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RESUMO

Doencas de origem alimentar estdo fortemente associadas ao consumo de produtos de origem
animal, tais como leite e seus derivados. Produzido, principalmente nos Estados do nordeste
do Brasil, 0 queijo de coalho tem a maior parte de sua producdo obtida de matéria-prima
oriunda de rebanhos carentes de controle sanitario e em estabelecimentos que, por néo
contarem com boas praticas de fabricacdo, favorecem contaminagdes do produto e o tornam
veiculo de diferentes patdgenos. Dado ao fato de a brucelose apresentar-se como uma das
principais zoonoses que acometem bovinos leiteiros e pela possibilidade da Brucella ser
veiculada por leite e derivados, objetivou-se pesquisar bactérias do género Brucella em 30
amostras de queijos de coalho produzidos com leite cru, comercializados na cidade de
Parnaiba-P1, adquiridas no periodo de novembro de 2011 a janeiro de 2012. Foram utilizados
métodos tradicionais da microbiologia e reacdo da polimerase em cadeia (PCR), sendo a
bactéria identificada por ambas as técnicas. Para as analises microbioldgicas tradicionais,
utilizaram-se Agar Brucella e Agar Thayer Martin suplementados com sangue de carneiro
disfibrinado e com os antibioticos comerciais Brucella® (sulfato de polimixina B: 2500
IU/0,5L, bacitracina: 12500 1U/0,5L, nistatina: 500001U/0,5L, cicloheximida: 50.00 mg/0,5L,
acido nalidixico: 2.50 mg/0,5L e vancomicina: 2.50 mg/0,5L) e V.C.N.T.® (vancomicina:
1.50 mg/0,5L, sulfonado metano colistina: 3.75 mg/0,5L, trimetoprim: 2.50 mg/0,5L e
nistatina: 6250 unidades/0,5L). As col6nias morfologicamente suspeitas foram confirmadas
em nivel de género pelo método de reacdo da polimerase em cadeia (PCR). Nas anélises
realizadas diretamente por PCR, as amostras foram submetidas a extracdo de DNA a partir de
aliquotas de 200 pL de uma suspensao dos queijos em caldo Brucella. Os primers de eleicdo
foram aqueles que tém por alvo regido 16S-23S do rRNA para Brucella spp.: 1TS66:
ACATAGATCGCAGGCCAGTCA e ITS279: AGATACCGACGCAAACGCTAC. Das 30
amostras analisadas em duplicatas por métodos tradicionais da microbiologia foram isoladas
coldnias suspeitas de 11, todas cultivadas em &gar Thayer Martin. Dessas, sete foram
confirmadas por PCR como bactérias do género Brucella, procedentes de seis amostras. Sete
amostras foram positivas quando analisadas diretamente por PCR. Conclui-se que 0s queijos
de coalho comercializados na cidade de Parnaiba sdo veiculos em potencial de Brucella spp.
para seus consumidores, 0 que denota a necessidade de maior controle em toda a cadeia
produtiva desse produto, principalmente no tocante a sanidade dos rebanhos leiteiros, fonte
primaria de contaminacdo, além de um acompanhamento constante da qualidade do produto
oferecido a populacdo de forma a minimizar riscos a satde publica.
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ABSTRACT

Food diseases are strongly associated with the consumption of animal products such as milk
and dairy products. Produced mainly in the states of northeastern Brazil, the curd cheese has
most of its production from raw material originating from herds of poor sanitary control and
establishments, not to count on good manufacturing practices, favoring the contamination
product and make vehicle pathogens. Given the fact brucellosis presents itself as a major
zoonoses that affects dairy cattle and the possibility of Brucella be conveyed by milk and
dairy products, this work aimed to search the Brucella genus bacteria in 30 samples of curd
cheese produced from raw milk, marketed in the Parnaiba —PI, Brazil, acquired in the period
November 2011 to January 2012. Traditional methods of microbiology and polymerase chain
reaction (PCR) were used, so the bacteria identified by both techniques. For traditional
microbiological analysis on utilized the Brucella agar and the Thayer Martin agar
supplemented with sheep blood and commercial antibiotics Brucella ® ( polymyxin B sulfate
: 2500 1IU / L 0.5, bacitracin : 12500 1U / L 0.5, nystatin : 50000IU / 0.5L , cycloheximide :
50.00 mg / L 0.5, nalidixic acid : 2.50 mg / L and 0.5 vancomycin : 250 mg / L 0.5 ) and
VCNT ® ( vancomycin : 1.50 mg / L 0.5 , sulfonated colistin methane : 3.75 mg /L 0,5,
trimethoprim : 2.50 mg / L and 0.5 nystatin : 6250 units / 0.5 L). Morphologically suspicious
colonies were confirmed at genus level by the method of polymerase chain reaction (PCR). In
analyzes directly performed by PCR, the samples were submitted to DNA extraction from
aliquots of 200 pl of a suspension cheeses in Brucella broth. Primers election were those that
target 16S - 23S rRNA Brucella spp.: ITS66: ACATAGATCGCAGGCCAGTCA and
ITS279: AGATACCGACGCAAACGCTAC. Among the 30 samples analyzed in duplicate by
traditional methods of microbiology, 11 suspected colonies were isolated, all grown on
Thayer Martin agar. Among these, seven were confirmed by PCR as bacteria of the genus
Brucella, coming from six samples. Seven samples were positive when analyzed directly by
PCR. It can be concluded that curd cheese sold in the city of Parnaiba — PI, Brazil, are
potential vehicles of Brucella spp. to their consumers, which indicates the need for greater
control throughout the production chain of this product, especially concerning health of dairy
cattle, the primary source of contamination, as well as constant monitoring of the quality of
the product offered to the population in order to minimize risks to public health.
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A brucelose, inicialmente, era considerada uma doenca de carater ocupacional. Na
atualidade, por diversos fatores, a epidemiologia dessa zoonose sofreu varias modificacdes,
que fizeram com que a mesma fosse também considerada uma importante doenca transmitida
por alimentos.

Os primeiros casos de brucelose relatados estdo associados ao consumo de proteinas
animais, seja pela ingestdo de leite e seus derivados ou outros produtos alimenticios
originados de animais infectados (SPINOLA e COSTA, 1972; D’ANASTASIO et. al., 2011).
Alguns surtos de doencas de origem alimentar tém sido estreitamente relacionados ao
consumo de queijos fabricados a partir de leite cru, que, nas ultimas décadas, tém sido
classificados como “alimentos arriscados”, com associacdo a veiculagdo de Brucella (WEST,
2008).

Largamente fabricado principalmente nos Estados do nordeste do Brasil, o queijo de
coalho se destaca entre 0s principais queijos artesanais, de fabricagdo e consumo
comprovadamente incorporados a cultura regional de tradicdo secular. A maior parte de sua
producdo tem origem em pequenas e medias queijarias e, apesar de apresentar importancia
econbmica e grande popularidade, sua elaboracdo ndo envolve boas praticas de fabricacdo que
garantam a oferta de um produto seguro e de qualidade (CAVALCANTE, 2005; NASSU et
al. 2006; SANTANA et al., 2008; COSTA, 2009; FREITAS FILHO et al., 2009).

Toda a cadeia produtiva do queijo de coalho estd envolvida com a possivel
transmissdo de Brucella, contudo, mesmo se o produto final fosse submetido a fiscalizacéo
efetiva, guiada por uma legislacdo adequada a realidade da satde publica, 0 consumidor nédo
estaria livre da contaminacdo por este agente de zoonose, dada a inviabilidade de se pesquisar
todas as bactérias patogénicas em um alimento.

Além disso, associadas as dificuldades legais, somem-se aquelas de isolamento por
microbiologia convencional, por a Brucella ser um micro-organismo fastidioso, de deteccéo e
isolamento caros e demorados. Espera-se que, no futuro, o diagnostico pelo método da reacédo
da polimerase em cadeia (PCR) seja reconhecido por legislacdo, suprimindo em parte, 0s
fatores negativos observados no uso da microbiologia convencional.

Por outo lado, a cidade de Parnaiba-PI possui a maior bacia leiteira da regido do delta
do rio Parnaiba. Além de comercializar leite e seus derivados produzidos na cidade, parte
desses produtos, em especial queijos de coalho, sdo provenientes de cidades e Estados
vizinhos, como o0 Maranhdo, apresentando, assim, uma grande diversidade de origem da

matéria-prima e do produto final.



18

A partir de proposicgdo de pesquisadores da EMBRAPA MEIO-NORTE — Parnaiba em
investigar o assunto ora apresentado, e dada a importancia que assume a ingestéo de alimentos
que podem veicular o agente etioldgico da brucelose, objetivou-se pesquisar bactérias do
género Brucella em queijos de coalho produzidos com leite cru, comercializados na cidade de

Parnaiba-Pl.
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2.1 Objetivo geral

Verificar se queijos de coalho produzidos com leite cru, comercializados na cidade de

Parnaiba-P1, podem ser um potencial veiculo de Brucella para os consumidores.

2.2 Objetivos especificos
v Pesquisar Brucella spp. em queijos de coalho produzidos com leite cru utilizando

microbiologia convencional;

v" Pesquisar diretamente Brucella spp. em queijos de coalho produzidos com leite cru

utilizando a técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR).
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3.1 Brucella e brucelose

3.1.1 Agente etioldgico

Brucella é a bactéria responsavel por causar a enfermidade denominada brucelose.
Apresenta morfologia de cocos, cocobacilos ou bastonetes curtos com dimensées de 0,5-0,7 x
0,6-1,5 um, negativos a colora¢do de Gram, imdveis, micro-aerofilos e ndo produtores de
sistemas de resisténcia. As colbnias podem se apresentar lisas ou rugosas de acordo com a
camada lipopolissacaridica de sua membrana celular. A temperatura Otima de
desenvolvimento € de 37°C, ndo suporta temperaturas acima de 62°C, resiste ao
congelamento, mas tem desenvolvimento e multiplicagdo inibidos abaixo de 5°C. Apresenta
pH 6timo entre 6,6 a 7,4 e € destruida naqueles inferiores a 4.2. O crescimento é promovido
em meios de cultivos complexos adicionados de soro e/ou sangue (PESSEGUEIRO et al.,
2003; GOMES, 2005; LAWINSKY et al., 2010).

Antes do desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, a diferenciacdo das varias
espécies de Brucella e seus biovares era baseada em informacgbes fenotipicas, perfis
metabolicos e de aglutinacdo com antissoro monoespecifico. Outro critério importante para a
diferenciacdo das vérias espécies de Brucella foi a preferéncia natural por determinado
hospedeiro, razdo pela qual os nomes das espécies foram dados de acordo com o seu
hospedeiro preferido. Apos a descoberta do parentesco DNA-DNA acima de 70%, entre todas
as espécies de Brucella, e diversas modificacdes taxonémicas, em 2003, o Subcomité sobre a
Taxonomia de Brucella pertencente ao Comité Internacional de Sistematizag¢do de Procariotos
aprovou por unanimidade um retorno a taxonomia da Brucella determinada em 1986 e o

reconhecimento de suas seis espécies e respectivos biovares como descrito na tabela 01:

Tabela 01: Espécies de Brucella e respectivos biovares.

psiessemnla  soars
Brucella melitensis (Hughes/1983) Meyer and Shaw/1920 1,2e3
Brucella abortus (Schmidt/1901) Meyer and Shaw/1920 1a9
Brucella suis Huddleson/1929 1a5

Brucella ovis Buddle/1956 -
Brucella neotomae Stoenner and Lackman/1957 -

Brucella canis Carmichael and Bruner/1968 -
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O Subcomité vem trabalhando, ainda, no reconhecimento de novas espécies isoladas
de mamiferos marinhos que tém os nomes propostos de Brucella cetaceae e Brucella
pinnipediae. Além dessas, foi descrita uma nova espécie isolada a partir da secrecdo de
feridas de um implante mamario e do sangue de uma mulher de 71 anos com sintomas
clinicos compativeis com a brucelose, provisoriamente denominada Brucella inopinata
(OSTERMAN e MORIYON, 2006; SCHOLZ et.al., 2010).

3.1.2 Distribuicao e notificacbes

A brucelose é a zoonose bacteriana mais comum em todo o mundo. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saide Animal (WOAH/OIE), observa-se maior incidéncia em
animais no Meio Leste mundial, na regido do Mediterraneo, na Africa Subsaariana, China,
india, Peru e México e tem-se observado um aumento de casos em paises do centro e sudoeste
da Asia. Acredita-se que varios paises do Oeste e do Norte da Europa, além de Canada, Jap3o,
Australia e Nova Zelandia estejam livres do agente (CUTLER et al., 2005; OIE, 2013).

Na ultima década, contudo, observou-se uma mudanca drastica na epidemiologia da
brucelose humana, provocada por varias raz6es sanitarias, socio-econdmicas e politicas e pelo
aumento do ndmero de viagens internacionais. Areas tradicionalmente consideradas
endémicas como Franga, Israel e parte da América Latina tém alcancado o controle da doenca
e novos focos surgiram, particularmente na Asia Central, enquanto a situagdo em alguns
paises do Oriente Médio vem piorando rapidamente. A doenca estad ainda presente tanto em
paises da Europa, quanto nos Estados Unidos (PAPAS et.al., 2006; DAHOUK et al., 2007).

A Dbrucelose causada por B. abortus, B. melitensis e B. suis, em bovinos, ovinos,
caprinos e suinos é listada na Organizacdo Mundial de Sadde Animal (WOAH/OIE), no
Codigo Sanitario dos Animais Terrestres e qualquer ocorréncia em animais devera ser
devidamente comunicada ao 6rgéo de fiscalizacdo sanitaria competente (OIE, 2013).

No Brasil, a escassez de dados epidemioldgicos, além da pequena divulgacdo em
meios cientificos acerca da prevaléncia da brucelose tém dificultado uma analise comparativa
entre as regides e a formacdo de uma imagem real do impacto socio econdmico da
enfermidade (POLETTO et.al., 2004). Tal situacdo é “justificada” devido ao fato de a mesma
apresentar caracteristica essencialmente cronica polimorfa, tornando dificil determinar a
incidéncia e prevaléncia dessa patologia nas populacGes (SPINOLA e COSTA, 1972;
PURWAR, 2007).
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3.1.3 Brucelose em bovinos

Nesses animais, a principal porta de entrada da Brucella é a digestiva, podendo
também dar-se na reproducdo, por monta natural, mas, principalmente, pela inseminagédo
artificial (VIANA et al., 2010).

A fémea portadora pode propiciar a infeccdo do macho durante a monta,
transformando-o em fonte de infeccdo para outras fémeas. Nos touros ou em carneiros, as
brucelas podem se localizar nos 6rgaos genitais. Através do trato gastrointestinal, a infeccéo
pode ocorrer por ingestdo de pastos, forragens e agua contaminada com brucelas. O habito de
lamber membranas fetais, fetos e bezerros recém-nascidos constitui importante fator de risco.
Do mesmo modo, o habito de lamber os érgdos genitais de outras vacas também favorece a
transmissdo da infeccdo (GERMANO e GERMANO, 2001).

Os sinais clinicos estdo relacionados principalmente a esfera reprodutiva. Nas fémeas,
a doenga € caracterizada por abortos no terco final da gestacdo, metrite e retencdo de placenta.
Ja nos touros, a patogenicidade do agente esté associada a infeccdo das glandulas acessorias e
aos testiculos, sendo sinais comuns quadros de vesiculite e, secundariamente, de orquite e
epididimite. As alteracdes causadas sdo encontradas nos 6rgdos reprodutores e no tecido
reticulo-endotelial. As lesGes no trato reprodutor, na placenta e nos fetos levam
frequentemente os animais infectados a sub e/ou infertilidade, que causa perda reprodutiva
nos rebanhos pelos sucessivos abortamentos e pela baixa producéo de leite, gerando perdas
econdmicas importantes (GOMES, 2005, MONTEIRO et al., 2006; GUIMARAES e
LANGONI, 2009; JUNIOR et al., 2012).

As células de Brucella podem se localizar cronicamente nos nodulos linfaticos
supramamarios e nas glandulas mamarias de 80% dos animais infectados. Assim, os animais
continuam a secretar o agente patogénico em seus fluidos corporais. Uma vaca brucélica pode
eliminar quantidades de Brucella suficientes para contaminar todo o rebanho de uma regido,
seja através das membranas fetais, dos corrimentos puerperais ou do leite (LEAL-
KLEVEZAS et al., 1995; PACHECO et al., 2008).
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Figura 1: Parto de vaca em pasto, propiciando a contamina¢do do mesmo por agentes de zoonose como a
Brucella. Fonte: rehagro.com.br, 2014.

No Brasil, a brucelose bovina foi diagnosticada clinicamente pela primeira vez em
1914, s6 vinte e dois anos mais tarde Desidério Finamor detectou a doenca através do
sorodiagnostico e prop6s um plano para seu combate (PAULIN e FERREIRA NETO, 2002).

A facilidade com que algumas espécies do género Brucella podem se constituir em
agente de zoonose ressalta a importancia no controle da enfermidade. Aléem de gerar um
problema de salde publica e ocupacional, tanto pelo nimero de enfermos acometidos quanto
pelas importantes perdas econdémicas que provoca, dificulta a comercializagéo internacional
de animais, seus produtos e sub-produtos e de interferir na capacidade plena de producéo por
causar reducdes na produtividade animal (COELHO et al., 1995; FELICIANO et al., 2004;
POLETTO et al., 2004; GOMES, 2005; PACHECO et al., 2008).

O controle da doenca passa pela identificacdo soroldgica dos animais positivos e 0 seu
descarte, além da vacinacdo de fémeas antes da puberdade (de responsabilidade do Médico
Veterinario); vigilancia sanitaria de produtos de origem animal como leite e derivados e
cuidados no manejo para a retirada de placentas, secrecdes e fetos dos animais
(GUIMARAES e LANGONI, 2009; SANTOS e FONSECA, 2012).

Assim, a exemplo de outros paises que buscam a erradicacdo da brucelose, o Brasil
lancou em 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose Animal (PNCEBT), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) que centra seu plano de ag&o na vacinagdo de bezerras entre os trés e oito meses de
idade e no controle do transito animal, sendo livre de adesdo o saneamento de rebanhos
(VIANA et al., 2010).

O PNCEBT enfatiza, ainda, que se os programas de qualidade do leite e da carne
forem incorporando o controle da brucelose e da tuberculose, exigindo que os produtos sejam
procedentes de propriedades livres, a preocupagdo com a saude animal e a satde publica sera

entendida como parte do processo de producgdo, mais do que como uma imposic¢do do servigo



26

de defesa sanitaria, aplicando o principio da seguranca dos alimentos do campo a mesa
(BRASIL, 2006).

3.1.4 Brucelose em humanos

A brucelose é a zoonose mais comum em todo o mundo. Sua transmissdo pode
ocorrer direta ou indiretamente ao homem a partir do contato com animais doentes, suas
secrecdes e excrecdes incluindo aerossois. As formas mais comuns de infeccdo humana se
dao devido a atividade profissional ou pela ingestdo de alimentos contaminados, geralmente
produtos e subprodutos de origem animal, principalmente leite cru e seus derivados. A
transmissao entre humanos ndo é comum, mas ja foi relatada em transfusdo sanguinea e de
medula. Dada a inexisténcia de vacinas para a brucelose humana e sua alta capacidade de
morbidade, o agente foi incluido na categoria B de agentes de bioterrorismo pelo Centro de
Controle de Doencas norte americano (COELHO et al., 1995; MORALES e COMBARIZA,
2004; TESKE et al., 2011).

Os grupos ocupacionais mais afetados sdo aqueles que lidam diretamente com
animais, seus produtos e subprodutos, tais como fazendeiros, vaqueiros, medicos veterinarios
e magarefes, além de individuos que trabalham em laboratérios de pesquisa, manipulando o
agente. A infeccdo de trabalhadores de abatedouros pode ocorrer pelo contato direto com as
carcacas de animais infectados e/ou pela formacdo de aerossdis. Veterinarios de campo e
tratadores podem se infectar durante a vacinac¢do dos animais contra brucelose, pelo manuseio
de vacinas e durante partos, pelo contato com placenta e outros materiais contaminados.
Afeta, ainda, os trabalhadores que lidam com gado leiteiro e beneficiamento de leite e
derivados (MORALES e COMBARIZA, 2004; SANTOS et al., 2007, GUIMARAES e
LANGONI, 2009; EKER et al. (2011); DIAS, 2012).

Figuras 02 e 03: Veterinario de 32 anos acidentalmente inoculado com a vacina para a profilaxia da
brucelose animal B19 (figura 02). A evolugdo mostra abscesso da méo (figura 03).
Fonte: http://www.obeabadosertao.com.br, 2014.
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Em paises onde ha métodos de rastreio rigoroso, a doenca ja ndo é endémica, mas
casos esporadicos sdo constantemente relatados. Em muitos paises em desenvolvimento, no
entanto, a situacdo é diferente: a doenca é endémica e subdiagnosticada. A Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) estima que meio milhdo de casos sdo registrados no mundo a cada
ano, e que para cada caso diagnosticado ha quatro casos sequer diagnosticados. A principal
razdo para isso é que grandes populagdes residentes em &reas rurais estdo em contato direto
com gado e esses grupos muitas vezes adotam certas praticas, como consumo de leite cru, sob
a crenca de que € mais nutritivo do que suas apresentacdes em forma fervida ou pasteurizada.
Além disso, o gado é geralmente mantido perto da casa e seus partos muitas vezes realizados
sem qualquer equipamento de protecdo individual, tais como luvas, méascaras e batas
(PURWAR, 2007).

A enfermidade predomina em adultos, entre 20 e 50 anos de idade, sendo
excepcionalmente observada na infancia. O sexo masculino é o mais acometido, na proporcao
de cinco casos em homens para um em mulheres, provavelmente pela maior exposicéo e pelas
atividades profissionais desenvolvidas pelos homens (DIAS, 2012). Desde 1972, Spinola e
Costa ja citavam em seus relatos o fato da brucelose apresentar-se como doenca ocupacional.
Inquéritos soroldgicos realizados em varias regifes rurais brasileiras e também em
trabalhadores de frigorificos, sugerem que a brucelose ainda é bastante frequente em nosso
meio (TRABULSI e ALTHERTHUM, 2008).

No humano, o periodo de incubacdo da brucelose pode variar de 2 a 8 semanas a
meses. A sintomatologia é inespecifica e a bactéria pode afetar qualquer 6rgao ou sistema,
sendo o trato gastrintestinal, hepatobiliar e o sistema esquelético os mais afetados. Os
sintomas de quadro agudo em humanos incluem febre, diaforese, calafrios, anorexia, artralgia,
dor nas costas, fraqueza e mal estar generalizado, apresentando-se, muitas vezes, semelhante a
um quadro de resfriado. Em casos crbnicos, observa-se febre recorrente, processos
inflamatorios nas articulagbes (principalmente sacroiliacas e joelhos) além de fadiga. Em
criancas sdo comuns febre, artrite/artralgia e hepatoesplenomegalia; o envolvimento das
grandes articulacbes pode atingir 58% dos casos (CUNHA et al.,, 2002; MORALES e
COMBARIZA, 2004; PACHECO et al., 2008; MONTALVO et al., 2010).

Endocardite complicada por insuficiéncia cardiaca € a principal causa de morte por
brucelose. Em 21% dos pacientes do sexo masculino, a patologia pode afetar os testiculos

levando a epididimo-orquite e, secundariamente a infertilidade. Abscesso esplénico,
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envolvimento do sistema nervoso central e multiplas manifestagdes cutaneas foram também
relatadas (PURWAR, 2007).

Com tamanha variabilidade de manifestacdes clinicas da brucelose, os médicos muitas
vezes nao conseguem chegar ao diagndstico, a menos que tenham fortes motivos expressos no
historico do paciente que o levem a suspeitar desta patologia (MILLER e PAIGE, 1998;
PURWAR, 2007). O diagndstico também é dificil, por vezes, devido as hemoculturas
demorarem, variando de uma a quatro semanas pela natureza de crescimento lento da
Brucella, muitas vezes expressando falsos negativos (PURWAR, 2007).

Em situacOes de surtos, devem ser investigadas as vias de transmisséo que, em geral,
sdo o leite e derivados ndo pasteurizados e confiscar alimentos suspeitos até que sejam
instituidas medidas de prevencdo definitivas. Atividades laboratoriais devem ser
acompanhadas de medidas rigorosas de biosseguridade (GUIMARAES e LANGONI, 2009).

Em termos de salde publica o controle da zoonose passa obrigatoriamente pela
pasteurizacdo de leite e derivados além da realizacdo de atividades de educacdo em salde,
informando a populacdo sobre a importancia de se consumir leite e derivados pasteurizados; e
aos trabalhadores que cuidam de animais sobre 0s riscos da doenca e cuidados no contato com
animais doentes (GUIMARAES e LANGONI, 2009; SANTOS e FONSECA, 2012).

De acordo como Sistema de Informag6es Hospitalares do SUS - SIH/SUS (BRASIL,
2013), do Ministério da Salde, de janeiro de 2008 até margo de 2013 no Brasil, foram registradas
162 internacdes devido a brucelose, e 07 dbitos no &mbito do SUS. Desses, em todo o Nordeste

somam-se 27 internacOes (uma no estado do Piaui) e dois Obitos.

3.2 Relacéo da brucelose humana com lacteos

Com a globalizacdo, ficaram mais evidentes os problemas relativos a qualidade dos
alimentos para consumo humano. Atualmente, a contaminacdo bioldgica de alimentos é um
problema de satde publica no Brasil e em todo 0 mundo por representarem uma das principais
causas de morbidade em diversos paises (BALBANI e BUTUGAN, 2001; ALMEIDA, 2010).

Diversos sdo 0s agentes bioldgicos de infeccBes e toxinfeccdes veiculadas por
alimentos, alguns bem caracterizados, com patogenia e epidemiologia bem conhecidos, como
0 Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
Escherichia coli O157:H7, Campylobacter e salmonelas e suas espécies, de uma forma geral;
além dos micro-organismos ditos emergentes, que incluem Yersinia enterocolitica, Listeria

monocytogenes e bactérias dos géneros Aeromonas, Pseudomonas, entre outros. Boa parte
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desses agentes patogénicos tém por reservatorios animais de producdo saudaveis ou
aparentemente saudaveis, de onde se espalham para uma crescente variedade de alimentos
causando milhdes de casos agudos e cronicos, constituindo um grande desafio de saude
publica as nacdes (TAUXE, 1997; ROSSI JR. et al., 2000).

Dado ao fato da infeccdo poder ocorrer por via digestiva, inclui-se a brucelose no
contexto das doengas veiculadas por alimentos (CARVALHO et al. 1995; ZAFFARI, 2005).
No homem, das espécies conhecidas as B. abortus; B. suis, B. melitensis e B. canis, provocam
doenca e todas, exceto a ultima espécie citada, podem ser transmitidas principalmente pela
ingestdo ou manipulacédo de leite contaminado, contato direto com tecidos infectados, inalagéo
e inoculagdo acidental de vacina animal (SOUZA et al. 1977; PESSEGUEIRO et. al., 2003;
PACHECO et.al., 2008).

Dentre os alimentos responsaveis por toxinfeccdes alimentares, o leite e seus
derivados merecem especial atencdo, pois paralelamente a sua importancia como fonte
nutricional, também s8o excelentes meios para o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e deteriorantes, largamente consumidos pelas populacGes em todas as faixas
etarias (PADILHA et al., 2001; LANGONI et al., 2011).

&
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Figura 04: Leite e alguns de seus derivados.
Fonte: esportes.terra.com.br, 2014.

Os riscos a saude humana, relacionados as toxinfecgdes veiculadas por leite e seus
derivados, podem ser resultado do consumo desses produtos crus contaminados ou, ainda, por
contaminacdo durante sua obtencdo, transporte até as usinas de pasteurizacdo; por erros na
pasteurizacdo ou ap6s a mesma; na elaboracdo de derivados lacteos em locais cujos cuidados
sanitarios sdo insatisfatorios; além da possibilidade de contaminagdo durante a manipulagéo
pelo proprio consumidor (BALBANI e BUTUGAN, 2001; LANGONI et al., 2011).
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Segundo Langoni et. al. (2011) ndo somente o leite cru contaminado, mas também
seus derivados, dentre eles os queijos frescos, tém sido a principal fonte de infec¢do nos casos
de brucelose em humanos, visto que a Brucella pode sobreviver nesses alimentos,
dependendo do tipo de processamento, de duas semanas a trés meses, nos estagios de
maturacdo e de acidificacdo aos quais cada produto é submetido.

A Brucella pode sobreviver em queijos por um tempo superior que em qualquer outro
derivado lacteo, dadas as suas caracteristicas fisicas e quimicas, fazendo com que
pesquisadores incriminem o produto como fonte mais provavel na transmissdo de Brucella
aos individuos que consomem derivados originados de leite cru (EL-DAHER et al., 1990).

Apb6s o primeiro isolamento do micro-organismo por David Bruce em 1887 de
soldados ingleses que faleceram por “Febre de Malta” e da posterior descoberta da relagdao da
Brucella com o consumo de leite de cabra e derivados (KONEMAN et al., 2008), em todo o
mundo, parte dos novos casos de infeccdo humana por Brucella spp. sdo associados ao
consumo de queijo produzido com leite cru (CARVALHO et al. 1995).

Capasso (2002) e D’ Anastasio et al. (2011) citaram que a primeira indica¢do de uma
possivel associacdo entre lesBes humanas causadas por Brucella ao consumo de queijos
fabricados com leite cru data de 79 a.C. Esses produtos foram incriminados como importante
fonte de brucelose na populacdo romana, apés a identificacdo de restos bacterianos com forma
de coco bacilo em queijo carbonizado encontrado em sitio arqueoldgico.

InformacBes coletadas desde 1990 na California, no Texas, no México e Oriente
Médio, mostram B. melitensis emergindo como organismo causador da doenca predominante
na populacdo que incluia mulheres, criancas e hispanicos. Os aumentos vistos na incidéncia
de B. melitensis em mulheres e criancas refletem um novo padrdo de transmissao através do
consumo de leite ndo pasteurizado e de produtos lacteos originados de leite de cabra. A maior
prevaléncia de casos ocorre no Texas e na California, responsaveis por 53% de todos 0s casos
durante o periodo 1987:1992 (MILLER e PAIGE, 1998).

Monsalve et al. (1996) discorrem acerca de um surto em Castilla-La Mancha,
Espanha, onde foram registrados 81 casos de brucelose num espaco de 25 semanas,
estreitamente relacionados ao consumo de um queijo fresco artesanal fabricado por um
produtor do municipio.

Na regido Nordeste do Brasil € comum o consumo de queijos de coalho originados de
leite crus, de origem artesanal inclusive no momento de sua compra a titulo de “prova”

(MAGALHAES e LIMA, 1997). Os autores descreveram um caso de brucelose humana
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ocorrido no estado de Pernambuco. O paciente, um diplomata americano, adquiriu a doenga
pela da ingestdo de queijo de coalho cru.

Além disso, a movimentacdo do produto as zonas urbanas, como parte do processo de
comercializacdo, pode contribuir para a disseminacdo da enfermidade em humanos mesmo
quando distantes de &reas endémicas, visto que Brucella apresenta elevada capacidade de
sobrevivéncia nesse produto (PACHECO et.al., 1999; PACHECO et.al., 2008; SANTOS e
FONSECA, 2012).

Em 2007 um garoto de 14 anos apresentou historico de febres de até 40°C por 8
semanas, de forma intermitente associado com rigidez, cefaleias, vomitos e apetite diminuido.
Ele havia emigrado para o Reino Unido da Jordania com sua familia quando tinha 8 anos e
desde entdo ndo tinha deixado o Reino Unido. Hemoculturas tomadas na admissdo foram
negativas em 48 h (BROUGH et al., 2011).

No sexto dia de internamento, novo histdrico do paciente foi realizado surgindo o fato
que o pai do paciente tinha voltado recentemente de Damasco, Siria, com um grande queijo
macio feito de leite de vaca ndo pasteurizado. Sangue do paciente foi enviado para sorologia
de Brucella e solicitou-se ao laboratério o prolongamento do periodo de incubacdo das
hemoculturas negativas realizadas na admissdo do paciente. As culturas incubadas
apresentaram desenvolvimento de pequenos cocos Gram-negativos, posteriormente
confirmados como Brucella melitensis (BROUGH et al., 2011).

N&o houve casos de brucelose humana em Thassos (Grécia) em 2007 até o inicio de
maio de 2008, quando um numero consideravel de casos foi notificado ao Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Em 17 de junho de 2008, foram notificados 55 casos humanos: 53
tinham consumido leite ndo pasteurizado e/ou de produtos lacteos, oito tinham uma profissao
de alto risco (seis proprietarios de rebanho e dois agougueiros), e nove tiveram contato
sistematico com as ovelhas e/ou cabras (VOROU et al., 2008).

Num total de 50, cinco casos eram residentes permanentes em Thassos e Kavala,
respectivamente, na faixa etaria de oito a 88 anos. Todos 0s casos relatados e testados foram
positivos para brucelose, oito eram assintomaticos durante o teste positivo, seis dos quais
relataram o consumo de leite/laticinios ndo pasteurizados. E costumeiro entre os moradores
de Thassos o consumo de leite ndo pasteurizado e seus derivados produzidos em torno de
seus lares (VOROU et al., 2008).

Apos a verificagdo do surto supracitado, Brucella melitensis biovar 3 foi identificada

em duas amostras clinicas. Foi revelado que o consumo de queijo produzido localmente era
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um fator de risco para a infeccdo por Brucella melitensis. A evidéncia epidemioldgica
mostrou que consumo de queijo feito com leite cru de cabra e ovelha de um criador especifico
da ilha era ligado a ocorréncia de brucelose em 79 dos 85 (93%) casos. Os pacientes
afirmaram que os queijos tinham sido adquiridos de determinado criador, pois 0s produtos
foram distribuidos pelo mesmo para os consumidores pessoalmente e ndo por lojas do
mercado (KARAGIANNIS et al, 2012).

Em janeiro de 2007, na cidade de Malaga, Espanha, oito pessoas de uma mesma
familia, contrairam brucelose ap6s o consumo de queijo de cabra oriundo de leite nédo
pasteurizado (COLMENERO et al., 2011).

Um paciente de 34 anos do sexo masculino foi internado na Turquia, queixando-se de
quadro febril iniciado hd 20 dias e dores no pesco¢o. Sua ocupacdo era a pecuaria e ele
informou ser consumidor de leite e produtos lacteos ndo pasteurizados, inclusive tendo
recentemente comido queijo feito de leite ndo pasteurizado. Micro-organismos do género
Brucella foram isolados a partir de culturas de sangue, e os testes de Rosa de Bengala e de
aglutinacdo (STA) foram positivos. Em exame de ressonancia magnética foi evidenciado um
abscesso epidural (EKER et al., 2011).

3.3 Queijo de coalho artesanal

A producdo de queijos artesanais no Brasil iniciou-se no periodo colonial por
portugueses, parte da escassa producdo leiteira era destinada a fabricacdo de um queijo
frescal, semelhante ao da Serra da Estrela, em Portugal, cuja diferenca referia-se ao tipo de
material usado para coagulacdo do leite. Em Portugal, eram utilizados extratos de flores e
brotos de cardo, no Brasil, substituidos por estbmago seco e salgado de bezerro ou cabrito
(CRAVO e COTRIM, 2011).

Largamente fabricado principalmente nos estados do nordeste do Brasil, o queijo de
coalho se destaca entre 0s principais queijos artesanais, de fabricacdo e consumo
comprovadamente incorporados a cultura regional de tradicdo secular, transferido através de
geragdes. Entendido como um alimento identitario, ¢ produzido e consumido no espaco
geografico nordestino, seja na forma natural, assado ou frito, além de muito utilizado nas mais
diversas preparacdes culinarias. Tem ultrapassado fronteiras devido & demanda dos migrantes
que buscam, no consumo desse produto, uma aproximagdo com sua Regido de origem sendo
atualmente muito difundido em todo o territorio brasileiro ganhando, a cada dia, novos
consumidores (NASSU et al. 2006; COSTA, 2009; MENEZES, 2011).
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Figura 05: Queijo de coalho. Fonte: folhape.com.br, 2014.

O queijo de coalho € muito apreciado entre os queijos frescais, ou ditos macios.
Entende-se por queijo de coalho o queijo que se obtém por coagulacdo do leite por meio do
coalho ou por outras enzimas coagulantes apropriadas, complementadas ou ndo pela acdo de
bactérias lacteas selecionadas, e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de
fabricacdo. E um queijo de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida que
apresenta um teor de gordura nos sélidos totais varidvel entre 35,0% e 60,0% (BRASIL,
2001).

A maior parte da producdo do queijo de coalho é obtida em pequenas e médias
queijarias e, apesar da importancia econdmica e grande popularidade, sua elaboracdo néo
conta com boas préaticas de fabricacdo para a oferta de um produto de qualidade. Os
problemas observados na manufatura do queijo de coalho sdo constatados na falta de critérios
de qualidade da matéria-prima e na auséncia de técnicas adequadas de processamento, fatos
que renegam o queijo de coalho ao mercado de produtos de baixa qualidade por ndo possuir
padronizacdo de parametros fisicos e quimicos e perigoso a salde do consumidor por ser
isento de seguranca microbioldgica (NASSU et al. 2001; CAVALCANTE, 2005; SANTANA
etal., 2008; FREITAS FILHO et al., 2009).

Nas ultimas décadas, tem-se discutido a necessidade da criacdo de normativas
direcionadas ao setor artesanal, fato relacionado & necessidade de revalorizar a cultura
queijeira, agregar valor a produgdo e oferecer alimentos “seguros”. Produtores, instituicdes
publicas e privadas e gestores publicos tém se mobilizado em defesa da qualidade do queijo
de coalho e na elaboracdo de normativas condizentes a essa pequena producdo diante da
importancia social e econdémica que esse queijo possui no Nordeste brasileiro (MENEZES,
2011).
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S&0 muitos os defensores dos queijos fabricados com leite cru, desde associagOes
européias de queijos artesanais que defendem a ndo modificagdo do “flavor” de seus produtos
por tratamentos térmicos e congéneres, aos brasileiros por questdes culturais que acreditam
que os produtos caseiros ou ditos da roca sdao mais frescos, nutritivos e saudaveis por
supostamente ndo receberem aditivos (SOUZA, 2005; WEST, 2008).

Sabe-se, no entanto, que a qualidade do produto depende do status sanitario da
matéria-prima e das boas praticas aplicadas durante a fabricacdo, transporte e armazenamento
sendo indiscutivel que alguns surtos de doencas de origem alimentar tém sido estreitamente
relacionados ao consumo de queijo, feito a partir de leite ndo pasteurizado ou pasteurizado
inadequadamente. Indmeras pesquisas discutem os motivos de permanéncia desses produtos
informais no mercado, destacando questdes de ordem cultural, econémica e a falta de
fiscalizacdo (SOUZA, 2005; WEST, 2008).

A fabricacéo de queijos a partir de leite cru é proibida nos Estados Unidos. J& a Unido
Europeia (UE) debateu a questdo da seguranca de queijo de leite cru e as diretrizes do Codex
Alimentarius, que fornece padrdes para o comércio internacional de queijos, e considera,
desde a década de 1990, a pasteurizacdo obrigatdéria para todos os produtos lacteos com
maturacgdo inferior a 60 dias alegando riscos a salde dos consumidores. Possivelmente pela
reconhecida tradicdo em produzir queijos, a UE prop0s alternativas baseadas no sistema de
analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC) para “garantir” a seguranca dos
consumidores sem, com isso, adicionar a etapa de pasteurizacdo que, segundo eles,
descaracterizaria a esséncia dos queijos tradicionais (DIXON, 2000; CRUZ e MENASCHE,
2011).

Em nosso pais, a ignorancia quanto a importancia das normas impostas pelos sistemas
de inspecdo oficial para a oferta de alimentos seguros do ponto de vista higiénico sanitario,
ndo se restringe agqueles menos favorecidos, sem acesso a informacdo. Pelo contrario, chega a
ser relatada em periddicos populares pelas ditas “cabecas pensantes” de nosso pais em artigos
como o do jornalista J.R. Guzzo (2012) que além de ridicularizar o Regulamento Industrial de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) e regulamentos técnicos de identidade e
qualidade, os compara a itens da ditadura sofrida em nosso pais citando que o governo
continua a querer controlar a populacao definindo o que deve ou ndo ser consumido “dentro
dos rigores da lei”.

A regulamentacdo técnica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA) determinava, nas ultimas décadas, que o leite destinado & producdo de queijos
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deveria ser higienizado por meios mecanicos adequados e submetido a pasteurizacdo, ou
tratamento térmico equivalente, para assegurar a fosfatase residual negativa, ficando excluido
da obrigacao de ser submetido a pasteurizacao ou outro tratamento térmico o leite higienizado
que se destine a elaboracdo dos queijos submetidos a um processo de maturacdo a uma
temperatura superior aos 5°C, durante um tempo ndo inferior a 60 dias (BRASIL, 1996;
BRASIL, 2001).

Em dezembro de 2012 este cenario comecou a mudar. Apos anos de discussdes por
parte dos produtores de queijo artesanal de Minas Gerais e outras regides do Brasil o MAPA
regulamentou, com a publicagdo da Instru¢do Normativa n® 57, a producdo de queijos
artesanais. A norma previa a possibilidade de maturacdo de queijos por periodo inferior a 60
dias e definia requisitos para sua producdo, garantindo a qualidade do produto e atendendo
aos aspectos de sanidade e saude publica (BRASIL, 2011).

Com a evolugédo do sistema de inspegdo de produtos de origem animal brasileiro, a
referida norma foi substituida pela Instrucdo Normativa n°30 de 2013 onde determina-se que
queijos artesanais tradicionalmente elaborados a partir de leite cru sejam maturados por um
periodo inferior a 60 (sessenta) dias, quando estudos técnico-cientificos comprovarem que a
reducdo do periodo de maturacdo ndo compromete a qualidade e a inocuidade do produto
(BRASIL, 2013).

A normativa deixa claro que a definicdo do novo periodo de maturacdo dos queijos
artesanais sera realizada ap6s a avaliacdo dos estudos pelo érgdo estadual e/ou municipal de
inspecdo industrial e sanitaria reconhecidos pelo Sistema Brasileiro de Inspecdo de Produtos
de Origem Animal- SISBI/POA e que para efeito de comércio internacional deverdo ser
atendidos os requisitos sanitérios especificos do pais importador (BRASIL, 2013).

Manteve-se a peculiaridade de que a permissdo fica restrita a queijaria situada em
regido de indicacdo geografica registrada ou tradicionalmente reconhecida e em propriedade
certificada como livre de tuberculose e brucelose, de acordo com o disposto no Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), ou
controladas para brucelose e tuberculose pelo Orgdo Estadual de Defesa Sanitaria Animal, no
prazo de até trés anos a partir da publicacdo da Instrucdo Normativa, sem prejuizo das demais
obrigacdes dispostas em legislacéo especifica (BRASIL, 2013).

Especificamente em termos de combate a transmissdo da brucelose por leite e
derivados em nosso pais, o controle € realizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento, através de sua instrugdo normativa de ndmero 62 de 2012 e, dentre os
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diversos aspectos da cadeia produtiva do leite observados, o principal contemplado para este
fim é a certificacdo do controle da brucelose nos rebanhos leiteiros (FR1ZZO, 2011).

Reiterou-se que as propriedades rurais onde estdo localizadas as queijarias devem
descrever e implementar programa de controle de mastite com a realizacdo de exames para
deteccdo de mastite clinica e subclinica, incluindo analise do leite da propriedade em
laboratério da Rede Brasileira da Qualidade do Leite - RBQL para composicdo centesimal,
Contagem de Células Somaticas e Contagem Bacteriana Total - CBT; Programa de Boas
Préaticas de Ordenha e de Fabricacéo, incluindo o controle dos operadores, controle de pragas
e transporte adequado do produto até o entreposto; e cloragdo e controle de potabilidade da
agua utilizada nas atividades (BRASIL, 2013).

3.4 ldentificacdo da Brucella

Até algumas décadas atras, somente era possivel diagnosticar uma enfermidade
infecciosa com seguranca apos o isolamento e a identificacdo do agente. Porém, no caso da
brucelose, trata-se de um processo demorado e oneroso, pois a Brucella apresenta crescimento
lento (7-14 dias) e sua manipulacdo exige muita cautela por se tratar de zoonose com alto
risco de infeccdo humana. Qualquer manipulacdo de Brucella viva envolve risco de infeccao,
sendo exigidos biosseguridade das instalacdes laboratoriais de nivel 3 e pessoal técnico
altamente qualificado para lidar com as amostras e in6culos (PACHECO et al., 2008; YU e
NIELSEN, 2010).

Figura 06: Inoculacdo em &gar Thayer Martin de suspensdo de queijo de coalho
em caldo Brucella. Autoria prépria, 2011.
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A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) tem facilitado a detec¢do de bactérias de
crescimento particularmente lento ou dificil, por ser simples, rapida, barata, extremamente
sensivel e especifica, além de facilmente adaptavel a altas demandas, requisitos fundamentais
na era de guerras biologicas e agroterrorismo que vivenciamos, em que S0 necessarias
ferramentas diagndsticas cada vez mais rapidas, especificas e sensiveis (BRICKER, 2002;
GULER et al., 2003).

Desde a década de 1990, a PCR ¢ indicada para deteccdo de espécies de Brucella por
ter-se mostrado uma técnica mais sensivel que as culturas e mais especifica que os testes
soroldgicos (BAILY et.al, 1992; MORATA et al., 1999).

Fekete e seus colaboradores (1990) citaram pela primeira vez o sucesso do uso da PCR
como método diagnoéstico para identificacdo por Brucella a partir da amplificacdo de um
fragmento de 635 bp de um gene da proteina de 43 kDa da membrana externa de Brucella
abortus estirpe 19, até a atualidade utilizada na imunizacdo de animais.

Em 1992, Baily e colaboradores conseguiram condicbes de reacdo e primers
adequados para a deteccdo de Brucella melitensis e Brucella abortus e afirmaram que a PCR
era capaz de identificar a Brucella, mesmo se presente em pequenas quantidades; fato
reforgado pelos estudos de Leal-Klevezas e colaboradores em 1995, quando citam que seus
primers e ensaios da PCR foram altamente sensiveis e versateis pois foram capazes de
detectar menos de 10 células de Brucella spp. em 1 mL de leite com uma variedade de
protocolos ou seja, diferentes temperaturas de anelamento, concentracdes de primers e MgCl..

Ainda em 1995, estudos compararam testes bacterioldgicos e soroldgicos realizados
em amostras de leite para o diagnéstico da brucelose bovina sendo sugerida a substituicdo do
teste do anel de leite pelo teste por PCR, visto a especificidade do primeiro ter sido
questionada quando a prevaléncia da brucelose é baixa (ROMERO et al., 1995).

S6 em meados, contudo, de 1996 Rijpens e colaboradores sugeriram o uso da PCR
para a confirmacdo de culturas de Brucella spp. eliminando, assim, demorados testes
bioquimicos e sorolégicos. Ao mesmo tempo, Da Costa (1996), juntamente com seus
colaboradores, apos extracdo de DNA de todas as estirpes de referéncia e de vacinas de
Brucella e sua amplificagdo por PCR com especificidade dos produtos amplificados
confirmada pelo uso do DNA de 98 micro-organismos ndo Brucella, afirmaram ser a PCR
uma técnica robusta, altamente especifica que deveria ser aplicada no diagnostico da

brucelose.
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Desde entdo, numerosos ensaios baseados em PCR tém sido desenvolvidos para a
identificacdo de Brucella objetivando melhorar a capacidade de diagndstico. Na fase inicial
dos estudos, as andlises se limitavam a identificacdo do DNA obtido da cultura dos micro-
organismos. Mas, sabendo-se que é mais efetiva a deteccdo direta do material sob suspeita de
contaminacgdo, focou-se na busca por técnicas mais apuradas para remoc¢édo de inibidores da
polimerase, sem davida a maior dificuldade encontrada na implementacdo dos protocolos.
Estudos como o de Romero e Lopez-Goiii (1999) foram fundamentais para a resolucao desse
inconveniente e a PCR pdde, finalmente, ser realizada diretamente em materiais como tecidos,
sangue, leite, secrecdes nasais, sémen e produtos alimenticios, principalmente leite e queijos
moles (BRICKER, 2002).

O método de PCR foi aprimorado para a deteccdo de Brucella spp. diretamente
em queijos, apos a superacdo de problemas com a exclusao de inibidores. A técnica mostrou-
se simples com boa sensibilidade e especificidade; rapida, menos dispendiosa que anéalises
bacterioldgicas convencionais, além de ndo ser afetada pela presenca de outros micro-
organismos presentes na amostra. Destacando-se, assim, como notavel na analise de queijos,
do ponto de vista epidemioldgico, por ser um teste bastante Gtil para determinacdo da
qualidade sanitaria deste alimento e sua matéria-prima (SERPE et al., 1999; TANTILLO et
al., 2001).

Em 2011, Colmenero e seus colaboradores analisaram, pela primeira vez, o
rendimento do diagndstico através da reacdo da polimerase em cadeia em tempo real de um
surto brucelose que acometeu uma familia ap6s o consumo de queijo de cabra produzido a
partir de leite ndo pasteurizado. A referida técnica identificou corretamente todos 0s casos
sintomaticos.

Pesquisas para uso do método de PCR em produtos lacteos continuam em andamento.
Por se constituirem em um material complexo pelo elevado teor de inibidores da tag
polimerase, comemora-se 0 sucesso do uso da PCR semi-nested desenvolvido para detectar
Brucella spp. em queijo macio, evidenciando que a técnica pode ser utilizada na rotina para
monitorar Brucella na cadeia produtiva do queijo com sensibilidade superior a PCR comum
(TANTILLO et al., 2003).

3.5 A cidade de Parnaiba

A cidade surgiu sob a denominacdo de Parnaiba segundo uns, do desejo dos primeiros
exploradores do Piaui de homenagear o entéo distrito Paulista de Parnaiba, e, segundo outros,
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da palavra tupi que significa "grande rio ndo navegavel". Depois de 1761, iniciou-se 0 seu
desenvolvimento. Funcionava, por essa época no local, uma charqueada de propriedade de
Domingos Dias da Silva, portugués, fundador do Porto das Barcas e que foi 0 pioneiro da
regido, principalmente nos setores comercial e agricola (IBGE, 2013).

A estrutura de exportacdo fundada pelas charqueadas permitiu a comercializacdo de
outros produtos, originados da agricultura e da atividade extrativista, qua passavam a ser
requisitados no comércio internacional, mais precisamente para a inddstria européia em plena
revolugdo. Artigos como o algodao, o couro para a fabricacdo de correias, calcados e cintos,
dentre outros, a borracha, a cera de carnalba e as resinas de jatoba e do angico, coco da
palmeira babacu vinham do sertdo via rio Parnaiba para o porto Salgado (REGO, 2010).

Atualmente, a cidade possui uma populacdo de mais de 150 mil habitantes. E, dessa
forma, o segundo municipio mais populoso do Estado, perdendo apenas para a capital
Teresina. Localiza-se na bacia hidrografica do Rio Parnaiba e é cortada por esse Rio, que se
divide em varios bragos, formando o famoso Delta do Parnaiba, o Gnico em mar aberto das
Ameéricas e o terceiro maior do mundo, s6 perdendo para o do Nilo, no Egito e o do Mekong
no sudeste asiatico. Distancia-se da capital, Teresina, cerca de 339 km (PREFEITURA DE
PARNAIBA, 2013).

Figura 07: Brasil, Piaui e cidade de Parnaiba, respectivamente. Fontes: sistema.psc.org.br,
parnaibashopping.com.br, wikipedia.com.br, 2014.



No estado do Piaui, a produtividade leiteira encontra-se no 22° lugar do ranking
nacional sendo o municipio de Parnaiba o maior produtor de leite da bacia do rio Parnaiba,
participando com 42,9% na renda familiar dos 156 produtores (SEBRAE/PI, 2005; CASTRO
etal., 2012).

Os dados da cadeia produtiva do leite na cidade de Parnaiba, estdo relacionados na
tabela 02:

Tabela 02: Valores da cadeia produtiva do leite na cidade de Parnaiba-PlI.

Descricéo Valores

Bovinos - Numero de estabelecimentos agropecuarios 249 Unidades
Espécie de efetivo - Bovinos - Nimero de cabegas 6.450 Cabecas

Numero de estabelecimentos agropecudrios que produziram leite no ano 156 Unidades
Vacas ordenhadas no ano nos estabelecimentos agropecudrios 1.720 Cabecas

Quantidade produzida de leite de vaca no ano nos estabelecimentos agropecuérios 4.840 Mil litros
Valor da produgdo de leite de vaca no ano nos estabelecimentos agropecuarios 3.322 Mil reais
Quantidade produzida de leite de vaca cru beneficiado no ano nos estabelecimentos agropecuarios - Mil litros
NUmero de estabelecimentos agropecuarios que venderam leite pasteurizado no ano - Unidades
Numero de estabelecimentos agropecudrios que venderam leite cru no ano 125 Unidades
Quantidade vendida no ano de leite de vaca cru nos estabelecimentos agropecuarios 4.434 Mil litros

Fonte: Censo Agropecuario, IBGE, 2006.

De toda a producéo, 56,0% dos produtores de leite pasteurizam sua producédo, sendo
32,3% na Cooperativa; 12,4% na industria privada; e 11,3% em outro local. Desta producéo,
sdo obtidos, em média, 110 Kg de queijo/dia (SEBRAE/PI, 2005).

Grande parte da producdo de leite (37,6%), contudo, é vendida “in natura” ao
consumidor ou na forma de queijos de coalho produzidos sem a prévia pasteurizacdo do leite
pois, segundo os produtores locais, 0 aquecimento do leite compromete a consisténcia da
massa; tal postura é fator de risco para disseminacdo de zoonoses (CASTRO et al., 2012).

Nem todo o queijo comercializado na cidade de Parnaiba tem origem nesse municipio.
Segundo o relato de Araujo et al. (2011) o municipio de Luiz Correia, que faz limite a oeste
com Parnaiba, é responsavel por uma fatia desse mercado. O queijo oriundo daquele
municipio é produzido nas comunidades de Brejinho do Meio/N.S. de Fatima, e é vendido no
comércio e nas feiras livres dos municipios de Parnaiba e Luis Correia-Pl e Chaval-CE, onde
pode-se encontrar queijos dos mais variados tamanhos entre 1 a 6 kg, e das mais variadas

formas, redondos, quadrados e retangulares.
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O processo de producdo de queijo de coalho nas comunidades supra citadas é
totalmente artesanal e os problemas percorrem toda a cadeia produtiva. A ordenha né&o
apresenta os cuidados de higiene, tampouco cuida-se da conservacdo e transporte da matéria-
prima. Na fabricacdo do queijo propriamente dita, 0s riscos estdo relacionados com a falta de
higiene na manipulacdo da matéria-prima e uso de utensilios ndo apropriados tais como
prensas artesanais feitas de madeira, ferro, canos de PVC e pedra, que apresentam as mais
variadas formas e tamanhos. Ja no transporte, 0 manuseio do queijo ndo conta com boas
praticas de higiene e ndo sdo usadas embalagens. Finalmente, na comercializacdo, observa-se
0 armazenamento improprio (ARAUJO et al., 2011).

Apesar de relatorios de instituicbes como o SEBRAE, reconhecidas nacionalmente,
afirmarem que de modo geral, a bacia leiteira de Parnaiba apresenta bons indices de controle
sanitario do rebanho com assisténcia técnica na referida bacia onde 70,7% dos produtores
contam com assisténcia técnica; tendo, desse total, 93,3% assisténcia esporadica e 6,7%
assisténcia permanente, refletidos no que se refere as préaticas higiénicas, visualizado em
nimeros na realizacdo do teste da caneca telada (80,9%) e no de mastite (19,4%)
(SEBRAE/PI, 2005), observa-se que ainda ha muito trabalho a ser realizado.

O Programa Estadual de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovinas -
PECEBT do Piaui que visa baixar a prevaléncia e a incidéncia dessas duas doencas no Estado
e agregar valor ao produto de origem animal comercializado instituindo a vacinagédo
obrigatdria de bezerras de 3 a 8 meses de idade, o controle do transito de animais de outros
Estados para o Piaui e dentro do proprio Estado e a certificacdo de propriedades livres e
monitoradas com a adesdo voluntéria de produtores (ADAPI, 2013).

Ateé a presente data nimeros obtidos em relatorios da Agéncia de Defesa Agropecuéria
do Estado do Piaui (ADAPI) nos mostra uma tentativa e ndo a implementacdo efetiva do
PNCEBT. Até abril de 2012, o municipio de Parnaiba contava com sete Médicos Veterinarios
habilitados para o exame de brucelose bovina. O ndmero de registros de bezerras vacinadas
subiu de zero no ano de 2010 para 70 em 2011 caindo novamente em 2012 com apenas 44
animais vacinados (ADAPI, 2013).
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Resumo

Doencas de origem alimentar comumente estdo associadas ao consumo de produtos de origem
animal, tais como o leite e seus derivados. Dentre esses, destacam-se 0s queijos de coalho
que, por serem fabricados a partir de leite cru, sdo fator de risco para ocorréncia de
toxinfeccdes alimentares e atualmente incriminados, por diversos estudos, como agentes de
zoonoses. Dado o fato de a brucelose ser uma das principais zoonoses que acometem bovinos
leiteiros, objetivou-se realizar o isolamento de bactérias género Brucella em 30 amostras de
queijos de coalho produzidos com leite cru, comercializados na cidade de Parnaiba-Pl. As
amostras foram adquiridas no periodo de novembro de 2011 a janeiro de 2012. Para o
isolamento do agente utilizou-se a microbiologia convencional, utilizando o agar Brucella e
Thayer Martin, suplementados ou ndo de mistura de antibidticos e um antifingico; com
posterior confirmagdo em nivel de género pelo método da reacdo da polimerase em cadeia
(PCR). A bactéria foi isolada de seis amostras e cada isolado teve seu género confirmado pela
PCR, indicando a possibilidade dos queijos de coalho comercializados na cidade de Parnaiba
serem veiculo em potencial de brucelose para 0s consumidores, 0 que remete a necessidade do
acompanhamento constante da cadeia produtiva de forma a evitar riscos a satde publica pelo
controle efetivo das fontes de contaminacéo.

Palavras-chave: Queijo de coalho, Brucella, zoonose.

Introducéo

Entende-se por queijo de coalho “o produto obtido por coagulacdo do leite

pasteurizado por meio do coalho ou por outras enzimas coagulantes apropriadas,
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complementadas ou ndo pela acdo de bactérias lacteas selecionadas e comercializado
normalmente com até 10 (dez) dias de fabricacdo”. E um queijo de média a alta umidade, de
massa semi-cozida ou cozida, que apresenta um teor de gordura nos solidos totais variavel
entre 35,0% e 60,0% (Brasil, 2001).

Queijos de coalho elaborados artesanalmente sdo produzidos com leite cru, na maioria
das vezes ndo possuem padronizacdo e os locais onde sdo rotineiramente fabricados carecem
de condicdes higiénico-sanitarias adequadas a manipulacdo de alimentos, o que propicia a
veiculacdo de patdgenos através desses produtos (Nassu et al. 2001; Cavalcante, 2005;
Santana et al., 2008; Freitas Filho et al., 2009).

Considerando a possibilidade de a matéria-prima estar contaminada e sabendo-se que
ndo existe nenhuma etapa da producdo que elimine ou reduza o perigo, relacionam-se de
forma estreita surtos de doencas de origem alimentar com o consumo de queijos fabricados
com leite cru, classificando-os como “alimentos arriscados” e associados a veiculacdo de
Brucella (West, 2008).

Bactérias do género Brucella apresentam elevada capacidade de sobrevivéncia nesses
produtos, cujo transporte as zonas urbanas, como parte do processo de comercializacdo, pode
contribuir para a proliferacdo e consequente disseminacdo da zoonose em humanos (Pacheco
et.al., 2008; Pacheco, 1999).

Diante do exposto, objetivou-se averiguar a presenca de bactérias do género Brucella

em queijos de coalho produzidos com leite cru comercializados na cidade de Parnaiba-PlI.

Material e métodos
Realizou-se um levantamento dos pontos de comercializacdo de queijos de coalho na
cidade de Parnaiba-Pl. Dentre supermercados, mercadinhos, padarias, agcougue, mercados

publicos e “bancas”, 66 pontos de venda foram identificados e deles 30 escolhidos de forma
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aleatdria para a coleta de amostras de queijos de coalho produzidos com leite cru no periodo
de novembro de 2011 a janeiro de 2012.

As amostras acondicionadas em caixas isotérmicas com baterias de gelo reciclavel,
foram remetidas em duplicatas ao Laboratorio de Inspecao de Carne e Leite do Departamento
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

As analises microbiologicas tradicionais foram realizadas seguindo-se o0 método citado
por Miyashiro (2004), modificado pela inclusdo do Agar Thayer Martin, que é comumente
utilizado para isolamento de Brucella a partir de sangue e tecidos, além do uso de
suplementos antibidticos e antiflingico comerciais Brucella® (sulfato de polimixina B: 2500
IU/0,5L, bacitracina: 12500 1U/0,5L, nistatina: 500001U/0,5L, cicloheximida: 50.00 mg/0,5L,
acido nalidixico: 2.50 mg/0,5L e vancomicina: 2.50 mg/0,5L) e V.C.N.T.® (vancomicina: 1.50
mg/0,5L, sulfonado metano colistina: 3.75 mg/0,5L, trimetoprim: 2.50 mg/0,5L e nistatina:
6250 unidades/0,5L).

Aliquotas de 25 g das amostras foram suspensas em 100 mL de caldo Brucella® e
homogeneizadas em Stomacher por 60 segundos, sendo semeados 10 pL desta suspensédo em

placas (em duplicata) em quatro tratamentos como descrito na tabela 01:

Tabela 01: Tratamentos para inoculagdo de suspensdo de caldo Brucella em agar.

Sangue de carneiro Suplemento

VEETED /g U desfibrinado (%6p/) antibiético/antifangico

1 Brucella 5 Brucella
2 Brucella 5 Né&o
3 Thayer Martin 10 V.C.N.T.
4 Thayer Martin 10 Né&o

Uma placa de cada tratamento foi incubada a 37°C em aerobiose e outra em
microaerofilia por até 14 dias. As colonias morfologicamente suspeitas foram identificadas

macroscopicamente e por coloracdo de Gram, seguindo as orientagdes de Alton (1975) e
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estocadas a -80°C em tubos de polipropileno contendo dgua ultra pura, para posterior
confirmacao de género pelo método de reacao da polimerase em cadeia (PCR).

As analises da PCR foram realizadas a partir do material estocado a -20°C, de onde
aliquotas de 200 pL foram submetidas a extracdo de DNA apds o descongelamento,
utilizando o protocolo para bactérias Gram negativas do fabricante do “Kit”, seguindo-se o
método citado por Miyashiro (2004), modificado.

Os primers de eleicdo foram aqueles que tém por alvo regido 16S-23S do rRNA para
Brucella spp.: ITS66: ACATAGATCGCAGGCCAGTCA e ITS279:
AGATACCGACGCAAACGCTAC. Para a reacdo de PCR utilizou-se mix, agua ultrapura
como controle negativo e DNA de cepa de Brucella ovis (Reo 198), cedida pelo Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, como controle positivo.

A PCR foi realizada utilizando-se 0 método descrito por Alves et al. (2010). Apos a
desnaturacdo inicial a 95 °C durante 2 min, o perfil de PCR foi criado da seguinte forma: 30s
de desnaturacdo molde a 95 °C, 30 s de emparelhamento a 62 °C e 30 s de extenséo do primer
a 72 °C, para um total de 40 ciclos, com uma extensdo final a 72 °C durante 5 min. Os
produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v) em cuba
horizontal, com tampé&o de corrida TAE 1x, corados com blue green e padrdo de peso
molecular de 100 pb. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz UV e comparadas com o
padrdo de peso molecular, sendo consideradas positivas aquelas com peso molecular

aproximado de 214 pb.

Resultados e discusséo
Das 30 amostras em duplicata analisadas, isolaram-se colnias suspeitas de 11, todas
cultivadas em agar Thayer Martin suplementado ou ndo por antibidticos e procedentes tanto

das incubacOes realizadas sob aerobiose, quanto das sob microaerofilia. Dessas, sete foram
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confirmadas por PCR como bactérias do género Brucella, procedentes de seis amostras

(tabela 02).

Tabela 02: Resultados averiguacdo de presenca de bactérias do género Brucella em queijos de coalho

produzidos com leite cru comercializados na cidade de Parnaiba-Pl.

Amostras que apresentaram colOnias suspeitas, testadas Amostras confirmadas como do género
por PCR Brucella

10
11
14
24
25
28

XX XX X

Brucella é um micro-organismo fastidioso e que requer para seu isolamento meios de
cultivo extremamente ricos formulados exclusivamente com esse intuito, tempo
extremamente longo de incubacdo, além de alto investimento financeiro. Devido a essas
especificidades, muitas vezes ndo é possivel isolar essa bactéria, dada a precéaria
competitividade perante outros micro-organismos, meios de cultivo pouco eficientes ou
auséncia de recursos financeiros.

Provavelmente, devido as dificuldades apontadas para o isolamento da Brucella,
diversos pesquisadores ndo obtiveram sucesso ao tentar isolar esse micro-organismo em
queijos. Inicialmente, acreditamos que o meio de cultivo utilizado fosse fator determinante
para tal situacdo (como explicitado na tabela 03). Contudo, se considerarmos as orientacdes
para isolamento a partir de material clinico, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (2004), brucelas desenvolvem-se bem em &gar sangue, agar chocolate,

Tripticase Soy Agar e agar Brucella e, ainda, em frascos de hemocultura.
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Tabela 03: Tentativas de isolamento de Brucella por microbiologia convencional em queijos.
Espécie de

Autor/ano Brucella
pesquisada

Numero de amostras/ Agar Isolamento do

Tipo de queijo utilizado  micro-organismo

38 amostras de queijos
Kobayashi S&o Paulo Brucella spp artesanais e cinco
(2012) Brasil ' amostras de queijos
produzidos sob SIF*

Brucella Nao

46 amostras de queijo
Brucella abortus  tipo minas frescal, de 23  Brucella Né&o
marcas com e sem SIF*

Nascimento  Rio de Janeiro
et al. (2002) Brasil

Kasimoglu Kirikkale 35 amostras de queijos

(2002) Turquia Brucella spp. produzidos com leite de Farrel Né&o
vaca cru
49 amostras de queijo
Miyashiro ~ Minas Gerais minas frescal e 18 de x
- Brucella abortus . . Brucella Né&o
(2004) Brasil queijos meia cura
clandestinos
Miyashiro Séo Paulo Brucella abortus 92 de minas frescal e 33 Brucella NZo
(2004) Brasil de meia cura apreendidos
. Litoral do Rio ..
22 Grande do Sul Brucella spp. Y RS irES de. quenos Brucella Né&o
(2005) Brasil artesanais

Legenda: *SIF: Servigo de Inspecdo Federal.

Apesar de ndo ter isolado Brucella spp. de queijos produzidos com leite de vaca cru,
Kasimoglu (2002), isolou B. melitensis a partir de 5 (14,2%) das 35 amostras de queijos
elaborados com leite de ovelhas utilizando a mesma técnica que empregava agar Farrel.

Dessa forma, segue o0 questionamento do fator de maior interferéncia na dificuldade de
sucesso no isolamento de Brucella a partir de queijos, ressaltando, contudo, que Zaffari
(2005) atribuiu 0 ndo isolamento a presenca de microbiota competidora presente nas amostras.

Fica, ainda, o questionamento, se as vacas de que foi oriunda a matéria-prima, eram,
de fato, negativas para brucelose.

Ao avaliar por microbiologia convencional a ocorréncia de Brucella em 20 amostras
de queijo branco macio elaborado com leite de vaca cru, comercializados em Damietta, Egito,

Abdullah e seus colaboradores (2007) isolaram Brucella em duas delas, esses autores nao
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informaram, em sua metodologia, 0os meios de cultivo utilizados, permanecendo néo
identificado o fator que levou ao sucesso do isolamento.

Akbarmehr (2011) também isolou Brucella em 22 de 1000 amostras de queijos
produzidos com leite ndo pasteurizado comercializados na cidade de Sarab, Iran, utilizando o
meio de cultivo Tripticase Soy Agar, suplementado com o antibidtico cicloheximida. Nesse
caso em particular acreditamos que 0 sucesso no isolamento do micro-organismo deveu-se as
altas cargas iniciais e/ou uso de antimicrobiano, tal como realizado em nosso estudo.

Segundo a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Piaui (ADAPI, 2013), o numero de
animais vacinados contra a brucelose em todo o Estado subiu de 566 em 2010 para 3795 em
2011. Mesmo com esse expressivo aumento, 0 numero de animais vacinados ainda é baixo,
para um rebanho em que 7560 cabecas foram examinadas durante o Programa Estadual de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovinas. O fato se agrava quando sao
contabilizados que na cidade de Parnaiba somente 70 bezerras foram vacinadas em todo o ano
de 2011 e que ndo se tem informagdes oficiais a cerca do status vacinal dos animais antes das
datas citadas. Esse, provavelmente, é um dos fatores preponderantes para o alto percentual de
amostras positivas verificado no presente estudo, responsavel pelo primeiro isolamento por
microbiologia convencional de Brucella spp. em queijos no Brasil.

A situacao da bovinocultura de leite em municipios que séo sabidamente fornecedores
de queijos de coalho para o comércio de Parnaiba pode ser ilustrada pelo quadro gerado pela
Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Séo Francisco e do Parnaiba — CODEVASF
em seu Plano de Acdo para o Desenvolvimento Integrado da Bacia do Parnaiba, PLANAP
CODEVASF (Brasil, 2006), no qual essa atividade é classificada como estagnada. A falta de
um programa de controle e erradicagdo da brucelose e tuberculose, além da auséncia de
estimulo e de investimentos na atividade pode ser a resposta para os baixos indices de

vacinacdo praticados contra a brucelose animal, ndo s6 no municipio de Parnaiba, mas
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também naqueles que fazem parte da bacia do rio Parnaiba, que abrange 222 municipios do
estado do Piaui e 36 do Maranhdo, fato que enfraquece a sanidade dos rebanhos e favorece a
disseminacdo de brucelose entre animais e humanos, além de sua veiculacdo atraves de
derivados lacteos e outros produtos de origem animal.

O aparente abandono dessa atividade fica ainda mais evidente quando observarmos os
informes mensais de ocorréncias de doencas de interesse da Defesa Sanitaria Animal do
estado do Piaui, onde durante os trés meses nos quais foram coletadas amostras nao foi
registrada qualquer atividade profilatica relativa a brucelose bovina. Contudo, a hipotese de
altos indices de contaminacdo de amostras devido ao comprometimento da sanidade do
rebanho é enfraquecida, visto ndo ter sido registrado nenhum caso de brucelose bovina no
referido periodo, provavelmente por nédo ter sido realizado exame contra a brucelose nesses
animais (ADAPI, 2014).

Carneiro et al. (2006), ao caracterizarem a eficiéncia produtiva de rebanhos bovinos
leiteiros participantes do programa INFOLEITE no Baixo Parnaiba, utilizando 5.894 registros
de vacas leiteiras, obtidos em 25 fazendas cadastradas no Programa INFOLEITE da Prefeitura
Municipal de Parnaiba, citaram que o percentual de animais vacinados contra brucelose foi de
78,6%. Contudo, ndo conseguiram determinar se 0 manejo sanitario em si provocou perdas na
eficiéncia reprodutiva e/ou produtiva dos rebanhos avaliados, indicando a necessidade da

melhora de préaticas de manejo e uma forma geral.

Conclusoes
1. O meio de cultivo Thayer Martin, mostrou-se eficiente no isolamento de Brucella spp.
em amostras de queijos de coalho;
2. Queijos de coalho elaborados com leite cru, comercializados na cidade de Parnaiba,

podem ser causa da transmissdo do agente da brucelose para humanos;



11
12
13
14

15
16
17
18

19
20
21

22
23
24

25
26

27
28
29

30
31
32
33
34

35
36
37

10.

52

3. Faz-se necessario acompanhamento em toda a cadeia produtiva de queijos de coalho,
através do controle efetivo das fontes de infeccdo, de forma a evitar riscos a saude
publica.
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Deteccao da Brucella spp. em queijos de coalho
produzidos com leite cru pela técnica da reagdo da polimerase em cadeia (PCR)

Detection of Brucella spp. in artesanal cheese curd, using the technique of polymerase
chain reaction

S.S. Bezerral™; P.C.P. Kim!; K.N.C. Castro?; E.S. Mendes!
1_ Universidade Federal Rural de Pernambuco
2_EMBRAPA Meio-Norte

Resumo

Largamente fabricado principalmente nos Estados do Nordeste do Brasil, o queijo de coalho
se destaca entre os principais queijos artesanais produzidos com leite cru e notadamente um
possivel veiculo de contaminacdo humana por Brucella spp. Por se tratar de um micro-
organismo fastidioso, o isolamento desse agente de zoonose por métodos microbioldgicos
convencionais é dificil, caro, demorado e, na maioria dos casos ndo se consegue isolar o
micro-organismo. Desta forma, objetivou-se detectar Brucella spp. em queijos de coalho
elaborados com leite cru, pela técnica da PCR. Um total de 30 amostras de queijo de coalho
produzidos com leite cru foi adquirido em diversos pontos de venda da cidade de Parnaiba-Pl
e analisadas pela técnica da PCR. Sete amostras foram positivas (23,33%), comprovando a
eficacia do método de PCR na deteccdo de Brucella spp. em queijo de coalho, com elevada
proporcdo de positividade, de forma rapida e precisa. Contudo, para tornar possivel a sua
indicacdo de uso pelos érgdos de inspecdo, para o controle em toda a cadeia produtiva faz-se
necessario o aprimoramento de técnicas de PCR multiplex para esse produto, a fim de
disntinguir numa Unica analise, espécies de Brucella, incluindo aquelas de origem vacinal.

Palavras-chave: queijo de coalho, Brucella spp., zoonose, PCR.

Abstract

Largely made mainly in the states of Brazil Northeast, the cheese curd stands out among the
major artisanal cheeses made with raw milk and especially a possible vehicle of human
contamination by Brucella spp. Because it is a very hard microorganism isolation, this
zoonotic agent by conventional microbiological methods is difficult, expensive, time
consuming and, in most cases you can’t isolate the microorganism. Thus, we aimed to search
the detection of Brucella spp. rennet in cheeses made with raw milk by PCR. A total of 30
samples of curd cheese produced from raw milk was purchased at various outlets of the city
of Parnaiba —PI, Brazil, and analyzed by PCR. Seven samples were positive (23.33 %),
proving the effectiveness of the PCR method for the detection of Brucella spp. in farmhouse
cheese, with a high proportion of positivity, quickly and accurately. However, to make its
applicability to the inspection organs to control the entire production chain as possible it is
necessary to improve techniques of multiplex PCR for that product in order to define in a
single analysis, Brucella species, including those vaccine strains.

Keywords: cheese, bacteria, zoonosis, PCR.

Introducéo
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Queijos de coalho elaborados artesanalmente com leite cru sdo consumidos nos
Estados nordestinos, seja na forma natural, assada ou frita, além de muito utilizado em
preparacdes culinarias e a cada dia ganha novos consumidores (Nassu et al., 2006).

A maior parte da producdo do queijo de coalho utiliza o leite cru e culturalmente essa
producdo € realizada em pequenas e medias queijarias que ndo contam com qualquer
orientacdo acerca de boas préticas de fabricacdo, para a oferta de um produto de qualidade e
seguro. Os problemas observados na manufatura do queijo de coalho vdo desde a falta de
critéerios de qualidade da matéria-prima até a auséncia de técnicas adequadas de
processamento, fazendo com que sejam distribuidos no mercado produtos de baixa qualidade,
que ndo apresentam padronizacgdo de parametros fisicos e quimicos e sdo perigosos a satde do
consumidor por ndo oferecerem seguranca microbioldgica (Nassu et al. 2001; Santana et al.,
2008; Freitas Filho et al., 2009).

Segundo Langoni et. al. (2011), ndo somente o leite cru contaminado, mas também
seus derivados e queijos frescos, tém sido a principal fonte de infec¢do nos casos de brucelose
em humanos, visto que a Brucella pode sobreviver nesses alimentos de duas semanas a trés
meses, nos estagios de maturacao e de acidificacdo. Em todo o mundo, parte dos novos casos
de contaminagdo humana por Brucella spp. sdo associados ao consumo de queijo produzido
com leite cru (Carvalho et al. 1995).

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) tem facilitado a deteccdo de bactérias de
crescimento particularmente lento ou dificil, por ser simples, rapida, barata e atender
facilmente as altas demandas na necessidade de ferramentas diagndsticas cada vez mais
rapidas, especificas e sensiveis (Bricker, 2002). Por isso, desde a década de 1990, a PCR é
indicada para a detec¢do de espécies de Brucella (Baily et.al, 1992; Morata et al., 1999).

Em 1992, Baily e colaboradores conseguiram condices de reacdo e primers
adequados para a deteccdo de Brucella melitensis e Brucella abortus e afirmaram que a PCR
era capaz de identificar a Brucella, mesmo se presente em pequenas quantidades. Esse fato foi
reforgado pelos estudos de Leal-Klevezas e colaboradores em 1995, quando verificaram que
seus primers e ensaios da PCR foram altamente sensiveis e versateis, pois foram capazes de
detectar menos de 10 células/mL de leite, em amostras contendo Brucella spp. em uma
variedade de protocolos, ou seja, diferentes temperaturas de anelamento, concentracdes de
primers e MgCl..

Em meados de 1996, Rijpens e colaboradores sugeriram o uso da PCR para a

confirmagéo de culturas de Brucella spp. eliminando, assim,
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demorados testes bioquimicos e sorolégicos. Ao mesmo tempo, Da Costa et al. (1996),
afirmaram ser a PCR uma técnica robusta, altamente especifica, que deveria ser aplicada no
diagnostico da brucelose, apds extracdo de DNA de todas as estirpes de referéncia e de
vacinas de Brucella e sua amplificacdo por PCR, com especificidade dos produtos
amplificados confirmada pelo uso do DNA de 98 micro-organismos néo Brucella.

Posteriormente aos trabalhos de Da Costa et al. (1996), numerosos ensaios baseados
em PCR tém sido desenvolvidos para a identificacdo de Brucella, objetivando melhorar a
capacidade de diagnostico. Na fase inicial dos estudos, as analises se limitavam a
identificacdo do DNA obtido da cultura dos micro-organismos, mesmo sabendo-se que é mais
efetiva a detecgéo direta do material sob suspeita de contaminacdo. Foi focada, entdo, a busca
por técnicas mais apuradas para remocao de inibidores da polimerase, sem ddvida a maior
dificuldade encontrada na implementacdo dos protocolos. Estudos como o de Romero e
Lopez-Goiii (1999) foram fundamentais para a resolucdo desse inconveniente. Finalmente, a
PCR pdde ser realizada diretamente em material como tecidos, sangue, leite, secre¢des nasais,
sémen e produtos alimenticios, principalmente leite e queijos moles (Bricker, 2002).

O método de PCR foi aprimorado para a deteccdo de Brucella spp. diretamente
em queijos, apos a superagdo de problemas com a excluséo de inibidores. A técnica mostrou-
se simples, com boa sensibilidade e especificidade; rapida; menos dispendiosa que anélises
bacterioldgicas convencionais; além de ndo ser afetada pela presenca de outros micro-
organismos presentes na amostra. Destacando-se, assim, como excelente na analise de
queijos, do ponto de vista epidemiol6gico, por ser um teste bastante uUtil e rapido para
determinacdo da qualidade sanitaria desse alimento e sua matéria-prima (Serpe et al., 1999;
Tantillo et al., 2001).

Dessa forma, diante da intensa comercializacdo de queijos elaborados com leite cru,
passiveis de veicular agentes causadores de brucelose, objetivou-se detectar Brucella spp. pela
técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) diretamente de amostras de queijos de
coalho comercializados na cidade de Parnaiba-Pl, Brasil.

Material e métodos
Realizou-se um levantamento dos pontos de comercializacdo de queijos de coalho na
cidade de Parnaiba-Pl. Dentre supermercados, mercadinhos, padarias, agcougue, mercados

publicos e “bancas”, 66 pontos de venda foram identificados e deles, 30 escolhidos de forma
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aleatoria para a coleta de amostras de queijos de coalho produzidos com leite cru no periodo
de novembro de 2011 a janeiro de 2012,

As amostras acondicionadas em caixas isotérmicas com baterias de gelo reciclavel,
foram remetidas em duplicatas ao Laboratorio de Inspecdo de Carne e Leite do Departamento
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

O preparo para as analises moleculares seguiu 0 método citado por Miyashiro (2004).
Homogeneizou-se 25 g de cada amostra com 100 mL de caldo Brucella em Stomacher. Apos
60 segundos em repouso, aliquotas de 1 mL foram acondicionadas em tubos de polipropileno
e armazenados a -20°C até o momento da analise. O descongelamento ocorreu pouco antes
das analises e aliquotas de 200 uL foram submetidas a extracdo de DNA, utilizando o
protocolo para bactérias Gram negativas do PureLink™ Genomic DNA Mini Kit.

Os primers de eleicdo foram os que tém por alvo a regido 16S-23S do rRNA para
Brucella spp.: ITS66: ACATAGATCGCAGGCCAGTCA e ITS279:
AGATACCGACGCAAACGCTAC. Para a reacio de PCR utilizou-se mix Quiagen®, agua
ultrapura como controle negativo e DNA de cepa de Brucella ovis (Reo 198), cedida pelo
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor — MG/Brasil, como controle positivo.

As temperaturas de desnaturacdo e anelamento utilizadas foram aquelas determinadas
por Alves et al. (2010). Apos desnaturacao inicial a 95 °C durante 2 min, o perfil de PCR foi
obtido da seguinte forma: 30 s de desnaturacdo molde a 95 °C, 30 s de emparelhamento a 62
°C e 30 s de extensao do primer a 72 °C, para um total de 40 ciclos, com uma extensao final a
72 °C durante 5 min. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2% (p/v) em cuba horizontal com tampédo de corrida TAE 1x, corados com blue
green (LGC® 0,5 mg/mL) e padrdo de peso molecular de 100 pb. As bandas de DNA foram
visualizadas sob luz UV e comparadas com o padrdo de peso molecular, sendo consideradas

positivas aquelas com peso molecular aproximado de 214 pb.

Resultados e discussao

Ao se analisar 30 amostras de queijos de coalho produzidos com leite cru,
comercializados na cidade de Parnaiba, sete apresentaram bandas de peso molecular
compativel com Brucella spp. (23,3%). O elevado percentual de amostras positivas &
preocupante se for considerado que o consumo desse queijo é alto, principalmente pela
populagcéo do Nordeste, que prefere consumir o produto cru, ampliando a possibilidade de

veiculacdo do agente.
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No presente estudo, os resultados observados s&o superiores aos obtidos por Miyashiro
(2004), que detectou Brucella utilizando a mesma técnica de PCR, em 20,46% de queijos
minas frescal, cuja tecnologia de fabricacdo se assemelha as dos queijos de coalho produzidos
no Nordeste brasileiro.

Tantillo et al. (2001) detectaram Brucella spp. em 46% das amostras de queijos
produzidos com leite de ovinos e caprinos comercializados em fazendas e mercados do sul da
Italia, entre a Calabria e Puglia, através da PCR levando-os a indicar essa técnica para
deteccdo de Brucella spp. diretamente em queijos, dada sua boa sensibilidade e especificidade
do método e por ser mais rapido e menos dispendioso do que os ensaios bacterioldgicos
convencionais.

Numeros menores de amostras positivas foram obtidas por Ongor et al. (2006) ao
analisarem 40 amostras de queijo recolhidos de varios mercados do leste da Turquia, nas
quais a Brucella foi detectada por PCR em 5% das amostras e por Kobayashi (2012) que
encontrou em 11,63% dos queijos artesanais de origem clandestina comercializados na cidade
de Séo Paulo — Brasil.

E importante salientar que o fato da deteccdo de DNA de Brucella nas amostras
analisadas pode dever-se exclusivamente a presenca de “residuo” de material genético desse
patdgeno, incapaz de provocar doenca, ou, ainda, de Brucella originaria de cepa vacinal ou, 0
que é mais preocupante, da presenca do patdégeno viavel em queijos de coalho produzidos
com leite cru, comercializados na cidade de Parnaiba.

Segundo a Agéncia de Defesa Agropecuéaria do Estado do Piaui (ADAPI) vacinam-se
contra a brucelose as fémeas de 3 a 8 meses de idade utilizando a vacina B-19. Os animais
vacinados sdo marcados a ferro com um “V” e ntimero relativo ao ano no lado esquerdo da
cara, de acordo com a legislacdo e, anualmente, é feito o teste de soroaglutinacdo no
reprodutor e em fémeas com idade superior a 2 anos, eliminando-se 0s animais positivos
(ADAPI, 2013).

Contudo, segundo a Defesa Sanitaria Animal do Piaui — ADAPI, de julho de 2010 a
abril de 2013 a vacinacdo contra brucelose s6 consta em bovinos nos meses de julho, agosto e
setembro de 2010 (ADAPI, 2014).

Assim sendo, no periodo de coleta das amostras utilizadas neste experimento, néo foi
observado 0 acompanhamento da brucelose bovina nesse Estado diminuindo,

consideravelmente, a possibilidade do DNA identificado nas amostras ser oriundo de cepa
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vacinal excretada na matéria-prima de producdo das amostras de queijos de coalho (ADAPI,
2014).

Conclusdes

Foi comprovada a eficacia do método de PCR na detec¢do de Brucella spp. em queijos
de coalho, com elevada proporcéao de positividade, de forma rapida e precisa.

Ressalta-se que para que 0 uso deste teste torne-se rotineiro no controle da brucelose
em toda a cadeia produtiva de queijos de coalho (desde a triagem dos animais que fornecem a
matéria-prima até o produto final), faz-se necessario o aprimoramento de técnicas de PCR
multiplex para esse produto, a fim de distinguir de forma mais répida, precisa e numa unica

analise, espécies de Brucella, incluindo aquelas de origem vacinal.
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