, Cultura e
Junior et al., SP M. flavescens; M. gordonae; PCR (PRA) Cru +
2009 M. lentiflavum
M. bovis, Culturae
Jorge, 2011 MS Mycobacterium spp. PCR Cru *
M. bovis, M. gordonae,
M. fortuitum,
M. intracellulare,
M. flavescens, M. duvalii, M.
haemophilum,
Franco et sp M. mmupogenum, Cultura e Cru ”
al., 2013 M. lentiflavum, PCR
M. mucogenicum,
M. novocastrense,
M. parafortuitum,
M. smegmatis, M. terrae; M.
vaccae
Zarden et . Culturae m-
al. 2013 RJ M. bovis PCR Cru +
M. nonchromogenicum, M.
Sgarioni et PR I?Aérsgc::uurr:;nMMSTc?gE?S; Cultura e Crue ,
al., 2014 L " PCR(PRA) pasteurizado '

M. chelonae, M. flavescens,
M. kansasii; M. scrofulaceum

No Brasil, M. bovis ja foi isolado de queijo coalho (Rocha, 2013; Silva et al., 2013a). Outro estudo
identificou bactérias do género Mycobacterium a partir de queijos Minas meia cura (Moriconi,
2013). Emtodos esses estudos foram feitos isolamentos tanto de coldnias quanto de identificacdo
molecular.

DNA de M. bovis também foi identificado no Brasil em leite em pd, em doce de leite e em queijos
importados, trazidos por turistas. Todos os produtos foram confiscados em aeroportos
internacionais e, se permitidos, teriam possibilitado a entrada de outros espoligotipos do micro-
organismo no territdrio nacional (Melo et al., 2014).

Mycobacterium bovis BCG é um micro-organismo atenuado usado para vacinagdo de seres
humanos em alguns paises. E considerado da mesma espécie de Mycobacterium bovis, o patégeno
responsavel pela tuberculose bovina (Moliva et al., 2015). Ambos fazem parte do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTC) e apresentam uma similaridade genética de 99,9% (Brosch
et al., 2002).
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A principal diferenca entre M. bovis BCG e os outros componentes do MTC, entretanto, é a
auséncia de uma sequéncia gendémica denominada RD1, que seria responsavel por sua atenuagao
(Mabhairas et al., 1996). Essa regido é composta por onze genes e responde pela expressao de dez
proteinas ligadas a viruléncia dos patégenos M. bovis e M. tuberculosis. Acredita-se que a RD1
esta associada a um sistema de secrecdo dos antigenos ESAT-6 e CFP-10, responsaveis pela lise
de células de defesa e pela invasao de tecidos do hospedeiro (Hsu et al., 2003, Jordao et al., 2008).

A presenca de M. bovis BCG em leite e seus derivados, como queijos artesanais, é virtualmente
impossivel. Isso porque, no Brasil, o uso de M. bovis BCG como vacina bovina é proibido
(Ministério da Agricultura..., 2006). Ainda que permitido, animais vacinados experimentalmente
com M. bovis BCG ndo o eliminam pelo leite (Val et al., 2016). Entretanto, esse micro-organismo
tem sido usado como uma alternativa a M. bovis em estudos cientificos diversos (Meyers et al.,
1998; Chung et al., 2000; Rao et al. 2001; Sweeney et al., 2006; Nde et al., 2011), incluindo
aqueles em produtos lacteos (Macuamule et al. 2016). Isso porque sua manipulagdo € considerada
mais segura e, associada a sua similaridade com os outros componentes do complexo
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis BCG prediz o comportamento de M. bovis tanto in vitro
guanto in situ (Mariam, 2009; Macuamule et al., 2016).

3.3.6. Tuberculose zoonoética

Desde que Homo sapiens iniciou a domesticagdo de animais, as zoonoses se tornaram constantes
na vida humana. Mycobacterium bovis é considerado um dos mais antigos patégenos
“compartilhados” entre gado e o homem (van Helden et al., 2013), tendo sido isolado de mimias
humanas da idade do ferro do sul da Sibéria (1200 A.C.) (Murphy et al., 2009).

Ainda em 1888, o pesquisador escocés Walley considerou que tuberculose bovina poderia ser
transmitida a humanos pelo consumo de leite e de seus derivados; além disso, recomendou que
médicos veterinarios fossem responsaveis pela inspecdo de produtos de origem animal para evitar
impactos da doenca na salde publica (Pritchard, 1988). Em 1898, Theobald Smith sugeriu que o
bacilo causador da doenca em humanos era diferente daquele causador de tuberculose em bovinos
(Bezos et al., 2014). McFadyean, em 1901, reconheceu que animais clinicamente saudaveis eram
capazes de excretar o micro-organismo no leite e refor¢ou a opinido de Walley quanto ao risco de
consumo de produtos lacteos para desenvolvimento da doenca (McFadyean, 1901).

Mesmo que espécies distintas causem tuberculose com maior frequéncia em seus hospedeiros
finais (M. tuberculosis em seres humanos e M. bovis em bovinos), esses micro-organismos sao
capazes de intercalar a espécie-alvo (van Helden et al., 2013). Por exemplo, M. bovis é
encontrado com maior frequéncia em bovinos. Entretanto, suas caracteristicas genéticas permitem
gue contaminem um grande nimero de mamiferos, incluindo seres humanos (Brosch et al., 2002).
A sintomatologia clinica independe da espécie causadora da doenca, sendo bastante semelhante
se causada por M. bovis ou M. tuberculosis. A diferenca ocorre apenas na localizagao do patdgeno,
que se desenvolveu apds a inalagdo ou ingestdo do bacilo (Organizacéo..., 2009).

O desenvolvimento da doencga ocorre de maneira semelhante aquela descrita no 4.1.3.2. Se a
bactéria € ingerida, o que ocorre com maior frequéncia com M. bovis, a infeccédo inicial ocorre
principalmente nos linfonodos cervicais e entdo nos intestinos e em seus linfonodos. Assim, a
sintomatologia classica para tuberculose zoondtica é a escrofula, a linfadenite cervical e o
granuloma com necrose caseosa ha regido ileocecal e nos linfonodos mesentéricos. As lesdes
secundarias mais atribuidas a M. bovis sdo meningite bacteriana, artrite poliarticular e a prdpria
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tuberculose pulmonar (Grange, 2001; Shah et al., 2006; Bohme et al., 2007; Cachafeiro-Vilar et
al., 2007; Rowe e Donaghy, 2008; Milian-Suazo et al., 2010; Han et al., 2015).

Mesmo apds um século de seu descobrimento, a doenca causada por Mycobacterium bovis é uma
zoonose ainda com sérias implicacOes para a saude humana (Olea-Popelka et al., 2017). As
principais formas de transmissao sdo por exposi¢do ocupacional ao patégeno e por consumo de
leite contaminado e seus derivados (Dankner e Davis, 2000). Diversos estudos continuam a
associar a tuberculose zoonética a tuberculose extrapulmonar. Isso confirma que, ainda
atualmente, a principal causa da doenca é a ingestdo de leite e derivados contaminados (Dirr et
al., 2013; Pérez-Lago et al., 2014; Scott et al., 2016).

A dose infectante de M. bovis em humanos € desconhecida (Walsh e Morgan, 2014), embora
sugere-se que esteja em torno de 10° UFC (Advisory..., 2017). Em animais experimentais, ela
varia de acordo com a via de entrada do bacilo. Cinco ou menos micro-organismos por via aérea
sdo capazes de provocar sinais clinicos, enquanto que, por via oral, contagens entre 10* UFC e
108 UFC foram capazes de infectar animais experimentais (Goodchild e Clifton-Hadley, 2001;
Palmer et al., 2002).

3.3.7.Prevaléncia da doenga em humanos

Estima-se que a tuberculose cause a morte de dois milhdes de pessoas por ano, sendo a doenga
infecciosa que mais mata no mundo (Organizacdo..., 2017). Ainda que a maioria seja pela
contaminacdo por M. tuberculosis, ndo ha informacéo disponivel e confidvel sobre a incidéncia e
a prevaléncia de M. bovis em seres humanos e o nimero de mortes relacionadas a esse patdégeno
(Gibson et al., 2004; Thoen e Lobue, 2007; Jorge, 2011; Laniado-Laborin et al., 2014;
Organizacdo..., 2017). Consequentemente, o impacto epidemioldgico da infeccdo humana por
esse patdgeno zoondtico ainda ndo foi mensurado e é uma lacuna importante, principalmente em
paises em desenvolvimento. Isso porque, sem dados disponiveis, a implantacdo de medidas de
controle especificas e de monitoramento torna-se complexa e ineficaz (Fujiwara e Olea-Popelka,
2016; Ramos et al., 2016).

Alguns estudiosos consideram que a infec¢do humana por M. bovis tem caido consideravelmente
em paises com programas de erradicacdo totalmente implantados e com tradicdo na
industrializacdo de lacteos, como a pasteurizagcdo de leite. Assim, acredita-se que 0 risco
zoonGtico desse patdgeno seja pouco substancial (Biet et al., 2005; Doran et al., 2009). Outros
estudos, entretanto, ja consideram tuberculose em humanos devida a M. bovis uma doenca
infecciosa emergente em paises desenvolvidos e endémica em paises em desenvolvimento
(Welburn et al. 2015; El-Sayed et al. 2016; Olea-Popelka et al., 2017). Isso ocorre porgue 0s
programas de erradicacdo ndo estdo sendo suficientes para eliminar os focos bovinos (Brooks-
Pollock et al., 2014), diversos animais silvestres tém mantido o micro-organismo no ambiente
(Thoen et al., 2006) e porque a epidemia de AIDS contribui para a perpetuacdo do patégeno em
seres humanos (Prasad et al., 2005; Olea-Popelka et al., 2017).

A tuberculose zoonética é muitas vezes diagnosticada como tuberculose por M. tuberculosis
(Pérez-Lago et al., 2014). Isso porque as informacdes precisas quanto a ocorréncia de tuberculose
humana por M. bovis ndo estdo disponiveis por: (i) 0 uso de microscopia direta em espécimes
clinicos, que ndo diferencia as espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis; (ii) o
crescimento inadequado de M. bovis em meio Lowenstein-Jensen, o meio de cultura utilizado
rotineiramente para diagnostico; (iii) a baixa quantidade de bacilos em amostras extrapulmonares;
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(iv) o aspecto zoondtico de M. bovis, pouco investigado na medicina humana e pelos 6rgaos
governamentais de salde (Prasad et al., 2005; Rowe e Donaghy, 2008). Assim, ndo ha dados
suficientes para demonstrar as consequéncias globais de tuberculose humana por M. bovis (Mdller
etal., 2013).

Mesmo sem dados concretos, estima-se que M. bovis seja responsavel por até 250.000 novos
casos de tuberculose humana no mundo, causando até 23 mil mortes anuais (Organizacéo...,
2017). Em comparacéo a incidéncia mundial de tuberculose humana, de 164 novos casos por 100
mil habitantes, a tuberculose zoonGtica pode corresponder a 2% desse total. A prevaléncia varia
de acordo com o pais e seu grau de desenvolvimento, a endemia da doenca em animais, 0s habitos
alimentares da populacdo e se ha um programa de erradicacdo da tuberculose bovina (Gibson et
al., 2004; Laniado-Laborin et al., 2014). Paises desenvolvidos e industrializados apresentam
programas de erradicacdo bem estruturados e aplicados, que contribuem para baixas taxas de
incidéncia e prevaléncia da doenca tanto em humanos quanto em animais (Mignard et al., 2006;
Michel et al., 2010). Em paises em desenvolvimento, ainda que poucos estudos indiquem um
valor preciso, a prevaléncia de tuberculose humana por M. bovis encontra-se em patamares
superiores. 1sso ocorre porque ha uma incidéncia maior da doenca em animais, a pasteurizacao
do leite ndo é regularmente aplicada, as populagcdes humanas muitas vezes se encontram em
situacdo de risco, como pobreza, nutricdo inadequada e uma taxa de infeccdo maior para HIV
(Michel et al., 2010; Olea-Popelka et al., 2017).

No Brasil, dois trabalhos de 2011 apontaram resultados idénticos na identificacdo de M. bovis em
espécimes clinicos humanos. No primeiro, amostras de 99 individuos com tuberculose foram
testadas e apresentaram resultado negativo para a presencga do patdgeno zoonético (Silva et al.,
2011). No segundo, amostras de 3046 pacientes suspeitos de tuberculose foram testadas e,
novamente, nenhuma se mostrou positiva para M. bovis (Rocha et al., 2011). Em outro estudo no
pais, em 189 pacientes previamente diagnosticados com tuberculose, determinou-se que 1,6%
estavam contaminados por M. bovis (Silva et al., 2013b). Pode-se questionar os resultados dos
trabalhos, que concluiram que a importancia do patdgeno no pais é desprezivel frente ao quadro
global de tuberculose por M. bovis. Os autores limitaram o estudo a uma populacdo especifica,
urbana e ja& com suspeita da doenca. Entretanto, ignoraram os principais fatores de risco
relacionados a doenca e que sdo encontrados com maior frequéncia no meio rural (Rocha et al.,
2011; Silva et al., 2011; Silva et al., 2013b). Apenas um estudo encontrado na literatura nacional
recente reporta a tuberculose em ambiente rural. Em uma pesquisa para determinar a prevaléncia
de tuberculose bovina do rebanho mineiro, foi reportado que, em 2% das propriedades estudadas,
havia a0 menos um caso de tuberculose em humanos. Nao houve, entretanto, pesquisa para
determinar a espécie do patogeno (Belchior et al.; 2016). Assim, ainda é desconhecida a situagdo
atual da tuberculose humana causada por M. bovis no pais.

3.3.8.Fatores de risco para tuberculose zoonética

Os principais fatores de risco de tuberculose humana por M. bovis sdo associados a histérico de
consumo de leite e derivados sem tratamento térmico, situacdo de imigrante/minorias étnicas,
imunossupressdo ou co-infecgdo com HIV, contato com animais, risco ocupacional, status
socioecondmico e faixa etéria, principalmente crianca ou idosos (Gibson et al., 2004; Shah et al.,
2006; Cachafeiro-Vilar et al., 2007).

Ainda que a pasteurizacdo compulsoria do leite e a migracdo da populacdo rural para as cidades
fizeram com que a forma gastrointestinal da doenca tenha sido menos diagnosticada, os trabalhos
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pesquisados indicam que o consumo de leite e derivados sem tratamento térmico ainda é o
principal fator de risco da doenca em humanos (Center..., 2005; Rowe e Donaghy, 2008; Ameni
et al., 2013; Forgrave et al., 2016). Em paises em desenvolvimento, o leite pode vir diretamente
da propriedade onde é produzido, sem ter sido submetido a pasteurizacdo (Cook et al., 1996). Tal
fato pode ocorrer mesmo em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, onde a legislacao
obriga a pasteurizacdo do leite e o parque industrial é capaz de trata-lo, como no Brasil (Abrahdo
et al., 2005). Quando associadas ao fato de a tuberculose ser endémica em bovinos, essas situacoes
favorecem o aparecimento da doenca em consumidores de leite. Em estudos ingleses, 0 consumo
de produtos lacteos foi considerado o principal fator de risco associado a infeccdo por M. bovis
(Jalava et al., 2006; Mandal et al., 2011; Ramdas et al., 2015). Outros estudos também apontaram
0 consumo de leite e derivados sem tratamento térmico como fator de risco significativo para a
tuberculose humana por M. bovis. Esses trabalhos foram desenvolvidos em paises com situacdes
epidemioldgicas, sociais e econdmicas bem distintas, como nos EUA (Dankner et al., 1993; Stout
et al., 2001; Center..., 2005; Park et al., 2010); em Zambia (Cook et al., 1996), na Nova Zelandia
(Baker et al., 2006), na Argentina (Cordova et al., 2012), no Brasil (Silva et al., 2013b) e no
México (Torres-Gonzalez et al., 2013). A grande quantidade de trabalhos indica, portanto, a
representatividade desse fator de risco na tuberculose humana por M. bovis.

A imunossupressao é fator importante para o desenvolvimento de diversas doencas, inclusive
tuberculose humana por M. bovis. 1sso ocorre uma vez que as defesas imunes se encontram
enfraguecidas e sdo incapazes de reagir com eficiéncia frente a patdgenos invasivos (Neill et al.,
2005). A epidemia de AIDS também é responsavel pelo aumento de casos de tuberculose humana
por M. bovis. Ainda que a situacdo seja mais critica em paises africanos, onde a epidemia chega
a atingir 50% da populacdo jovem adulta, paises desenvolvidos também apresentam taxas
consideraveis de co-infeccao entre HIV e M. bovis (Cosivi et al., 1998; Esteban et al., 2005; Park
et al., 2010). Diversos trabalhos ja confirmaram uma relacdo direta e significativa entre infecgdes
por M. bovis e HIV: na Espanha (Roig et al., 1999; Esteban et al., 2005), na Tanzania (Cleaveland
et al., 2007), no México (Cicero et al., 2008) e nos EUA (Rodwell et al., 2008; Park et al., 2010).

Segundo alguns autores, a re-emergéncia de tuberculose humana por M. bovis em paises
desenvolvidos se deve a intensa imigracdo de pessoas oriundas de regides onde a tuberculose
bovina ainda é endémica (Holsinger et al., 1997; Cousins e Dawson, 1999; Thoen et al., 2006;
Rodwell et al., 2008). Estudos diversos tém provado que, na Europa, habitantes vindos de paises
em desenvolvimento (Béhme et al., 2007; Majoor et al., 2011; Mandal et al., 2011) sdo portadores
do patogeno e podem, além de desenvolver a doenga, contaminar outros habitantes. Nos EUA, a
incidéncia e a prevaléncia da doenga sdo expressivamente maiores em imigrantes vindos do
México (Dankner et al., 1993; Besser et al., 2001; Stout et al., 2001; Center..., 2005; Winthrop et
al., 2008; Cicero, 2008; Gallivan et al., 2015; Han et al., 2015). E interessante salientar também
que essas populagdes podem apresentar habitos culturais de consumo de leite cru e,
principalmente, muitas vezes encontram-se em situagdo socioecondmica inferior, 0 que aumenta
o risco de infeccdo por M. bovis (Cicero et al., 2008; Rodwell et al., 2008).

O contato com animais domésticos também, tanto ocupacional quanto esporadica, é considerado
como fator de risco para a tuberculose por M. bovis (Regassa et al., 2008; Rowe e Donaghy,
2008). A exposicdo principal ocorre por via aérea, 0 que determina um quadro clinico com
acometimento dos pulmdes e seus linfonodos (Amanfu, 2006; Michel et al., 2010). Dever-se notar
que trabalhadores rurais também apresentam maior probabilidade de consumir leite cru direto do
animal ou do tanque de expansdo. Assim, ha uma confluéncia entre esses dois fatores, aumentando
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o risco de desenvolvimento da doenga (Jalava et al., 2006). Varios trabalhos tém relacionado a
profissdo ou o contato com animais com o aumento das chances de se infectar com M. bovis: na
Espanha (Sauret et al., 1992), em Zambia (Cook et al., 1996), na Austrélia (Cousins e Dawson,
1999); na Inglaterra (Smith et al., 2004), na Argentina (Etchechoury et al., 2010; Cérdova et al.,
2012), na Nigéria (Adesokan et al., 2012) e no México (Torres-Gonzalez et al., 2013).

O status socioecondmico estd relacionado tanto ao estado fisico do ser humano, capaz de
responder as infecgdes, quanto as condi¢Bes sanitarias em que ele vive. Assim, tuberculose esta
muitas vezes associada a populagfes carentes, que vivem em ambientes rurais, Com pouco acesso
a educacdo e a um sistema de saude eficiente (Grange, 2001; Shah et al., 2006; Michel et al.,
2010; Boukary et al., 2012). E comum a sobrevivéncia dessas comunidades se basear em uma
pecuaria de subsisténcia, com animais pouco produtivos e, muitas vezes, contaminados por M.
bovis ou outros patogenos (Cleaveland et al., 2007). Assim, o leite derivado desse rebanho pode
estar contaminado e, como fonte principal de proteina, pode ser responsavel pela disseminacédo
do patdgeno para a populacédo (Cosivi et al., 1998; Cleaveland et al., 2007).

Historicamente, criancas eram o principal grupo etario acometido por tuberculose bovina causada
por M. bovis. Isso porque leite e derivados eram (e ainda sdo) um dos principais grupos
alimenticios para criangas e, até inicio do século XXI, eram distribuidos sem o tratamento térmico
adequado. Assim, o consumo de produtos lacteos crus infectados por M. bovis e a incompeténcia
do sistema imune prépria da idade resultavam em uma epidemia em criancas em diversos paises
(Dollab, 1901; Dankner et al., 1993). Ja no século XXI, leite e seus derivados sdo considerados
alimentos proprios para essa faixa etaria, desde que tratados termicamente. Mesmo que a situacéo
atual seja menos critica (Etchechoury et al., 2010), diversos trabalhos continuam a apontar a
infancia como fator de risco para o desenvolvimento da doenca (Dankner et al., 1993).
Principalmente em paises em desenvolvimento, criancas sdo infectadas por M. bovis em maiores
propor¢des que a populacdo adulta em geral (Biet et al., 2005). PopulacGes de criancas imigrantes
em paises desenvolvidos também apresentam o mesmo fator de risco e pelas mesmas causas
(Dankner et al., 1993; Center..., 2005; Rodwell et al., 2008).

Em idosos, sugere-se que tuberculose por M. bovis seja causada pela imunossupressdo inerente a
idade aliada a reativacdo do micro-organismo (Majoor et al., 2011). Isso ocorre uma vez que 0
patdgeno, ao ser ingerido ou inalado, é mantido em um estado viavel, mas ndo replicador (Jalava
etal., 2007; Rowe e Donaghy, 2008). Até o desenvolvimento da doenga, os individuos acometidos
ndo apresentam sinais clinicos ou transmitem a doenga, mas podem ser positivos no teste de
Mantoux. E importante salientar, entretanto, que os individuos idosos podem, apés o
desenvolvimento da doenca, se tornar focos de infecg¢do para pessoas saudaveis (Cassidy, 2006).
E vasta a literatura que relaciona a terceira idade como fator de risco, principalmente quando
associada ao consumo de leite e derivados na infancia: na Irlanda (Cotter et al., 1996), na Australia
(Cousins e Dawson, 1999), na Inglaterra (Gibson et al., 2004; Torgerson e Torgerson, 2010;
Mandal et al., 2011) e na Franca (Mignard et al., 2006).

3.3.9.Interagdo M. bovis x BAL x produtos lacteos

Em produtos de origem animal, a sobrevivéncia de M. bovis depende de caracteristicas intrinsecas
e extrinsecas desses alimentos. 1sso, porque durante a evolugdo, plantas e animais que hoje servem
de alimento ao homem desenvolveram mecanismos de defesa contra a invaséo e proliferacédo de
micro-organismos indesejaveis. Alguns desses dispositivos mantém-se ativos mesmo quando
esses seres vivos sdo transformados em alimentos. Assim, ao levar em consideracdo esses
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fenbmenos naturais, pode-se prevenir ou retardar o crescimento de micro-organismos patdgenos
ou deterioradores (Jay et al., 2005).

Mycobacterium bovis, durante sua evolucdo, foi capaz de desenvolver mecanismos para
sobrevivéncia em situacOes adversas. Uma caracteristica interessante do género Mycobacterium
é a capacidade de transformacéo do bacilo em um morfotipo semelhante a um esporo. Ainda que
as transformacGes ndo sejam inteiramente compreendidas, é sabido que o micro-organismo altera
sua forma, para de se multiplicar, mas continua viavel em condi¢Bes extremas, como em altas
temperaturas e baixo pH (Lamont et al., 2012). E provavel que a esporulacio ocorra no queijo,
uma vez que Mycobacterium ndo cresce no produto, mas se mantém viavel (Spahr e Schafroth,
2001).

Os principais fatores deletérios para M. bovis e outras microbactérias em produtos lacteos sao o
pH e a presenca de acidos organicos, a concentracdo de sal, a umidade e a presenca de microbiota
competidora, principalmente BAL e suas bacteriocinas.

3.3.9.1.  pH e &cidos orgéanicos

O pH é, basicamente, a quantidade de fons H* disponiveis no produto. Essa caracteristica
apresenta dois efeitos adversos em micro-organismos indesejaveis: altera o funcionamento de
enzimas e o transporte de nutrientes para a célula. Alguns produtos possuem uma acidez inerente,
enquanto outros, devem seu pH a presenca de uma microbiota acidificante. Independentemente
da fonte da acidez, o efeito sobre micro-organismos indesejaveis apresenta 0s mesmos resultados
(Jay et al., 2005). E importante notar que o pH da maioria dos queijos encontra-se entre 4,9 e 5,9
(Fox et al., 2004).

Bactérias do género Mycobacterium apresentam uma membrana celular capaz de manter a
homeostase intracelular ao ejetar prétons, incluindo H*, por meio da FiFo-ATPase (Rao et al.,
2001). Esses micro-organismos também formam grumos e, assim, aumentam sua capacidade de
protecdo. Apenas altas concentraces do ion H* podem matar esses micro-organismos, uma vez
que os acidos dissociados em grandes quantidades sdo absorvidos pelas micobactérias com um
resultado fatal (Hrubant e Rhodes, 1989). Outros estudos também indicam que M. bovis e MAP
sdo mais resistentes que outros patdgenos em condicbes de baixo pH, possivelmente pelas
caracteristicas peculiares de sua parede celular (Rua-Domenech, 2006).

Ainda assim, a fermentacdo, acompanhada por diminui¢cdo de pH, j& foi determinada como
deletéria para M. bovis. Em estudo sobre viabilidade do patdgeno durante a fermentagao de kefir,
0s pesquisadores atribuiram um pH de 3,7 & inativacdo de M. bovis ap6s 60 horas (Macuamule et
al., 2016).

Quanto a MAP, em estudo in vitro, o valor D (tempo para reducéo de um log de micro-organismo)
em valores de pH 4, 5 e 6 foi de, respectivamente, 11, 17 e 21 dias (p > 0,05). No mesmo estudo,
ndo foi possivel determinar se esse micro-organismo foi capaz de desenvolver uma resposta frente
ao ambiente 4cido, pois os resultados obtidos nos trés tempos foram estatisticamente iguais (Sung
e Collins, 2003).

3.3.9.2. Umidade

A baixa umidade indisponibiliza dgua para sobrevivéncia de uma microbiota. Assim, ndo ha um
meio aquoso para que ocorram as reagdes quimicas das atividades metabdlicas de micro-
organismos (Jay et al., 2005). A atividade de &gua (Aw) é um pardmetro que indica &gua
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disponivel para uso bacteriano. Assim, ele pode ser como uma unidade de medic&o de umidade
(Merwe e Michel, 2010).

Queijos artesanais apresentam variagdes em sua umidade, uma vez que esse parametro depende
de tipo de producéo e tempo de maturacdo. Queijos mais frescos e com menor forga de prensagem
apresentam uma maior Aw que aqueles maturados (Fox et al., 2004). Mycobacterium bovis ndo
é capaz de sobreviver em Aw menor que 0,95 (Merwe e Michel, 2010). Entretanto, MAP ja foi
encontrado e cultivado em férmula infantil em p6, que apresenta Aw de 0,25 a 0,89 (Hruska et
al., 2011; Botsaris et al., 2016). Assim, pode-se presumir que algumas bactérias do género
Mycobacterium sdo capazes de sobreviver em condi¢es hostis quanto a presenca de agua e essa
habilidade pode ser aplicada em M. bovis.

3.3.9.3.  Concentracao de sal

A presenca de sal também altera a disponibilidade de agua de um queijo para uso por micro-
organismos. Ainda que determinados autores sugiram que a concentracdo de sal em queijos
maturados ndo é suficiente para eliminar micobactérias (Spahr e Schafroth, 2001), outros
acreditam que produtos com menor concentracdo de sal favorecem a manutencdo desses
patégenos em queijos (Ikonomopoulos et al., 2005).

3.3.9.4. Microbiota competidora

Alguns micro-organismos habituais de alimentos, como as bactérias acido-laticas (BAL),
presentes em derivados lacteos fermentados, sdo capazes de produzir acidos organicos e
bacteriocinas. Associados com a disputa por nutrientes, a presenca dessa microbiota e de seus
metabolitos pode reduzir a concentracdo de patdgenos e deteriorantes (Jay et al., 2005). Sabe-se
que M. bovis é dependente de piruvato para seu crescimento e as bactérias acido-laticas sao
capazes de converter esse composto organico em lactato (Fox et al., 2004). Portanto, pode haver
indisponibilidade de piruvato, o que acarretaria em um crescimento ainda mais lento do patogeno.

Queijos artesanais podem apresentar &cido propiénico produzido por micro-organismos
desejaveis. Em estudo francés, testou-se in vitro a sobrevivéncia de M. bovis BCG na presenca
desse composto organico. Como conclusdo, sugeriu-se que o rapido crescimento de bactérias
propibnicas e a formacdo desse gas pudessem eliminar M. bovis BCG (Meyer et al., 1952). Em
relagdo a MAP, ndo ha registro de trabalho comparando a presenga de gas propidnico e a
sobrevivéncia do patégeno (Spahr e Schafroth, 2001).

Até mesmo a microbiota indesejavel de queijos, como coliformes, fungos e bactérias do género
Staphylococcus, podem atuar sobre a viabilidade de M. bovis, visto que também produzem &cidos
organicos, bacteriocinas e consomem os nutrientes desses produtos lacteos (Tagg et al., 1976;
Forgrave et al., 2016).

3.3.9.5. Bacteriocinas

Alguns micro-organismos habituais de alimentos, como as bactérias acido-laticas (BAL),
presentes em derivados lacteos fermentados, sdo capazes de produzir acidos organicos e
bacteriocinas. Associados com a disputa por nutrientes, a presenca dessa microbiota e de seus
metabdlitos pode reduzir a concentracdo de patdgenos e deteriorantes (Jay et al., 2005). Em
estudos in vitro, bacteriocinas demonstraram acdo deletéria contra componentes do género
Mycobacterium (tabela 3.7).
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Tabela 3.7. Bacteriocinas testadas contra micro-organismos do género Mycobacterium

Bacteriocina

Nisina

Nisina

Lacticin 3147 e
Nisina

Plantaricin E,F

Plantaricin E,F

Enterocin A, P;
Enterocin L50A—
L50B

Enterocin P;
Enterocin L50A—
L50B;

Enterocin P;
Enterocin
L50A—
L50B;Pediocin
AcH-PA1

*sem classificacdo

Espécie
produtora
(fonte)
Lactococcus
lactis

Lactobacillus
plantarum (boza)

Lactobacillus

plantarum (queijo

Kaseri)
Lactobacillus

plantarum (queijo

Esloveno)

E. faecium
(salsicha)

Lactobacillus
pentosus
(salsicha)

Pediococcus
pentosaceus
(salsicha)

Aerococcus spp.

Pediococcus

pentosaceus VJ13

(massa de Idly)

**ndo quantificada/sem comparacao

Espécie

M. smegmatis

Mycaobacterium
smegmatis
Mycaobacterium
bovis BCG

M.tuberculosis

Mycaobacterium
tuberculosis
H37Ra
Mycaobacterium
avium subsp.

paratuberculosis

(MAP) ATCC
19698

Mycobacterium

kansasii CIT11/06

Mycobacterium
avium subsp.

paratuberculosis

M. smegmatis

M. smegmatis

Repressao de
crescimento

97,7% (reducéo
de ATP)

+**

+**

69%

91% e 76,3%

90,6% e 81%

93% e 94,5%

+**

**

+**

+**

Autores

Montville et al.,
1998

Chung et al.,
2000

Todorov et al.,
2007

Carroll et al.,
2010

Gaggia et al.,
2010

Zahir et al., 2011
Vidhyasagar e

Jeevaratnam,
2013
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Bacteriocinas sdo peptideos sintetizados por bactérias &cido-laticas em nivel ribossomal
(Donaghy, 2010). E sabido que ndo ha necessidade de interagdo entre BAL e patgenos para que
as bacteriocinas atuem sobre esses micro-organismos indesejados (Macuamule et al., 2016). Esses
peptideos atuam sobre outros micro-organismos ao penetrarem na parede celular e se intercalarem
com a membrana citoplasmatica, ao reduzir o ATP intracelular (Montville et al., 1998; Todorov
et al., 2007). Bacteriocinas podem ser classificadas como geralmente reconhecidas como seguras
(GRAS) e sua sintese e presenca em queijos artesanais ja foi documentada em diversos estudos
(Favaro et al., 2015). Estima-se até que, frente a micobactérias resistentes a antibioticos,
bacteriocinas possam ser uma opgéo no tratamento dessas doencas (Donaghy, 2010).

Em estudos com produtos lacteos experimentais, a presenca de bactérias acido-laticas também foi
determinante para a reducdo de bactérias do género Mycobacterium. Ainda que 0s mecanismos
de antagonismo ndo tenham sido elucidados, BAL foi capaz de diminuir a contagem do patdgeno
de forma significativa (tabela 3.8).

Tabela 3.8. Produtos lacteos suplementados com BAL e bactérias do género Mycobacterium
com reducdo na concentracdo do patégeno
Produto lacteo BAL Espécie Autores

Boza

Lactobacillus

Mycaobacterium Todorov et al., 2007

rhamnosus tuberculosis
Leite fermentado ND M.bovis Mariam, 2009
Leite acidofilo L. helveticus
S. termophilus e L MAP Van Brandt et al., 2011
logurte ' . '
bulgaricus
Kefir Laktoflora*
Leite acidofilo L. helve.tlcus MAP Klanicova et al.. 2012
S. termophilus e L.
logurte .
bulgaricus
Leite fermentado ND M.tuberculosis Mariam, 2014
logurte S termoph!lus eL. M. bovis Nasr et al., 2014
bulgaricus
Kefir ND
Leite fermentado L. casei .
- - M. bovis BCG Macuamule et al., 2016
Leite fermentado L. paracasei
Leite fermentado L. lactis lactis

*Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
diacetilactis, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. kefir, Kluyveromyces marxianus var.
marxianus, Candida kefyr

ND: ndo determinado

Ainda que esses estudos diversos apresentassem bons resultados de bacteriocinas e BAL contra
micobactérias, a estabilidade e a disponibilidade, além de estudos in vivo, devem ser feitas para
aplicagao praticas dessas proteinas e bactérias (Carroll e O’Mahony, 2011).
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3.3.10. Mycobacterium bovis x maturacéo de queijos

Pouco se sabe sobre o real impacto da maturagéo de queijos e a viabilidade de M. bovis ao longo
do processo. Ainda que alguns estudos tenham tentado elucidar os fatores que eliminam ou ndo o
patdgeno, muitas lacunas ainda tém que ser preenchidas (Rowe e Donaghy, 2008).

Em trabalho pioneiro de 1935 com queijos maturados, foi pesquisada a presenca de bacilo de
Mycobacterium em produtos coletados do comércio. Foram testados queijo Cheddar, queijo
Cheshire e queijo Stilton com até trés meses de maturacdo. Os resultados determinaram que em
21 dias, o bacilo ndo estava presente nas amostras. Os autores sugeriram que a presenca do bacilo
em queijos pouco maturados e entdo sua auséncia apés um periodo maior de maturacdo indicam
um processo de auto-esterilizagdo (Pullinger, 1935). Ainda que o trabalho ndo contenha
informacdes detalhadas sobre 0 experimento, é um marco na pesquisa e sobrevivéncia de M. bovis
em queijos maturados.

Em queijos suicos Emmentaler e Tilsiter, M. bovis foi capaz de sobreviver por sete a 22 dias e
por 305 dias, respectivamente. Os queijos haviam sido produzidos com leite cru naturalmente
contaminado, com concentracdo do patégeno estimada de 1 a 10 UFC/mL. Nao foi possivel
determinar o valor D uma vez que a presenca do patégeno era confirmada por inoculacdo de
cobaia e ndo por cultura seguida de contagem. No mesmo estudo, o patogeno foi capaz de causar
a doenga em porquinhos da india ap6s permanecer por 47 dias em queijo Camembert (Kastli e
Binz, 1949, citados por Spahr e Schafroth, 2001).

Em 1950, a viabilidade de M. bovis foi testada em queijo branco francés. O pat6geno foi
adicionado ao leite antes da fabricacdo do queijo, em concentraces ndo especificadas. Apos 14
dias da producdo do queijo experimental, quatro cobaias foram consideradas positivas apés
inoculagdo de suspensao do queijo. A mesma metodologia foi aplicada com queijos de 17 dias, ja
em estado de deterioracdo, e os animais foram negativos. Assim, o autor concluiu que M. bovis
foi capaz de sobreviver a metodologia de producdo de queijo branco e que a fermentacdo ndo
diminuiu a viruléncia dos mesmos. Entretanto, a protedlise apds 17 dias foi suficiente para
eliminar o patégeno. Segundo o autor, alguns micro-organismos proteoliticos sintetizam
compostos antimicrobianos, que agiram contra M. bovis (Geairain, 1950).

Também em queijo Cammembert, M. bovis ndo foi capaz de infectar cobaia ap6s 60 dias de
maturagdo. No mesmo trabalho, ap6s 80 dias de maturacdo em queijo Edamer, o patogeno foi
inoculado em porquinhos da india e causou a doencga nos animais (Frahm, 1959, citado por Pavlik
et al., 2009).

Na Alemanha, pesquisa com queijo Emmental foi incapaz de identificar M. bovis em 100 amostras
do produto. Foram feitos, entdo, queijos experimentais inoculados com o patdgeno, que
permaneceu virulento, capaz de infectar cobaias, apds trés meses de maturacdo (Hahn, 1959,
citado por Pavlik et al., 2009).

Apbs a Segunda Guerra Mundial, o nimero de trabalhos envolvendo M. tuberculosis e M. bovis
diminuiu consideravelmente na literatura cientifica mundial. Acreditava-se que as baixas
incidéncia e prevaléncia da tuberculose determinariam seu eventual desaparecimento. Entretanto,
a partir da década de 1980, com a epidemia de HIV e a presenca de M. tuberculosis
multirresistente na RUssia, a tuberculose voltou a ser alvo de pesquisa e interesse da comunidade
cientifica internacional (Murray et al., 2014). Nas décadas seguintes, o0 ressurgimento de
tuberculose bovina no Reino Unido e a maior participacdo de paises em desenvolvimento e
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endémicos para a doenga na ciéncia mundial permitiram também um maior interesse por M. bovis
(Rua-Domenech, 2006; Michel et al., 2010). Assim, publicacfes tendo como objetivos a
viabilidade de M. bovis em queijos e outros produtos lacteos reapareceram.

Na década de 1980, em trabalho com queijo azul contaminado artificialmente, M. bovis manteve-
se viavel ap0s trés a quatro meses de maturacio. A inoculagdo de 1 x 10* UFC/mL do patdgeno
foi baseada na concentracdo de M. bovis excretada por glandulas mamarias de animais doentes.
Ainda gque o patégeno continuasse viavel por esse periodo, percebeu-se uma diminuicao de sua
contagem a partir do 14° dia p6s-producéo (Lafont e Lafont, 1981, citados por Rowe e Donaghy,
2008).

A presenca de uma comunidade binacional nos EUA, onde ocorria a importa¢éo ndo autorizada
de produtos lacteos vindos do México, determinou a entrada de espoligotipos mexicanos de M.
bovis em territorio americano e o desenvolvimento da doenca pelo consumo de queijo fresco, ndo
maturado (Harris et al., 2007). Os autores consideraram a falta de maturacdo como um dos fatores
contribuintes a manutencdo do patégeno no produto.

A escolha de melhor meio de cultura para selecionar M. bovis de queijos artesanais e o tempo de
sobrevivéncia desse patdgeno foram objetivos de dois trabalhos irlandeses de 2014 e 2016. Foram
produzidos queijos Cheddar e Caerphilly inoculados experimentalmente com M. bovis em
concentragdes entre 10° a 10* UFC/mL. Os queijos foram entdo maturados por até 16 semanas a
12°C, sendo analisados por trés meios de cultura durante as fases inicial, mediana e final da cura.
Os valores Di2c variaram entre 24 e 73 dias, de acordo com a concentrac¢do do in6culo, do tipo
de queijo e da amostra de M. bovis utilizada. O patégeno, em uma das amostras, manteve-se viavel
apos 373 dias de maturacdo, indicando a resisténcia do mesmo as condigdes adversas de um queijo
maturado (Forgrave et al., 2014; Forgrave et al., 2016).

A sobrevivéncia de M. bovis foi testada em trés queijos parmesao experimentais durante a cura
por 63 dias em uma temperatura de 18°C. Verificou-se um valor Dig-c de 37,5 dias e, apos esse
periodo, 0 micro-organismo continuou viavel (Starikoff et al., 2016). E importante salientar que
0 tempo de maturacdo de um queijo parmesao ultrapassa os 63 dias considerados no trabalho,
podendo chegar a até 30 meses.

A sobrevivéncia de Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) também passou a ser
estudada em leite e derivados (Spahr e Schafroth, 2001; Donaghy et al., 2004; Cirone et al., 2006;
Hanifian, 2014a, Hanifian, 2014b). Ainda que esse micro-organismo nao esteja
comprovadamente ligado a doencas em humanos (Robertson et al., 2017), a pesquisa de outras
micobactérias durante a maturagao de queijos ajuda a predizer o comportamento de M. bovis nos
mesmos produtos (Macuamule et al., 2016).

3.3.11. Formas de controle para tuberculose zoonética

Embora a proporcéo de tuberculose humana causada por M. bovis seja muito menor que a causada
por M. tuberculosis, sua gravidade e seus desdobramentos ndo devem ser subestimados (Michel
etal., 2010). Assim, o controle da tuberculose bovina e sua eventual erradicagao terdo um impacto
positivo tanto na economia quanto na saude publica humana (de Kantor et al., 2008). Isso porque
animais doentes nas formas subclinica ou clinica apresentam menor ganho de peso, menor
producdo de leite e maior condenacédo de carcaga no frigorifico (Bonsu et al., 2000).
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A pasteurizacdo é capaz de eliminar por completo M. bovis do leite e, assim, reduzir de forma
significativa a exposicdo do patégeno por individuos consumidores de produtos lateos (Roug et
al., 2014). Em paises cujo o alto valor do tratamento térmico industrial torna a préatica inviavel,
espera-se uma incidéncia e uma prevaléncia maiores de tuberculose por M. bovis na populacao
humana. Assim, a educacgao no campo e o desenvolvimento de préticas adequadas, como a fervura
do leite, podem auxiliar no controle da doenca em seres humanos (Bonsu et al., 2000). O
tratamento térmico caseiro € eficaz na reducdo da exposicdo ao patdégeno e é uma forma de
controle viavel em locais onde h4 combustivel, como lenha, suficientes. Entretanto, 0 mesmo
sistema apresenta restri¢cbes, como o aumento da incidéncia de doencas pulmonares pela fumaca,
0 aumento do desmatamento ou 0 aumento das despesas com calor em situacdo de pobreza.
Assim, formas alternativas de tratamento térmico, com o uso de fontes de energia alternativa,
devem ser estudadas (Roug et al., 2014). Outras formas de eliminar o patégeno em produtos
lacteos também devem ser pesquisadas. O uso de BAL como fermento endégeno, a maturacao de
queijos e a fermentacdo de leite tém sido estudados como alternativas a pasteurizacdo (Mariam,
2009; Michel et al., 2015; Forgrave et al., 2016; Macuamule et al., 2016; Starikoff et al., 2016).

Os programas de erradicacdo da doenga em bovinos sao essenciais para diminuir a incidéncia e a
prevaléncia da doengca em humanos (Torgerson e Torgerson, 2010). Eles baseiam-se
principalmente no teste tuberculinico do gado, no abate de animais positivos e na restricdo de
movimentacdo quando ha resultados suspeitos (Brooks-Pollock et al., 2014). Acredita-se ainda
que a eliminacdo de animais positivos seja a forma mais eficaz de se reduzir a incidéncia e a
prevaléncia da doenca (Roug et al., 2014). Em paises em desenvolvimento, a ajuda financeira por
parte dos lideres mundiais deve ser considerada, principalmente para minimizar a situacdo de
subsisténcia em que vivem (Thoen et al., 2010). Em locais de baixo indice de desenvolvimento
socioecon6mico, a eliminacdo de rebanho positivo sem uma politica de reposicédo de animais e de
educacdo da populacdo pode reduzir o indice de desenvolvimento local, o que deve ser evitado
(Roug et al., 2014). Em Minas Gerais, ainda que a legislacdo o contemple (Minas Gerais, 2002),
ndo hd um fundo governamental para indenizacdo de produtores que tiveram seu gado abatido
(Silveira, 2015). Em 2017, entretanto, foi encaminhado a Assembleia Legislativa do estado um
projeto de lei para a criacdo de um fundo indenizat6rio em caso de emergéncia sanitaria animal
(\Valverde, 2017).

Quando implantados de forma inadequada, programas governamentais de controle e erradicacdo
podem ter consequéncias para as populagdes humanas e de animais, tanto domeésticos quanto
silvestres (Miller e Olea-Popelka, 2013). Esses programas ndo devem ser suspensos quando o
objetivo principal for atingido e a doenca for eliminada. Sistemas de vigilancia devem manter-se
atualizados quanto a incidéncia e a prevaléncia do patégeno, mesmo em locais onde ele ja é
considerado extinto (Roug et al., 2014).

Programas de monitoramento da doenga em humanos devem ser melhorados, especialmente em
areas endémicas da tuberculose bovina. A ocorréncia de casos deve ser imediatamente
comunicada as autoridades sanitarias, para resolugdo da crise (Moda et al., 2006). Sendo uma
zoonose, tuberculose por M. bovis representa um risco maior em ambientes rurais ou areas em
que animais e humanos dividam o mesmo espaco. Assim, esforcos médicos e veterinarios devem
ser coordenados para controlar e erradicar a doenca em seres humanos e em animais (Prasad et
al., 2005, de Kantor et al., 2008). Concomitantemente, médicos veterinarios, agentes de salde,
fazendeiros e trabalhadores rurais devem ser submetidos a constantes exames para verificar suas
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condi¢des sanitéarias, uma vez que podem ser carreadores de M. bovis e contaminar pessoas ou
animais (Moda et al., 2006).

Quanto a animais silvestres, a eliminagdo de todos os contaminados € de dificil aplicacdo. A
captura, o teste tuberculinico e o abate podem causar um desequilibrio dentro do ecossistema onde
estdo inseridos (Palmer et al., 2012). Ao mesmo tempo, a construgdo de barreiras fisicas que
impecam o contato entre bovinos e silvestres também apresenta inconvenientes, como a mudanca
de préticas agricolas e o impacto no meio ambiente (Musoke et al., 2015). Acredita-se que a
vacinagdo seja um caminho promissor. Entretanto, como diferentes animais selvagens séo
responsaveis pela manutencdo de M. bovis em diversos paises, € necessario ainda estudar a forma
de entrega, a seguranca e a eficacia da imunizacdo (Palmer et al., 2012).

A vacinacdo de animais ndo é permitida em paises que apresentam um programa de erradicagao,
visto que o procedimento interfere no diagndstico oficial (Bezos et al., 2014). Em seres humanos,
alguns estudos determinam que um programa nacional de imunizacdo pode ajudar no controle da
doenca (Rowe e Donaghy, 2008). Ainda assim, é sabido que a imunizacdo é capaz de proteger
principalmente criancas (Shah et al., 2006) e, de acordo com alguns autores, deve ser foco
principal de estudo no combate a doenca tanto em humanos quanto em animais (Wedlock et al.,
2002; Amanfu, 2006). Um sistema de saide em bom funcionamento, a integracdo do controle de
tuberculose com o sistema direto de atendimento ao paciente, o fornecimento ilimitado dos
medicamentos para tratamento da doenga e um suporte externo efetivo sdo pontos indispensaveis
para o sucesso na erradicacdo de tuberculose humana por M. bovis (Thoen et al., 2006).

Ainda que utdpica para um mundo desigual, a melhoria das condi¢des de vida da populagéo,
principalmente em paises em desenvolvimento, traria uma diminuicdo da incidéncia e prevaléncia
de tuberculose humana por M. bovis. 1sso porque 0 acesso a alimentos, a educacao e a salde sdo
formas basicas de se diminuir a imunossupressdo e a exposicao ao patdgeno (Moda et al., 1996;
Miller e Olea-Popelka, 2013; van Helden et al., 2013).
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4. Capitulo Il - Bactérias acido-laticas isoladas de queijo Minas artesanal e seus
antagonismos in vitro contra Mycobacterium bovis BCG
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Resumo

O consumo de leite cru e seus derivados é um fator de risco associado a tuberculose zoonotica.
Bactérias acido-laticas (BAL) apresentam atividade inibitdria contra micobactérias. O objetivo
desse estudo foi avaliar a atividade antagonista in vitro de BAL isoladas de queijo Minas artesanal
contra Mycobacterium bovis BCG. Nove BAL foram testadas contra M. bovis BCG em cinco
ensaios de antagonismo in vitro. Quatro lactobacilli apresentaram os melhores resultados em
todos os experimentos. Essa resposta pode ter sido por suas taxas de crescimento e producédo de
acido e bacteriocina. Conclusivamente, BAL séo capazes de diminuir a viabilidade de M. bovis
BCG.

Palavras-chave: Mycobacterium bovis BCG, queijo Minas artesanal, bactérias acido-laticas,
inibicdo
4.1. Introducéo

O consumo de leite ndo pasteurizado e seus produtos, especialmente queijo, tem aumentado
(Yoon et al., 2016). Consequentemente, varias agéncias estatais no mundo tém regulamentado a
producdo e comercializagdo de produtos seguros feitos a partir de leite cru. Ainda assim, esses
produtos tém sido associados a um nimero crescente de doengas transmitidas por alimentos, como
listeriose, campilobacteriose e tuberculose zoondtica (Mungai et al., 2015; Verraes et al., 2015;
Yoon et al., 2016). A tuberculose zoon6tica, causada principalmente pela ingestdo do patégeno
Mycobacterium bovis, tem sido reportada em diversos paises (Miller et al., 2013) e tem sido
considerada uma doenca infecciosa emergente por alguns autores (Welburn et al. 2015; El-Sayed
et al., 2016). O consumo de leite cru e seus produtos é tido como um dos principais fatores de
risco associado a doenga em humanos (Forgrave et al., 2016).

Bactérias acido-laticas (BAL) formam um grupo de micro-organismos benéficos comumente
encontrados em leite cru e produtos lacteos ndo pasteurizados. Eles sdo capazes de controlar a
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proliferacdo de patdgenos e outras bactérias indesejaveis ao produzir principalmente acidos
organicos e bacteriocinas, mas também perdxido de hidrogénio, diacetil e acetoina (Klanicova et
al., 2012; Yoon et al., 2016). Os &cidos organicos agem rompendo a homeostase bacteriana,
abaixando seu pH intracelular e também comprometendo a integridade da membrana plasmatica
(Macuamule et al., 2016). Quanto as bacteriocinas, um grupo de peptideos com propriedades
inibitérias (Rowe e Donaghy, 2008), elas agem principalmente como formadoras de poros,
causando a perda da permeabilidade seletiva da membrana plasmatica (Todorov et al., 2008).
Diversos testes in vitro j& comprovaram a atividade inibitéria de BAL contra micobactérias de
crescimento répido e lento (Zahir et al., 2011; Vidhyasagar e Jeevaratnam, 2013). As
bacteriocinas também ja foram testadas contra micobactérias em produtos fermentados como
boza (Todorov et al., 2008), leite fermentado (Mariam 2014; Michel et al. 2015; Macuamule et
al., 2016); iogurte, kefir e leite acidéfilo (Van Brandt et al., 2011; Klanicova et al., 2012) e queijo
(Forgrave et al., 2016). Ainda que BAL tenham demonstrado atividade antimicrobiana contra
diferentes espécies de Mycobacterium, o seu modo de agdo ainda esta para ser totalmente
elucidado.

Mycobacterium bovis é um patégeno responsavel pela tuberculose, sobretudo em bovinos e
bufalos. Adicionalmente, ele também pode causar a doenca em seres humanos e outros animais.
A principal rota de infecdo em animais € por via aérea. In seres humanos, entretanto, a maioria
dos casos estd associada ao consumo de leite cru ou seus derivados contaminados (Rowe e
Donaghy, 2008; Mungai et al., 2015). M. bovis BCG é uma micobactéria atenuada, utilizada como
vacina em seres humanos. No Brasil, 0 gado ndo é vacinado contra a tuberculose bovina, o que
tornaria o aparecimento de M. bovis BCG impossivel no leite. Entretanto, esse micro-organismo
tem sido usado de forma experimental em pesquisas como uma alternativa a M. bovis (Rao et al.,
2001; Macuamule et al., 2016). Isso porque esse micro-organismo é de manipulacdo mais segura
e, ainda assim, prediz o comportamento do patdgeno tanto in vitro quanto em outras situacdes,
como em produtos lacteos.

Diversos estudos reportaram BAL isoladas de queijo Minas artesanal e diversos desses micro-
organismos ja foram testados contra patégenos como Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus e Salmonella spp. (Costa et al., 2013; Andrade et al., 2014; Silva, 2015; Luiz et al., 2016;
Sant’Anna et al., 2016). Quanto a sua atividade contra M. bovis, nenhuma BAL isolada desses
produtos lacteos foi testada tanto in vitro quanto in situ. Esse estudo é relevante, visto que a
tuberculose bovina é endémica no Brasil e essa doenca, de carater zoon6tico, pode ser transmitida
pelo consumo desses queijos (Barbieri et al., 2016; Ferreira Neto et al., 2016). Portanto, o objetivo
desse estudo foi determinar a atividade antagonista in vitro de bactérias acido-laticas isoladas de
gueijo Minas artesanal e soro-fermento contra Mycobacterium bovis BCG.

4.2. Material e métodos
4.2.1.Bactérias acido-laticas e condigdes de cultura

Nove bactérias acido-laticas foram isoladas de queijo Minas artesanal e soro-fermento de trés
regibes produtoras no estado de Minas Gerais: Serra da Canastra (Costa et al., 2013; Andrade et
al., 2014), Campo das Vertentes (Sant’Anna et al., 2016) e Araxa (Silva ,2015; Luiz et al., 2016).
Elas haviam sido testadas, a priori, por suas caracteristicas probidticas: tolerancia a sais biliares
e suco gastrico artificial, sensibilidade a antimicrobianos, antagonismos spot-on-the-lawn e co-
cultura e producgdo de perdxido de hidrogénio. De 65 BAL isoladas em todos esses cinco testes,
as melhores nove bactérias foram entdo selecionadas para esse experimento. Todas apresentaram
resultados promissores quando comparadas as outras 56 BAL. E importante salientar também que
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cada 3 BAL representaram uma das trés regiGes produtoras de queijo previamente descritas. As
amostras de BAL foram identificadas taxonomicamente pelo seu perfil protebmico. Para isso,
Para isso, foi feita a anélise de espectrometria de massa por dessorc¢éo-ionizagdo a laser assistida
por matriz - tempo de véo (MALDI-TOF MS) no equipamento MALDI Biotyper (Bruker
Daltonik, Billerica, MA, EUA), de acordo com as instruges do fabricante.

Para cada ensaio de antagonismo, 0os micro-organismos foram cultivados em caldo MRS (Merck,
Kenilworth, NJ, EUA) por duas vezes a 37°C por 24 horas e entdo inoculados no meio especifico
para cada ensaio: agar 7H11 (Tagg et al., 1976), leite desnatado em p6 reconstituido (Macuamule
et al., 2016), caldo 7H9 e caldo MRS (Hditt et al., 2006). Esses in6culos finais também eram
diluidos em salina peptonada 0,1% antes de serem plaqueados em agar MRS (Merck, Kenilworth,
NJ, EUA) a 37°C por 48 horas para enumeracéo (tabela 4.1).

Tabela 4.1. Designacao, espécies, origem e referéncia das bactérias acido-laticas

Concentracéo
. ~ L . final inocul o
Designacgao Especies Origem (|Ir(1) Z 11;1?;15 Referéncia
mL™?)
AlC L. paracasei Quai?;;\:;rlwas 9.17
Queijo Minas Costa et al. 2013
B7C L. paracasei ) 9.66 and Andrade et al.
artesanal
Queijo Minas 2014
D1C L. rhamnosus ) 8.68
artesanal
1cv L. plantarum Soro-fermento 9.53
56CV L. plantarum Quetjo Minas 9.3 Sant’Anna et al.
artesanal
Queijo Minas 2016
26CV P. acidilactici ) 9.41
artesanal
AlA L. rhamnosus Queijo Minas 9
artesanal
Queijo Minas Silva 2015; Luiz
ABA L. rhamnosus artesanal 911 etal. 20 2016
E35A L. brevis Quetjo Minas 9.56
artesanal

4.2.2.Mycobacterium bovis BCG e condi¢es de cultura

Uma amostra de M. bovis BCG Monreau foi doado pelo Laboratério Nacional de Agropecuaria
(LANAGRO-MG) em caldo Middlebrook 7H9. Para a preparacgéo do inéculo, uma aliquota de
100uL foi transferida para 5mL de caldo 7H9 (Difco, Livonia, MI, EUA), suplementado com
10% de enriquecimento Middlebrook OADC (Difco), 0,5% de piruvato de sédio (Neon, Séo
Paulo, SP, Brasil) e 0,05% de Tween 80 (Proquimios, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A amostra foi
entdo incubada em agar 7H11 (Difco, Livonia, MI, EUA) a 37°C por cinco dias, quando o
indculos da micobactéria atingiu uma concentragio final de 8,8 logio UFC mL™.

Uma amostra de Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle positivo. A bactéria
foi crescida por duas vezes a 37°C em caldo BHI (BD Difco, Franklin Lakes, EUA) por 24 horas,
como descrito previamente (Tagg et al. 1976; Hutt et al. 2006; Macuamule et al. 2016).
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4.2.3.Atividade antagonista spot-on-the-lawn

As bactérias &cido-laticas foram testadas previamente para crescimento em agar 7H11. Como
foram capazes de formar col6nias, 10pL de cada amostra foi colocada no centro de uma placa de
Petri de vidro contendo agar 7H11. As placas foram entéo incubadas a 37°C por 48 horas, quando
as LAB formaram os spots sobre o agar (Tagg et al., 1976). Esses spots foram entdo inativados
com exposi¢do ao cloroférmio (Proguimios, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) por 30 minutos, seguido
pela exposicdo a luz UV por outros 30 minutos. Um volume de 10uL de M. bovis BCG em uma
concentragio de 8,8 logio UFC mL™ foi adicionado a 4mL de caldo 7H9 semissdlido (0,75%) e
plaqueado sobre a superficie do 4gar 7H11 contendo os spots inativados de BAL. As placas foram
entdo incubadas a 37°C por cinco dias e os halos de inibi¢do formados foram medidos com um
paquimetro digital (Mitutoyo Digimatic Caliper, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Suzano, SP,
Brasil).

4.2.4.Atividade antagonista de bactérias acido-laticas em leite fermentado

O leite foi preparado com a reconstituicdo de 20g de leite em p6 desnatado (Itambé, Belo
Horizonte, MG, Brasil) em 50mL de agua destilada esterilizada. O produto foi entdo inoculado
com 1% de M. bovis BCG (8,8 logio UFC mL™) e a mesma porcentagem de cada BAL em sua
concentracdo final (tabela 4.1) (Macuamule et al., 2016). O leite foi entdo fermentado a 37°C por
cinco dias.

A qualidade microbiolégica do leite foi testada previamente para contagens de Staphylococcus
aureus (Lancette e Tatini, 2001), coliformes totais e termotolerantes (Ginn et al. 1985), assim
como para a presenca de Salmonella spp. (Andrews et al., 2001).

4.2.5.Atividade antagonista de bactérias acido-laticas em caldo 7H9

Um volume de 100uL de M. bovis BCG em uma concentragéo de 8,8 logio UFC mL™ e 100uL
de cada BAL na sua concentracdo final (tabela 4.1) foram adicionados a 10mL de caldo 7H9
suplementado com 10% de enriquecimento Middlebrook OADC, 0,5% de piruvato de s6dio e
0,05% de Tween 80 e incubados por cinco dias a 37°C.

4.2.6.Atividade antagonista de sobrenadante de bactérias acido-laticas

Cada BAL foi cultivada em 5mL de caldo MRS a 37°C. ApGs 24 horas, os caldos eram
centrifugados (5,000 g por 15 minutos) e seus sobrenadantes foram autoclavados a 121°C por 15
minutos ou, em paralelo, filtrados por seringa de poro tamanho 0,22um. Um volume de 4mL de
cada sobrenadante foi coletado e adicionado a 4mL de caldo 7H9 suplementado com 10% de
enriquecimento Middlebrook OADC, 0,5% de piruvato de sddio e 0,05% de Tween 80. Um
indculo de 1% de M. bovis BCG em uma concentragéo de 8,8 logio UFC mL™ foi entdo adicionado
a cada combinacéo de caldos MRS e 7H9 e incubado a 37°C por cinco dias (Hutt et al. 2006).

4.2.7.Enumeracao bacteriana

Apo6s o periodo de cinco dias de incubacdo para todos os ensaios de antagonismo, as contagens
de BAL foram feitas em 4gar MRS, incubado a 37°C por 48 horas (MacFaddin, 1980) e as de M.
bovis BCG, em agar 7H11 (Difco) suplementado com 10% de enriquecimento Middlebrook
OADC, 0,5% de piruvato de sodio e 0,05% de Tween 80. Quando as BAL estavam viaveis, as
amostras eram plaqueadas em agar 7H11 também suplementado com estolato de eritromicina
(Ache, Guarulhos, SP, Brasil) a 4%. Isso porque todas as BAL haviam demonstrado previamente

50



(Costa et al. 2013; Andrade et al., 2014; Silva, 2015; Luiz et al., 2016; Sant’Anna et al., 2016)
sua susceptibilidade contra eritromicina nessa concentracdo. O pH foi medido em todos os caldos
e leites fermentados do controle com um pHmetro digital (mPA-210, Piracicaba, SP, Brazil). Isso
porque, ainda que atenuado, M. bovis BCG é um patdgeno e poderia contaminar o equipamento.

Os ensaios antagonistas foram realizados em triplicata com duas repeticGes independentes. Como
a distribuicdo Gaussiana ndo foi atingida, o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi usado
para determinar se havia diferenca significativa entre os grupos (nivel de significancia de 95%).
O pos-teste de Bonferroni foi entdo utilizado para comparar as medianas de cada tratamento.
Todas as andlises estatisticas foram rodadas no software GraphPad Prism 6.01.

4.3. Resultados e discussao

O ensaio spot-on-the-lawn ndo evidenciou qualquer atividade antagonista contra M. bovis BCG.
Ainda que todas as BAL tenham formado o spot sobre o0 agar 7H11, a micobactéria foi capaz de
forma colénias tipo tapete sobre todos os spots. O agar 7H11 pode ter inibido a reducdo de pH ou
a producdo de bacteriocina ao redor pelas BAL. Ambos os mecanismos ja foram demonstrados
como efetivos contra a viabilidade de M. bovis BCG e outras micobactérias (Carroll et al., 2010;
Gaggia et al., 2010). A falta de acidificacdo do meio ocorreu provavelmente por sua constituicao
com piruvato, ja que BAL utilizam esse aglcar como fonte de carboidrato, o que permite sua
multiplicagdo. Esse processo fermentativo resulta em formagdo de lactato, que ndo diminui o pH
do ambiente (Liu, 2003). A auséncia de bacteriocinas pode também ser pelo meio utilizado. E
sabido que, para que haja producdo desses peptideos, BAL devem encontrar uma série de
condicdes 6timas como pH, presenca de certos carboidratos e nitrogénio organico, e até altas taxas
de crescimento (Macuamule et al., 2016). E provavel que essas condicdes, que estdo
intrinsicamente conectadas, ndo foram atingidas, o que pode ter resultado na auséncia de
bacteriocinas. Portanto, M. bovis BCG foi capaz de crescer livremente nesse ensaio.

Como visto na tabela 4.2, M. bovis BCG apresentou reducdo em suas contagens apos cinco dias
guando crescido concomitantemente em leite fermentado por seis das BAL testadas. Deve-se
notar que a qualidade microbioldgica do leite em p6 reconstituido foi satisfatoria, com contagens
nulas de S. aureus, coliformes totais e termotolerantes e auséncia de Salmonella spp.

Mycobacterium bovis BCG foi capaz de sobreviver em concentragdo de 3 logio CFU mL™ quando
ndo se encontrava em contato com outra BAL no leite fermentado, mesmo apds cinco dias de
fermentacdo. Os mesmos resultados foram reportados em diferentes trabalhos, em que M. bovis e
M. bovis BCG foram inoculados em leite pasteurizado e sobreviveram apés sete ou 84 horas,
respectivamente (Mariam, 2009; Macuamule et al., 2016). A presenca da micobactéria também
ndo interferiu no pH do leite e 0 mesmo resultado foi encontrado quando Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP) foi cultivado em leites fermentados (Klanicova et al., 2012).

As amostras L. paracasei AL1C, L. plantarum 1CV e 56CV e L. rhamnosus D1C, A1A e AGA
foram capazes de reduzir significamente (P < 0,05) as contagens de M. bovis BCG em leite
fermentado por cinco dias. O género Lactobacillus é conhecido por sua capacidade de produzir
acidos organicos e bacteriocinas, mecanismos deletérios para diversos micro-organismos. Ainda
que 0 mecanismo exato de inibi¢do ndo tenha elucidado, o declinio consideravel do patégeno
atenuado pode ser associado a um pH mais baixo que 4,19. Sabe-se que concentracfes de acidos
organicos, incluindo acido latico, pode resultar em completa inibigdo do crescimento de
micobactérias, ainda que esse género seja considerado como acido-resistente (Michel et al. 2015).
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Tabela 4.2. Contagens médias de M. bovis BCG em 4gar 7H11 e de BAL em agar MRS apds
cinco dias de crescimento concomitante em leite desnatado fermentado

M. bovis BCG BAL 'ZH det'e(;te

(logso CFUML?)  (logo CFU mL™) fefrs::n:‘a(;’o
L. paracasei A1C 0.47* 8.25 3.99
L. paracasei B7C 0.7 8.63 5.09
L. rhamnosus D1C 0.35* 8.96 3.77
L. plantarum 1CV 0* 7.73 4.19
P. acidilactici 26CV 1.13 9.08 4.86
L. plantarum 56CV 0* 7.38 4.15
L. rhamnosus A1A 0* 9.39 3.78
L. rhamnosus AG6A 0.16* 8.06 3.77
L. brevis E35A 1.13 8.16 5.14
Controle 3.1 - 6.17

*P < 0.05 Comparado com controle (teste de Kruskal-Wallis)

As amostras L. plantarum 1CV, L. plantarum 56CV e L. rhamnosus A1A demonstraram a maior
eficiéncia, uma vez que inibiram completamente o crescimento de M. bovis BCG. Os pH de seus
leites fermentados variaram entra 3,78 a 4,19, e essa ampla faixa pode indicar que outros
compostos antimicrobianos tenham interferido no processo.

Apenas trés BAL, L. paracasei B7C, P. acidilactici 26CV e L. brevis E35A, ndo foram capazes
de diminuir a presenca do patégeno atenuado quando comparado com o controle. Pode-se notar
que suas contagens permaneceram altas, entre 8,16 a 9,08 logio UFC mL™?, ap6s a fermentagéo do
leite. O pH desses leites, entretanto, permaneceram entre 4,86 e 5,14, alcangando 0s maiores
valores entre as BAL testadas. Portanto, a acidez do produto lacteo parece ter influenciado
diretamente a sobrevivéncia de M. bovis BCG. Deve-se notar também que, ainda que tenha havido
uma diminuicdo nas contagens do patégeno atenuado, essa micobactéria permaneceu viavel
mesmo quando em competicdo com essas trés BAL pelos nutrientes do leite, 0 que pode indicar
sua habilidade em sobreviver em produtos comerciais.

Lactobacillus paracasei A1C e L. paracasei B7C apresentaram efeitos opostos na sobrevivéncia
de M. bovis BCG. Esse resultado pode sugerir que os efeitos causados sobre o patdgeno testado
pode ser intrinseco a cada amostra ou micro-organismo e independe apenas da espécie testada.

Diversos estudos ja reportaram a sobrevivéncia de M. bovis, M. bovis BCG e de outras
micobactérias em produtos fermentados, especialmente aqueles contendo bactérias do género
Lactobacillus.

Em um estudo etiope, duas espécies ndo identificadas de Lactobacillus, isoladas de um leite
fermentado tradicional, foram fermentadas por 15 dias concomitantemente com M. bovis em leite
tratado termicamente. A amostra cultivada isoladamente com o pat6geno néao foi capaz de reduzir
suas contagens. Entretanto, o outro lactobacilo, quando adicionado ao leite com uma mistura de
BAL mesofilicas, determinou o ndo isolamento de M. bovis (Mariam, 2009). O mesmo autor, sem
especificar a BAL, demonstrou que leite fermentado feito com leite cru foi capaz de erradicar
Mycobacterium tuberculosis apds sete dias (Mariam, 2014). Também utilizando leite cru, um
estudo sul-africano indicou que M. bovis permaneceu viavel ap6s duas semanas em temperatura
de 22°C. Entretanto, quando o leite era fermentado a 33°C, similar ao presente estudo, o patégeno
tornava-se ausente apos trés dias (Michel et al., 2015). Em outro trabalho do mesmo pais, L. casei
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e L. paracasei foram capazes de eliminar M. bovis BCG ap6s 60 horas em leite fermentado
(Macuamule et al., 2016).

Em estudo realizado na Bélgica, MAP permaneceu viavel mesmo ap6s seis semanas em leite
fermentado (pH final de 3,8) feito com uma combinagdo de L. casei e L. rhamnosus. As contagens
do pat6geno bovino tiveram uma reducdo de 1,8 a 2,2 logio UFC mL™ durante esse periodo, de
acordo com a amostra de MAP utilizada. O declinio, entretanto, ndo foi significante quando
comparado a amostra controle (Van Brandt et al., 2011), assim como visto no presente trabalho
com as amostras L. paracasei B7C, P. acidilactici 26CV e L. brevis E35A. Deve-se notar que,
embora alguns resultados sejam compativeis aqueles apresentados, sabe-se que MAP é capaz de
sobreviver em condicGes desfavoraveis, superando aquelas apresentadas por M. bovis BCG para
sobreviver (Van Brandt et al., 2011).

Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus acidophilus, associados a outras BAL, foram
responsaveis por um decréscimo discreto nas contagens de MAP em iogurte e leite fermentado
em estudo da Tchéquia. No mesmo trabalho, entretanto, Lactobacillus helveticus sozinho foi
capaz de reduzir significativamente as contagens do patdégeno durante a fermentacdo. Os autores
indicaram que, assim como no presente estudo, o pH atuou de forma critica na sobrevivéncia de
MAP e que, quando seu valor se encontrava abaixo de 4, as chances de inativacdo da micobactéria
eram maiores (Klanicova et al. 2012).

A tabela 4.3 demonstra os resultados de M. bovis BCG e BAL incubadas concomitantemente em
caldo 7H9 por cinco dias. Quando comparadas as contagens do patégeno atenuado no controle
(5,6 logio UFC mL™), em todas as amostras BAL foi capaz de inibir a presenca da micobactéria.

Tabela 4.3. Contagens medias de M. bovis BCG em agar 7H11 e de BAL em agar MRS apds
cinco dias de crescimento concomitante em caldo 7H9

M. bovis BCG LAB
(logo CFUML?Y)  (logw CFUmL?) ~ PHcaldo7HS
L. paracasei A1C 1.13* 6.39 6.66
L. paracasei B7C 0* 6.2 6.56
L. rhamnosus D1C 0.56* 6.85 6.49
L. plantarum 1CV 0.87* 6.92 6.49
P. acidilactici 26CV 1.13* 7.04 6.49
L. plantarum 56CV 0* 6.98 6.42
L. rhamnosus A1A 1.13* 5.47 6.5
L. rhamnosus A6A 1.69* 6.39 6.57
L. brevis E35A 1.13* 6.23 6.51
Controle 5.6 - 6.66

*P < 0.05 Comparado com controle (teste de Kruskal-Wallis)

N&o ha, na literatura consultada, registros do crescimento de BAL em caldo 7H9. Entretanto,
pode-se determinar que esses micro-organismos foram capazes de se multiplicarem no meio, uma
vez que, apos cinco dias de incubagdo a 37°C, suas contagens variaram de 5,47 a 7,04 5,6 log1o
UFC mL™. Ainda que as BAL tenham atingido essas concentragdes, elas ndo foram capazes de
acidificar o caldo. Mais uma vez, a constitui¢do de piruvato de sédio do caldo 7H9 pode ter sido
responsavel pela manutengdo de pH (Liu, 2003). Esses resultados reforcam o conceito de que,
ainda que a acidez do meio desempenhe um papel primordial na eliminacdo de M. bovis BCG,
outros fatores podem ser responsaveis pela reducdo dessa micobactéria, como visto nesse ensaio.
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A principal hipdtese para a reducdo significativa de M. bovis BCG seria sua fastidiosidade. Ainda
que o meio utilizado ¢ especifico para o crescimento de micobactérias (Forgrave et al., 2014), a
taxa lenta de crescimento desses micro-organismos pode ter estabelecido uma desvantagem
nutricional. Uma vez que BAL apresentam um tempo de geracdo mais rapido, elas podem ter
consumido os nutrientes do meio e assim, M. bovis BCG, fastidioso, teve menos recursos
nutricionais para se multiplicar. A competicao por nutrientes entre M. bovis e BAL ja foi reportada
por outros autores, que declaram que esse fator pode diminuir o crescimento do patdgeno (Michel
et al., 2015; Verraes et al., 2015; Forgrave et al., 2016).

Como visto na tabela 4.4, o sobrenadante esterilizado das BAL foi capaz de reduzir as contagens
de M. bovis BCG em quase todas as amostras testadas.

Tabela 4.4. Contagens médias (logio CFU mL™) de Mycobacterium bovis BCG em 7H11 apds
cinco dias de crescimento em sobrenadante (caldos 7H9 e MRS) autoclavados ou filtrado de BAL

Sobrenadante Sobrenadante pH do
autoclavado filtrado
(logio CFUML?)  (logzo CFU mL?Y) sobrenadante
L. paracasei A1C 0.34* 0* 4.34
L. paracasei B7C 0* 0.* 4.27
L. rhamnosus D1C 0.97* 0.9* 4.29
L. plantarum 1CV 0.41* 0.38* 4.18
P. acidilactici 26CV 0* 0.5* 4.3
L. plantarum 56CV 0* 0* 4.1
L. rhamnosus A1A 1.05 0.56* 4.25
L. rhamnosus A6A 0.16* 0.2* 4.24
L. brevis E35A 2.26 2.45 5.07
Controle 6.98 6.4

*P < 0.05 Comparado com controle (teste de Kruskal-Wallis)

Com excecdo das amostras L. rhamnosus ALA e L. brevis E35A, 0s sobrenadantes de todas as
outras BAL testadas foram capazes de reduzir (P < 0,05) as contagens de M. bovis BCG em ambos
0s ensaios gquando comprados com o controle. Esse resultado pode ser tanto devido a presenca de
bacteriocinas quanto pela producdo de &cidos organicos. Micobactérias sdo reconhecidas como
resistentes a um baixo pH pela sua membrana plasmatica, mais espessa que a de outras bactérias
e que permite agrupamento, aumentando a protecdo celular (Rao et al., 2001). Nesses ensaios,
entretanto, as reducdes significativas de contagem de M. bovis BCG estavam associadas com 0s
menores valores de pH. Diversos autores ja demonstraram que, quando o pH do meio se encontra
abaixo de 4,5, a sobrevivéncia de micobactérias pode ser atingida (Michel et al., 2015; Forgrave
et al., 2016). Portanto, a acidez dos sobrenadantes pode ter agido diretamente contra o patégeno
atenuado, diminuindo suas contagens depois de cinco dias na mistura dos caldos 7H9 e MRS.
Uma vez que bacteriocinas apresentam melhores resultados quando em baixo pH, a acidez dos
caldos pode também ter, indiretamente, agido contra M. bovis BCG (Carrol et al., 2010). Como
nesse experimento, se 0 pH ndo se encontrava abaixo de 4,2, entdo a presenca de bacteriocinas e
outros agentes antimicrobianos pode ser considerada para explicar a inibigdo contra M. bovis
BCG.

Deve-se notar que, mesmo quando o teste foi conduzido com o sobrenadante autoclavados, houve
um decréscimo nas contagens do patdgeno atenuado. Esse resultado pode sugerir que, se a
inibicdo foi associada a bacteriocinas, esses peptideos eram, nesse caso, termoestaveis. A
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presenca de bacteriocinas pode ser corroborada pelo ensaio realizado previamente em caldo 7H9,
em que M. bovis BCG e BAL foram inoculados concomitantemente. J4 que ndo houve
acidificacdo do meio e, ainda assim, o patdgeno atenuado demonstrou contagens menores, outros
fatores, como a presenca de bacteriocinas, pode ter influenciado contagens inferiores de M. bovis
BCG. Pode-se observar também que, no caso dos sobrenadantes, ndo houve competicdo pelos
nutrientes presentes no caldo 7H9, visto que a micobactéria foi adicionada em sobrenadantes
estéreis. Isso pode ser corroborado pelo fato que, como reportado por Macuamule et al. (2016), a
interacdo direta entre patdgeno e micro-organismos inibitérios ndo € obrigatdria para que haja
efeito antimicrobiano. Ainda que em meio diferente, MAP adicionado em leite fermentado estéril
teve sua viabilidade reduzida, especialmente em pH menor que 4 (Klanicova et al., 2012). Esse
dado reforca a hipétese de que o declinio na viabilidade de M. bovis BCG foi causado pelo efeito
inibitério de BAL isolada de queijo Minas artesanal e seu soro-fermento.

Um ensaio similar foi realizado com M. tuberculosis, MAP e Mycobacterium kansasii em caldo
7H9. Entretanto, ao invés de sobrenadantes, duas bacteriocinas diferentes, nisina e lactocina,
foram testadas. Ainda que nesse estudo todos os testes antagonistas fossem feitos em pH igual a
7, a micobactéria apresentou susceptibilidade significante para ambas as bacteriocinas testadas
(Carrol et al., 2010). MAP também foi testado contra bacteriocinas isoladas de duas amostras
distintas de L. plantarum, também isoladas de queijo. Ambas também apresentaram atividade
inibitéria contra o patégeno em caldo MRS (Gaggia et al., 2010). Bacteriocinas isoladas de BAL
também foram eficazes contra M. tuberculosis em dois testes in vitro (Todorov et al., 2008) e, em
condicBes similares, contra Mycobacterium smegmatis (Zahir et al., 2011; Vidhyasagar e
Jeevaratnam 2013).

L. rhamnosus A1A foi capaz de diminuir (P < 0,05) as contagens de M. bovis BCG apenas com
0 sobrenadante filtrado. Uma vez que o sobrenadante autoclavados ndo apresentou resultados
satisfatorios, 0 componente causando a inibicdo era termolabil e ndo resistiu as altas temperaturas
e alta pressdo da autoclave. Quanto a L. brevis 35A, ambos os sobrenadantes foram incapazes de
inibir o crescimento de M. bovis BCG. Mais uma vez, o pH atingido por esse micro-organismo
foi o maior quando comparado ao das outras BAL. O mesmo resultado foi observado no ensaio
de leite fermentado, em que L. brevis 35A ndo diminui as contagens da micobactéria e manteve
0 pH do meio acima de 5.

4.4, Conclusédo

De acordo com todos os ensaios, BAL e seus sobrenadantes sdo capazes de diminuir ou
completamente suprimir o crescimento de M. bovis BCG em diferentes situa¢fes. Ainda que o
principal mecanismo de inibicdo ndo tenha sido elucidado, o pH desempenhou um papel
importante na inibicdo. Ainda assim, a presenca de bacteriocinas pode ser inferida, especialmente
nos ensaios em que o pH ficou proximo da neutralidade.

Cada BAL demonstrou um padrdo de inibicéo diferente quando confrontada com o patégeno
atenuado. Esse resultado pode ser devido a suas caracteristicas intrinsecas, como taxa de
crescimento, producdo de &cido e bacteriocina nos diferentes meios testados (leite em pé
desnatado reconstituido e caldos 7H9 e MRS).

Ainda que a classificacdo de BAL ndo tenha sido o principal objetivo desse estudo, apresentaram
os melhores resultados nas avaliagbes antagonistas. Assim, esses micro-organismos podem ser
estudados futuramente quanto as suas propriedades inibitérias contra M. bovis, seus usos
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industriais e suas caracteristicas probidticas. Eventualmente, essas BAL podem também ser
utilizadas para o desenvolvimento de produtos lacteos mais seguros.
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5. Capitulo 11 - Influéncia da maturacéo sobre a viabilidade de Mycobacterium bovis
BCG em queijos tipo Minas artesanal
5.1. Introducéo

A producdo de queijo Minas artesanal baseia-se na utilizacdo de leite cru como principal matéria
prima. Como a tuberculose bovina é endémica no estado de Minas Gerais, tornam-se necessarios
estudos aprofundados para determinar a sobrevivéncia de Mycobacterium bovis, 0 agente
causador de tuberculose bovina e zoonGtica, nesse tipo de queijo. Esse é, portanto, o objetivo do
capitulo I1, escrito a seguir.

5.2. Material e métodos
5.2.1. Tratamentos

Para determinacéo da viabilidade de Mycobacterium bovis BCG em queijos tipo Minas artesanal,
foram produzidos 72 queijos segundo o esquema fatorial 3x8: trés tratamentos x oito tempos de
maturacao, considerando-se trés repeticfes. Os tratamentos foram divididos em:

e Queijos tratamento A: M. bovis BCG a 10° UFC/mL e Lactobacillus paracasei B7 e
Lactobacillus rhamnosus D1 a 108 UFC/mL cada.

e Queijos tratamento B: M. bovis BCG a 10° UFC/mL.

e Queijos tratamento C: sem inoculagéo (queijo controle).

Os queijos foram analisados nos dias 1, 8, 15, 22, 29, 45, 60 e 90 pds-producéo.

Nesses tempos, todos os queijos foram analisados quanto a contagem de M. bovis BCG (Forgrave
et al., 2014) e bactérias acido-laticas (MacFaddin, 1980). Os queijos controle também foram
analisados, nos mesmos periodos, para contagem de Staphylococcus spp., Staphylococcus
coagulase positivo (Brasil, 2003), coliformes a 30°C e a 45°C (Ginn et al. 1985) e para presenca
de Salmonella spp. (Brasil, 2003); e quanto aos seus parametros fisico-quimicos: teores
percentuais de extrato seco total e umidade, gordura, compostos nitrogenados e cloretos, além de
determinacdes de acidez titulavel e pH (Brasil, 2006).

5.2.2.0rigem de Mycobacterium bovis BCG, Lactobacillus paracasei B7 e
Lactobacillus rhamnosus D1

O micro-organismo utilizado durante o experimento foi o Mycobacterium bovis BCG Moreau,
gentilmente cedido por Laboratérios Nacionais Agropecudrios — Minas Gerais (LANAGRO-
MG), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Sua identidade foi confirmada
geneticamente por presenca de 1S1081 (Sales et al., 2014).

Lactobacillus paracasei B7 e Lactobacillus rhamnosus D1 pertencem a colecéo de bactérias &cido
laticas do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia e Inspe¢do
de Produtos de Origem Animal (DTIPOA) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV-UFMG). Ambos foram isolados de queijo Minas artesanal da Canastra em
2009 e, desde entdo, tém sido avaliados quanto a suas propriedades probidticas, seus
antagonismos frente a diversos patdgenos e suas caracteristicas sensoriais (Resende et al., 2011,
Costa et al., 2013; Andrade et al., 2014; Oliveira, 2016; Acurcio et al, 2017a; Acurcio et al,
2017Db). Suas identidades foram confirmadas de acordo com seus perfis protedmicos. Para isso,
foi feita a analise de espectrometria de massa por dessorcao-ionizacao a laser assistida por matriz
- tempo de voo (MALDI-TOF MS) no equipamento MALDI Biotyper (Bruker Daltonik, Billerica,
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MA, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante (TeKippe e Burnham, 2014; Lévesque et
al., 2015).

5.2.3. Curva de crescimento

Ainda que demoradas, as curvas de crescimento s&o a melhor maneira de medir o crescimento e
a concentracao de micro-organismos viaveis em uma suspensdo bacteriana (Pefiuelas-Urquides et
al., 2013). Considerando o volume inicial de leite de cada tratamento (16000mL), para que uma
concentragdo final de 10° UFC/mL de M. bovis BCG nos queijos submetidos & maturacio fosse
atingida, os inoculos iniciais desse micro-organismo deveriam apresentar uma contagem
bacteriana aproximada de 10*° UFC. O indculo inicial de cada BAL deveria apresentar uma
concentragio bacteriana aproximada de 10'? UFC para atingir uma concentragéo de 10 UFC/mL
nos queijos frescos.

Para determinar o tempo de crescimento dos micro-organismos para produc¢do dos inéculos de M.
bovis BCG, L. paracasei B7 e L. rhamnosus D1 a serem adicionados nos queijos, foram realizadas
curvas de crescimento em triplicata para cada um.

5.2.3.1.  Mycobacterium bovis BCG

Para a produgdo da curva, 100uL de uma amostra ativa de M. bovis BCG foi ressuspendida em
10mL de caldo 7H9 (BD Difco, Franklin Lakes, EUA), suplementado com Middlebrook OADC
a 10% (Difco, Livonia, MI, EUA), 0,5% de piruvato de sédio (Neon, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
0,05% de Tween 80 (Proguimios, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Allen, 1998; Robbe-Austerman et
al., 2013; Forgrave et al., 2014). A amostra era considerada ativa quando permanecia por 15 dias,
apos descongelamento, no mesmo meio de cultura.

O caldo 7H9 (BD Difco) foi adicionado de Middlebrook OADC com o intuito de favorecer a
sintese da membrana plasmatica (acido oleico), eliminar substancias téxicas (albumina), fornecer
carboidrato (dextrose) e retirar peréxido do meio (catalase) (Allen, 1998). O piruvato de sodio
também é fonte de energia para o M. bovis (Allen, 1998) e o Tween 80 age como um detergente,
dificultando o crescimento em grumos do micro-organismo (Forgrave et al., 2014; Forgrave et
al., 2016).

Apos cinco dias, foram congeladas aliquotas do micro-organismo em uma solucéo de 65% do
mesmo caldo e 35% de glicerina 50%. Dessa mesma suspensdo bacteriana, foram retiradas sete
amostras de 500uL. Cada amostra foi entdo inoculada em um erlenmeyer com 50mL da mesma
formulac&o do caldo 7H9 e mantida por até sete dias a 37°C. A cada 24 horas, um erlenmeyer era
retirado da estufa e, ap0s sucessivas dilui¢des em salina peptonada 0,1%, 100uL eram plaqueados
em &gar 7H11 (BD Difco, Franklin Lakes, EUA), suplementado com Middlebrook OADC a 10%
(Difco, Livonia, MI, EUA), 0,5% de piruvato de sédio (Neon, Sdo Paulo, SP, Brasil) e 0,05% de
Tween 80 (Proguimios, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Robbe-Austerman et al., 2013; Forgrave et
al., 2014). As placas eram entdo revestidas por Parafilm (Bemis, Oshkosh, WI, EUA), para gque 0
agar ndo ressecasse, e mantidas em estufa 37°C por até dez dias, quando ocorreu a contagem de
colbnias.

5.2.3.2. Bactérias acido-laticas

Cem microlitros dos dois micro-organismos de escolha, Lactobacillus paracasei B7 e
Lactobacillus rhamnosus D1, em concentragdo desconhecida, foram inoculados separadamente
em 10mL de caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Merck, Kenilworth, NJ, EUA) a 37°C por 24
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horas (Hutt et al., 2006). Um repique idéntico foi feito e, apds outras 24 horas a 37°C, foram
congeladas aliquotas dos lactobacilos em uma suspensdo de 65% de caldo MRS e 35% de
glicerina 50%.

A cada curva, uma aliquota de cada BAL era descongelada a 8°C por 60 minutos. Cem pL dessa
suspensdo bacteriana eram adicionados em 10mL de caldo MRS por 24 horas a 37°C. Esse foi
considerado o in6culo para a curva de crescimento das duas BAL. A partir de entdo, 500uL dessa
suspensdo final eram adicionados em 12 erlenmeyers contendo 50mL de caldo MRS, que foram
incubados por 24 horas a 37°C. A cada duas horas, um erlenmeyer era retirado da estufa e 1mL
da suspensao bacteriana em seu contetdo era diluido em série em salina peptonada 0,1% e, entdo,
inoculado em placas de Petri com 4gar MRS (MacFaddin, 1980). Também foi avaliado, nesses
mesmos momentos, o pH (mPA-210, Piracicaba, SP, Brasil) dos caldos fermentados (Brasil,
2003). As contagens bacterianas foram feitas 48 horas apds a inoculacdo de cada placa (Viegas et
al., 2010).

5.2.4. Producéo de inéculo

O procedimento de producdo de indculos foi realizado trés vezes, uma para cada repeticdo da
producdo de queijos. Foram feitos 250mL de cada inéculo por repeticdo. Ainda que eram
utilizados apenas 200mL de cada micro-organismo por determinados tratamentos, assegurava-se
um volume maior para evitar imprevistos.

5.2.4.1. Mycobacterium bovis BCG

Para que houvesse uma concentracéo final de 10° UFC/mL nos queijos submetidos a maturagao,
o indculo inicial deveria apresentar uma contagem bacteriana minima de 10'° UFC. Esse valor
estima a perda do micro-organismo no processo de dessoramento entre 15 e 20% (Forgrave et al.,
2014), além de considerar o volume inicial de leite de cada tratamento, 16000mL.

A producéo do in6culo foi feita a partir do resultado final da curva de crescimento. Como em
cinco dias 0 micro-organismo atingiu contagem de 10® UFC/ml, o periodo de 120 horas ficou
determinado como o padrdo. O curto periodo de tempo também foi favoravel para que M. bovis
BCG ainda estivesse em fase de crescimento exponencial, o que facilitaria sua sobrevivéncia em
situacOes extremas (Forgrave et al., 2014; Forgrave et al., 2016).

Dessa forma, cinco dias antes da producdo de queijos de cada uma das trés repeticGes, uma
aliquota congelada de M. bovis BCG, do mesmo lote das utilizadas na curva de crescimento, era
descongelada a 8°C por 60 minutos. Um volume de 500uL dessa amostra era adicionado em
50mL de caldo 7H9 com formulacdo idéntica a utilizada na curva: Middlebrook OADC a 10%
(Difco), 0,5% de piruvato de sédio (Neon) e 0,05% de Tween 80 (Proquimios) (Allen, 1998;
Robbe-Austerman et al., 2013; Forgrave et al., 2014). A inoculag¢do ocorria em oito frascos de
vidro com o meio de cultura. Assim, o volume total a ser adicionado no leite em cada um dos
tratamentos A e B, 200mL, resultava em uma contagem do micro-organismo acima de 10'° UFC,
suficiente para contaminar os queijos na concentragéo de 10° UFC/mL.

Evitaram-se sucessivas culturas de M. bovis BCG, utilizando, portanto, aliquotas previamente
congeladas para a producéo de indculo em cada repeticdo. E sabido que passagens consecutivas
do micro-organismo alteram sua capacidade de multiplicagdo, o que seria desfavoravel para o
experimento e o padrdo definido pela curva de crescimento (Nascimento e Leite, 2004). Para
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manter a homogeneidade do experimento, as aliquotas eram provenientes do mesmo lote daguelas
utilizadas na construgéo da curva.

Ainda que a mensuracdo da densidade dptica possa ser realizada em suspensdes bacterianas de
Mycobacterium, alguns trabalhos afirmam que essa metodologia ndo é indicada para género. Isso
porque hd uma grande formacgdo de grumos entre os bacilos, o que dificulta a leitura pelo
equipamento. Portanto, foi utilizada como forma de acompanhamento a escala McFarland, mais
indicada para curva de crescimento (Pefiuelas-Urquides et al., 2013). O padrao utilizado foi o0 8,
uma vez que o padrdo original de contagem, feito a partir de células de Escherichia coli, é
diferente do de Mycobacterium (Zanini et al., 1998).

Para confirmar a concentracdo do indculo de M. bovis BCG, foi feita uma diluicdo em série até
10°° em salina peptonada 0,1% e 100pL de cada dilui¢do foi inoculada em agar 7H11 (BD Difco),
suplementado com Middlebrook OADC a 10% (Difco), 0,5% de piruvato de sddio (Neon) e
0,05% de Tween 80 (Proquimios) a 37°C por até dez dias para contagem de col6nias (Forgrave
etal., 2014).

5.2.4.2. Bactérias acido-laticas

Para que as inoculagBes de L. paracasei B7 e L. rhamnosus D1 atingissem as concentragdes
determinadas de 10® UFC/mL nos queijos experimentais, os indculos deveriam conter, cada, 10
UFC.

Para tanto, 100uL de uma suspensdo de cada bactéria com contagem conhecida foram inoculados
separadamente em caldo MRS (Merck) por 24 horas a 37°C. Apds esse periodo, 500uL de cada
suspensao eram adicionados em cinco erlenmeyers contendo 50mL de caldo MRS (Merck) cada,
incubados por 24 horas a 37°C. Assim, para a inoculacdo das BAL selecionadas no queijo
experimental, a suspensao bacteriana deveria permanecer em crescimento no caldo MRS (Merck)
por 16 horas, tempo determinado pela curva de crescimento de ambas as BAL até atingir as
contagens definidas para o inéculo do queijo (McFaddin, 1980; Viegas et al., 2010).

5.2.5.Analises microbioldgicas de leite e soro-fermento
Foram pesquisados 0s seguintes micro-organismos nas trés repeticfes de leite e soro-fermento:
5.2.5.1. Mycobacterium bovis BCG
A descontaminacg&o e cultura para M. bovis BCG foram feitas de acordo com o item 5.2.5.1
5.25.2.  Coliformes totais (a 30°C) e coliformes termotolerantes (a 45°C)

Aliquotas de 1mL de diluicdes seriadas das amostras foram inoculadas em Petrifilm (3M, Saint
Paul, MI, EUA) e incubadas em aerobiose em estufa a 37°C por 24 horas (Ginn et al., 1985).

5.2.5.3. Bactérias acido-laticas

Aliquotas de 0,1mL de diluicBes seriadas das amostras foram inoculadas com a ajuda de alca de
Drigalski em agar MRS (Merck) e incubadas em aerobiose em estufa a 37°C por 48 horas
(MacFaddin, 1980);

5.2.5.4.  Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo

Aliquotas de 0,1mL de diluicBes seriadas das amostras foram inoculadas com a ajuda de alca de
Drigalski em agar Baird-Parker (BD Difco, Franklin Lakes, EUA) enriquecido com emulséo de
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gema de ovo e telurito de potassio (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). As placas foram encubadas a
37°C por 48 horas. Ap6s crescimento, determinou-se a concentragdo de Staphylococcus spp. pelo
namero de coldnias contadas. As mesmas também foram classificadas em tipicas ou atipicas. Em
placas apenas com coldnias de um s tipo, foram selecionadas cinco e inoculadas, cada uma, em
tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) (BD Difco, Franklin Lakes, EUA). Naquelas
placas em que os dois tipos de coldnias apareciam, trés de cada eram selecionadas e inoculadas
também em caldo BHI (BD). Apos 24 horas a 37°C, 500uL da suspensdo eram adicionados
lentamente, em tubo estéril, & mesma quantidade de plasma de coelho reconstituido (Laborclin,
Pinhais, PR, Brasil). Por fim, apds incubacdo idéntica a da etapa anterior, era conferido se o
conteido de cada tubo havia coagulado (Brasil, 2003).

5.2.5.5. Fungos

Aliquotas de 0,1mL de diluicbes das amostras foram inoculadas em agar batata dextrose 2%
(Acumedia, Lansing, MI, EUA), com a ajuda de al¢a de Drigalski. O &gar batata dextrose havia
sido adicionado, previamente, de acido tartarico (Proguimios, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) 10%
estéril. As placas foram incubadas por sete dias a 25°C, ndo invertidas (Brasil, 2003).

5.2.5.6.  Salmonella spp.

De cada amostra, 25mL foram adicionados em frascos contendo 225mL de salina peptonada
tamponada 1% e homogeneizados. Apds permanecerem em temperatura ambiente por uma hora,
foram incubados em estufa a 37°C por 24 horas para pré-enriquecimento. Em seguida, para
enriquecimento seletivo, foram transferidos 1mL e 0,1mL das amostras para caldo Selenito
Cistina (Himedia, Mumbai, india) e Rappaport Vassiliadis (Acumedia, Lansing, MI, EUA),
respectivamente. Os tubos foram entdo incubados em banho-maria a 41°C por 24 horas. Apos
esse periodo, para isolamento em meios solidos seletivos, as amostras foram estriadas em agar
verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS) (Acumedia, Lansing, MI, EUA), &gar
Salmonella-Shigella (SS) (Acumedia, Lansing, MI, EUA) e agar Hektoen entérico (Himedia,
Mumbai, india) e incubadas a 37°C por 24 horas. De cada placa, oito colénias consideradas tipicas
foram inoculadas em meio agar Rugai modificado (Pessoa e Silva, 1972) para realizacdo dos
testes bioquimicos. Aqueles tubos com leitura suspeita tiveram suas col6nias selecionadas e
incubadas em &gar nutriente (Acumedia, Lansing, MI, EUA) por 24 horas a 37°C. Por fim, apds
o lavado das col6nias com salina peptonada 0,85%, essas foram submetidas ao teste de
confirmacdo soroldgica por meio do soro anti-Salmonella polivalente (Probac, S&o Paulo, SP,
Brasil) (Brasil, 2003).

5.2.6.Analises fisico-quimicas, de contagem bacteriana total e de contagem de
células somaticas de leite cru

As avaliagOes de contagem bacteriana total, contagem de células somaticas e composicédo do leite
cru foram realizadas no LabUFMG. Para composi¢do de leite, foram avaliados os teores
percentuais de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e extrato seco desengordurado.

As amostras de leite em conservante azidiol foram avaliadas quanto a contagem bacteriana total
pela metodologia de citometria de fluxo (Suhren e Walte, 2000) em equipamento eletronico IBC
BactoCount IBC (Bentley Instruments Incorporated®, Chaska, Minnesota, Estados Unidos)
(Bentley..., 2002).
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As amostras de leite em conservante bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol e natamicina)
foram usadas para contagem de células somaticas em equipamento eletrénico Bentley
CombiSystem 2300®(Bentley Instruments Incorporated®, Chaska, Minnesota, Estados Unidos)
(Bentley..., 1997), pelo método de citometria de fluxo (International..., 1995). A composi¢do do
leite, também obtida pelo equipamento Bentley CombiSystem 2300®, foi feita pelo método de
absorcdo de comprimento de onda na regido infravermelha (International..., 2000).

5.2.7.Producdo de queijo tipo Minas artesanal

Os queijos foram feitos a partir de leite cru de vacas negativas para tuberculose coletado na
Fazenda Campo Experimental Santa Rita, da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG), em Prudente de Morais, MG. Soro-fermento (pingo) proveniente da Serra da
Canastra foi adicionado em todos os tratamentos para mimetizar as condi¢Ges tecnoldgicas e
microbioldgicas do queijo Minas artesanal, tendo sido coletado em propriedades rurais da mesma
regido produtora das BAL utilizadas no tratamento A. Ambas as matérias-primas foram recolhidas
em trés coletas distintas, de lotes diferentes, para que os queijos ndo fossem considerados réplicas.
Todo o experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do DTIPOA
EV-UFMG em acordo com a legislagdo vigente de producdo de queijo Minas artesanal (Minas
Gerais, 2011).

A producéo dos queijos seguiu um fluxograma (figura 5.1) que mimetizava a producdo de queijo
Minas artesanal em fazendas cadastradas pelo IMA (Minas Gerais, 2011).

Para cada repeti¢do, foram utilizados 48L de leite cru, sendo divididos em 16L por tratamento.
Cada volume era vertido em um balde estéril de 20L, sendo filtrado por peneira estéril de nylon
e plastico atoxico. O leite entdo era aquecido a 37°C com a ajuda de um ebulidor (Cherubino,
Belo Horizonte, MG, Brasil) (figura 5.2), uma vez que chegava resfriado ao laboratério. Essa
etapa ndo é tolerada na producdo do queijo Minas artesanal (Minas Gerais, 2012), mas tornou-se
necessaria para permitir a coagulacdo do leite. A temperatura era verificada por um termémetro
digital infravermelho (Incoterm, Porto Alegre, RS, Brasil).

Eram entdo adicionados os indculos de acordo com o tratamento (figuras 5.3 e 5.4). Nos leites do
tratamento A eram vertidos 200mL do inéculo de M. bovis BCG, 200mL do inéculo de L.
paracasei B7 e mais 200mL do inéculo de L. rhamnosus D1. Nos leites do tratamento B, apenas
200mL do in6culo de M. bovis BCG eram adicionados. O leite permanecia em repouso por 15
minutos, quando entdo eram adicionados 320mL de soro-fermento da Canastra, volume
semelhante ao utilizado pela produtora que o cedeu, e 15mL de coalho (Ha-La, Christian Hansen,
Boege Alle, Dinamarca), seguindo as recomendagdes do fabricante (figuras 5.5 e 5.6).
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Obtencédo da matéria-prima (16L/tratamento)
l
Filtracdo
l
Aquecimento a 37°C
l
Adicéo de culturas (tratamentos A e B)
l
Adicéo de soro-fermento a 2% e coalho a 0,09%
l
Coagulacédo por 40 minutos
l
Corte da massa
I
Mexedura lenta da massa por 5 minutos
I
Desncanso da massa por 15 minutos
I
Mexedura rapida da massa por 5 minutos
l
Drenagem do soro e enformagem
l
Espremedura e dessoragem
l
Salga na superficie a 0,5%
l
Viragem e segunda salga a 0,5%
l
Desenforme
l
Maturacao a 22,5°C por 90 dias

Adaptado de Oliveira, 2014
Figura 5.1. Fluxograma de producédo de queijo Minas artesanal



Figuras 5.3 e 5.4. In6culos de L. paracasei B7, L. rhamnosus D1 e M. bovis BCG

Era feita uma homogeneizacao rapida e suave com colher de polipropileno estéril, quando entéo
a mistura repousava por 40 minutos. Ap6s esse periodo, era verificado o ponto de corte da massa
com uma faca de aco inox esteril. A massa era entdo cortada com auxilio de lira em ago inox
(figura 5.7), também estéril, que permitia a formacdo de cubos de massa de queijo de tamanho
2cm x2cm x2cm. Seguia-se uma mexedura lenta por cinco minutos, repouso de 15 minutos, e
uma mexedura rapida de 5 minutos, para expulséo do soro. Os coagulos eram entdo retirados com
ajuda de uma peneira plastica e de uma colher de aco inox, ambas estéreis, e acondicionados em
formas estéreis de polietileno, de fundo rendado, adequadas para 250g de produto. A prensagem
dos queijos era realizada com a colher de aco inox e era seguida pela salga a 0,5% com cloreto de
sodio refinado (figura 5.8). Apds 24 horas, os queijos eram desenformados, virados, salgados
novamente e pesados. A pesagem foi repetida ao longo da maturacéao, sendo realizada nos mesmos
dias de analises microbiologicas e fisico-quimicas.
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Figuras 5.7 e 5.8. Corte da massa com lira em ago inox, recuperacéo e enformagem dos coagulos
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Para os tratamentos A e B, os queijos foram produzidos em capela de fluxo laminar vertical. O
tratamento C, controle, foi feito ao lado de bico de Bunsen para impedir a contaminagdo do
produto.

5.2.8. Maturagao de queijo tipo Minas artesanal

Os queijos foram maturados em duas estufas incubadoras B.O.D., a 22°C £ 0,5°C e umidade
relativa do ar de 70% por até 90 dias. Os parametros foram baseados no histérico de 2016 para a
regido da Serra da Canastra (Instituto Nacional..., 2016), fonte de origem do pingo e das BAL
utilizadas no experimento.
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Uma estufa era reservada para 0s queijos controle e a outra, para 0s queijos dos tratamentos A e
B. Nessa estufa, os queijos do tratamento B ficavam em prateleiras superiores aos do queijo A,
para evitar a contaminacgdo de BAL inoculadas durante a producéo (figura 5.9). Nos primeiros
dias, quando ainda havia dessoramento, uma bandeja era colocada na grade abaixo dos queijos,
para recolher o soro. Essa bandeja era revestida por saco plastico identificado como “lixo
infectante”, que era descartado corretamente apos ser retirado da B.O.D. A cada repeti¢do, 0s
queijos mais maduros eram colocados em prateleiras acima dos frescos para evitar contaminages
posteriores a producao.

Figura 5.9. Maturagéo de queijos tipo Minas artesanal em B.O.D

5.2.9. Analises microbioldgicas e fisico-quimicas de soro de queijo e queijo tipo
Minas artesanal
5.2.9.1.  Analise de M. bovis BCG

Soro de queijo e queijo Minas artesanal de todas as repeti¢fes e de todos os tratamentos foram
analisados quanto & presenca e contagem de M. bovis BCG. Soro de queijo e queijo dos
tratamentos C deveriam ser negativos quanto a esse micro-organismo.

5209.1.1 Descontaminagao

Né&o existe meio seletivo para o crescimento de micro-organismos do género Mycobacterium
(Allen, 1998). Os meios utilizados sdo ricos em nutrientes, uma vez que essas espécies necessitam
de tempo e aporte nutricional para cresceram. Como sdo fastidiosas, micobactérias estdo em
desvantagem quando em competicdo com outros micro-organismos em diferentes meios de
cultura (Forgrave et al., 2014). Portanto, foi necessario descontaminar as amostras para eliminar
a microbiota competidora e, assim, permitir o crescimento de micobactérias (Rowe e Donaghy,
2008).

A descontaminacdo, entretanto, pode diminuir a capacidade de recuperacdo das micobactérias.
Isso porque os compostos utilizados nessa etapa podem, ainda que de maneira atenuada, ser
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citotoxicos para esses micro-organismos (Klanicova et al., 2012; Hafinian, 2014). Dentre as
metodologias descritas na literatura, aquela que apresentava menor impacto sobre as contagens
de micobactérias apds a descontaminacdo foi escolhida. O método consiste na utilizacdo de
cloreto de hexadecilpiridinio (HPC) em uma concentragdo de 0,75% por cinco horas (Corner et
al., 1998; Ambrosio et al., 2008; Klanicova et al., 2012; Hafinian, 2014).

Para a descontaminacdo de queijo, 25g do produto eram pesados e acondicionados de forma
asséptica em um saco de stomacher com 225mL de salina peptonada 0,1%. O contetdo era
homogeneizado por 120 segundos em homogeneizador de amostras de tipo stomacher (SPLabor,
Presidente Prudente, SP, Brasil) e entdo permanecia em banho-maria a 37°C para liquefacdo da
amostra. Apos esse periodo, 30mL da amostra eram transferidos para tubo falcon estéril (figura
5.10) e centrifugados por 15 minutos a 2500g. O sobrenadante era descartado com cuidado para
que a porgdo superior de gordura continuasse no tubo. O conteldo amostral era entdo ressuspenso
em 10mL de salina peptonada e 0,075g de HPC (Inlab, S&o Paulo, SP, Brasil). O tubo permanecia
em local ao abrigo de luz por cinco horas, para que ocorresse a descontaminacdo. O tubo falcon
era novamente centrifugado por 15 minutos a 2500g, o sobrenadante era descartado e o pellet
restante era ressupenso novamente em 10mL de salina peptonada 0,1% (Donaghy et al., 2003;
Faria et al., 2014; Michel et al., 2015).

Figura 5.10. Descontaminagao das amostras de queijos por HPC em tubo Falcon estéril

A mesma metodologia foi aplicada as amostras liquidas. Entretanto, as mesmas ndo obedeciam a
etapa de liquefacéo, visto a natureza desses materiais.

5.2.9.1.2. Cultura

Apos descontaminacdo, as amostras provenientes de queijo e de soro de queijo dos tratamentos
A e B eram diluidas em série em salina peptonada 0,1% e 100uL eram inoculados em &gar 7H11
sem verde malaquita (BD Difco), suplementado com Middlebrook OADC a 10% (Difco), 0,5%
de piruvato de sddio (Neon), 0,05% de Tween 80 (Proquimios), 0,5% de sangue de carneiro lisado
e desfibrinado e 10% de soro fetal bovino estéril (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil) (Forgrave et al.,
2014). As amostras provenientes de leite, de soro-fermento e do tratamento C ndo sofriam
diluicdo, sendo plagueadas no volume de 100 pL diretamente no &gar 7H11 com a mesma
composicéo descrita. As placas eram revestidas por Parafilm (Bemis) e mantidas em estufa a 37°C
por até dez dias em aerobiose para contagem de col6nias (Forgrave et al., 2016; Macuamule et
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al., 2016). Foram consideradas col6nias positivas aquelas eugdnicas, ndo cromatogénicas, de
coloragdo creme, com bordas irregulares e superficie granular (Rocha, 2013) (figura 5.11).

Figura 5.11. Col6nias de M. bovis BCG sobre agar 7H11

A partir dos resultados da cultura de M. bovis BCG, foram feitas as curvas de sobrevivéncia do
micro-organismo em queijo tipo Minas artesanal, assim como calculado o Valor Dy-c (Forgrave
et al., 2014).

5.2.9.1.3. Coloracéo de Ziehl-Neelsen

Para confirmar a identidade de M. bovis BCG em agar 7H11 como alcool-acido resistentes, foi
aplicada a coloracéo de Ziehl-Neelsen nas coldnias crescidas nesse meio e que ndo se enquadrava,
no padrdo determinado no item 5.1.9.1.2 (OIE, 2008).

5.2.9.2. Analise de BAL, coliformes a 30°C e a 45°C, Staphylococcus spp.,
Staphylococcus coagulase positivo, fungos e Salmonella spp

As anélises de BAL (MacFaddin, 1980), coliformes a 30°C e a 45°C (Ginn et al., 1985) e
Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo, fungos e Salmonella spp. (Brasil, 2003)
foram feitas conforme o item 5.1.5.

5.2.9.3.  Analises fisico-quimicas de queijo tipo Minas artesanal

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Andlises Fisico-Quimicas | do
DTIPOA EV-UFMG. As amostras de queijo foram submetidas as seguintes analises fisico-
quimicas: extrato seco total e umidade pelo método gravimétrico, gordura pelo método de Gerber,
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extrato seco desengordurado, acidez titulavel, pH, proteinas pelo método de Kjeldahl, cloretos
pelo método argentométrico e residuo mineral fixo. Todas foram feitas de acordo com Brasil
(2006). Todas as anlises fisico-quimicas de queijo Minas artesanal foram feitas em triplicata.

5.2.10. Descarte de material contaminado

Todo o material utilizado durante a producao de queijos e analise das amostras foi autoclavado a
121°C por 30 minutos. O soro de queijo dos trés tratamentos, ap6s autoclavagem, foi
encaminhado para descarte apropriado, de acordo com orientacdo da Geréncia Ambiental e de
Biosseguranca da EV-UFMG.

5.2.11. Andalise estatistica

Os resultados foram testados quanto a sua distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk. Como ndo foi
atingida a distribuicdo normal, foram utilizados testes ndo-paramétricos para comparacdo de
medianas.

As medianas dos tratamentos A, B e C foram avaliadas entre si pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis, seguido por comparacdo entre medianas pelo pés-teste de Dunn. Essas provas
foram feitas para contagens de M. bovis BCG e contagens de BAL.

Também foi feita a comparacao por regressao linear das duas curvas dos tratamentos A e B para
M. bovis BCG e BAL. Para que houvesse essa andlise, foi feita transformacéo das contagens para
log10, seguida pela andlise de variancia (ANOVA) a aplicagdo do teste F.

A relacdo entre o tempo de maturacdo e a contagem de M. bovis BCG, dentro de cada tratamento,
também foi analisada pela regressao linear, seguida pelo teste F. Também foi feita transformacao
das contagens para logl0 e ANOVA.

O coeficiente de correlacdo foi calculado para demonstrar a correlacdo entre contagem de M.
bovis BCG dos tratamentos A e B e as varidveis microbioldgicas e fisico-quimicas dos queijos,
tendo sido aplicado o coeficiente de Spearman nas comparagGes.

Para todas as analises, foi considerado um intervalo de confianca de 95%. Todas as analises
estatisticas foram feitas pelo programa GraphPad Prism 6.01. Os graficos foram construidos pelo
programa Microsoft Office Excel 2016.

5.3. Resultados e discussao

5.3.1.Curva de crescimento

As curvas de crescimento apontaram o tempo necessario para a producdo dos inoculos a serem
utilizados na producéo de queijos.

A curva de crescimento de M. bovis BCG (figura 5.12), feita em sete dias, indicou que, em cinco
dias, 0 micro-organismo atingia a concentracdo de 10 UFC/mL, necessaria para ser utilizado
como in6culo dos queijos. Tempo semelhante de crescimento foi visto em trabalhos que também
realizaram a curva para utilizagdo posterior de M. bovis BCG (Nde et al., 2011; Macuamule et
al., 2016).
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Figura 5.12. Curva de crescimento com contagem média (logl0 UFC g*) de M. bovis BCG por
sete dias em caldo 7H9

M. bovis BCG apresenta crescimento fastidioso por conta de sua parede celular espessa, rica em
acidos micolicos, que retarda a entrada de nutrientes para o interior da bactéria (Tortora et al.,
2012). Por ser uma amostra de origem controlada e em caldo, seu crescimento é mais acelerado
guando comparado com amostras selvagens (Organizacao..., 2009).

As curvas de crescimento (figuras 5.13 e 5.14) de L. paracasei B7 e L. rhamnosus D1 foram
semelhantes e atingiram seu &pice, 10° UFC/mL, em 16 horas.
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Figura 5.13. Curva de crescimento com contagem de L. paracasei B7 e pH por 24 horas em caldo
MRS
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Figura 5.14. Curva de crescimento com contagem de L. rhamnosus D1 e pH por 24 horas em
caldo MRS

5.3.2.Producéo de in6culo

De acordo com as curvas de crescimento (item 5.2.1), o inéculo de M. bovis BCG deveria
permanecer por 120 horas (cinco dias) em caldo 7H9 (BD) a 37°C para atingir a concentracdo
adequada. Os inoculos de ambas as BAL deveriam permanecer também a 37°C por 16 horas. As
concentracdes médias dos indculos nas producdes de queijo encontram-se na tabela 5.1.

Tabela 5.1. Concentracdo média de indculos bacterianos para producdo de queijo tipo Minas
artesanal (UFC/mL), coeficiente de variacdo (%), intervalo de confianca (95%) (UFC/mL) e
guantidade total adicionada no leite (UFC),

. . Concentracéo o IC (95%) Adicéo no leite
Micro-organismo (UFC/mL) CV (%) (UFC/mL) (UFC)
Mycobacterium bovis 4,5x10° 4,46 2X10° — 1,2x10° 910"
BCG

1,9x10% —
i 10 ' 12
L. paracasei B7 3x10 1,58 4x1010 6x10
L. rhamnosus D1 1,9x10%° 2,29 1x10% — 3x10%° 3,8x10'2

5.3.3.Qualidade microbioldgica e fisico-quimica de leite cru e microbiolégica de
soro-fermento

Os resultados da qualidade microbioldgica e fisico-quimica de leite cru e microbiol6gica de soro-
fermento encontram-se nas tabelas 5.2 e 5.3.
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Tabela 5.2. Valores médios microbiologicos e fisico-quimicos de leite cru e parametros
estabelecidos pelas Leis n°19.492 de 2011 e n° 20.549 de 2012 e pelos Decretos 42645 de 2002
e 44.864 de 2008, coeficiente de variacdo (%) e intervalo de confianga (95%) (UFC/mL)

Parametro Leite cru Legislacéo
CV (%) IC (95%)
M. bovis Auséncia - - -
Coliformes totais 6,4x10% —
1,5x10° 11 ' -
(UFC/mL) ,ox10 S 5,8x10°
Coliformes
termotolerantes 6 173 0 — 2x10? <100
(UFC/mL)
2,8x10° -
4 ! -
BAL (UFC/mL) 3,1x10 133 > 10°
Staphylococcus spp. . 8,2x10°% -
(UFC/mL) 14x10 74 3,2x10°
Staphylococcus
coagulase positivo 3,7x10? 173 0-1,1x10° <100
(UFC/mL)
Fungos (UFC/mL) 1,4x10? 89 0-2,4x10? -
Salmonella spp. em Auséncia - - Auséncia
25mL
6,6x10° —
A 5 ’ < 5
CCS (céls./mL) 6,8x10 2 6.9x10° <4x10
1,5x10° —
5 ' < 5
CBT (UFC/mL) 3,4x10 120 1 30108 < 1x10
Gordura (g/100g) 4,09 2 4-414 >3
Proteina (g/100g) 3,55 0,5 3,54 — 3,57 >29
Lactose (g/100g) 4,21 0,1 42472 >43
EST (g/100g) 12,87 0,5 12,8-12,92 >11,5
ESD (g/100g) 8,78 0,1 8,77-8,8 >85

A qualidade microbiologica de leite cru esteve fora do padrdo estabelecido pela legislacdo
estadual apenas no quesito Staphylococcus coagulase positivo. Esse micro-organismo é originario
principalmente de vacas com mastite (Freitas et al., 2013) e ja foi relacionado a diversos casos de
toxi-infeccdo alimentar no estado (Veras et al., 2008). A mastite subclinica dos animais também
altera os niveis normais de contagens de célula somatica e bacteriana total, que também estavam
fora do padrdo determinado pela lei (Minas Gerais, 2008; Minas Gerais, 2009, Minas Gerais,
2012). E frequente a ocorréncia de leite cru para producio de queijo Minas artesanal fora dos
padrdes legais, como atestam diversos trabalhos na area, tanto de propriedades cadastradas quanto
ndo cadastradas (Oliveira, 2014; Silva, 2015; Castro et al., 2016).

As culturas para M. bovis foram negativas em todas as amostras de leite. Tais resultados eram
esperados, visto que o leite era proveniente de fazenda com rebanho negativo para a doenca.
Entretanto, relatos recentes tém identificado M. bovis e outras micobactérias em leite cru tanto no
Brasil quanto no exterior. No pais, diversos estudos demonstraram a presenca do patégeno em
leite cru de diversas regides: sudeste (Pardo et al., 2001; Leite et al., 2003; Franco et al., 2013),
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sul (Sgarioni et al., 2014), centro-oeste (Leite et al., 2003) e nordeste (Ramos et al., 2016). E
interessante salientar que todas as regides apresentam situacGes distintas de desenvolvimento
agropecuario e de prevaléncia da doenga em bovinos. Ainda assim, o patégeno persiste nos
rebanhos do pais.

Tabela 5.3. Resultados médios de analises microbioldgicas de soro-fermento coletado em
propriedade cadastrada pelo IMA na Serra da Canastra para producdo de queijo tipo Minas
artesanal (UFC/mL), coeficiente de variagdo (%) e intervalo de confianga (95%) (UFC/mL)

Parametro Soro-fermento

CV (%) IC (95%)
M. bovis Auséncia - -
Coliformes totais 7x10* 160 0 — 2x10?
Coliformes termotolerantes <1,5x10! - -
BAL 5,5x10° 92 4,6x10* — 2,5x10°
Staphylococcus spp. 2x106 113 4x10° — 9x10°
igas;i)tril\);l)ococcus coagulase <2.5x10! i i
Fungos 9x10* 89 3,3x10% - 1,8x10°
Salmonella spp. Auséncia - -

N&o ha parametro legal para as analises microbioldgicas de soro-fermento. Entretanto, tomando
como base 0 mesmo padrdo do leite cru, perceberam-se baixas contagens de micro-organismos
ndo desejaveis. Apenas Staphylococcus spp. esteve em contagens elevadas. Esse micro-
organismo ndo é considerado como relevante para a legislagdo, uma vez que esta sé reporta
padrdes para Staphylococcus coagulase positivo. Entretanto, Staphylococcus coagulase negativo
também € capaz de produzir toxinas e j& esteve envolvido em surto alimentares pelo consumo de
produtos derivados do leite em Minas Gerais (Veras et al., 2008). A contagem de BAL foi
considerada satisfatdria e estava em concordancia com resultados encontrados em pesquisas de
soro-fermento de queijo Minas artesanal (Oliveira, 2014; Castro et al., 2016; Silva, 2016). A
presenca desses micro-organismos em soro-fermento é indispensavel, visto que essa matéria-
prima é a fonte principal de BAL para queijos Minas artesanal (Lima et al., 2009; Brumano,
2016).

Também ndo foi verificada a presenca de M. bovis nos fermentos analisados. Tais resultados eram
esperados, pois o soro-fermento foi fornecido por uma fazenda cadastrada produtora de queijo
Minas artesanal da Serra da Canastra. Para uma queijaria ser cadastrada pelo IMA, é obrigatéria
a comprovacao de rebanho livre de tuberculose (Minas Gerais, 2012). Como o soro-fermento é
oriundo da producédo de queijo, um rebanho livre da doencga garante a auséncia do patdgeno no
pingo. Nao existem relatos na literatura consultada sobre a presenga desse patdgeno em soro-
fermento. Entretanto, visto a capacidade desse patdgeno em sobreviver em ambientes com altas
concentragdes de sal como o soro-fermento (Donaghy et al., 2004; Hanifian, 2014), caso uma
propriedade seja considerada positiva para a doenca, o pingo utilizado por ela e que possa estar
contaminado deve ser descartado.
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5.3.4.Contagem de M. bovis BCG em soro de queijo

Os soros de queijo, provenientes da producdo dos queijos dos tratamentos A, B e C, foram
analisados quanto a contagem de M. bovis BCG (tabela 5.4). A analise foi feita para determinar a
perda desse micro-organismo durante a producdo dos queijos tipo Minas artesanal.

Tabela 5.4. Contagem média de M. bovis BCG em soro de queijo apds producdo de queijo tipo
Minas artesanal, coeficiente de variacdo (%) e intervalo de confianga (95%) (UFC/mL)

Tratamento C?Gf:?/tr;aff 0 CV (%) (ISF(C‘C:)?:]/OL))
A 2,8x10* 6,89 2,5x10* — 2,8x10*
B 5,4x10* 36,71 2,5x10* — 5,4x10*
C Ausente = >

Considerando uma contagem inicial de M. bovis BCG 4,5x10% UFC/mL, a eliminag&o do micro-
organismo pelo soro de queijo ndo alterou sua concentracdo final desejada no queijo. 1sso pode
ser comprovado pela contagem de M. bovis BCG nos queijos de um dia dos tratamentos A e B
(tabelas 5.5 e 5.6), que atingiram os valores médios de 2x10° UFC/g e 2,5x10° UFC/g,
respectivamente. Portanto, pode-se concluir que o processo de producdo de queijo tipo Minas
artesanal ndo contribui para a inativacdo de M. bovis BCG.

A mesma perda foi vista em trabalho que investigava a persisténcia de M. bovis em queijos
Cheddar e Caerphilly. Nesse experimento, duas amostras distintas do patégeno foram perdidas
em concentragdes de 2x10? UFC/mL a 2x10* UFC/mL pelo soro do queijo. A eliminacdo também
ndo afetou a concentracdo final de M. bovis nos queijos estudados (Forgrave et al., 2014).

Ainda gue ocorra a perda desses micro-organismos no soro, é provavel que a afinidade de M.
bovis pela parte lipidica do leite (Millar et al., 1996) permita que M. bovis BCG permaneca em
maiores concentracdes no queijo. 1sso porgue a massa formada a partir da coagulacao do leite é
constituida principalmente das proteinas e dos lipidios, facilitando essa concentracdo (Fox et al.,
2004).

E importante transferir a recuperagio de M. bovis BCG em soro de queijo para um ambiente real
de producéo de queijo Minas artesanal. A legislacéo estadual permite que esse soro seja utilizado
para alimentacdo animal (Minas Gerais, 2002). Assim, sabendo da promiscuidade de M. bovis em
atingir diversas espécies de mamiferos de forma patogénica, deve-se considerar o risco de um
rebanho doente, mesmo de forma indireta, contaminar outros animais em uma mesma
propriedade. Essa situacdo geraria um ciclo em que, mesmo apds a eliminacéo de vacas doentes,
a doenca permaneceria endémica naquela propriedade.

5.3.5. Condigdes de cultivo de M. bovis BCG isolados de queijo tipo Minas artesanal

A cultura de M. bovis BCG e outras micobactérias a partir de matrizes com microbiota
competidora é desafiadora (Grant et al., 2001). Ainda que o método de descontaminacdo HPC a
0,75% tenha sido utilizado nesse experimento, algumas placas de 7H11 permitiram o crescimento
de micro-organismos competidores (figuras 5.15 e 5.16). O mesmo problema j& foi relatado em
trabalhos que utilizaram a mesma metodologia de descontaminacdo (Sung e Collins, 2000;
Moriconi, 2013), ou metodologias distintas, como a aplicagao de antimicrobianos no agar (Spahr
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e Schafroth, 2001; Forgrave et al., 2014). A contagem de M. bovis BCG também pode ter sido
minimamente subestimada, visto que o HPC é também citotoxico para essa micobactéria
(Klanicova et al., 2012; Hanifian, 2014).

Entretanto, mesmo em situa¢des de contaminacéo, a diferenciacdao das col6nias indesejaveis das
de M. bovis BCG foi possivel, tanto pelo seu aspecto macroscépico quanto pela coloragdo de
Ziehl-Neelsen em microscdpio (figuras 5.17 e 5.18). A mesma concluséo foi vista em um trabalho
que isolou MAP de queijos suicos (Spahr e Schafroth, 2001). De qualquer forma, a cultura de
micobactérias ainda é o padrdo ouro para analise de espécimes clinicos (Forgrave et al., 2014). O
limite minimo de enumeracdo de M. bovis BCG pela técnica utilizada foi de 16 UFC/g.

Figuras 5.15 e 5.16. Comparacéo entre coldnias tipicas de M. bovis BCG (esquerda) e micro-
organismos contaminantes (direita) em agar 7H11 apos descontaminacéo e incubacdo por 10 dias
a37°C
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Figuras 5.17 e 5.18. Comparacéo entre coloracdo de Ziehl-Neelsen (esquerda) e Gram (direita)
das col6nias crescidas em agar 7H11 apds descontaminacéo e incubacdo por 10 dias a 37°C

5.3.6. Qualidade microbioldgica e fisico-quimica de queijo tipo Minas artesanal

As contagens médias de M. bovis BCG e BAL dos tratamentos A, B e C, em queijo tipo Minas
artesanal, ao longo da maturacdo de 90 dias estdo descritas nas tabelas 5.5 a 5.7.

Tabela 5.5. Enumeracdo média de M. bovis BCG e BAL (UFC/g), coeficiente de variacdo (%) e
intervalo de confianca (95%) (UFC/g) em queijos tipo Minas artesanal do tratamento A ao longo
da maturacéo a 22°C por 90 dias

Tratamento A
M. bovis BCG BAL
Contagem 0 IC (95%)  Contagem 9 IC (95%)
wrcry VOO weey  wrery VOO weei)
6.3x10% — 8,7x107 —
5 i ) 3 0 !
1 2,8x10 86% saxigs  16x10 82% 1,3x10°
5x10% — 5x108 —
4 ) 8 9
8 7,3x10 32% ox10° 9.3x10 48% 1,3x10°
1.2x10% — 4,8x108 —
a 0 ) 9 0 !
15 2,710 56% g sl 142% 1x1010
6x102 — 1,3x108 —
3 o 3 0 !
22 6,6x10 83% Lixigr 5410 0% 8,0x10°
2%x102 — 2x107 —
P 0 7 0,
29 4,3x10 74% 8107 6x10 64% 9,7x10"
_ 1,8x10° —
. ) _ 6 0 !
45 Auséncia 9x10 131% 2.5x107
_ 5,3x10° —
. ) _ 4 0 !
60 Auséncia 7,1x10 80% 1x10°
90 Auséncia - 3x10? 173% 0 — 9x10?
CVv 188% - 137% = -
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E crucial apontar que queijos adicionados de soro-fermento e BAL (tratamento A) nio
apresentaram M. bovis BCG aos 45 dias de maturacéo (tabela 5.5). Os queijos do tratamento B,
entretanto, deixaram de apresentar cultura positiva para 0 micro-organismo apenas ap6s o 60° dia
de maturacdo (tabela 5.6). A alta concentracdo de BAL pode ter favorecido a eliminacdo mais
rapida de M. bovis BCG nos queijos do tratamento A. A presenca em concentracles elevadas de
BAL pode permitir tanto a acidificagdo maior do meio, pois esses micro-organismos sdo capazes
de produzir acido latico e outros &cidos organicos, como também de sintetizar bacteriocinas. Esses
peptideos sdo reconhecidamente antimicobacterianos e ja foram testados com sucesso contra
micobactérias tanto in vitro (tabela 3.7) como em leites fermentados (Macuamule et al., 2016).

Os coeficientes de variacdo encontrados tanto na tabela anterior quanto nas seguintes estdo de
acordo com aqueles registrados na literatura. A contagem de micro-organismos € uma variavel
muito instavel, acima de 30%, enquanto que os parametros fisico-quimicos permanecem em
porcentagens inferiores (Sampaio, 2010).

Tabela 5.6. Enumeracdo média de M. bovis BCG e BAL (UFC/g), coeficiente de variacdo (%) e
intervalo de confianca (95%) (UFC/g) em queijos tipo Minas artesanal do tratamento B ao longo
da maturacao a 22°C por 90 dias
Tratamento B
M. bovis BCG BAL

T il

1 2,9x10° 54% 151(;5;5’ 5,2x10° 88% 6985;585
8 5,4x10" 45% if(glxofol 6,7x10° 106% 2?(415;0;
15 3,4x10* 39% jx7l)?;0; 1,7x107 L2 343;(;58;
22 5x10° 63% zéf?gif;; 24x10° 81% 125&)3(;%;
29 1X10° 5% f(llflsog 2,3x10° 125% 557;(;5(6);
5 _

45 6 171% 0-2x102  2,1x107 147% 8;;(;507
3 _

60 Auséncia - - 2,4x10* 74% 54’33504
90 Auséncia - - Auséncia - -
cv 204% . . 108% - -

A viabilidade de M. bovis e MAP ao longo da maturacéo de queijos artesanais tem sido estudada
com mais afinco desde o inicio do século XXI (capitulo I, item 3.3.10). Os trabalhos consultados
indicaram diversos periodos minimos de inativacdo, que variaram de acordo com o tempo e as
condigdes de maturacdo (tabela 5.8). Também foram fatores que influenciaram a viabilidade o
tipo de leite usado e se ele sofreu tratamento térmico, e também se houve adi¢do de fermentos
lacteos.
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Tabela 5.7. Enumeracdo média de BAL (UFC/g), coeficiente de variagdo (%) e intervalo de
confianga (95%) (UFC/g) em queijos tipo Minas artesanal do tratamento C ao longo da maturagéo
a 22°C por 90 dias

Tratamento C

BAL
Contagem (UFC/g) CV (%) IC (95%) (UFC/qg)
1 1,7x108 151% 5,9x10° — 1,3x107
1,3x107 107% 4,3x106 — 4,7x107
15 9,6x10° 96% 9,2x10° — 4,4x107
22 2,2x108 127% 5,9x10° — 1x10’
29 7,3x108 63% 4x10° - 1,4x107
45 7,8x10° 97% 3x10* - 5,5x10°
60 5x10* 61% 3,1x10* - 9,6x10*
90 Auséncia - -
CcvVv 117% - -

Todos os periodos apresentados pelos trabalhos descritos na tabela 5.8 foram superiores aqueles
vistos nesse trabalho. As diferencas entre os periodos e suas causas entre os diversos trabalhos
podem ser vistos nos itens 5.2.9 e 5.2.10, que tratam das caracteristicas microbioldgicas e fisico-
quimicas desses queijos e dos queijos tipo Minas artesanal.

E importante também fazer um contraponto entre 0 tempo minimo encontrado no presente
trabalho e os tempos minimos de maturacdo permitidos pela legislacdo estadual para as regiGes
produtoras de queijo Minas artesanal: 14 dias em Araxa, 17 dias no Serro e 22 dias para as outras
regides (Minas Gerais, 2013; Minas Gerais, 2017). O tempo previsto para eliminacdo de M. bovis
BCG foi muito superior aquele aceito legalmente para liberar o produto para consumo. Deve-se
considerar ainda que o tempo minimo de 45 dias foi atingido apenas com a concentracdo de BAL
em contagens superiores a 10° UFC/g (tratamento A), dificilmente conseguida em queijo Minas
artesanal original. Assim, a importancia de se produzir o queijo Minas artesanal a partir de
matérias primas adequadas do ponto de vista microbiologico e com boas préticas de fabricacdo
se torna evidente e que nao se deve garantir a seguranca do produto apenas pela maturacao.

Quanto ao valor D2yec para M. bovis BCG, os tratamentos com esse micro-organismo
apresentaram resultados semelhantes. No tratamento A, foram necessarios 14,32 dias para
eliminacdo de 90% da carga da micobactéria; no tratamento B, o tempo foi de 14,45 dias. Em
comparagdo aos outros trabalhos (tabela 5.8), o valor D22oc visto em queijo tipo Minas artesanal
foi bastante inferior. 1sso pode indicar condi¢fes mais adversas nesses queijos, tanto no inicio
quanto ao longo da maturagdo para a sobrevivéncia da micobactéria. Dentre essas condicdes,
pode-se citar a temperatura de maturacdo elevada (22°C), a carga microbiana competidora
decorrente da utilizagdo de leite cru e soro-fermento, o pH e a acidez do produto e a umidade da
camara de maturagao.
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Tabela 5.8. Viabilidade de M. bovis e MAP em queijos experimentais ao longo da maturagao
Temperatura Adicéo
Trabalho Micobactéria Queijo de de
maturacao BAL

Tempo Inativacéo
Drc (dias) total

Sung e . . .
Collins, 2000 MAP Queso fresco 4°C Sim 7,9a59,9 > 30 dias
Spahr e
Schafroth,
2001: Spahr e MAP Emmentaler 100 2 92°c sim 2188 . 120 dias
e Tilsiter 45,5
Schafroth,
2002
Donaghy et
al., 2003; MAP Cheddar 10°C Sim 962107 > 21
Donaghy et semanas
al., 2004
Cirone et al., Queijo de . .
20° -
2006 MAP cabra 0°C Sim > 60 dias
Hanifian, Fresco ultra- . . .
20143 MAP filtrado 8°C Sim - > 60 dias
Hanifian, .
2014b MAP Lighvan - - - > 6 meses
Forgrave et
al., 2014; M. bovis Cheddar 12°C Sim 41 a 57 393 dias
Forgrave et
al., 2016
Forgrave et
al., 2014; M. bovis Caerphilly 12°C Sim 24 a59 145 dias
Forgrave et
al., 2016
Starikoff et . Tipo . . .
al.. 2016 M. bovis Parmesio 18°C Sim 37 > 60 dias

Duas amostras distintas de MAP em queijo branco tipo Hispénico exibiram valores D semelhantes
aos encontrados com M. bovis BCG no presente trabalho. As condigdes de maturagdo (20°C) e
de pH (entre 4 e 5) foram bastante semelhantes aquelas vistas nos queijos tipo Minas artesanal
(tabela 5.11). Assim, os tempos para redugdo de um log da carga bacteriana variaram de 7,9 a
19,7 dias. O mesmo trabalho estudou MAP sensibilizado por calor, e esses micro-organismos
foram ainda mais sensiveis, com valores D¢ tdo baixos quanto 1,3 dia. Valor D de MAP também
foi testado em queijo armazenado a 4°C e, nessas condi¢des, houve uma reducéo de um log apenas
apos 59,9 dias (Sung e Collins, 2000).

Os valores D desses dois trabalhos, entretanto, sdo muito inferiores quando comparados a outros
estudos com micobactérias em queijo. Em trabalho com M. bovis em queijos cheddar e caerphilly,
os valores D variaram de 24 a 73 dias, dependendo da concentracdo de indculo presente. E
importante, entretanto, salientar que tais queijos foram maturados a uma temperatura de 12°C e
embalados a vacuo. Essas condi¢des permitem uma condi¢do melhor de sobrevivéncia do micro-
organismo, porque nao ha perda de umidade, e as reagBes microbiolégicas, como produgdo de
acido e bacteriocinas por BAL, ocorrem em uma velocidade mais baixa (Forgrave et al.; 2016).
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O mesmo patdgeno foi estudado em queijo tipo parmesdo e o valor D encontrado foi de 37 dias.
A temperatura de maturacdo, 18°C, pode ter influenciado esse periodo maior que o do atual
trabalho. Entretanto, a maior diferenca nesse trabalho foi o uso de leite pasteurizado para a
producéo do queijo tipo parmesdo. Assim, ndo havia uma carga microbiana elevada, que competia
com a micobactéria pelos nutrientes do queijo, nem talvez uma concentracdo elevada de acidos
organicos e bacteriocinas para antagonizar M. bovis (Starikoff et al., 2016).

Outro trabalho com MAP e queijos suicos Emmentaler e Tisliter, determinaram-se valores D de
27,8 e 45,5 dias, respectivamente. A temperatura de maturagao desses queijos foi de 12°C e, aliada
a pH acima de 5, resultou em uma lenta reducdo na concentracdo do patégeno bovino (Spahr e
Schafroth, 2001).

E interessante contrapor a sobrevivéncia e, principalmente, o valor D de M. bovis e MAP dos
valores D dos outros micro-organismos encontrados no presente trabalho. Os coliformes a 30°C
e a 45°C apresentaram valor Dao-c de 6,2 e 6 dias, respectivamente. Staphylococcus coagulase
positivo teve valor Dac de 4,3 dias. Essa diferenca ocorre, pois as micobactérias, também
conhecidas como bacilos alcool-4cido resistentes, apresentam sobrevivéncia superior em
ambientes indspitos (Rowe e Donaghy, 2008). Tal caracteristica de resiliéncia se deve sobretudo
a composicdo de sua parede celular, que possui uma camada espessa de acidos micolicos, que
protege a célula (Caroll et al., 2010). Apenas Staphylococcus spp. apresentou valor D acima do
de M. bovis BCG, de 43,3 dias. Isso se deve principalmente a sua capacidade em se manter viavel
em ambientes com alta concentracdo de sal (Jeong et al., 2017), com relatos de sobrevivéncia de
até oito meses em queijos (Aponte et al., 2008).

5.3.7.Comparagcdo tratamentos A, B e C para viabilidade de M. bovis BCG ao longo
da maturacdo em queijo tipo Minas artesanal

As curvas das contagens de M. bovis BCG dos tratamentos A (adicdo de indculos de M. bovis
BCG e BAL), B (adicdo de in6culo M. bovis BCG) e C (controle) e BAL dos tratamentos A, B e
C estdo presentes nas figuras 5.19 e 5.20, respectivamente.

Ainda que o tratamento A tenha apresentado um tempo menor de eliminagdo de M. bovis BCG,
ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre as curvas dos tratamentos A e B quanto a
inativacdo da micobactéria. Essa semelhanga pode ser explicada pela similaridade dos padroes
microbioldgicos (exceto pelas contagens de BAL) e fisico-quimicos ao longo dos 90 dias de
maturagdo. Resultado semelhante ao do presente estudo foi encontrado em uma pesquisa iraniana
com queijo ultrafiltrado, em que queijos com e sem adi¢do de cultura starter industrializada
também ndo apresentaram diferenca na eliminacdo de MAP ao longo de 30 dias de maturacéo
(Hanifian, 2014a).

A guantidade de M. bovis BCG presente nos tratamentos A e B nos primeiros quinze dias de
maturacAo esteve acima de 10* UFC/g. Nessa concentragdo, o queijo tipo Minas artesanal poderia
ter sido um perigo para a tuberculose zoonética. Isso porque um consumo de 100g de produto
elevaria M. bovis BCG a contagens de 10° UFC, dose considerada como infectante pela rota
gastrointestinal (Advisory..., 2017). Ainda que a concentracdo de M. bovis BCG no ensaio possa
ter sido proxima a maxima relatada para excrecdo de M. bovis em leite, 5x10° UFC/mL (Kells e
Lear, 1960; Zanini et al., 1998), percebe-se o risco da infec¢do pelo patégeno em situagdes reais.
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Figura 5.19. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG nos tratamentos A, B e C de queijo
tipo Minas artesanal durante a maturacio a 22°C por 90 dias; e R>=0,82, m R>=10,88, A R*=
N/A. Barras de erro indicam desvio padréo.

E importante notar também que, durante as primeiras trés semanas de maturac&o, as contagens de
M. bovis BCG permaneceram altas e semelhantes nos dois tratamentos. Alguns autores
consideram esse periodo inicial como crucial para a mortalidade de diversos patdgenos, visto que
hd uma acelerada reducdo no pH, um aumento rapido nas contagens de BAL e na producdo de
substéancias antagonistas (Hanifian, 2014a). No caso das micobactérias, entretanto, os argumentos
dessa resisténcia € que esses micro-organismos passaram a sofrer com as condi¢Ges do ambiente
somente apds esse periodo inicial. Dentre essas condi¢Ges poderiam estar a concentracdo de
cloretos, a umidade dos queijos, a acidez e o pH e a competicdo por nutrientes provocada pela
presenca de outros micro-organismos. E sabido que, além da parede celular extremamente
resistente, esses micro-organismos sao capazes de entrar em um estado vegetativo quando frente
a situacdes de estresse ambiental, o que também pode ter acontecido nessa circunstancia (Lamont
et al., 2012). O mesmo resultado foi visto em trabalhos que avaliaram a sobrevivéncia de M. bovis
e MAP ao longo da maturacdo de queijos (Spahr e Schafroth, 2001; Klaniva et al., 2012, Hanifian,
2014a).

M. bovis BCG, entretanto, ndo sobreviveu as primeiras 60 horas em kefir. Todavia, o pH desse
produto atingiu valores de 3,9, muito abaixo daqueles vistos nos trabalhos com queijo
(Macuamule et al., 2016). MAP termicamente sensibilizado também apresentou menor
viabilidade em inicio de maturacdo de queijo Cheddar, o que pode ocorrer em queijos de massa
cozida (Spahr e Schafroth, 2001; Sung e Collins, 2001). Como o queijo Minas artesanal é
produzido a partir de massa crua, sem aquecimento (Brasil, 1996; Minas Gerais, 2012), essa
sensibilizacdo ndo poderia acontecer em situagdo ndo experimental.
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A similaridade dos tratamentos pode ser visualmente confirmada na figura 5.19, em que as curvas
de sobrevivéncia de M. bovis BCG nos tratamentos A e B praticamente se sobrepdem. Ainda que
as contagens de M. bovis BCG permaneceram altas no primeiro més, as condi¢fes de maturacao
do queijo Minas artesanal foram responsaveis pela diminuicdo de 90% (valor D) da carga
bacteriana em apenas 14 dias (item 5.2.6).

BAL

log10 UFC ¢!

0 T T T T T

T
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T T T T T T T T T T T

Tempo (dias)
== Qucijo A === QucijoB == Queijo C

Linear - Queijo A *+++  Linear - Queijo B =+« Linear - Queijo C

Figura 5.20. Variacdo na contagem média de BAL nos tratamentos A, B e C de queijo tipo Minas
artesanal durante a maturacio a 22°C por 90 dias; ¢ R?= 0,94, m R>= 0,64, A R?=0,78. Barras
de erro indicam desvio padréo.

As médias das contagens de BAL foram diferentes (P < 0,05) entre o tratamento A contra 0s
tratamentos B e C. Os tratamentos B e C, entretanto, apresentaram medianas equivalentes (P >
0,05). Isso ja era esperado visto que, no tratamento A, houve adigio de 10*> UFC de L. paracasei
B7 e L. rhamnosus D1. Os tratamentos B e C foram idénticos no ponto de vista tecnolégico, pois
receberam BAL apenas do pingo e do leite cru. E interessante também notar que as contagens de
BAL do tratamento A tornaram-se semelhantes as dos outros dois tratamentos a partir do 29° dia
de maturacdo. A diminuicdo mais acelerada nas contagens das BAL no tratamento A, em que
houve adi¢do de L. paracasei B7 e L. rhamnosus D1, pode estar relacionada a inabilidade de esses
dois micro-organismos sobreviverem em queijo a longo prazo. Aquelas BAL presentes
originalmente no leite e no soro-fermento podem estar mais adaptadas as situacfes extremas da
producdo de queijo, como baixo pH, alta concentracdo de sais e redugdo constante na
concentragdo de umidade.

Ainda assim, ao 90° dia de maturacdo, BAL dos tratamentos B e C ndo estavam mais viaveis.
Entretanto, houve contagem de 9,6x10 UFC/g de BAL no tratamento A, o que indica que maiores
concentragdes desses micro-organismos na inoculagdo permitem sua sobrevivéncia por um maior
tempo. Os beneficios de BAL também podem estar presentes mesmo ap6s sua inativagao. 1sso
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porque os acidos organicos e as bacteriocinas sintetizadas por elas permanecem atuando na matriz
do queijo (Carroll et al., 2010).

5.3.8. Sobrevivéncia de M. bovis BCG e viabilidade de BAL ao longo da maturacéo
nos tratamentos A,Be C

A evolucéo das contagens de M. bovis BCG e BAL ao longo da maturagéo nos queijos A, Be C
pode ser observada nas figuras 5.21, 5.22 e 5.23, respectivamente.

A maturagéo provocou a eliminagdo de M. bovis BCG em 45 dias no tratamento A, com adigédo
de L. paracasei B7 e L. rhamnosus D1. A tendéncia da curva indicou que houve diferenga (P <
0,0001) na contagem da micobactéria ao longo do periodo de maturacéo.

Queijo A

o
&

log10 UFFC

9§
o :
0 T T T T T T T T  J 1 I s 1 I I I 1 b 4

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Tempo (dias)
== BCG - Queijo A =& BAL - Queijo A

Linear - BCG Queijo A *+++  Linear - BAL Queijo A
Figura 5.21. Variacdo na contagem media de M. bovis BCG e BAL (tratamento A) em queijo tipo

Minas artesanal durante a maturacio a 22°C por 90 dias. ® R = 0,82, m R? = 0,94. Barras de erro
indicam desvio padrdo.
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Queijo B
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Figura 5.22. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG e BAL (tratamento B) em queijo tipo

Minas artesanal durante a maturacio a 22°C por 90 dias. e R*> = 0,88, m R? = 0,64. Barras de erro
indicam desvio padréo.

No tratamento B, a eliminagdo de M. bovis BCG ao longo de 90 dias, de acordo com a tendéncia
da curva, foi significativa (P < 0,0001).

Queijo C
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Figura 5.23. Variacdo na contagem média de BAL (tratamento C) em queijo tipo Minas artesanal
durante a maturacio a 22°C por 90 dias; e R? = 0,78. Barras de erro indicam desvio padrao.
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A correlagdo de Spearman entre as contagens de BAL, que chegaram a contagens acima de 10°
UFC/g, e de M. bovis BCG para o tratamento A foi significativa (P = 0,0083) e apresentou um
valor positivo de 0,8783. Essa correlacdo pode ser interpretada como um fator decisivo a uma
eliminacdo mais répida da micobactéria, como visto no item 5.2.7. A adicdo de cultura starter
também estava correlacionada (P < 0,05) a uma redugdo mais acelerada na viabilidade de MAP
em iogurte (Van Brandt et al., 2011) e em queijos ultrafiltrados, principalmente apés 30 dias de
incubagdo (Hanifian, 2014a), e na viabilidade de M. bovis em queijo Caerphilly (Forgrave et al.,
2016). A contagem de BAL, entretanto, ndo foi correlacionada (P > 0,05) com a diminuigéo da
micobactéria no tratamento B. A correlagcdo de Spearman entre as contagens de BAL e de M.
bovis BCG para o tratamento B, entretanto, ndo foi significativa (P = 0,4317), com um valor de
0,3234, considerado fraco pela literatura (Sampaio, 2010). Assim, a contagem desses micro-
organismos, que chegou a 1x10” UFC/g nesses queijos, ndo comprometeu a sobrevivéncia de M.
bovis BCG ao longo da maturagéo.

De tal modo, pode-se mais uma vez constatar que a adicdo de BAL na producgéo de queijo tipo
Minas artesanal favoreceu diretamente a eliminag&o de M. bovis BCG. E sabido que esses micro-
organismos sdo capazes de acidificar o meio onde se encontram, e, sobretudo, de produzir
bacteriocinas, que agem como antimicrobianos. BAL em altas concentragfes sdo responsaveis
pela producdo de bacteriocinas em maior quantidade (Chung et al., 2000). Assim concentracdes
de 10° UFC/g produzem mais desses peptideos. Em conjunto com as bacteriocinas, o pH externo
também pode potencializar a inativacdo de M. bovis BCG. Isso porque o modo principal de acdo
das bacteriocinas é a formacéo de poros na membrana plasméatica. Um ambiente externo com alta
concentracao de &cidos, aliado aos poros na membrana, permite um abaixamento no pH interno
das micobactérias, acelerando e intensificando a morte desses micro-organismos (Gaggia et al.,
2010).

Assim, o fator concentracdo de BAL pode ter sido o principal diferencial entre os dois tratamentos
e a sobrevivéncia de M. bovis BCG. Ainda que os exemplares L. paracasei B7 e L. rhamnosus
D1 ndo tenham sido estudados guanto a sintese de bacteriocinas, essas duas espécies de BAL
adicionadas no tratamento A ja foram, em outros estudos, descritas como produtoras de
bacteriocinas com acdo contra micobactérias (Todorov et al., 2008; Van Brandt et al., 2011;
Macuamule et al., 2016).

5.3.9. Correlagdo entre parametros microbioldgicos e contagem de M. bovis BCG
dos tratamentos A e B ao longo da maturac&o de queijo tipo Minas artesanal

Os valores médios das contagens dos micro-organismos indesejaveis em queijos tipo Minas
artesanal ao longo da maturacédo a 22°C por 90 dias estdo apresentados na tabela 5.9.

Ao longo da maturacdo, as condicbes do meio nos queijos produzidos se alteraram
consideravelmente. O ambiente se tornou acido, com baixa umidade, alta concentracéo de sal e
metabdlitos de diversos micro-organismos, além da diminuicao da disponibilidade nutricional. A
competicdo entre micro-organismos presentes em queijos elaborados com leite cru é maior, pois
0 leite possui com uma microbiota diversa e em grandes concentrag¢fes, como pode ser observado
na tabela 5.9.

Frente a esses desafios, ocorreu uma diminuicdo na viabilidade dos micro-organismos presentes
nos queijos tipo Minas artesanal. Trabalhos que estudaram a maturacdo de queijo Minas artesanal
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Tabela 5.9. Parametros microbioldgicos médios (UFC/g), coeficientes de variacdo (%) e intervalos de confianca (95%) (UFC/g) de queijos tipo Minas artesanal
ao longo da maturacdo a 22°C por 90 dias
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indicaram resultados semelhantes (Oliveira, 2014; Sales, 2015; Castro et al., 2016). A viabilidade
de coliformes a 30°C e a 45°C e de Staphylococcus coagulase positivo diminuiram
consideravelmente durante esse periodo, enquanto que Staphylococcus spp. permaneceu viavel
até o0 90° dia de maturacdo. Isso pode ser explicado pelo fato de que esse micro-organismo é
halofilo e consegue sobreviver mesmo em condigBes extremas de baixa umidade e alta
concentracao de sal (Jay, 2005). Os outros micro-organismos, mais sensiveis a essas condicdes,
ao pH e a presencga de BAL, sdo inativados mais rapidamente. Os fungos também conseguiram
sobreviver ao longo da maturagdo, pois se encontravam na superficie externa de queijos, onde
conseguem se manter viaveis mesmo em condi¢des in6spitas (Fox et al., 2000).

Como esperado, os coeficientes de variagao para contagens de cada micro-organismo e tempo de
maturacdo permaneceram altos. Ja é consenso que contagens microbioldgicas sao bastante
instaveis e apresentam valores acima de 30% (Sampaio, 2010). A correlacdo entre as contagens
de M. bovis BCG nos tratamentos A e B e os parametros microbioldgicos de queijo tipo Minas
artesanal se encontram na tabela 5.10.

Tabela 5.10. Coeficiente de correlacdo de Spearman entre os parametros microbiol6gicos médios
de amostras de queijo Minas artesanal durante 90 dias de maturacdo a 22°C e as contagens médias
de M. bovis BCG dos tratamentos A e B

Tratamento A Tratamento B
. o Coeficiente 0,9618 0,9442
Coliforme 30°C P 0.0012% 0.0012*
. o Coeficiente 0,8944 0,8781
Coliforme 45°C P 0,0060* 0,0060*
Staphvlococcus s Coeficiente 0,4148 0,5389
phy Pp- P 0,3125 0,1765
Staphylococcus Coeficiente 0,8944 0,8781
coagulase positivo P 0,0060* 0,0060*
FUNGOS Coeficiente 0,3172 0,3593
g P 0,4491 0,3786

* Correlagdo significativa (P < 0,05)

A microbiota de BAL de queijos feitos de leite cru, como o queijo tipo Minas artesanal do presente
trabalho, pode afetar de forma significativa a viabilidade de patdgenos, tanto pela capacidade de
antagonizar esses micro-organismos guanto pela competicdo por nutrientes. A partir desse
pressuposto, as correlacBes entre esses micro-organismos e M. bovis BCG estdo nas figuras 5.24
a5.27.

As curvas de sobrevivéncia de coliformes a 30°C e a 45°C quando compradas as de M. bovis
BCG dos tratamentos A e B se encontram nas figuras 5.24 e 5.25.

Em ambos os tratamentos, houve uma correlagdo positiva e significativa (P < 0,05) entre as
contagens de coliformes a 30°C e a 45°C e a contagem de M. bovis BCG (tabela 5.10). Assim,
houve reducédo na viabilidade de todos esses micro-organismos ao longo da maturagéo.

E sabido que coliformes s&o capazes de produzir &cidos organicos como o CO, em ambientes com
presenca de lactose. Ha, assim, uma reducgdo de valores de pH, que pode afetar a tanto a presenca
de M. bovis BCG quanto a dos proprios coliformes. Entretanto, como o valor de pH dos queijos
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tipo Minas artesanal ndo estava correlacionado a viabilidade de M. bovis BCG, deve-se pressupor
gue essa correlacdo tenha se dado de forma independente.

Coliformes a 30°C
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—— BCG - Queijo A === BCG - Queijo B == Coliformes a 30°C - Queijo C

Lincar - BCG Queijo A »+++  Lincar - BCG Queijo B »+++  Linear - Coliformes a 30°C - Queijo C

Figura 5.24. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e coliformes a
30°C em amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturagio a 22°C por 90 dias. ® R =
0,82, m R?=0,88, A R?>=0,58. Barras de erro indicam desvio padrao.

E possivel, portanto, que tenha ocorrido uma relagdo indireta entre M. bovis BCG e coliformes a
30°C e a 45°C e a matriz onde estavam inseridos. E possivel perceber pelas curvas que todos
foram incapazes de sobreviver a longo prazo no queijo. Essas caracteristicas podem estar
relacionadas as condi¢Bes determinadas pela diminuicdo de umidade, pelo aumento de cloretos,
pela deplecdo de nutrientes e, provavelmente, pela presenca de bacteriocinas sintetizadas por
BAL.
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Coliformes a 45°C
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Figura 5.25. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e coliformes a
45°C em amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacio a 22°C por 90 dias. @ R? =
0,82, m R?=0,88, A R?=0,46. Barras de erro indicam desvio padrao.

Mesmo ndo havendo relatos na correlacdo entre micobactérias e coliformes em queijos, ambos o0s
micro-organismos sdo, com frequéncia, associados a contaminagdo de aguas. Nesses ambientes,
h& uma correlacdo positiva com a manutencdo desses micro-organismos em altas concentracdes,
principalmente porque as condi¢Oes da dgua permitem replicacdo ou persisténcia de ambos. Ainda
assim, em experimento in vitro, micobactérias ambientais apresentaram periodo maior de
resisténcia frente a condic¢Bes adversas como pH e cloracdo quando comparadas aos coliformes
(Bland et al., 2005). O mesmo resultado pode ser visto no presente trabalho, pois os coliformes
atingiram contagens minimas antes dos 30 dias de maturagdo, enquanto que M. bovis BCG
permaneceu viavel entre 30 e 45 dias apds a producdo dos queijos tipo Minas artesanal.
Entretanto, em situagdes extremas, como aquelas vistas nos queijos tipo Minas artesanal apds 45
dias de maturagdo, nenhum desses micro-organismos sobreviveu. Condi¢Ges extremas também
foram vistas em fermentacgao de silagem de milho e fermentacéo de esterco, em que micobactérias
e coliformes a 45°C sobreviveram por um curto periodo de tempo. Mais uma vez, os coliformes
foram eliminados com maior rapidez (Hrubant e Rhodes, 1989).

A comparagdo entre as curvas de sobrevivéncia de Staphylococcus spp. e Staphylococcus
coagulase positivo com as curvas de crescimento de M. bovis BCG dos tratamentos A e B podem
ser vistas na figura 5.26. Assim como ocorreu com os coliformes a 45°C, Staphylococcus
coagulase positivo deixou de ser isolado ap6s 0 15° dia de maturacg&o.
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Staphylococcus
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Figura 5.26. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e Staphylococcus
spp. e Staphylococcus coagulase positivo em amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a
maturacio a 22°C por 90 dias. e R*=0,82, m R>=0,88, A R?=0,59, + R? = 0,52. Barras de erro
indicam desvio padréo.

Apenas a curva de contagem de Staphylococcus coagulase positivo apresentou correlacdo positiva
e significativa (P < 0,05) com as curvas de M. bovis BCG dos tratamentos A e B. A correlacao
entre M. bovis BCG e Staphylococcus coagulase positivo pode ter ocorrido de forma indireta,
assim como na relacdo entre a micobactéria e os coliformes. Isso porque Staphylococcus
coagulase positivo também ndo foi resistente as condi¢cdes ambientais dos queijos tipo Minas
artesanal.

A correlacdo entre as curvas de sobrevivéncia de M. bovis BCG de ambos os tratamentos e
Staphylococcus spp. ndo apresentou correlacdo significativa (P > 0,05). E provavel que isso tenha
ocorrido, uma vez que Staphylococcus spp. manteve-se vidvel por todo o periodo analisado
sempre em concentragdes acima de 10* UFC/g.

Alguns autores ja relataram a produgdo de proteinas por Staphylococcus com acdo contra
micobactérias. Stazima, uma particula proteica produzida por uma amostra de Staphylococcus
coagulase negativo, foi capaz de apresentar acdo antagonista contra M. avium ao lisar sua parede
celular (Rastogi et al., 1998). Proteinas isoladas de Staphylococcus haemolyticus, também
caracterizado como Staphylococcus coagulase negativo, foram capazes de lisar a parede celular
de M. smegmatis, além de inibir o crescimento de M. bovis BCG, M. vaccae e M. kansasii (Hassi
et al., 2007). Assim, ainda que ndo tenha havido uma correlacéo significativa entre M. bovis BCG
e Staphylococcus spp, a presencga desse micro-organismo, que se manteve viavel ao longo de toda
a maturacéo, pode ter auxiliado na eliminacdo da micobactéria.
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A curva da viabilidade de fungos quando compradas as curvas de viabilidade de M. bovis BCG
dos tratamentos A e B encontra-se na figura 5.27.
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Figura 5.27. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e fungos em
amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacéo a 22°C por 90 dias; . ¢ R*=0,82, m
R?=0,88, A R?=0,51. Barras de erro indicam desvio padrao.

Para ambos os tratamentos, a presenca de fungos ndo influenciou a contagem de M. bovis BCG
(P > 0,05). O crescimento acelerado no inicio da maturagdo seguido por uma estabilidade na
contagem de bolores e leveduras é um padrdo descrito na literatura (Fox et al., 2000).

Pode-se argumentar que o desenvolvimento de bolores e leveduras ocorre principalmente na parte
externa do queijo (Fox et al., 2000). Isso porque a baixa umidade da casca e alta concentracdo de
cloretos permitem o desenvolvimento livre desses organismos, enquanto que o interior de uma
peca de queijo ainda oferece competi¢do exacerbada pelos nutrientes. Como M. bovis BCG é
microaerofilo (Rowe e Donaghy, 2008), sua localizagdo na parte mais interna do queijo pode ter
diminuido o contato entre esses organismos nas pegas, sem que houvesse uma interac&o real entre
eles.

Ainda que ndo tenha havido relagéo direta nos queijos tipo Minas artesanal, a literatura consultada
indica que a correlacdo entre fungos e micobactérias ambientais pode ser benéfica (Torvinen et
al., 2006), com relatos de simbiose entre 0s organismos até na degradacéo de combustiveis fosseis
(Li et al., 2008). Entretanto, metabélitos de fungos ja foram identificados como micotéxicos em
ensaios in vitro (Holler et al., 2000). De qualquer maneira, as espécies de fungos muito
provavelmente foram diferentes das do presente estudo, visto que foram isoladas de alvenaria
Umida, diesel e esponjas marinhas, matrizes bastante distintas de queijo.
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E interessante relatar que a presenca de fungos nas amostras prejudicou em algumas situacdes o
isolamento de M. bovis BCG no &gar 7H11 (figura 5.28). O mesmo problema foi encontrado por
outros pesquisadores (Forgrave et al., 2014; Forgrave et al., 2016, Starikoff et al., 2016). Uma
forma de minimizar a contaminagao nos meios de cultura é a utilizacdo de verde malaquita. Como
esse composto organico pode afetar o crescimento de micobactérias, preferiu-se ndo o utilizar no
agar 7H11, como sugerem Forgrave e colaboradores (2014). Pela imagem, entretanto, é possivel
perceber que a presenca de fungos ndo inibiu o crescimento de M. bovis BCG e 0 material pode
ser utilizado para contagem da micobactéria.

Figura 5.28. Contaminacao de placas de 4gar 7H11 por fungos

5.3.10. Correlacéo entre parametros fisico-quimicos e contagem de M. bovis BCG
dos tratamentos A e B ao longo da maturacéo queijo tipo Minas artesanal

Os resultados das analises dos parametros fisico-quimicos dos queijos tipo Minas artesanal ao
longo da maturacdo podem ser vistos nas tabelas 5.11 e 5.12. Percebe-se, pelos dados
apresentados, um aumento consideravel no extrato seco total (EST) e que, ha segunda semana de
maturagao, os queijos j& se adequavam ao padrdo de umidade imposto pela legislacdo estadual,
de 45,9% (Minas Gerais, 2002). Acompanharam o aumento do valor de EST as porcentagens de
gordura e proteina, visto que esses parametros estdo correlacionados a secagem dos queijos
durante a maturacdo. Portanto, a medida que a agua se evaporava dos queijos tipo Minas artesanal,
todos esses constituintes aumentavam sua participag¢do na massa dos produtos.
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Tabela 5.11. Resultados médios de analises fisico-quimicas, seus coeficientes de variacdo (%) e seus intervalos de confianca de amostras de queijos tipo Minas
artesanal ao longo da maturacdo a 22°C por 90 dias

Acidez pH Umidade EST

IC % IC IC % IC %

% cv (95%0) cv (95%0) % cv (95%0) % cv (95%0)

1 0,27 45% 0,17-0,36 5,21 4,1% 5,04 -5,38 54,38 3,2% 53-55 45,61 3,8% 44 — 46
0,44 19% 0,37-0,5 491 1,3% 4,86 — 4,96 29,63 5,1% 28 —30 70,36 2,1% 6971

15 0,44 13% 04-049 4,75 4,5% 4,58 - 4,91 21,98 4,8% 20-23 78,01 1,3% 76 - 79
22 0,50 42% 0,33-0,66 4,84 1,2% 4,79 - 4,88 20,56 2,7% 20-20 79,43 0,7% 79-79
29 0,44 18% 0,37-0,51 4,78 1,9% 4,7—4,86 17,89 10,2% 16 -19 82,10 2,2% 80 -83
45 0,46 8% 0,43-0,49 4,73 1,8% 4,66 - 4,8 15,32 3,6% 14 - 15 84,67 0,6% 84 — 85
60 0,43 30% 0,26 - 0,52 4,78 1,1% 4,73 -4,84 14,08 5% 13-14 85,91 0,8% 85-86
90 0,42 17% 0,34-0,49 4,67 2,7% 453-4,8 12,81 4,5% 12 -13 87,18 0,6% 86 — 87

Tabela 5.12. Resultados médios de andlises fisico-quimicas, seus coeficientes de variacdo (%) e seus intervalos de confianga de amostras de queijos tipo Minas
artesanal ao longo da maturacdo a 22°C por 90 dias

ESD Gordura Proteina Cloreto de sddio
IC % IC % IC % IC%
% CVv (95%) % CV (95%) % CV (95%) % CVv (95%)
1 18,19 9,9% 16 -19 27,4 8,6% 25-29 16,62 3,5% 16 —17 1,1 11,1% 1-1,19

29,05 11,7% 26 — 31 41,3 7,6% 38 -43 24,99 7% 23 - 26 1,7 14,6% 1,51-1,89
15 37,07 4,9% 36 —41 40,9 8,2% 38-43 27,28 8,6% 25-29 2,05 11,5% 1,75-2,34
22 36,55 12,1% 32-40 42,8 9,6% 39— 46 27,96 8,5% 26 — 29 1,92 14,1% 1,71-2,13
29 38,10 25,1% 28 -44 44 20,4% 37 -50 29,21 4% 28 — 30 2,01 13,6% 1,78-2,24
45 37,42 21,9% 29— 45 47,2 15,1% 41 -53 29,47 6,3% 28 — 30 2,11 142%  1,83-2,38
60 34,54 38% 19 -46 51,3 20,6% 44 - 61 31,13 5,9% 29 - 32 2,15 15,4% 181-25
90 34,78 18% 27-39 52,4 11,6% 47 - 60 33,41 2,9% 32-34 2,19 15,5% 1,83 -2,54
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Os resultados das tabelas 5.11 e 5.12 indicam que a diminuicdo de umidade foi mais rapida que a
reducdo deste pardmetro normalmente observada em queijos Minas artesanal maturados nas
queijarias de origem (Oliveira, 2014; Sales, 2015; Castro et al., 2016) e o produto final atingiu
concentracdes de umidade menores que as do produto original ao longo de toda a maturacgao. Essa
reducdo rapida pode ser atribuida a umidade da cAmara BOD onde 0s queijos se encontravam e
gue, por muitas vezes, esteve entre 60% e 65%, abaixo daquela definida para a regido da Serra da
Canastra (Instituto Nacional..., 2016). Como consequéncia, 0s outros parametros fisico-quimicos
também apresentaram alteracdo acelerada, porque suas concentragfes sao um valor relativo e
dependem da porcentagem de agua do produto.

A evaporagdo de agua nos queijos, provocada pela temperatura de maturacdo e pela baixa
umidade do ar, pode ter tido também uma relacdo com a eliminacdo de M. bovis BCG tanto pela
aceleracdo do ressecamento quanto por permitir um crescimento mais rapido da microbiota
competidora, principalmente BAL. E sabido que temperaturas mais baixas de maturacio
beneficiam a sobrevivéncia de micobactérias em queijos durante a maturacdo ou estocagem
(Michel et al., 2015).

O coeficiente de variacdo dos parametros fisico-quimicos, ao contrario daqueles microbioldgicos,
manteve-se estavel, como descrito anteriormente na literatura (Oliveira, 2014; Sales, 2015; Castro
et al., 2016). 1sso ocorre porque esses parametros ndo variam tanto entre as repeti¢cées (Sampaio,
2010).

A correlagdo entre as contagens de M. bovis BCG e os parametros fisico-quimicos dos queijos
tipo Minas artesanal ao longo da maturacdo podem ser vistos na tabela 5.13.

Tabela 5.13. Coeficiente de correlacdo de Spearman entre os parametros fisico-quimicos de
amostras de gueijo Minas artesanal durante 90 dias de maturagdo a 22°C e as contagens de M.
bovis BCG dos tratamentos A e B

Tratamento A Tratamento B

Acid Coeficiente -0,1464 -0,03593
cldez p 0,6587 0,9159
. Coeficiente 0,7563 0,5749
P P 0,0923 0,1427
Umidad Coeficiente 0,9759* 0,9940*
midade P 0,0003 <0,0001
Coeficiente -0,9759* -0,9940*

EST
P <0,0001 < 0,0001
Coeficiente -0,4636 -0,3713

ESD
P 0,2271 0,3448
Gord Coeficiente -0,9515* -0,9701*
ordura P 0,0003 <0,0001
Protei Coeficiente -0,9759* -0,9940*
roteina P <0,0001 <0,0001
Coeficiente -0,9027* -0,9222*

Cloretos

p 0,0027 0,0017

* Correlagdo significativa (P < 0,05)
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As correlagdes individuais entre parametros fisico-quimicos e a viabilidade de M. bovis BCG

encontram-se nas figuras 5.29 a 5.35.

logl0 UFC g”!

Acidez

- 0.8

- 0.7

- 0.6

- 0.5

T— 0.4

- 0.3
- 0.2

- 0.1

#- 0.0

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

== BCG - Queijo A

Linear - BCG Queijo A »+-*

I T I

Tempo (dias)

=& BCG - Qucijo B

Linear - BCG QueijoB -+

75 80 85 90

0d0P] OpIdE 9%

== Acidez - Queijo C

Linear - Acidez Queijo C

Figura 5.29. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e na concentracédo
de &cido latico amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacao a 22°C por 90 dias.
e R?=0,82, m R*=10,88, A R?=0,06. Barras de erro indicam desvio padrao.

Para ambos os parametros, acidez titulavel e pH, ndo houve correlacdo (P > 0,05) entre as curvas
de pH ou de concentracdo de &cido latico e a sobrevivéncia de M. bovis BCG nos tratamentos A
e B. Ambos os parametros apresentaram uma alteracao rapida no inicio da maturacao, o pH caindo
e a acidez aumentando. Apos esse periodo, 0s hiveis se hormalizam, visto que a protedlise do
queijo libera nitrogénio e impede uma redugdo do pH, e alguns micro-organismos como as BAL
passam a utilizar o &cido latico como fonte de carboidrato, o consumindo (Spahr e Schafroth,

2001).
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Figura 5.30. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e em pH amostras
de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacéo a 22°C por 90 dias. ® R?> = 0,82, m R? = 0,88,
R? = 0,48. Barras de erro indicam desvio padro.

Micobactérias sdo reconhecidas como bacilo acido resistentes e tal qualidade é relacionada a sua
viruléncia e sua manutencdo em fagécitos no hospedeiro durante a infec¢do. Duas caracteristicas
principais estdo ligadas a sobrevivéncia desses micro-organismos em ambientes &cidos: uma
espessa camada lipidica da parede celular, que age como uma barreira primaria contra acidos, e
uma bomba de prétons, capaz de manter homeostase intracelular (Rao et al., 2001; Rua-
Domenech, 2006; Vandal et al., 2009). E possivel que esses fatores foram responsaveis pelo
resultado do presente trabalho. Assim, em queijos tipo Minas artesanal, a concentracdo de acidos
e pH néo afetou a sobrevivéncia de M. bovis BCG. Pode-se argumentar que o valor minimo de
pH, 4,67, ndo foi suficientemente baixo para alterar a homeostasia interna da célula.

A literatura consultada apresentou diversos trabalhos que descreveram a viabilidade de M. bovis,
M. bovis BCG, M. tuberculosis e MAP em produtos lacteos com baixo pH e alta acidez. Muitos
confirmaram os resultados vistos em queijos tipo Minas artesanal, enquanto outros indicaram que
ambientes acidos aumentaram a mortalidade desses micro-organismos.

Para que M. bovis BCG mantenha-se viavel, foi definido que seu pH interno deve permanecer
acima de 6. Ainda que 4,67 seja um valor inferior a 6, bombas de prétons localizadas na membrana
plasmatica conseguem regular o pH interno da micobactéria para que esse esteja em um intervalo
de pH de 6,5 a 7, considerado ideal (Rao et al., 2001). Essa homeostasia é necessaria em uma
situacdo de infeccdo, in vivo, quando o micro-organismo contamina um animal e precisa
sobreviver a acidez de macrofagos (Jordao et al., 2008). Entretanto, 0 mesmo valor de pH 4,67,
encontrado no queijo tipo Minas artesanal, pode barrar a multiplicacdo de M. bovis BCG.

96



Acredita-se que 0 micro-organismo, nessa situacdo, passa a direcionar seu gasto energético para
manter estavel seu pH interno (Rao et al., 2001).

O ambiente de queijos, ainda que &cido, parece exercer uma certa protecao sobre a viabilidade de
micobactérias. 1sso porque ha uma grande concentragdo de gordura e proteina que, emulsificadas
com o restante da umidade, protegem até certo grau a membrana plasmatica das micobactérias da
acidez do ambiente (Van Brandt et al., 2011; Michel et al., 2015). Todos os trabalhos consultados
determinaram que o pH e a acidez titulavel de diversos queijos ndo estavam correlacionados a
mortalidade de M. bovis e MAP ao longo da maturacao (Spahr e Schafroth, 2001; Donaghy et al.,
2004; Ikonomopoulos et al., 2005; Cirone et al., 2006; Hanifian, 2014a; Forgrave et al., 2016).

Entretanto, os trabalhos conduzidos em leites fermentados, incluindo iogurtes e Kefir,
demonstraram que a acidez estava correlacionada a morte das microbactérias. Em estudo com
leite fermentado, MAP foi inibido pela acidez do produto quando esse atingiu um pH abaixo de
3,9 (Klanicova et al., 2012). Esse valor, porém, ndo é compativel com o pH de queijos e muito
inferior aos vistos nos queijos tipo Minas artesanal. Em kefir, a viabilidade de M. bovis BCG
também foi afetada pelo pH do produto. Nesse estudo, a micobactéria nao resistiu a pH abaixo de
4 (Macuamule et al., 2016). Pode-se argumentar que o pH de leites fermentados esteve sempre

abaixo daqueles medidos em queijos e, assim, conseguiu afetar a homeostasia intracelular das
micobactérias estudadas.
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Figura 5.31. Variacdo na contagem meédia de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e na porcentagem
de umidade de amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacéo a 22°C por 90 dias.
e R?=0,82, m R?=10,88, A R?=0,50. Barras de erro indicam desvio padrao.

Por fim, ainda que n&o tenha sido medido, os queijos do tratamento A poderiam ter apresentado
pH menor e acidez titulavel maior que descritos ao longo da maturagéo. 1sso porque havia uma
concentragdo maior de BAL que, nessas condicdes, acidificariam ainda mais o queijo. A medicéo
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de pH e acidez titulavel ndo foram realizadas para o tratamento A para que ndo houvesse 0
manuseio de M. bovis BCG fora da capela de fluxo laminar vertical.

Os resultados de teores de umidade de extrato seco total (EST) e a correlacéo entre a viabilidade
de M. bovis BCG encontram-se nas figuras 5.31 e 5.32. Ambos os pardmetros apresentaram
correlagdo significativa (P < 0,05) com a curva de sobrevivéncia da micobactéria, sendo a
correlagcdo com a umidade positiva e a com EST, negativa. Esses dois pardmetros encontram-se
intimamente relacionados, pois ambos dependem da quantidade de agua disponivel no produto
(Brasil, 2006).
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Figura 5.32. Variagdo na contagem meédia de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e na porcentagem
de extrato seco total de amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturagéo a 22°C por
90 dias. e R?=0,82, m R>=0,88, A R?=0,50. Barras de erro indicam desvio padr&o.

A viabilidade de M. bovis depende da umidade presente no ambiente onde se encontra. 1sso
porgue a agua serve como base para todas as atividades metabélicas de micro-organismos (Jay et
al., 2005). Assim, concentragdes baixas de &gua, como aquelas registradas no queijo tipo Minas
artesanal, determinaram de forma negativa a sobrevivéncia de M. bovis BCG ao longo da
maturacgdo. Resultado semelhante foi visto em estudo em que MAP apresentou tempo maior de
sobrevivéncia em queijos Tisliter, de média umidade (40%) quando comparados com queijos
Emmentaler, de baixa umidade (37-38%). Os autores argumentaram que as condigdes da matriz
do Tisliter favoreceram a viabilidade do micro-organismo quando comparada com a do
Emmentaler (Spahr e Schafroth, 2001). Nesse trabalho, portanto, a umidade também foi
correlacionada com a sobrevivéncia de MAP.

Entretanto, M. bovis se manteve viavel em queijos Cheddar com umidade minima de 32,13%,
similar aquela encontrada em queijo tipo Minas artesanal. Nesse experimento, 0 micro-organismo

98



sobreviveu por até 393 dias, mesmo em condigdes extremas. Os autores, todavia, ndo justificaram
essa resposta do patdgeno (Forgrave et al., 2016). Em queijo tipo parmesdo, M. bovis sobreviveu
por pelo menos 60 dias em atividade de dgua minima de 0,976 e porcentagem de umidade de
38,4% (Starikoff et al., 2016). Ainda que os pardmetros Aw e umidade ndo sejam imediatamente
comparaveis, percebe-se que nos queijos tipo parmeséo, as condi¢des de dgua disponivel estavam
bastante favoraveis para o micro-organismo, que refletiram no longo tempo em que o patégeno
permaneceu viavel (Merwe e Michel, 2010). A mesma resposta foi vista na sobrevivéncia de MAP
em queijo branco ultra-filtrado, em que a umidade do produto se manteve entre 64 e 65%. Como
manteve-se alta, ela ndo foi correlacionada de forma significativa com a diminuicdo da contagem
da micobactéria (Hanifian, 2014a).

E importante fazer um contraponto com os resultados desses ltimos trabalhos (Hanifian, 2014a;
Forgrave et al., 2016; Starikoff et al., 2016) e a producédo de queijo Minas artesanal. A maturacdo
ou estocagem dos queijos desses experimentos foi feita de forma a ndo permitir a perda de agua,
tanto pelo controle do ambiente quanto pela embalagem. Assim, a umidade desses produtos
permaneceu estavel ao longo da maturacdo. O queijo Minas artesanal, em sua origem, ndo
apresenta um ambiente totalmente controlado, e a cura é feita em queijaria telada, mas sujeita as
condi¢des climaticas locais. A comparacdo, portanto, deve levar em conta essas condicdes e,
assim, sugerir que a sobrevivéncia do patégeno pode ser dificultada no queijo Minas artesanal.

Dentre os padrdes fisico-quimicos relacionados a composicdo do de queijo Minas artesanal,
apenas extrato seco desengordurado ndo esteve correlacionado de forma significativa (P > 0,05)
a reducdo da viabilidade de M. bovis BCG ao longo da maturacgdo (figura 5.33). Isso porque ele
dependia do valor da umidade, que caiu consideravelmente, e da gordura, que aumentou ao longo
do periodo. Assim, sua estabilidade ndo apresentou correlacao significativa com a eliminacao da
micobactéria.

A correlacdo negativa e significativa (P < 0,05) entre teor de gordura e contagem de M. bovis
BCG (figura 5.34) nos queijos foi resultado da rapida diminuicdo de umidade. Na literatura
consultada, a gordura é apresentada como um fator protetor de micobactérias tanto in vitro quanto
in situ e in vivo (Van Brandt et al., 2011; Michel et al., 2015; Aguilar-Ayala et al., 2017), além
de agir como sequestradora de bacteriocinas, tornando-as indisponiveis para agirem contra o
patogeno (Chin et al., 2016). Entretanto, a alta concentracdo de gordura, acima de 40% ainda no
inicio da maturacdo, ndo foi suficiente para conter a reducdo de M. bovis BCG em ambos 0s
tratamentos estudados. A porcentagem de gordura presente nos queijos foi descrita apenas nos
trabalhos de viabilidade de M. bovis em queijo Cheddar e Caerphilly (Forgrave et al., 2014;
Forgrave et al., 2016). Ainda assim, sua presenca ndo foi correlacionada com a sobrevivéncia do
patdgeno nesses produtos.
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Figura 5.33. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e na porcentagem

de extrato seco desengordurado em amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacao
a 22°C por 90 dias. ® R>=0,82, m R>=0,88, A R?=0,20. Barras de erro indicam desvio padrAo.
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Figura 5.34. Variacdo na contagem media de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e na porcentagem
de gordura em amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacdo a 22°C por 90 dias.
e R?=0,82, m R?=10,88, A R?=0,72. Barras de erro indicam desvio padrao.
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A relac&o negativa e significativa (P < 0,05) entre teor de proteina e cloreto de sodio e a curva de
sobrevivéncia de M. bovis BCG nos queijos podem ser vistas nas figuras 5.35 e 5.36.

Em relacdo as proteinas, a correlacéo significativa se deve exclusivamente a perda de umidade do
produto (figura 5.35). Embora a caseina pode, em conjunto com a gordura, proteger a
micobactéria de efeitos deletérios (Van Brandt et al., 2011), no caso do queijo tipo Minas
artesanal, isso ndo foi suficiente para manter 0 micro-organismo vivo.
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Figura 5.35. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e na porcentagem
de proteina em amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturacdo a 22°C por 90 dias.
e R?=0,82, m R*=10,88, A R?=0,66. Barras de erro indicam desvio padrao.

Também houve uma correlacéo significativa e negativa entre a contagem de M. bovis BCG e a
concentragdo de cloreto de sodio. E sabido que a presenca de sal em produtos lacteos diminui a
viabilidade de diversos patdgenos, visto que diminui a disponibilidade de &gua para a
sobrevivéncia desses micro-organismos (Jay et al., 2005). Ainda assim, diversos trabalhos com
bactérias do género Mycobacterium relataram que, ainda que a concentragao de cloreto de sédio
aumente durante a maturagao, essa situacdo parece ndo afetar a sobrevivéncia de micobactérias
(Sung e Collins, 2000; Spahr e Schafroth, 2001; Donaghy et al., 2004; Forgrave et al., 2016).
Dessa forma, a correlagdo entre os dois parametros estudados no queijo tipo Minas artesanal pode
ter sido independente.

Concentragdes de 1,5% a 2% de sal, semelhantes as vistas em queijo tipo Minas artesanal, j&
foram descritas em queijo Emmentaler, Cheddar e Caerphilly inoculados experimentalmente com
MAP e M. bovis. Ainda que cloreto de sddio tenha sido responsabilizado como deletério durante
a producdo do queijo, sua presenca ao longo da maturacdo ndo foi correlacionada com a
viabilidade do patégeno bovino (Spahr e Schafroth, 2001; Donaghy et al., 2004; Forgrave et al.,
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2016). Concentragdes ainda superiores de sal, entre 3 e 4%, também ndo foram relacionadas a
inativacdo de MAP em queijos brancos ultrafiltrados (Hanifian, 2014).
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Figura 5.36. Variacdo na contagem média de M. bovis BCG (tratamentos A e B) e na porcentagem
de cloreto de sédio em amostras de queijo tipo Minas artesanal durante a maturagéo a 22°C por
90 dias. e R*=0,82, m R>=10,88, A R?=0,35. Barras de erro indicam desvio padréo.

5.4. Conclusdes

O presente trabalho determinou que Mycobacterium bovis BCG inoculado durante a elaboracao
de queijo tipo Minas artesanal ndo sobrevive além de 60 dias de maturacdo a 22°C. A inoculac¢do
adicional de bactérias acido-laticas isoladas de queijo Minas artesanal acelerou a capacidade em
antagonizar Mycobacterium bovis BCG in situ, permitindo a auséncia da micobactéria apos 45
dias de produgdo. Também foi demonstrado que a inativacdo de M. bovis BCG em queijo tipo
Minas artesanal ocorre por uma juncéao de fatores, principalmente presenga em alta concentragao
de bactérias acido-laticas e baixa porcentagem de umidade.
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6. Consideracdes finais

Ao transferir o resultado do presente trabalho para a realidade das propriedades elaboradoras de
gueijos Minas artesanais, deve-se considerar principalmente que, ainda que seu rebanho néo se
encontre dentre os fatores de risco identificados para tuberculose bovina, o queijo Minas artesanal
esta sendo comercializado apds a maturacdo por um periodo menor que o determinado pelo
estudo. Também ndo ha controle sanitario adequado do produto final, pois a legislacdo ndo
contempla a pesquisa de Mycobacterium bovis em queijos artesanais.

Assim, atitudes devem ser tomadas para que se exclua o risco da transmissao de tuberculose por
M. bovis para os consumidores de queijo Minas artesanal. A pasteurizacdo do leite e a maturagéo
superior a 60 dias ndo sdo adequadas para a situacdo, visto que ambas descaracterizam o produto.
Como as BAL isoladas de queijos Minas artesanal demonstraram capacidade em antagonizar M.
bovis BCG tanto in vitro quanto in situ, pode-se considerar a aplicagdo delas como adjuvantes no
controle de M. bovis em leite. Seria interessante a formacdo de bancos de BAL de cada regido
produtora com micro-organismos identificados e comprovados para 0 antagonismo dessa
micobactéria. Essas BAL seriam entdo utilizadas como cultura auxiliadora na producéo do queijo
Minas artesanal.

A maturacdo, ainda que importante para eliminar micro-organismos indesejaveis e permitir a
identidade de queijo Minas artesanal, ndo deve ser utilizada para assegurar a inativacdo de M.
bovis. Para a eliminacdo do micro-organismo em queijo, deve-se garantir a origem do leite, que
deve vir de rebanho negativo para a tuberculose bovina, e também as boas praticas de producéo.

Entretanto, nenhum passo € mais importante e garante um melhor resultado que a eliminacao
completa da tuberculose bovina em rebanhos que fornecam leite para a producédo de queijo Minas
artesanal. Deve haver um esfor¢o conjunto dos setores de assisténcia técnica, sanidade animal e
inspecdo sanitéria e, principalmente, aporte macico de recurso por parte do Estado tanto para
diagnosticar a doenca em animais quanto para eliminar e substituir os animais infectados. A
inspecdo dos queijos Minas artesanal também sdo um ponto imprescindivel no controle da
tuberculose zoondtica, principalmente se vier acompanhada da extensdo rural, com educacdo
sanitaria aos produtores e, por fim, da conscientizacdo de consumidores do queijo Minas
artesanal.

Por fim, o presente estudo, ainda que tenha elucidado algumas questdes em relagdo a presenca e
viabilidade de M. bovis BCG em queijo Minas artesanal, abriu maiores guestionamentos quanto
ao tema. Entre eles encontram-se qual a realidade da presenca de M. bovis em queijos Minas
artesanal sendo vendidos no pais e qual a real importancia da tuberculose zoonética no Brasil,
principalmente daquela causada pelo consumo de queijos artesanais.
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The consumption of raw milk and its products is a risk factor associated with zoonotic tuberculosis.
Lactic acid bacteria (LAB) show inhibitory activity against Mycobacterium bovis, the causative
agent of tuberculosis. The aim of this study was to assess the in vitro antagonistic activity of LAB
Jfrom Brazilian Minas artisanal cheese against M. bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG). Nine LAB
were tested against M. bovis BCG in five in vitro antagonistic assays. Four lactobacilli gave the
best results in all the experiments. This could be due to their growth rate, acid and bacteriocin pro-
duction. In conclusion, LAB are capable of inhibiting M. bovis BCG viability.

Keywords Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin, Brazilian Minas artisanal cheese, Lactic

acid bacteria, Inhibition.

INTRODUCTION

The consumption of unpasteurised milk and its
products, especially cheese, is on the rise (Yoon
et al. 2016). Consequently, many state agencies
worldwide have introduced regulations for the
production and commercialisation of safe raw
milk dairy products. Even so, these products
have been associated with a number of food-
borne diseases, such as listeriosis, campylobacte-
riosis and zoomnotic tuberculosis (Mungai ef al.
2015; Verraes et al. 2015; Yoon er al. 2016).
Zoonotic tuberculosis, caused mainly by oral
ingestion of the pathogen Mycobacterium bovis,
has been reported in different countries across
the globe (Miille e al. 2013) and has been con-
sidered an emerging infectious disease by some
authors (Welburn et al. 2015: El-Sayed et al.
2016). The consumption of raw milk and its
products is considered to be one of the main
risk factors associated with this disease in
humans (Forgrave ef al. 2016).

Vol 70 International Journal of Dairy Technology

Lactic acid bacteria (LAB) are a group of ben-
eficial endogenous microorganisms commonly
found in raw milk and unpasteurised dairy prod-
ucts. They are capable of controlling the prolif-
eration of pathogens and other undesired
bacteria by producing mainly organic acids and
bacteriocins, but also hydrogen peroxide, diace-
tyl, and acetoin (Klanicova et al. 2012; Yoon
et al. 2016). It has been recognised that organic
acids disrupt bacteria homeostasis, lowering
their intracellular pH and compromising their
cytoplasmic membrane (Macuamule ef al.
2016). As for bacteriocins, a group of peptides
with inhibitory properties (Rowe and Donaghy
2008), they act mainly as pore formers, causing
a loss of permeability on the plasmatic mem-
brane (Todorov et al. 2008). Several in vitro
tests have demonstrated LAB inhibitory activity
against slow- and fast-growing mycobacteria
(Zahir et al. 2011; Vidhyasagar and Jeevaratnam
2013). Lactic acid bacteria have also been tested
directly against mycobacteria in fermented
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products such as boza (Todorov er al. 2008), fermented milk
(Mariam 2014; Michel er al. 2015; Macuamule er al. 2016).
yoghurt, kefir, acidophilus milk (Van Brandt er al. 2011;
Kianicova et al. 2012) and cheese (Forgrave er al. 2016).
Although LAB have demonstrated antimicrobial activity
against different species of Mycobacterium in these studies,
their mode of action has yet to be fully elucidated.

Mycobacterium bovis is a pathogen responsible for tuber-
culosis principally in bovines and buffalo. Additionally, it
can cause the disease in humans and other mammals. The
main route of the infection in animals is by airborne contact.
In humans, most cases are associated with the consumption
of contaminated raw milk and dairy products (Rowe and
Donaghy 2008; Mungai ef al. 2015). Mycobacterium bovis
bacillus Calmette-Guérin (BCG) is an attenunated bacterium
used for human vaccines. Cattle are not vaccinated against
bovine tuberculosis, since this compromises official diagnos-
tic tests (Vordermeier et al. 2016). The control of this dis-
case in Brazil is based on a test and slanghter strategy,
whereby a bovine with a positive result for the tuberculin
test is slaughtered (Barbieri e al. 2016; Ferreira Neto ef al
2016). As a result, M. bovis BCG would be impossible find
in milk and other dairy products. Nevertheless, this attenu-
ated bacterinm has been used in experimental research as an
alternative to M. bovis (Rao ef al. 2001; Macuamule ef al.
2016) as it is safer and still can predict the pathogen beha-
viour in vitfre and in other environments, such as in dairy
products.

Several studies have reported LAB isolated from Brazilian
artisanal cheeses made from raw milk and some of these
microorganisms have been tested against various pathogens,
such as Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and
Salmonella spp. (Costa et al. 2013; Andrade ez al. 2014;
Silva 2016; Luiz ef al. 2016; Sant’Anna ef al. 2017). As for
their activity against M. bevis, no LAB isolated from Brazil-
ian raw milk cheeses has been tested in vitro and in sifu.

Table 1 Lactic acid bacteria designation. species, origin and reference.

This is relevant since bovine tuberculosis is endemic in Bra-
zil and this zoonotic disease can be transmitted by the con-
sumption of these dairy products (Barbieri ef al. 2016:
Ferreira Neto er al. 2016). Therefore, the aim of this study
was to assess the in vitro antagonistic activity of LAB iso-
lated from Brazilian Minas artisanal cheese and endogenous
starter cultures against M. bovis BCG.

MATERIAL AND METHODS

Lactic acid bacteria and culture conditions

Nine LAB (Table 1) were isolated from Minas artisanal
cheese or endogenous starter cultures used as cheese starter
cultures, from three producing regions in the state of Minas
Gerais, Brazil. Minas artisanal cheeses are made in seven
official locations throughout the state. They are a traditional
product, made on small farms, using raw milk, rennet and
endogenous starter culture, which is whey collected from
previously made cheeses.

Strains Lactobacillus rhamnosus DI1C and Lactobacillus
paracasei A1C and B7C were isolated from cheeses from
Serra da Canastra (Costa ef al. 2013; Andrade er al. 2014).
Pediococens  acidilactici 26CV, Lactobacillus  plantarum
1CV and 56CV were isolated from cheeses and endogenous
starter cultures from Campo das Vertentes (Sant’Anna et gl.
2017). Finally, strains Lactobacillus brevis E35A and
L. rhamnosus A1A and ABA were isolated from cheeses
from Araxa (Silva 2016; Luiz er al. 2016).

They had been tested a priori for their probiotic potential,
based on their tolerance to biliary salts and artificial gastric
juice, antimicrobial sensitivity, spot-on-lawn and co-culture
antagonism, and production of hydrogen peroxide. From the
65 LAB isolated in these five assays, the best nine bacteria
were then chosen for this experiment. They all gave promis-
ing results when compared with the other 56 LAB, which
were not selected for this experiment.

Final incculum

; : concentration
Designation Species Origin (log10 cfuimL) References
AlC Lactobacillus paracasei Minas artisanal cheese 97 Costa ef al. (2013) and
Andrade et al. (2014)
B7C L. paracasei Minas artisanal cheese 9.66
DIC Lactobucillus riamnosus Minas artisanal cheese 8.68 :
V-~ Lactobaciltus plantarum Endogenous starter culture 9.53 Sant’Anna et al. (2017)
56CV L. plantarum Minas artisanal cheese 9.3
26CV Pediococcus acidilactici Minas artisanal cheese 9.41
AlA L. rhamnosus Minas artisanal cheese 9 Silva (2016) and
- Luiz er al. (2016)
AbA L. rhanmosus Minas artisanal cheese 1L
Lactobacillus brevis Minas artisanal cheese 9.56

E35A

[N
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The lactic acid bacteria samples were taxonomically iden-
tified according to their proteomic profile. For this, the
matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) analysis was carried
out using a MALDI Biotyper (Bruker Daltonik, Billerica,
MA, USA) following the manufacturer’s instructions
(TeKippe and Burnham 2014; Lévesque er al. 2015).

For each antagonism assay, LAB were grown in De Man,
Rogosa and Sharpe (MRS) broth (Merck, Kenilworth, NJ,
USA) twice at 37 °C for 24 h, and then inoculated on the
specific media —~ 7H11 agar (Tagg ef al. 1976), powdered
skimmed milk (Macuamule er af. 2016), 7TH9 broth or MRS
broth (Hiitt er al. 2006). These final inoculums were also
diluted in peptone saline before being plated on MRS agar
at 37 °C for 48 h for enumeration (Table 1).

Mycobacterium bovis BCG and culture cenditions

A sample of M. bovis BCG Monreau was donated by the
Laboratério Nacional de Agropecuaria in Middlebrook 7H9
broth, For the inoculum preparation, 2 100 pL aliquot was
transferred to 5 mL of 7HY broth (Difco, Livonia, MI,
USA), supplemented with 10% Middlebrook OADC enrich-
ment (Difco), 0.5% sodivm pyruvate (Neon, S3o Paulo, SP,
Brazil), and 0.05% Tween 80 (Proguimios, Rio de Janeiro,
RJ, Brazil). It was then incubated at 37 °C for 5 days, when
the bacteria reached the final inoculum concentration of 8.8
logig cfu/mL.

Escherichia coli strain ATCC 25922 was used in this
study as a positive conirol for all antagonistic activity
assays: spot-on-lawn antagonistic activity, antagomnistic activ-
ity of LAB in fermented milk, antagonistic activity of LAB
in 7HY broth, and antagonistic activity of LAB supernatants.
Escherichia coli was grown at 36 °C in BHI broth, as previ-
ously described (Tagg et al. 1976; Hitt ef al. 2006; Macua-
mule et al. 2016).

Spot-on-lawn antagonistic activity

Lactic acid bacteria were previously tested for growth on
7H11 agar. As they were capable of forming colonies,
10 pL of each strain of LAB were placed in the middie of a
glass Petri dish containing 7H11 agar and grown at 37 °C
for 48 h, forming spots (Tagg et al. 1976). The spots were
then inactivated by exposure to chloroform (Proguimios) for
30 min and under ultraviolet light for another 30 min. The
inactivation procedure was carried out to demonstrate that
there is no requirement for mutual contact between live
LAB and M. bovis BCG in order to induce antagonism. A
volume of 10 pL of M. bovis BCG at a concentration of 8.8
logyg cfu/mL was added to 4 mL of semisolid (0.75%) 7TH9
agar and plated on the surface of the Petri dishes containing
the inactivated LAB spots. The plates were then incubated
at 37 °C for 5 days. The inhibition haloes were then mea-
sured with a digital pachymeter (Mittoyo Digimatic Cali-
per, Mitatoyo Sul Americana Ltda, Suzano, SP, Brazil).

© 2018 Society of Dairy Technology

Antagonistic activity of LAB in fermented milk

Milk was prepared by reconstituting 20 g of powdered
skimmed milk (Itambé, Belo Horizonte, MG, Brazil) in
50 mL of sterilised distilled water. The product was then
inoculated with 1% of M. bovis BCG (8.8 logip cfu/mL)
and the same percentage of each of the LAB at their final
inoculum concentration (Table 1) (Macuamule ef al. 2016).
The milk was then fermented for 5 days at 37 °C.

The powdered milk microbiological quality was previ-
ously assessed by counts of Staphyiococcus aureus
(Lancette and Tatini 2001), total and thermotolerant
coliforms (Ginn er al. 1985), and for the presence of
Salmonella spp. (Andrews et al. 2001).

Antagonistic activity of LAB in 7H9 broth

A volume of 100 pL of M. bovis BCG at a concentration of
8.8 logye cfw/mL and 100 pL of each of the LAB at their
final inoculum concentration were added to 10 mL of 7H9
broth supplemented with 10% Middlebrook OADC enrich-
ment, 0.5% sodiom pyruvate, and 0.05% Tween 80. After
5 days at 37 °C, the strains were plated on MRS agar and
7H11 agar entiched with erythromycin estolate (Ache,
Guaruthos, SP, Brazil) at 4%. All the LAB had demon-
strated, in previons studies (Costa ef af. 2013; Andrade
ef al. 2014; Silva 2016; Luiz ef al. 2016; Sant’ Anna ef al.
2017), their susceptibility against erythromycin at that con-
centration.

Antagonistic activity of LAB supernatants

Each LAB was cultivated at 37 °C in 5 mL of MRS broth.
After 24 h, the broths were centrifuged (5000 g for 15 min)
and their supernatants were autoclaved at 121 °C for
15 min (Macuamule ef al. 2016) and, in parallel, filtered
through 0.22 pm pore syringe filters. A volume of 4 mL of
each of the supernatants was then collected and added to
4 mi. of 7H9 broth supplemented with 10% Middlebrook
OADC enrichment, 0.5% sodium pyruvate, and 0.05%
Tween 80. An inoculum of 1% of M. bovis BCG at a con-
centration of 8.8 log;g cfu/mL was added to each mixture
of MRS and 7H9 broth and incubated at 37 °C for 5 days
(Hiitt er al. 2006).

Bacterial enumerations
After the 5-day incubation period for all the antagonism
assays, counts of LAB were performed on MRS agar (Mac-
Faddin 1980) and counts of M. bovis BCG were performed
on 7H11 agar (Difco) supplemented with 10% Middlebrook
OADC enrichment, 0.5% sodium pyruvate, and 0.05%
Tween 80 (Forgrave er al. 2014). In the assays where LAB
were viable (fermented milk assay and 7H9 concomitant
growth assay), the 7H11 agar was also supplemented with
erythromycin.

The pH (mPA-210, Piracicaba, SP, Brazil) was measured
solely in the controls, in order not to contaminate the pH
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meter with M. bovis BCG, despite its attenuated pathogenic
profile.

The antagonism assays were performed in technical tripli-
cate at two independent biological repetitions. Since the
Gaussian distribution was not met on all the assays, the
nonparametric Kruskal-Wallis test was used to determine
whether there was a significant difference between the
groups (significance level of 95%). The Bonferroni multiple
comparison peost hoc test was then applied when comparing
the means of each treatment. All statistical analyses were
run on the GraphPad Prism 6.01 software (GraphPad Soft-
ware, La Jolla, CA, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Spot-on-lawn antagonistic activity

The spot-on-lawn assay did not provide evidence of any
LAB antagonistic activity against M. bovis BCG. Although
all LAB grew and formed a spot on the 7H11 agar, the
mycobacterium was able to form tapestry-like colonies over
these LAB spots. As a result, no inhibition halo was
abserved around these spots. The 7H11 agar may have inhib-
ited the reduction of pH or the production of bacteriocin by
the LAB. Both mechanisms have been demonstrated to be
cifective against the viability of M. bovis BCG and other
mycobacteria (Carroll ef al. 2010; Gaggia er al. 2010). The
lack of acidification of the media is probably due to its pyru-
vate constitution, since LAB use this sugar as a source of
carbohydrate, which enables them to multiply. This fermen-
tation process results in the formation of lactate. which does
not diminish the pH of the environment (Liu 2003). As for
the likely absence of bacteriocins, once again, the media
used may have played a role in it. It is known that in order
to produce these peptides, LAB must encounter a series of
optimal conditions such as pH, the presence of certain carbo-
hydrates and organic nitrogen, and even high growth rates
(Macuamule ef al. 2016). Those conditions, which are intrin-
sically connected, were probably not met, which may have
resulted in a lack of bacteriocins. Therefore, M. bovis BCG
was capable of growing freely in this assay.

Antagonistic activity of LAB in fermented milk

As seen in Table 2, the M. bovis BCG count was reduced
after 5 days when grown concomitantly on skimmed milk
with six of the LAB tested (Table 1). It should be noted
that, as for the powdered milk microbiological quality, there
were no counts of S. aureus, total or thermotolerant col-
iforms, and an absence of Salmonella spp.

Mycobacterium bovis BCG was able to survive at counts
of 3.1 logyo cfu/mL in skimmed milk when not in contact
with other bacteria, even after 5 days. Similar counts have
been reported in milk naturally infected with this microor-
ganism (Kells and Lear 1960; Zanini ef al. 1998). The same
results were reported in different experiments, when

Table 2 Counts of Mycobacterium bovis BCG in 7H11 and LAB in
MRS agar after 5 days of concomitant growth in fermenied
skimmed milk.

Fermented
M. bovis BCG  LAB (log:p ~ skimmed milk
(logsp cfufinl)  cfu/mL) pH :
Lactobacillus 0.47* 825 399
paracasei A1C
L. paracasei B7C 07 8.63 5.09
Lacrobacillus £.35% 8.96 377
rhamnosus D1C :
Lactobacillus o* 7.73 4.19
plantarum 1CV ¢
Pediococcus 1.13 9.08 4.86
aciditactici 26CV
L. plantarum 56CV (% 738 4,15
L. rhamnosus A1A - 0% 939 3.78
L. rhamnosus AGA  0.16% 8.06 37
Lactobacillus w3 8.16 S
brevis E35A
Control : 3 - 6.17

BCG, bacillus Calmette-Guérin; LAB, lactic acid bacteria.
*P < 0.05 (Kruskal-Wallis test) compared with control.

M. bovis and M. bovis BCG were inoculated on pasteurised
milk and survived after 7 days and 84 h, respectively (Mar-
iam 2009; Macuamule ef al. 2016). Also, the sole presence
of M. bovis BCG did not interfere with the pH of the milk.
The same result was found when Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP) was cultivated individually
in soured milk products (Klanicova ef al. 2012).

The strains L. paracasei A1C, L. plantarum 1CV and
56CV and L. rhamnosus DI1C, A1A and AGA significantly
reduced the counts of M. bovis BCG in fermented milk after
5 days of fermentation. Among LAB, Lactobacillus is one of
the genera known for its capacity to produce organic acids and
bacteriocins, which are deleterious to several microorganisms.
Although the exact inhibition mechanism could not be
assessed, the considerable decline of the attenuated pathogen
could have been associated with a pH lower than 4.19. It has
been long known that high concentrations of organic acids,
including lactic acid, may result in complete inhibition of
mycobacterial growth, which are considered to be acid resis-
tant microorganisms (Michel er al. 2015).

Lactobacillus plantarum 1CV, L plamarum 56CV, and
L. rhamnosus A1A strains were shown to be the most effi-
cient in the fermented milk assay, since they were able to
completely inhibit M. bovis BCG. The pH of their fer-
mented milks ranged from 3.78 to 4.19, and this wide range
could indicate that other antimicrobial compounds might
have taken part in the process.

Only three LAB, L. paracasei BTC, P. acidilactici 26CV
and L. brevis E35A were not capable of inhibiting the

© 2018 Society of Dairy Technology

130



Vol 70

attenuated pathogen when compared with the control. It
should be noted that their counts remained high, from 8.16
to 9.08 log;e cfu/mL, dwring and even after milk fermenta-
tion. On the other hand, the pH of these fermented milks
varied from 4.86 to 5.14, achieving the highest values com-
pared with the other LAB used in the same assay. There-
fore, the acidity of fermented milk must have played an
important part in the survival of M. bovis BCG, since this
bacteria can survive at pH values ranging from 4.6 to 7.2
(Rao et al. 2001). It should also be noted that although
there was a decrease in the concentration of the attenuated
pathogen, this bacterium was able to survive even when
competing with these three LAB for the same milk nuiri-
ents, which could indicate its survival ability in commercial
products.

Lactobacillus paracasei A1C and L. paracasei BTC pre-
sented opposite effects on the survival of M. bovis BCG;
strain A1C was capable of significantly diminishing the
counts of the mycobacterium, whilst strain B7C could not
reduce its counts, This may suggest that the effects each
one can have on the survival of M. bovis BCG could be
intrinsic to each bacterial strain or sample.

Several studies have reported the survival of M. bovis,
M. bovis BCG and other similar mycobacteria in fermented
products, especially those containing bacteria from the
genus Lactobacillus.

In an Ethiopian study, two nonidentified species of Lacto-
baciflus, isolated from traditional soured milk, were fer-
mented concomitantly with M. bovis in heated milk for
15 days. The strain that was solely cultivated with the
pathogen could not significantly decrease the counts of
M. bovis, and the other, together with a mixture of mesophi-
lic LAB, was responsible for the nondetection of the patho-
gen (Mariam 2009). The same author, without specifying
the LAB, demonstrated that sour milk made from raw milk
eradicated Mycobacterium tuberculosis after 7 days (Mariam
2014). Also using raw milk, in a South African study,
M. bovis was viable for 2 weeks at a temperature of 22 °C.
However, when milk was fermented at 33 °C, similar to our
study, the pathogen was absent after 3 days (Michel er al.
2015). In another study from South Africa, Lactobacillus
casei and L. paracasei were also capable of eliminating
M. bovis BCG after 60 h in fermented milk (Macuamule
et al. 2016).

In a Belgian assay, MAP was still viable after 6 weeks in
fermented milk (final pH was 3.8) made from a combination
of L. casei and L. rhamnosus. The counts of the pathogen
showed a 1.8-2.2 log;g cfu/mL reduction after that period,
according to the MAP strain tested. However, the decline of
MAP was not significant when compared with the control
sample (Van Brandt ef al. 2011), just as seen in our experi-
ment with strains L. paracasei B7C, P. acidilactici 26CV,
and L. brevis E35A. It should be noted that, although some
results were compatible with our results, MAP is known for
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surviving under unfavourable conditions, even surpassing
the ability of M. bovis to endure (Van Brandt ez al. 2011).
Lactobaciilus bulgaricus and Lactobacilius acidophilus,
associated with other LAB, were responsible for a slight
decrease in the counts of MAP in yoghurt and fermented
milk in an experiment from Czechia. In the same study,
however, Lactobacillus helveticus alone was able to signifi-
cantly reduce the counts of the pathogen during the fermen-
tation. The authors have stated that, just as in our study, the
pH level played a critical role in the survival of MAP and
when it reached values below 4.0, the chances of MAP
inactivation were higher (Klanicova et al. 2012).

Antagonistic activity of LAB in 7H9 broth

Table 3 shows the results of M. bovis BCG and LAB grown
concomitantly in 7H9 broth for 5 days. When compared
with the counts of the attenuated pathogen on the control
(5.6 logyo cfu/mL), M. bovis BCG were significantly inhib-
ited by the presence of all LAB.

No data regarding the growth of LAB in 7H9 broth have
been found in the scientific literature. However, it could be
stated that these microorganisms were capable of multiply-
ing in the media, since their counts, after 5 days at 37 °C,
varied from 547 to 7.04 log;o cfu/mL. Even though LAB
had grown to these numbers, they were not capable of acidi-
fying the broth. This was, once again, probably due to the
pyruvate constitution of the media (Lin 2003). These results
reinforce the concept that, even though the acidity of the
media might be responsible for a decrease in M. bovis BCG
counts, other factors could also lead to the reduction of this
microorganism, as seen in this assay.

Tabie 3 Counts of Mycobacterium bovis BCG in 7H11 and LAB in
MRS agar after 5 days of concomitant growth in 7HS broth.

M. bovis BCG ~ LAB {log;, 7HS
(log o cfismL) cfwml) broth pH
Lactobaciilus 1.13* 639 666
paracasei A1C :
L. paracasei BTC o* 6.2 6.56
Factobacillus 0.56% 6.85 6.49
rhamnosus D1C :
Lactebacillus 0.87% 6.92 6.49
plantarion 1CV. :
Pediococcus 13> 7.04 6.49
acidilactici 26CV
L. plantarum 56CV  0* 698 642
L. rhamnosus A1A 1:13% 547 6.5
L. rhamnosus AGA 1.69* 639 657
Lactobacitlus 1.13* 6.23 651
brevis E35A {
Control 56 - 6.66

BCG, bacillus Calmette-Guérin; LAB, lactic acid bacteria.
*P < 0.05 (Kruskal-Wallis test) compared with control.
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The main hypothesis for the significant reduction of
M. bovis BCG in this assay is their fastidiousness. Although
the media used, 7H9 broth, is specific for mycobacterial
growth, their slow growth rate may have established a nutri-
tional disadvantage. Since LAB cultures have faster growth,
they could have simply deplenished the nutrients in the
media, and so the slow-growing mycobacteria had fewer
resources. Competition for nutrients between M. bovis and
LAB has been reported by other authors, who stated that
this can diminish the growth of the pathogen (Michel et al.
2015; Verraes et al. 2015; Forgrave et al. 2016).

Antagonistic activity of LAB supernatants

As shown in Table 4, LAB sterilised supernatants were able
to siguificantly reduce the counts of M. bovis BCG for
almost all strains tested.

Except for the sirains L. rhamnosus A1A and L. brevis
E35A, all other tested LAB supernatants were capable of
reducing the counts of M. bovis BCG in both assays when
compared with the control. This could be due to the pres-
ence of organic acids or the production of bacteriocins by
the LAB. Mycobacteria are known for their resistance to
low pH due to their plasma membrane, which is thicker and
enables clump formation, enhancing cell protection (Rua-
Domenech 2006). This cell envelope is also capable of
ejecting H™ protons when these are in high concentrations,
hence increasing their survival (Rao ef al. 2001). In this
assay, however, the significant count reductions were mainly
associated with the lowest pH values. Many authors have
demonstrated that when the pH of the environment is lower

Table 4 Cbums of Mycobacteriion bovis bacillus Calmette-Guérin
in 7H11 after § days of growth on filtered or autoclaved supernatant
(7H9 and MRS} in association with lactic acid bacteria.

Autoclaved Filtered
supernatant supernatant Supernatant
(logl0 cfifml} (logl0 cfimL) pH
Lactobaciltus 0.34% ot 434
paracasei A1C :
L. paracasei B7C 0% 0.* 427
Lactobacillus go7* Q9% 429
rhamnosus DI1C
Lactobacillus 0.41% 038% 418
plantarum 1CV :
Pediococcus o* 0.5*% 43
acidilactici 26CV : ;
L. plantarim 56CV . 0% LI 4.1
L. rhammosus A1A 105 0.56* 425
L. rhamnosus AGA  0.16% 0.2* 424
Lactobacillus brevis 226 245 5.07
E35A ; :
Control 698 6.4

*P < 0.05 (Kruskal-~Wallis test) compared with control.

than 4.5, mycobacteria survival may be compromised
{Michel ¢z al. 2015; Forgrave et al. 2016). Therefore, the
acidity of the supernatants could have acted directly against
the attenuated pathogen, lowering its counts after 5 days in
both broths combined. Since some bacteriocins in particular
give better results at a lower pH, the high acidity could
have also indirectly enhanced the M. bovis BCG inhibition
(Carroll et al. 2010). In this assay, if the pH was not as low
as 4.2, then the presence of bacteriocins and other antimi-
crobial agents must also be considered to explain the M. bo-
vis BCG inhibition.

It should be noted that, even when the test was conducted
with the antoclaved supernatant, there was a decrease in the
counts of the attenuated pathogen. This might suggest that,
if the inhibition was bacteriocin-associated, these peptides
were, in this case, thermostable. The presence of the bacteri-
ocins can be corroborated by the assay previously per-
formed on the 7H9 media, when M. bovis BCG and LAB
were grown together. Since there was no acidification of the
media and yet the attenuated pathogen showed smaller
counts, other factors, such as the presence of bacteriocins,
must have influenced the lowest M. bovis BCG counts. It
can also be observed that, in the case of the supernatants,
there was no competition for the nutrients present in the
7HY broth, since it was added to sterile supernatants. This
can be corroborated by the fact that, as reported by Macua-
mule ef al. (2016), direct interaction between the pathogen
and the inhibitory microorganisms is not mandatory in order
to induce an antimicrobial effect. Despite the different
media, MAP added to already fermented milk reduced its
viability, especially when the pH was below 4.0 (Kianicova
et al. 2012). This reinforces the hypothesis that the decline
in the viability of M. bovis BCG was due to the inhibitory
effect of the LAB isolated from Minas artisanal cheeses and
their starter culture.

A similar assay to ours was performed with M. tuberculo-
sis, MAP and Mycobacterium kansasii in TH9 broth. How-
ever, instead of supernatants, two different bacteriocins,
nisin and lacticin, were tested. Although in this study all tri-
als were performed at pH 7, the mycobacteria showed sig-
nificant susceptibility to both bacteriocins tested (Carroll
et al. 2010). Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
had also been tested against bacteriocins from two different
strains of L. plantarum, likewise isolated from cheese. Both
bacteriocins showed inhibitory activity against the pathogen
in MRS broth (Gaggia er al. 2010). Lactic acid bacterial
bacteriocins were also effective against M. mberculosis in
two different in vitro tests (Todorov et al. 2008) and, under
similar conditions, against Mycobacterium smegmatis (Zahir
et al. 2011; Vidhyasagar and Jeevaratnam 2013).

Lactobacillus rhammosus A1A was able to significantly
diminish the counts of the attenuated pathogen with the
filtered supernatant alone. Since the amtoclaved supernatant
did not give satisfactory results, the component causing the
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inhibition was thermolabile and did not resist the high tem-
peratute and high pressure of the autoclave.

As for L. brevis E35A, both supernatants were not capable
of inhibiting M. bovis BCG growth. Once again, the pH
achieved by this strain was the highest when compared with
the other LAB. The same result was observed in the milk fer-
mentation assay, when the same mictoorganism could not
reduce the counts of the aftenuated pathogen and, as in this
assay, could not lower the pH of milk below 5.0.

CONCLUSIONS

According to the results of all the assays, LAB or sub-
stances produced by them are capable of inhibiting or com-
pletely suppressing M. bovis BCG growth in different
sitnations. Although the main inhibition mechanism was not
elucidated, it is clear that pH plays an important role in this.
Nevertheless, the presence of bacteriocins can also be
inferred, especially in the assays where the pH remained
close to peutral.

Each LAB demonstrated a different inhibition pattern
when tested against the attenuated pathogen. This could be
due to their own characteristics such as growth rate, acid
production and bacteriocin production in the different media
tested (skimmed milk, 7H9 broth or MRS broth).

Although classifying the LAB was not the main goal of
this study, L. paracasei A1C, L. rhamnosus DI1C, L. plan-
tarum 1CV and L. plantarum 56CV demonstrated better
antagonistic activity in all the assays. These microorganisms
could be further studied for their inhibitory properties
against M. bovis, their industrial uwse and their probiotic
characteristics. Eventually, they could be used to manufac-
ture safer dairy products.
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