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PREOCUPACAO PARA A INDUSTRIA DE LATICINIOS

MYCOBACTERIUM AVIUM SUBESP. PARATUBERCULOSIS: UMA

Marcio Ferraz Cunha’
Cristiano Augusto Ballus’

RESUMO

Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis é conhecida como o agente etioldgico
da doenga de Johne, ou paratuberculose, que afeta principalmente animais ruminantes. E
integrante da familia Mycobacteriaceae, da qual também fazem parte a M. tuberculosis e a
M. bovis, responsaveis pela tuberculose humana e bovina, respectivamente. Foi sugerido
que a M. paratuberculosis poderia estar envolvida na patogénese da doenga de Crohn, a qual
possui sintomas similares a paratuberculose, mas afeta seres humanos. Como o microrganismo
pode ser excretado no leite de animais infectados, o primeiro passo foi avaliar a sua
termoresisténcia. Alguns estudos indicaram que a bactéria sobrevive ao tratamento térmico
da pasteurizagdo HTST (72°C/15 s). Entretanto, os estudos existentes na literatura cientifica
até o momento ndo permitem afirmar que M. paratuberculosis seja responsavel pela doenca
de Crohn, bem como apresentam duvidas sobre a termoresisténcia dessa bactéria. A realizagdo
de mais pesquisas sobre este microrganismo ¢ de fundamental importancia, com o objetivo
de orientar a produ¢do de produtos lacteos isentos de contaminagdo por M. paratuberculosis.

Palavras-chave: Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis; doenca de Crohn;
termoresisténcia; leite; pasteurizagdo HTST.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas técnicas anali-
ticas para identificagcdo de microrganismos, bem
como estudos mais aprimorados para a determina-
¢do dos agentes etiologicos das doengas de origem
alimentar em humanos, forneceu informag¢des que
comprovaram a participacdo de determinados mi-
crorganismos anteriormente ndo envolvidos neste
tipo de enfermidade. Um exemplo tipico deste fato
¢ a relagdo da bactéria Listeria monocytogenes,
microrganismo patogénico conhecido ha muito
tempo pelos microbiologistas da area de Medicina
Veterinaria, na eclosdo de diversos surtos de liste-
riose humana na década de 80.

Mycobacterium avium subesp. paratubercu-
losis causa um tipo caracteristico de doenca em
animais ruminantes, incluindo bovinos e caprinos,
denominada doenga de Johne ou paratuberculose,
caracterizada pela inflama¢do cronica do intestino.
Este tipo de doenga ja foi observado em alguns ani-
mais monogastricos como cachorros e suinos, assim
como em algumas espécies de primatas (HERMON-
TAYLOR, 2001; DONAGHY et al., 2008).

Embora ainda nio seja classificada como uma

zoonose, algumas pesquisas detectaram indicios da
presenca da M. paratuberculosis na bidpsia de
intestinos com a doenga de Crohn. Essa doencga
apresenta caracteristicas clinicas similares as da
paratuberculose. Desta maneira, caso a M.
paratuberculosis esteja, de fato, associada a doenga
de Crohn e que pode estar disseminada em tecidos e
orgdos de animais infectados, o leite poderia ser
veiculo deste agente, principalmente se for compro-
vada a sua possivel resisténcia a pasteurizagdo. O
objetivo deste trabalho foi levantar e comentar
aspectos importantes sobre M. paratuberculosis,
suas principais caracteristicas, a sua relagdo com a
doenca de Crohn e resisténcia a tratamentos tér-
micos com base em dados da literatura cientifica.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa bibliografica foi feita em artigos
das bases de dados da Commonwealth Agricultural
Bureaux International (CAB), Food Science
Technology Abstracts (FSTA) e MEDLINE-
PUBMED, publicados no periodo de 1996 a
2009, sendo selecionados os artigos que continham
os critérios de inclusdo e as variaveis de interesse.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DA
MYCOBACTERIUM AVIUM SUBESP.
PARATUBERCULOSIS

O género Mycobacterium compreende mais
de setenta espécies, sendo as mais conhecidas M.
tuberculosis e M. bovis, responsaveis pela
tuberculose humana e bovina, respectivamente. A
M. avium subesp. paratuberculosis foi descrita
pela primeira vez na Alemanha, no ano de 1895.
E um bacilo aerdébio, imével, ndo esporulado,
Gram-positivo, com dimensdo aproximada de 2
mm por 0,5 mm, com alto teor de acidos
micolicos na sua parede celular. Em funcdo da
presenca deste material ceroso em sua superficie,
trata-se de uma célula dlcool-dcido resistente.
Além disso, essa estrutura um pouco diferenciada
torna a célula dificil de ser rompida para a extragdo
do DNA em analises por reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) (GRANT, 2005).

O gendtipo desta bactéria difere da espécie
M. avium pela presenca de um elemento de
inser¢do (IS) denominado 1S900. Por esta razio,
a M. paratuberculosis ¢ considerada como membro
da espécie M. avium, sendo seu nome retificado
como M. avium subesp. paratuberculosis. Existem
diferengas fenotipicas entre estas duas bactérias:
M. avium subesp. paratuberculosis é mais exigente
quando cultivada in vitro e mais virulenta que a
M. avium (COLLINS, 1997).

O crescimento in vitro da M. avium subesp.
paratuberculosis requer condigdes especiais, como
o emprego de meios de cultivo proprios, presenga
de um siderdéforo, a micobactina, elemento quelante
de ferro que aumenta a biodisponibilidade deste
elemento quando este encontra-se em pequenas
concentragdes no meio. O tempo necessario para
contagem e isolamento nos meios de cultura
convencionais ¢ longo, cerca de dois a oito meses,
principalmente quando a bactéria ¢ submetida a
algum stress fisico como o emprego do calor. Em
fung@o disso, muitos estudos empregam técnicas que
detectam a presenca de material genético em
amostras mediante a tecnologia fundamentada na
PCR. Este procedimento ¢ mais rapido e caracteriza-
se por apresentar um alto grau de exatiddo para a
identificacdo do microrganismo (GRANT et al.,
2001; NIELSEN, 2008; SLANA et al., 2008).

3.2 M. PARATUBERCULOSIS E A DOENCA
DE CROHN

M. paratuberculosis ¢ reconhecidamente o
agente etioldgico da paratuberculose ou doenca de
Johne, enterite granulomatosa cronica, processo
infeccioso que ocorre na por¢do terminal do ileo. As

lesdes do intestino delgado caracterizam-se por
espessamento acentuado da mucosa, assumindo um
aspecto rugoso e aumento de tamanho dos linfonodos
mesentéricos. Apds um longo periodo de incubacgio,
cerca de dois a trés anos, a doenga manifesta-se com
diarréia e perda de peso dos animais, sem apresentar
sinais de febre (COLLINS, 1997; MIKKELSEN,
JUNGERSEN e NIELSEN, 2009). No Brasil, a
paratuberculose estd associada a importagdo de
bovinos infectados, entretanto, os relatos sido
esporadicos e impedem uma estimativa das perdas
econdmicas em rebanhos infectados (LEITE et al.,
2003; LILENBAUM, MARASSI ¢ OELEMANN,
2007). Driemeier et al. (1999) encontraram oito
casos de paratuberculose em um rebanho de 345
bovinos, no estado do Rio Grande do Sul.

M. paratuberculosis sobrevive por muito
tempo no meio ambiente, e acredita-se que esta
bactéria permaneca no interior de organismos como
as amebas. Assim, multiplicar-se-ia e poderia tornar-
se resistente a biocidas, resultando em um fendtipo
com maior potencial patogénico para os humanos
(HERMON-TAYLOR, 2001). Whan et al. (2005)
realizaram um estudo na Irlanda do Norte, e
avaliaram a presenca de M. paratuberculosis em
4dguas ndo tratadas coletadas em estacdes de
tratamento de dgua durante um ano. Foram testadas
192 amostras de agua ndo tratada, das quais 8%
apresentaram resultado positivo para M.
paratuberculosis. Com base nesses resultados
verificou-se a necessidade de avaliar a eficiéncia
dos processos empregados no tratamento da agua
para de eliminagdo ou remog¢do do microrganismo,
j& que se observou a presenca da bactéria no
ambiente, contaminando inclusive a agua.

A doenca de Crohn ¢ um processo cronico
inflamatorio, ocorre no trato digestivo de
humanos, principalmente na por¢do ileo terminal,
como acontece com a paratuberculose. Alguns
aspectos da doenga de Crohn s@o semelhantes aos
da paratuberculose, porém existem diferengas
considerdveis entre estas duas enfermidades
(Tabela 1).

A etiologia da doenga de Crohn nio esta
totalmente elucidada, entretanto, estudos epide-
mioldgicos indicaram alguns fatores, como predis-
posi¢do genética dos individuos, resposta imune
deficiente ¢ a agdo de determinados fatores
externos, agentes quimicos ou microbioldgicos
(SELBY, 2000). Hermon-Taylor (2001) relatou
duas pesquisas em que foi observada a presenga do
1S900 em 86% dos pacientes submetidos a cirurgia
de intestino associada a doenga de Crohn e a
presenca do mesmo elemento de inser¢do no leite
materno de duas maes portadoras da doenga.

Em testes imunoquimicos realizados na
Universidade da Flérida com 108 individuos, 61
pacientes com a doenga de Crohn e 47 individuos
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“controle”, 35 sem nenhuma histdoria de doencas
no trato gastrintestinal e 12 diagnosticados com
colite ulcerativa, foi evidenciada presenga maior de
antigenos p35 e p36, proteinas expressas por genes
encontrados na bactéria M. paratuberculosis, nos
individuos com a doenga (p<0,007). Uma maior
porcentagem de soropositivos (93%) foi observada
em individuos que apresentavam o antigeno p36, e
este mesmo antigeno foi detectado em apenas quatro
individuos do grupo controle (11%) (NASER,
SHAFRAN e EL-ZAATARI, 1999). Em estudos
posteriores, observou-se a presenga da bactéria pela
identificagcdo de fragmentos 1S900 pela técnica de
PCR, no sangue e na por¢do do ileo do intestino
delgado de individuos com a doenga em maior
propor¢do do que no de individuos sem nenhuma
historia de enfermidade no sistema gastrintestinal
(BULL et al., 2003; NASER et al., 2004).

Apesar de alguns pesquisadores admitirem que
a M. paratuberculosis seja um dos possiveis agentes
etioldgicos da doenca de Crohn, as pesquisas
apresentadas na literatura cientifica ndo permitem
concluir se relagdo dessa bactéria com a doenga ¢
causal ou mera coincidéncia. Em dois artigos de
revisdo sobre a patogenia e as causas da doenca de
Crohn, os autores questionaram a importancia de
M. paratuberculosis no desenvolvimento da doenga,
considerando algumas observagdes na literatura
cientifica, como a presen¢a do elemento 1IS900 em
grupos de individuos sem a doencga, considerados
como grupo controle, e a ndo detecgcdo da bactéria
em tecidos entéricos acometidos pela doencga, por
meio da anélise microscopica convencional e
eletronica (SELBY, 2000; ACHESON, 2001).

Bernstein et al. (2004) estudaram diferentes
grupos de pessoas no Canada para a presenca de
anticorpos contra M. paratuberculosis, grupo controle,
grupo com doenga de Crohn, grupo com colite
ulcerativa e familiares controles. A andlise foi realizada
por meio do teste ELISA, modificado para ser usado
em humanos. A prevaléncia dos anticorpos para M.

paratuberculosis em todos os grupos foi de,
aproximadamente, 35%, e ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. Porém, os autores
concluiram que, em fungdo desta alta prevaléncia de
M. paratuberculosis na populagdo, ¢ bem possivel que
a bactéria seja necessaria, mas nao suficiente, para
causar alguns casos da doenga de Crohn. Assim, uma
associacdo entre M. paratuberculosis ¢ a doenga de
Crohn permanece inconclusiva. Da mesma forma
Ellingson et al. (2003) comparando tecidos de bovinos
com doencga de Johne e de humanos com sindrome de
Crohn por meio de métodos histoldgicos, imunoci-
toquimicos e PCR, verificaram presenca da M.
paratuberculosis em todos os tecidos afetados pela
doenga de Johne, mas estavam ausentes nos tecidos
acometidos pela sindrome de Crohn. Com estes
resultados, concluiram que M. paratuberculosis ndo
estava associada com as lesdes provocadas pela doenga
de Crohn naqueles tecidos, e que a sindrome de Crohn
e a doenca de Johne possuem etiologias distintas.

A associacdo da doenca de Crohn e a presenga
da bactéria M. paratuberculosis ¢ motivo de
controvérsia no meio cientifico. Em um artigo
publicado na revista Gut, Sartor (2005) fez um
comentario lucido, imparcial, em que apresentou
as dificuldades no esclarecimento deste assunto e a
preocupacdo em resolver o mais breve este impasse
para que as autoridades de saude tomem as devidas
providéncias. O autor do artigo ressaltou alguns
argumentos a favor e contra a associacdo da doenca
de Crohn com a presenca da bactéria (Quadro 1).

3.3 Mpycobacterium paratuberculosis e o
leite
A excre¢do de M. paratuberculosis da-se
principalmente pelas fezes de bovinos contaminados
e, em menor escala, pelo leite. A bactéria pode
disseminar-se em diversas partes do corpo, como
pulmao, rins, figado e outros compartimentos, po-
dendo, desta forma, contaminar uma grande
variedade de produtos de origem animal. Estudos

Tabela 1 — Similaridades e diferencas entre a Doenca de Johne e a Doenga de Crohn.

Manifestacées clinicas e outros indicadores Paratuberculose Doenca de Crohn
(Doenca de Johne)
Infecgdo ileo terminal Sim Sim
Espessamento da mucosa intestinal Sim Sim
Presen¢a de granulomas Sim Sim
Perda de massa corporal Sim Sim
Diarréia Sim Sim
Presenca da bactéria (microscopia) Sim Niao
Febre Sim Niao
Dor abdominal Sim Niao
Presenca de fistulas Sim Niao
Anticorpos M. paratuberculosis Sim Niao

Fonte: Adaptado de Selby (2000).
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para avaliar a incidéncia de M. paratuberculosis em
alimentos e a capacidade dos processos de
conservagdo na eliminagdo deste microrganismo sdo
necessarios em razdo dos possiveis efeitos nocivos
a populagdo (COLLINS, 1997). Grant (2005)
comentou que a animais portadores doenga de Johne
clinicos e com infec¢do subclinica sdo sabidamente
acometidos pela M. paratuberculosis . Além disso,
esta bactéria esta presente ndo apenas em leite da
espécie bovina, mas também em leites de outros
mamiferos afetados pela doenca de Johne.

A maioria das pesquisas concentrou-se na
avaliagdo da termoresisténcia da bactéria a pas-
teurizacdo do leite. Em 1993, dois pesquisadores
britdnicos foram os primeiros a verificar a termo-
resisténcia desta bactéria, ao simularem a pasteu-
rizagdo do leite em escala laboratorial. Os pesqui-
sadores observaram que de 3 a 100% da bactéria
inoculada no leite cru, na ordem de 10* UFC/mL,
sobreviveram apds o leite ser sumetido a uma
temperatura de 71,7°C, durante 15 s em banho-maria
com temperatura controlada (COLLINS, 1997). O
tempo de resfriamento do leite e o tipo de estirpe de
M. paratuberculosis tiveram influéncia na sua ca-
pacidade de sobreviver ao tratamento térmico.

Para avaliar a inativa¢do térmica de M.
paratuberculosis sob temperatura de pasteurizacio,
Grant et al. (1996) testaram 11 linhagens da bactéria,
inoculadas em leite bovino em concentragdes de 107
e 10* UFC/mL. O tratamento térmico foi realizado
de duas formas: temperatura de 63,5°C, por 30 min,
com a amostra alocada em tubos de ensaio, imersos
em banho-maria com temperatura controlada;
temperatura de 71,7°C por 15 s, em um pasteurizador

HTST de escala laboratorial. Foram empregados
também tempos de aquecimento de 5, 10, 15, 20 e
40 min a 63,5°C, para a constru¢do de uma curva de
morte térmica. Para o leite inoculado com 10° a 107
UFC/mL, foram encontradas células viaveis em 96%
das amostras para o0 método dos tubos de ensaios e
em 85% das amostras para o método em que utilizou
o pasteurizador de laboratério. Para as amostras
inoculadas com 10° a 10* UFC/mL da M.
paratuberculosis, 50% apresentaram células viadveis
para o teste com tubos de ensaio, enquanto 58%
continham células viaveis no caso do pasteurizador
laboratorial. A curva de morte térmica revelou uma
reducdo consideravel no numero de microrganismos
nos primeiros minutos, mas em seguida, a queda foi
interrompida, e o niimero de células viaveis apresentou
redugdo muito lenta. Assim, células viaveis da M.
paratuberculosis poderiam estar presentes mesmo
apos a pasteurizagdo. Os pesquisadores sugeriram como
explicagdo para o comportamento da curva de morte
térmica o fato de que M. paratuberculosis poderia
estar formando pequenos aglomerados, o que
resultaria na sua maior resisténcia térmica. O
aglomeramento também poderia ter sido favorecido
pelo fato de ndo ter ocorrido agitagdo durante o
tratamento térmico, além de ser uma caracteristica
de M. paratuberculosis.

Stabel, Steadham e Bolin (1997) realizaram
experimentos similares aos estudos de Grant et al.
(1996). Os pesquisadores utilizaram o método dos
tubos de ensaio e o do pasteurizador de laboratério,
com inéculos de M. paratuberculosis de 10* ¢ 10°
UFC/mL. A diferenga foi que o pasteurizador de
laboratorio utilizado era uma versdo em miniatura

Quadro 1 — Argumentos a favor e contra a associacdo de Mycobacterium avium subesp.

paratuberculosis (MAP) com a Doenca de Crohn.

Argumentos a favor:

» Similaridades clinica e patoldgica entre Doenga de Crohn e Doenga de Johne;

* Presenca da bactéria na cadeia alimentar (leite e carnes) ¢ mananciais de agua;

* Um numero significativo de pesquisas detectou a presenga de MAP em tecidos de individuos
com a Doen¢a de Crohn utilizando diversos tipos de procedimentos analiticos (PCR, isolamento e

contagem em meio de cultura);

* Deteccdo de MAP em leite materno utilizando meios de cultura e a técnica de PCR;
* O uso de antibioticos especificos promove uma melhora no quadro clinico do individuo com

Doenga de Crohn.

Argumentos contra:

* Diferencas no tratamento da Doenca de Crohn e Doenga de Johne;
* Nao ha evidéncia de transmissdo da bactéria de animais contaminados para humanos;
» Genotipo das espécies de MAP isoladas de animais infectados e de individuos com a doenga de

Crohn nio sio similares;

* Uso de antibioticos convencionais ndo promove a melhora no quadro clinico do individuo

com Doenga de Crohn;

* Falta de estudos epidemioldgicos que evidenciem a associa¢do de MAP com a Doenca de

Crohn;
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extremamente acurada de um pasteurizador industrial,
e o escoamento do liquido era do tipo turbulento. O
emprego do pasteurizador de laboratério a 72°C, por
15 s, inativou todas as células de M. paratuberculosis,
o que indicou que a veiculagdo de células viaveis da
bactéria, de animais para humanos, por meio da
ingestdo de produtos lacteos pasteurizados era
improvavel, minimizando a ameaga deste microrga-
nismo como um agente zoonotico da doenca de Crohn.
Os autores argumentaram que seus resultados diferiram
do estudo de Grant et al. (1996) em funcdo de que,
neste ultimo, o pasteurizador piloto ndo possuia
escoamento turbulento, com o leite permanecendo
estatico. O estudo realizado por Stabel, Steadham e
Bolin (1997) indica que o escoamento turbulento do
leite durante a pasteurizacdo é de fundamental
importancia para a inativagdo completa de M.
paratuberculosis. Grant, Ball e Rowe (1998) também
estudaram o efeito da pasteurizacdo HTST (72°C/15
s) sobre o leite com numeros reduzidos de células de M.
paratuberculosis (d” 10° UFC/mL). Os autores
constataram 14,8% de sobreviventes para leite
inoculado com 10° UFC/mL e 10% para leite inoculado
com 10 UFC/mL. Nenhuma célula viavel foi
recuperada das amostras inicialmente contaminadas
com 10 UFC/mL ou 10 UFC/50 mL. Deve-se salientar,
entretanto, que o equipamento utilizado neste estudo,
pasteurizador piloto de laboratdério, foi o mesmo
empregado no estudo anterior destes autores, em que o
leite permaneceu estatico durante o tratamento
térmico. Os autores sugeriram a equivaléncia dos
métodos com ou sem escoamento turbulento, com
base na inativagdo total da fosfatase alcalina. Afirmaram
ainda que, mesmo que as particulas que compdem o
produto sejam aquecidas em graus ligeiramente
diferentes, todas elas receberam o tratamento térmico
minimo necessario para a pasteurizagdo do leite.

Pearce et al. (2001) avaliaram o efeito da
pasteurizagdo com escoamento turbulento validado,
com numero de Reynolds 11.050, sobre a sobrevivéncia
da M. paratuberculosis inoculado intencionalmente
ao leite cru. Para o escoamento turbulento ser
considerado validado, o numero de Reynolds deve ser
maior que 3.000. Foram avaliadas cinco linhagens nes-
te estudo. Os autores constataram que nenhuma célula
foi recuperada nas amostras submetidas ao tratamento
de 72°C, por 15 s. Apenas uma linhagem sobreviveu a
69°C. A média extrapolada para o valor D_,,. foi <
2,03 s, 0 que representa uma reducdo equivalente a > 7
log,, a 72°C, por 15 s com intervalo de confianca de
95%. Assim, os autores afirmaram que o manuseio e a
manutencido adequada do equipamento podem garantir
a auséncia de células viaveis de M. paratuberculosis no
leite e em outros produtos lacteos pasteurizados dis-
poniveis no comércio.

Grant et al. (2002a) realizaram outro estudo,
empregando leite naturalmente inoculado com M.
paratuberculosis, o qual foi pasteurizado em um

pasteurizador de escala comercial, capacidade de
2.000 L/hora, em 12 ocasides diferentes. Os autores
observaram que a homogeneizacdo contribui para a
um aumento do grau de letalidade do tratamento
térmico, além de que um periodo maior de tempo
de pasteurizacdo, de 25 segundos, poderia ser mais
efetivo para a inativacdo de M. paratuberculosis
do que o tempo padrdo de 15 segundos. Os resultados
deste estudo reforcaram que células viaveis de M.
paratuberculosis poderiam sobreviver a pasteu-
rizagdo quando presentes no leite cru em numero
suficiente. No pasteurizador de escala comercial, o
escoamento do leite foi do tipo turbulento, o que
permitiu eliminar a alega¢do anterior de que a
sobrevivéncia da bactéria estava associada ao tipo
de escoamento empregado no estudo. Porém, no
estudo conduzido por Lynch et al. (2007), ndo houve
diferenga na letalidade dos tratamentos com ou sem
homogeneizagdo anterior a pasteurizacdo, pois em
ambos os casos ndo foram encontradas células
viaveis da bactéria.

McDonald et al. (2005) constataram que a
pasteurizagdo realizada em pasteurizador continuo
e com escoamento turbulento reduziu o niimero de
células viaveis de M. paratuberculosis em pelo
menos 4 log,. Todos os bindmios de temperaturas
e tempos de pasteurizagdo avaliados no estudo, 72,
75 e 78°C, por 15, 20 e 25 s, foram efetivos para a
inativacdo de M. paratuberculosis, com redugdes
superiores a 6 log,, em 85% das avaliagdes, e
superiores a 4 log,, em 14% das avaliagdes.

Ao usar um pasteurizador HTST comercial
em escala piloto, Grant et al. (2005a) avaliaram o
efeito de varias condi¢des de tempo/temperatura
em conjunto com a homogeneizagdo sobre a
inativagdo da M. paratuberculosis no leite. Em
96,7% das amostras, M. paratuberculosis foi
completamente inativado pela pasteurizacgdo
HTST, com ou sem homogeneizagdo. Entretanto,
o emprego da homogeneizagdo resultou em um
nimero menor de culturas positivas. O impacto da
homogeneizacdo sobre os agrupamentos de células
de M. paratuberculosis também foi avaliado
empregando-se um espectrometro especifico, e foi
demonstrado que os grandes agrupamentos foram
reduzidos a células unicas ou “mini-agrupamentos”
apds homogeneizagdo a 2.500 1b/in%>. Com o de-
sagrupamento das células, o tratamento térmico
promoveu uma maior inativag¢do da bactéria.

Cerf, Griffiths e Aziza (2007) desenvolveram
um modelo quantitativo que descreve a probabilidade
de encontrar a bactéria em leite pasteurizado sob as
condicdes prevalentes nos paises industrializados.
Eles chegaram a conclusdo que a probabilidade de
encontrar M. paratuberculosis em amostras de 50
mL de leite pasteurizado é menor a 1%.

A remocdo de M. paratuberculosis por outros
métodos fisicos também foi avaliada. Grant et al.
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(2005b) estudaram o efeito da centrifugacdo e da
microfiltragdo, por meio de simulagdes de
laboratorio.Observou-se uma remo¢do de 95,0 a
99,9% de células de M. paratuberculosis por meio da
centrifugagdo, a 7000 g, por 10 segundos, de leite
pré-aquecido a 60°C, e por meio da microfiltragdo
usando-se filtro com diametro de poros de 1,2 im.
Portanto, estes métodos poderiam ser empregados
como pré-tratamento na industria de laticinios, de
forma a reduzir a contaminac¢@o do leite cru com M.
paratuberculosis. Donaghy et al. (2007) verificaram
que o uso de altas pressdes foi efetivo na redugdo do
nimero de células vidveis da bactéria no leite.

Donaghy, Totton ¢ Rowe (2004) produziram
queijo Cheddar com leite pasteurizado inoculado
intencionalmente com diferentes concentra¢des de
diferentes linhagens de M. paratuberculosis, com o
objetivo de avaliar a sobrevivéncia das células
bacterianas durante 27 semanas de matura¢do. No
primeiro dia apds o preparo dos queijos, observou-se
que houve efeito da concentragdo sobre a quantidade
de células de todas as linhagens de M. paratuberculosis.
Apds a maturag@o iniciou-se um decréscimo do
numero, € nos queijos em que a contamina¢do no
primeiro dia foi alta, superior a 3,6 log ;, o micro-
rganismo foi detectado mesmo apds 27 semanas de
matura¢do. Quando a contaminag¢@o inicial era baixa,
apenas uma linhagem foi cultivada ap6s as 27 semanas.
Outro detalhe interessante ¢ que M. paratuberculosis
foi recuperada do soro de 10 dos 12 queijos,
independente da contaminacdo inicial.

Outro estudo avaliando o efeito de fatores
envolvidos na producdo de queijos, pH, cloreto de
s6dio e aquecimento, sobre a viabilidade de M.
paratuberculosis foi realizada por Sung e Collins
(2000). Os resultados evidenciaram que o cloreto
de sédio teve pouco ou nenhum efeito sobre a
inativacdo da bactéria, enquanto que o pH
apresentou correlagdo positiva entre baixos valores
e o decréscimo do valor D de M. paratuberculosis.
O tratamento térmico do leite cru diminuiu o valor
D comparado ao das células que ndo foram submetidas
ao tratamento térmico (SUNG e COLLINS, 2000).
Stephan et al. (2007) ndo encontraram células
viaveis da M. paratuberculosis em amostras de
diferentes tipos de queijos comercializados na Suiga.

Algumas maneiras de evitar a disseminagdo de
M. paratuberculosis no rebanho sdo relativamente
faceis de aplicar. A mais importante delas refere-se a
preven¢do de contaminagdes cruzadas cuja origem,
em geral, encontra-se nas fezes, de onde o
microrganismo consegue facilmente disseminar-se
entre os animais. O emprego do estrume sem
tratamento adequado como fertilizante em pastagens
torna-se uma fonte de contaminagdo, considerando
que M. paratuberculosis pode sobreviver no solo por
mais de um ano. Os bezerros s3o mais susceptiveis a
contaminagdo, portanto, o mais adequado ¢ remové-

los logo apds o nascimento. E de grande importancia
separar os animais infectados dos animais néo
infectados, e dispor as fezes de ambos separadamente.
Fontes de agua estagnada s@o reservatorios excelentes
para M. paratuberculosis, onde pode sobreviver por
longos periodos. A melhor maneira de lidar com a
doenga de Johne ¢ adotar os procedimentos de boas
praticas de higiene (STABEL, 1998; RUZANTE et
al., 2008).

Em fung¢do da possivel sobrevivéncia de M.
paratuberculosis ao processo de pasteurizacdo do
leite, foram realizados estudos para avaliar a
presenca desta bactéria em leite cru e leite
pasteurizado vendido no comércio de varios paises.
Uma das primeiras avaliagdes da presenca de M.
paratuberculosis em leite pasteurizado foi realizada
na Inglaterra, entre setembro de 1991 e margo de
1993 (MILLAR et al., 1996). A metodologia em-
pregada foi a detecc¢do do elemento de inserg¢do 1S900
pela técnica de PCR. Apos validagdo do método,
foram analisadas amostras de leite bovino pasteu-
rizado proveniente de varios locais da Inglaterra.
Dentre 312 amostras, 7% apresentaram resultados
positivos para M. paratuberculosis. Destas amostras
positivas, 81% apresentaram sinal de PCR con-
sistente com a presenca de bactérias intactas. Os
autores afirmaram, entfio, que existiria um alto risco
de que uma contaminag¢do residual por M.
paratuberculosis pudesse estar presente em leite
bovino pasteurizado na Inglaterra.

Grant, Ball e Rowe (2002b) coletaram, entre
marc¢o de 1999 e julho de 2000, 244 amostras de
leite cru a granel e 567 amostras de leite pasteurizado
comercial, 228 integral, 179 semi-desnatado e 160
desnatado, em estabelecimentos localizados por todo
o Reino Unido. Células vidveis foram encontradas
em 1,6% das amostras de leite cru e em 1,8% das
amostras de leite pasteurizado. Como, a principio,
o processo de pasteurizagdo havia sido realizado
corretamente, com condigdes de tempo e tem-
peratura de acordo com a legislacdo, além do fato
de que todas as amostras apresentaram fosfatase
negativa ¢ de uma contaminag¢do posterior ser
bastante improvavel, os autores concluiram que
células viaveis de M. paratuberculosis poderiam
estar presentes em concentragdes baixas no leite
pasteurizado comercializado no Reino Unido.

Corti e Stephan (2002) examinaram 1384
amostras de leite cru a granel, no periodo entre
fevereiro e junho de 2001, coletadas em 18 diferentes
regides da Suiga, com 41 a 100 amostras por regido.
A detec¢do de M. paratuberculosis foi realizada por
PCR (elemento de inser¢do 1S900). Foi encontrado
que 19,7% das amostras apresentaram resultado
positivo para o elemento de inser¢do. A prevaléncia
entre as diferentes regides da Suica variou entre 1,7%
e 49,2%. Os autores concluiram que a infeccdo
subclinica por M. paratuberculosis encontrava-se
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amplamente distribuida entre os rebanhos da Suica, e
que M. paratuberculosis poderia ser transmitida com
frequencia a humanos por meio da ingestdo de leite
cru contaminado.

O’Reilly et al. (2004) avaliaram 389 amos-
tras de leite cru a granel e 357 amostras de leite
pasteurizado comercial durante 13 meses, outubro
de 2000 a novembro de 2001, na Irlanda do
Norte. O DNA da M. paratuberculosis foi detec-
tado em 12,9% das amostras de leite cru e em
9,8% das amostras de leite pasteurizado. Entre-
tanto, células viaveis foram cultivadas apenas
de uma amostra de leite cru, o que significa que o
DNA da M. paratuberculosis pode estar presente
ocasionalmente, em baixas concentragdes, no
leite cru e no leite pasteurizado. Ainda consi-
derando que as células viaveis ndo foram culti-
vadas a partir de leite pasteurizado, o processo
de pasteurizag@o da Irlanda teria sido efetivo para
a inativagdo da bactéria.

Em avaliacdo realizada na Republica Tcheca
entre novembro de 2002 e abril de 2003 foram
analisadas 244 garrafas e caixas de leite pasteurizado
comercializadas no pais. As amostras foram escolhidas
aleatoriamente. No mesmo periodo, também foi
adquirido leite cru e leite submetido a um tratamento
térmico minimo de 71,7°C, por 15 segundos, em uma
unidade de pasteurizacdo local, sendo este ultimo
proveniente dos rebanhos A e B, com concentragdes
baixas e altas associadas a infec¢@o subclinica por M.
paratuberculosis, respectivamente, ¢ um rebanho C,
ndo infectado. Dentre as 244 amostras de leite
pasteurizado comercial, 1,6% possuiam células vidveis
de M. paratuberculosis. A bactéria também foi
cultivada de duas amostras das 100 caixas de leite
pasteurizado localmente, proveniente dos rebanhos
infectados A e B. Do leite proveniente do rebanho C,
foram analisadas 100 caixas, todas isentas de células
de M. paratuberculosis. A bactéria também foi
detectada no leite cru de vacas leiteiras infectadas
subclinicamente (AYELE et al., 2005).

4 CONCLUSAO

Os dados apresentados pela literatura cientifica
sdo inclonclusivos sobre a possibilidade de
Mycobacterium paratuberculosis ser considerado um
patégeno de origem alimentar. Sua associagdo com a
doenga de Crohn em humanos é também, incon-
clusiva, principalmente em func¢do da ocorréncia
desta bactéria no intestino de pessoas saudaveis.
Quanto a termoresisténcia, a principio pode-se sugerir
que, quando o leite cru apresenta alto grau de con-
taminagdo, o microrganismo pode ser encontrado
no leite pasteurizado. Porém hé ainda controvérsias
entre os resultados das pesquisas disponiveis. Assim,
¢ de fundamental importancia a continuidade de
pesquisas nesta area com o objetivo de elucidar as

duvidas ainda existentes. No Brasil, onde o consumo
de leite UHT ¢ crescente comparado ao consumo de
leite pasteurizado, considera-se importante avaliar a
termoresisténcia da M. paratuberculosis as condi¢des
de tempo e temperatura empregadas neste tratamento.

SUMMARY

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
is known as the etiologic agent of Johne’s disease, or
paratuberculosis, which affects mostly ruminants. M.
paratuberculosis belongs to Mycobacteriaceae
family, which also includes M. tuberculosis and M.
bovis, human and cattle tuberculosis-causing species,
respectively. It has been suggested that M.
paratuberculosis could be involved at Crohn’s disease
pathogenesis, which has symptoms similar to
paratuberculosis, but affects humans. As the
microrganism may be excreted in the milk of infected
animals, the first step was to assess its thermal
resistance. Some studies showed that the bacterium
could survive to heat treatment of HTST
pasteurization (72°C/15 s). However, until this
moment, studies from scientific literature don’t allow
to state that M. paratuberculosis is responsible by
Crohn's disease, as well as they show some doubts
about its thermal resistance. More research about
this microorganism is of great importance, with the
goal of producing dairy products with absence of M.
paratuberculosis contamination.

Keywords: Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis; Crohn’s disease; thermal
resistance; milk; HTST pasteurization.
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