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Resumo: Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a ocorréncia de Mycobacterium bovis
no queijo Coalho produzido e comercializado em Parnaiba, Piaui. Por um periodo de dois meses, 30
amostras de queijo Coalho, procedentes do comércio formal (supermercados, padarias, mercadinhos) e
informal (feiras, mercado aberto e banquinhas na rua), do municipio de Parnaiba, Piaui, foram avaliadas.
As amostras foram adquiridas e acondicionadas em caixas isotérmicas refrigeradas e transferidas para o
laboratério da Embrapa Meio Norte, onde posteriormente foram encaminhadas para o Laboratorio
Nacional Agropecuario (LANAGRO) MG para as andlises. As amostras foram processadas,
descontaminadas, semeadas e cultivadas em meios Stonebrink (SB) e Lowenstein-Jensen (LJ).
Adicionalmente foram realizadas andlises de gRT-PCR. Foram identificadas trés amostras (10%)
positivas para M. bovis. A comercializacdo de lacteos elaborados a partir de leite cru remete as
autoridades sobre a possibilidade de transmissdo desse patégeno aos seres humanos.

Palavras—chave: bactéria, produto lacteo, pasteurizagdo, micobacteria, tuberculose
Occurrence of Mycobacterium bovis in Coalho cheese in Parnaiba, Piuai — Brazil

Abstract: This study was developed to evaluate the occurrence of Mycobacterium bovis in Coalho cheese
produced from raw milk in Parnaiba, Piaui. During two months, 30 samples of Coalho cheese from
formal (supermarkets, bakeries, markets) and informal (fairs and open market in streets ) trades in
Parnaiba county, Piaui, were evaluated. Samples were acquired and placed in cool boxes containing ice
and transferred to the Farming National Laboratory (LANAGRO) for analysis. The cheese samples were
cultured in simultaneously Ldwenstein-Jensen (LJ) and Stonebrink (SB)-containing media. Further
analyzes were performed using gRT-PCR in all samples. Three cheeses (10%) were positive for M.
bovis. The marketing of dairy products made from raw milk refers authorities about the possibility of
transmission of this pathogen to the human beings.
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Introducao
A producéo de queijo artesanal, tradicionalmente feito com leite cru, no Brasil representa 40% do
volume total de queijo produzido, assumindo assim uma fatia considerdvel do mercado de lacteos
(SEBRAE, 2008). Na regido nordeste o queijo Coalho é um dos principais queijos artesanais
comercializados e consumidos, sendo incorporado a cultura regional, e este vem ganhando mercado em
outras regides do Brasil, entre elas a regido Sudeste (SEBRAE, 2008).
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O consumo de leite e derivados ndo pasteurizados pode oferecer riscos a salde do consumidor,
uma vez que muitos patdgenos sdo veiculados pelo leite, porém esses dados ndo sdo na maioria das
vezes, divulgados.

A maioria dos casos registrados de tuberculose zoondtica, devida ao agente etiol6gico
Mycobacterium bovis, encontrada em areas urbanas deve-se ao consumo de leite e derivados crus
(GUIMARAES & LANGONI, 2009).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a ocorréncia de M. bovis em queijo Coalho
produzido e comercializados na regido de Parnaiba, Piaui.

Material e Métodos

Trinta amostras de queijo Coalho foram adquiridas no comércio formal (supermercados, padarias,
mercadinhos) e informal (feiras, mercado aberto e banquinhas na rua), do municipio de Parnaiba, Piaui
durante um periodo de dois meses. As amostras foram adquiridas em sete datas, de 28 de novembro de
2011 a 23 de janeiro de 2012.

As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas refrigeradas e enviadas a Embrapa Meio
Norte e posteriormente encaminhadas ao Laborat6ério Nacional Agropecuario (LANAGRO) MG para
analises.As amostras foram descontaminadas pelo método de Darzins e submetidas ao cultivo em meios
Stonebrink (SB) e Lowenstein-Jensen (LJ). As leituras foram realizadas aos 7, 30, 45 e 70 dias de
incubacéo a 36,5-37° C segundo a técnica descrita por Drobniewski et al. (2003).

Para a realizagdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR), foram
enviadas 25 gramas de cada amostra de queijo Coalho ao Laboratério Nacional de Agricultura
(LANAGRO) de Pedro Leopoldo, laboratorio de referéncia do MAPA, seguindo a metodologia
padronizada no referido laboratorio. As amostras foram submetidas & extragdo de DNA e posteriormente
a realizacdo da gqRT-PCR para identificacdo de M. bovis, utilizando a sequéncia de inser¢cdo RD4
(MB88). O gene da Beta actina foi usado para avaliar a qualidade do DNA extraido, segundo Bielanski,
Algire & Lalonde (2009).

Resultados e Discusséo

No presente estudo, ndo houve crescimento caracteristico de coldnias de micobactérias em
nenhum dos meios de crescimento utilizados até 70 dias apds a semeadura. As micobactérias séo
altamente exigentes no que se refere a nutrientes, em comparagdo com outras bactérias patogénicas.
Essas caracteristicas facilitam a multiplicacdo de contaminantes menos exigentes, o que torna
indispensavel a descontaminagdo previamente a tentativa de isolamento. Embora este processo seja
necessario, € um processo que elimina os contaminantes de crescimento rapido, mas pode também
eliminar células viaveis de M. bovis (BALIAN et al., 2002). Assim, provas moleculares foram utilizadas
como auxiliares na identificacdo de M. bovis, embora ndo se identificou a viabilidade do microrganismo
presente.

Trés amostras (10%) de queijo Coalho foram positivas para M. bovis utilizando a técnica de
gRT-PCR. Uma pesquisa realizada com produtos clandestinos apreendidos no estado de S&do Paulo
verificou-se por diagnéstico molecular, que o DNA de M. bovis estava presente em 17 (22,7%) das 76
amostras de queijo analisadas (VIALTA et al., 2003).

A taxa de M. bovis encontrada nesse estudo, mesmo sem deteccdo de células viaveis, alerta as
autoridades sobre a necessidade de mais pesquisas visando a busca desse patégeno em humanos, animais
e alimentos.

Secretaria de Estaco da Secretaria de Estado do

s N -~ _ Ministério da r = i |
Agricultura, Pecuaria o Desenvolvimento # RONDONIA E’n depa lq Agricultura, Pecudria
Regularizagio Fundidria Econdmico e Sodial { A s @ Abastecimento
Teane ws cosremACA PAIS RICO £ PAID SEM POBREZA

A Embrapa néo se responsabiliza pelo contetdo deste trabalho que é de exclusiva responsabilidade do autor

Pagina -2 - de 3



:\' . ,"j_"}’z‘- XIl CONGRESSO INTERNACIONAL DO LEITE
@5' “els X1l Workshop de Politicas Publicas
X || CONGRESS0 { ” Xl Simpésio de Sustentabilidade da Atividade Leiteira

O presente trabalho evidencia que a técnica de PCR pode ser utilizada como método
diagnostico complementar rapido e eficiente de M. bovis em amostras de leite bovino in natura,
queijos elaborados a partir desse leite cru e demais produtos lacteos.

Em fungdo da importancia socioecondmica da tuberculose bovina e da tuberculose
zoonOtica para a Saude Publica, espera-se que os resultados obtidos nesse estudo contribuam
para alertar autoridades relacionadas aos setores Salde e Agricultura sobre a importancia deste
tema. Finalmente, o controle da tuberculose bovina nos rebanhos é a forma mais racional de
garantir a seguranca do alimento e prevenir a salide do consumidor.

Conclusbes
N&o houve crescimento caracteristicos de coldnias de micobactérias em nenhum dos meios de
crescimento utilizados até 70 dias ap06s a semeadura. Porém, utilizando-se a técnica de gRT-PCR, foram
encontradas trés amostras (10%) de queijo Coalho positivas para M. bovis.
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