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RESUMO

Obijetivou-se com este estudo detectar o comércio informal de leite bovino, Leite “in natura”,
no Estado de Alagoas e a presenca de Brucella sp. através da Reacdo em Cadeia Polimerase
(PCR) em tempo real. Foi realizado um levantamento das cidades que realizavam comércio de
leite informal com a aquisi¢do de amostras do produto comercializado na apresentacdo da
venda. O leite obtido foi mantido e transportado sob refrigeracdo para o laboratorio,
posteriormente as amostras foram homogeneizadas e retiradas aliquotas de 50 mL
acondicionadas em tubos FALCON, devidamente identificados e congeladas, para serem
processadas no Laboratorio de Doengas Infecto-contagiosas dos Animais Domeésticos, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Encontrou-se 100 pontos de venda em 80
municipios do estado de Alagoas. Com a extracdo do DNA e a realizagdo da PCR detectou-se
a presenca de Brucella sp. em uma das amostras 1% (1/100), a partir de analise estatistica
descritiva por conveniéncia. Conclui-se com este estudo que existe comércio ilegal do leite
em Alagoas e a presenca da Brucella sp. em leite bovino, que pode representa um risco
potencial de transmissdo da Brucelose para populagdo que consome o leite comercializado
informalmente.

Palavras-chaves: Brucelose. Leite informal. Leite “in natura.” PCR.



ABSTRACT

The objective of this study to detect the informal trade in bovine milk, milk “in natura™ in the
state of Alagoas and the presence of Brucella sp. by Polymerase Chain Reaction (PCR) in real
time. A survey of cities that held informal milk trade with the acquisition of samples of the
product marketed in the presentation of the sale was realized. The obtained milk was kept and
transported under refrigeration to the laboratory, then the samples were homogenized and
withdrawal rates of 50 mL packaged in FALCON tubes, properly identified and frozen, to be
processed at the Laboratory of Infectious of Domestic Animal Diseases, University Federal
Rural de Pernambuco. It was found 100 outlets in 80 cities in the state of Alagoas. With DNA
extraction and PCR analysis detected the presence of Brucella sp. of the samples in 1%
(1/100) from analysis descriptive statistics for convenience. It is concluded from this study
that there is illegal trade in milk in Alagoas and the presence of Brucella sp. in bovine milk,
which can pose a potential risk of transmission of brucellosis to the population that consumes
the milk marketed informally.

Keywords: Brucellosis. informal milk. milk “in natura”. PCR.
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1 INTRODUCAO

O leite é produzido em quase todos os paises do mundo, importante fonte de proteinas
para a alimentacdo humana, com grande quantidade de calcio, vitaminas, gordura, entre outras
(RIBEIRO NETO et al., 2012). Os principais paises produtores de leite do mundo sdo Estados
Unidos com 90.865.000 T, india com 54.000.000 T, China Continental com 37.419.500 T,
Brasil com 32.304.421 T e Russia com 31.576.047 T (FAO, 2012). O Brasil, a india, a China
e a Russia, além de serem grandes produtores de leite, sdo também grandes importadores de
lacteos e suas producdes estdo voltadas principalmente para atender o consumo interno que é
de grandes proporcdes e estdo em crescente expansdo (EMBRAPA, 2012).

A produgdo nacional de leite cresceu 123,03%, entre 1990 e 2012, e atingiu 32,3
bilhGes de litros, o que corresponde a taxa de 3,81% ao ano. A regido Norte tem exibido
crescimento importante nesse contexto, com a maior taxa, entre as grandes regides do pais
(5,84% a.a). Com esse ritmo de crescimento a regido passou a responder por 5,13% do total
nacional, em 2012, e superou 0s 3,83% do inicio da década de 1990. As outras duas regides
que exibiram crescimento superior a média nacional foram o Sul (5,58% a.a) e 0 Centro-Oeste
(4,56% a.a). Nas regibes Nordeste e Sudeste, as taxas foram 3,59% a.a e 2,25% a.a,
respectivamente (IBGE, 2013).

A importancia social do sistema agro-industrial do leite € uma das maiores do pais,
pois a atividade é praticada em todo o territrio Nacional fato que gera empregos e beneficios
diretos e indiretos, agrega mais de seis bilhGes a producéo agropecudaria Nacional (VILELA et
al., 2002).

No Brasil existe uma diversidade de formas ou modelos de producédo de leite, sistemas
com diferentes graus de especializagdo desde propriedades de subsisténcia, utilizando pouca
ou nenhuma tecnologia, com producdo diaria reduzida a menos de dez litros dia, até
produtores comparaveis aos mais competitivos do mundo, usando tecnologias avancadas e
producéo diaria superior a 50 mil litros/dia (ZOCCAL, 2006).

A cadeia do leite em Alagoas, principalmente em sua area de maior concentracdo, o
Semiarido, gera ocupagdo e garante renda para muitas familias. No Estado, é muito forte a
producdo do leite bovino, respaldada pelo processo histérico de colonizagdo vivenciada na
regido do Agreste e do Sertdo (ALMEIDA, 2012).
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O comercio informal do leite faz parte da economia regional e segue caracteristicas
préprias de cada regido, conferem a sistemas de producdo de subsisténcia onde o excedente do
consumo para o produtor e familia é comercializada diretamente com o consumidor final sem
nenhum tipo de tratamento (BELLOTI, 2001). A Organizacdo Mundial de Salde (OMS)
considera o comércio informal de leite uma grande ameaca a sadde publica, visto que diversas
doencas podem ser veiculadas pelo produto dentre elas a brucelose, tuberculose e
gastroenterites (BADINI et al., 1997).

A brucelose é considerada uma zoonose e a identificacdo nos animais e no sistema de
producdo sdo essenciais para a prevengdo da doenca em humanos (NOCITI et al., 2008). A
enfermidade ¢ de carater cronico e atinge individuos que trabalham com animais, diretamente
nos sistemas de producdo o que a caracteriza como uma enfermidade ocupacional, porém
ocorre ainda a transmissdo pelo consumo de alimentos de origem animal, carne e
principalmente leite e derivados. (ACHA,; SZYFRES, 2001).

A doenca é uma antropozoonose conhecida a épocas remotas. Ha registros de
pacientes com sintomas compativeis em 460 a.C. (CAPASSO, 2002). O género Brucella sp. é
composto por nove espécies das quais a B. melitensis, B. suis e B. abortos sdo espécies lisas e
altamente patogénicas, responsaveis pela brucelose principalmente em Caprinos, Ovinos,
Suinos e Bovinos, como também no Homem (CORBEL, 2006)

No Brasil, sdo raros os estudos bem planejados e de grande abrangéncia sobre a
situacdo da brucelose bovina. O ultimo levantamento epidemiol6gico Nacional ocorreu em
1975 (BRASIL, 1977), posteriormente apenas cinco Estados realizaram trabalhos em todo o
seu territério e com o uso de diferentes tecnologias (POESTER et al., 2002). Portanto, a
situacdo epidemiologica da brucelose bovina no Brasil ndo € conhecida (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) preconiza alguns
métodos de diagnostico, como: Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), Teste do Anel do
Leite (TAL), 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixacdo de Complemento (FC) (BRASIL, 2004).
Outras técnicas podem ser empregadas para o diagnostico da brucelose, algumas moleculares
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) que vem se destacando na identificacdo do
DNA de microorganismos em amostras de leite e outros alimentos (AHAMADI et al., 2010).
A PCR é um método de amplificacio do DNA in vitro amplamente utilizado, o
desenvolvimento da técnica ocorreu em meados de 1980, por Karry Mullis, pode ser aplicada
em diferentes areas de conhecimento, principalmente na pesquisa de doencas infecciosas
(YANG et al., 2004).
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Justifica-se este estudo para a detec¢do do comércio informal do leite em Alagoas,
pois ainda ndo estd bem estabelecida a informalidade nesse comércio, além de pesquisar
através da PCR a presenca de Brucella sp. no leite “in natura” comercializado, haja vista a

relevante importancia quanto ao aspecto de producéo do leite bovino e riscos a saude publica.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Identificar a presenca de DNA de Brucella sp. em amostras de leite “in natura”
adquiridas no comércio informal em municipios Alagoanos.

2.2  Objetivo especifico

Detectar o comércio informal de leite em municipios Alagoanos;
Pesquisar a presenca de DNA de Brucella sp pela técnica de PCR em amostras de leite

obtidas em pontos de comércio informal no estado de Alagoas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Importéncias socio econémicas do leite

A cadeia produtiva do leite tem uma perspectiva concreta do aumento do consumo
pela necessidade de aumento na producdo mundial de leite que esta aquém da média litro/dia
do consumo por pessoa. A FAO recomenda o valor minimo de 146 litro/pessoa/ano, sendo
que, segundo pesquisas realizadas em 74 paises, existem 224 milhdes de vacas ordenhadas
que produzem 455 bilhGes de litros de leite por ano. Essa quantidade distribuida
equitativamente entre 5,6 bilhGes de habitantes do planeta ndo daria mais de 81 litros/ano para
cada um deles. Esses dados demonstram a chance da cadeia produtiva do leite crescer, pelo
potencial das &areas existentes e a capacidade de elevar a produtividade do rebanho leiteiro
nacional que esta muito abaixo comparada a de outros paises (MDIC, 2006).

O Brasil, tradicionalmente, ¢ um grande produtor de leite e aparece no cenario
mundial como um dos paises mais competitivos em custo de producdo, cuja atividade
comegou com caracteristicas extrativistas ocupando, atualmente, uma posi¢do de destaque no
cenario econdmico nacional, transformando em um dos principais agronegocios do pais
(SIQUEIRA, 2010). O leite tem grande importancia nutritiva e na economia, desempenha
relevante papel social, principalmente na geracdo de empregos. A atividade leiteira no pais é
praticada em mais de um milh&o e cem mil propriedades, ocupando diretamente 3,6 milhdes
de pessoas. O Agronegdcio do leite € responsavel por 40% dos postos de trabalho no meio
rural, este impacto supera setores tradicionalmente importantes como o automobilistico, a
construcdo civil, siderargico e téxtil (VILELA et al., 2002).

Sob o ponto de vista quantitativo, considerando uma populacdo de 185 milhdes de
habitantes, populacdo aproximada encontrada no Brasil em 2010 (BRASIL, 2011), e a
producdo de 30.715.460 toneladas de leite para aquele ano, o volume produzido foi suficiente
para que cada brasileiro tivesse disponivel aproximadamente 166 litros por habitante ano, ou
seja, aproximadamente 0,45 litros por dia. Para atender o consumo recomendado pelo
Ministério da Saude, que é 210 litros/habitantes/ano ou 0,575 litros dia, o volume total
necessario naquele ano seria de cerca de 39 bilhdes de litros, considerando a populacdo
brasileira de 185 milhdes de pessoas (ALMEIDA, 2012).
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A produgdo leiteira no Brasil vem apresentando aumento gradativo, de 2002 a 2012 a
producdo cresceu quase 50%. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2012), o Brasil no ano de 2012, produziu 32,3 bilhdes de litros, 49,2% superior a
producdo de 2002 que foi 21,6 bilhGes de litros. (Tabela 01). O Brasil aparece no cenario
mundial como o quinto maior produtor de leite, sua producdo aumenta a uma taxa anual de
4% superior a todos 0s outros paises que ocupam os primeiros lugares, respondendo por 66%

do volume total de leite produzido pelos paises que compdem o Mercosul (SIQUEIRA, 2010).

Tabela 01 - Producéo leiteira — Brasil — Evolu¢do em 10 Anos

Ano Producdo (em mil litros)
2002 21.642.780
2003 22.253.863
2004 23.474.694
2005 24.620.859
2006 25.398.219
2007 26.137.266
2008 27.585.346
2009 29.085.495
2010 30.715.460
2011 32.096.214
2012 32.304.421
Variagdo 2002/2012 49,20%

Fonte: IBGE - Pesquisa Pecuéria Municipal

Avaliando o crescimento da producdo de leite por periodo (Tabela 2), € possivel
visualizar que este vem se intensificando nos Gltimos anos. Enquanto no periodo de 1990 a
1995 o crescimento anual médio foi de 2,6%, entre 1995 e 2000 ele foi de 3,7% ao ano. Ja de
2000 a 2005, cresceu 4,5% e, entre 2005 e 2010, 4,6% (REIS FILHO; SILVA, 2013).
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Tabela 2 — Crescimento na producéo de leite em diferentes periodos analisados

Crescimento (%)

Periodo - -
Periodo Média anual
1990 — 1995 13,70 2,60
1995 — 2000 20,00 3,70
2000 — 2005 24,30 4,50
2005 - 2010 25,00 4,60

Fonte: IBGE, 2012.

O cenario da atividade leiteira brasileira mostra que o Sudeste e 0 Sul se destacam
nesta atividade, estas regiGes participaram com 69% dos 32,3 bilhdes de litros de leite
produzidos em 2012 no pais, conforme dados do IBGE (Tabela 03).

A produtividade média da producéo de leite no Brasil foi de 1.525 litros/vaca/ ano, em
2014, correspondendo a um crescimento de 2,2% em relagdo a observada em 2013 (1.492
litros/vaca/ano). A Regido Sul apresentou a maior produtividade nacional, 2 789
litros/vaca/ano, um aumento de 4,3% em 2014, comparado ao ano anterior. As maiores
produtividades ocorreram no Sul do Pais, destacando-se o Estado do Rio Grande do Sul com a
maior produtividade nacional (3.034 litros/vaca/ano), seguido pelos Estados de Santa Catarina
(2.694 litros/vaca/ano) e Parana (2.629 litros/vaca/ ano). A menor produtividade foi
encontrada no Estado de Roraima (345 litros/vaca/ano). Os Municipios de Araras (SP), Castro

(PR) e Carlos Barbosa (RS) apresentaram as trés maiores produtividades (IBGE,2014).

TABELA 03- Produgéo de origem animal - Ranking descendente
Leite - Producdo de origem animal (Mil litros)

Ano 2012
“ranking” Grande Regido
1 Sudeste 11.591.140
2 Sul 10.735.645
3 Centro-Oeste 4.818.006
4 Nordeste 3.501.316
5 Norte 1.658.315

Fonte: IBGE - Pesquisa Pecuaria Municipal

A pecuaria leiteira, na Regido Norte e Nordeste, é composta basicamente por pequenos
produtores. A produtividade de leite é baixa, por causa da incipiente capacidade de suporte
das pastagens, rebanho ndo especializado e mercado inadequado ou em adequagéo
(SANTANA; AMIN, 2002).
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Em Alagoas a producédo de leite é a segunda atividade econémica mais importante do
Estado, perdendo apenas para a cana-de-agucar, com sua bacia leiteira localizada no sertéo e
agreste alagoano (DANTAS, 2011).

A atividade leiteira na Regido Nordeste é caracterizada pela diversidade do sistema de
producdo de leite, uma vez que sdo apresentados resultados técnicos e econémicos bastante
diferenciados. Da mesma forma que acontece em praticamente todo o pais, predomina a
heterogeneidade dos sistemas de producdo adotados pelos criadores, associado a pouca
assisténcia técnica, qualidade do rebanho, efeitos climaticos e baixa qualidade nutricional
dificultam o desenvolvimento da cadeia produtiva do leite nos Estados Nordestinos (REIS
FILHO; SILVA, 2013).

Existem poucas publicacdes cientificas tratando da importancia do leite para o Estado
de Alagoas, contudo, no Nordeste, em 2010, os Estados da Bahia, Pernambuco e Ceara
lideram a lista dos maiores produtores, com aproximadamente 2,6 bilhdes de litros por ano.
Em Alagoas a producdo de leite é oriunda, principalmente, da agricultura familiar e a
producdo esta estimada em 231 milhdes de litros por ano (VILELA, 2011).

No passado, Alagoas possuia a maior bacia leiteira do Nordeste. Atualmente, produz
cerca de 600 mil litros de leite/dia, classificando em quarto lugar no “ranking” da produgao
nordestina, competindo com os estados de Pernambuco, Bahia e Ceard (NETO et al., 2000).

No estado de Alagoas existem 2 mil fornecedores de leite e um contingente de 300 mil
habitantes existentes na bacia leiteira, gerando 25 mil empregos diretos e indiretos. A bacia
leiteira alagoana conta com 17 municipios: Batalha, Belo Monte, Cacimbinhas, Dois Riachos,
Estrela de Alagoas, Igaci, Jacaré dos Homens, Jaramataia, Major Izidoro, Minador do Negréo,
Monteirépolis, Olha D 4gua das Flores, Olivenca, Palmeira dos indios, Pdo de Acucar,
Santana do Ipanema e Sdo José da Tapera (BNB, 2005).

O parque industrial instalado na Regido Nordeste ainda é muito restrito. Isto se
comprova pelo baixo porcentual do leite que é produzido na regido e que é captado e
processado pelas industrias, significando apenas 30,7% do total (IBGE, 2012). Em relacdo ao
porte dos laticinios existentes na Regido Nordeste, a grande maioria é de pequeno porte. De
acordo com um levantamento realizado pela L&N Consultoria, em 2008, no Estado de
Pernambuco, dos 106 laticinios existentes, 68,9% apresentavam capacidade de processamento
instalada de até 5 mil litros/dia (CARVALHO, 2010). De um modo geral, o nivel de
industrializagdo nos estados da Regido Nordeste € muito baixo. Destes, 0s mais criticos

acontecem no Piaui e no Maranhéo, onde o total do leite captado representa, respectivamente,
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13,2% e 16,6% do total do leite produzido. O maior porcentual acontece nos estados do
Ceara, com 48,6%, e Alagoas, com 43,9% (REIS FILHO; SILVA, 2013).

A qualidade do leite bovino é uma obrigacdo de quem produz e ndo apenas uma
opcédo, pois o cidaddo consumidor tem o direito de adquirir produtos confidveis, tanto do
ponto de vista sanitario quanto nutricional. A obtencéo do leite de boa qualidade inicia-se com
a ordenha de vacas sadias. Entre os procedimentos fundamentais a serem observados,
destacam-se: a higienizacdo no processo de obtencdo do leite, o resfriamento do leite e o
controle sanitario do rebanho (CANI; FRANGILO, 2008).

O leite é um dos alimentos mais completos da natureza e sua importancia € baseada
em seu elevado valor nutritivo, com riqueza em proteinas, vitaminas, gorduras e sais minerais
(TAMANINI et al., 2007), célcio, altos teores de tiamina, niacina e magnésio, além da alta
digestibilidade (GARCIA et al., 2000). Componente da dieta humana o leite pode ocasionar
enfermidades, algumas delas conhecidas como Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA’s).
As DTA’s sdo consideradas um grande problema de satde publica mundial. Enfermidades
causadas por bactérias e algumas delas sdo zoonoses conhecidas, como a brucelose. Este
quadro é agravado pela falta de conhecimento da maioria dos consumidores expondo-se ao
perigo e a diversos agravos a saude (WHO, 2001). No Brasil os dados a respeito das DTAs
causadas pelo leite cru sdo inconsistentes e existe pouca informacdo disponivel sobre a
ocorréncia de patdgenos neste produto (NERO et al., 2003). Situacdo preocupante devido as
deficiéncias dos servicos de vigilancia epidemioldgica e a falta de conscientizacdo da
populagéo diante do problema (GERMANO; GERMANO, 2001).

3.2 O Mercado do Leite

No ano de 2004 o mundo produziu aproximadamente 516 bilhdes de litros de leite
sendo apenas 7% comercializados no mercado internacional. Este dado demonstra a
importancia do mercado doméstico de cada pais para 0 mundo, comprovando a extrema
importancia que os produtores de leite tém em seus paises (ZOOCAL; GOMES, 2006).

A globalizagéo e a abertura de mercados influenciaram os setores produtivos mundiais
a enfrentarem o desafio da competitividade. A pecuéria leiteira no Brasil apresenta problemas
de eficiéncia produtiva e qualidade da matéria prima que interferem na competitividade do
produto brasileiro (RIBEIRO et. al., 2012). A baixa qualidade do leite nacional, evidenciada
pela pequena producdo animal/dia, falta de aptiddo dos animais e custos ndo competitivos,
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acabavam por excluir o setor leiteiro das exportagdes. Pelo contrério, o Brasil importava leite
em po para suprir o mercado interno (BELOTI et al., 2015).

Em um estudo onde foram avaliados dados de 574 produtores comerciais de leite
provenientes de diversas regides do estado de Minas Gerais, em um periodo compreendido
entre 0s anos agricolas de 1995/96 a 2001/02, concluiram que a baixa produtividade da
pecudria leiteira em Minas Gerais e 0s elevados custos de producéo evidenciam a necessidade
de modernizar e profissionalizar a administracdo da propriedade com producdo leiteira
(FASSIO et. al.,, 2006). Como regra, pode-se afirmar que o caminho para viabilizar a
atividade no campo é a qualidade gerencial. Com ele o empreendimento se profissionaliza, se
moderniza e comeca a ser encarado como empresa de fato, que busca obter conhecimentos do
mercado em que opera (GODINHO, 2010).

A comercializacdo direta do leite cru é proibida por forca de lei, mas em caréater
precario e extraordinario pode ser autorizada desde que obedeca a critérios avaliados pelas
autoridades locais (BRASIL, 1952). No entanto, a manutencdo habitual deste comércio na
zona urbana, abastecido por lojas varejistas de alimentos ou ambulantes, caracteriza o produto
“leite cru” como informal. Os produtores rurais ou leiteiros, na qualidade de ambulantes, em
geral sdo modestos, desorganizados e burlam ou desconhecem a lei para sobreviver.
Comercializam o seu produto diretamente aos consumidores finais que em sua maioria
desconhecem o0s riscos potenciais que podem ser veiculados e mantém este ciclo de
comercializacdo informal (ABRAHAO et al., 2005).

3.2.1 Comércio informal do leite

O mercado informal pode apresentar diversas formas de comercializacdo, envolve
desde a venda de leite cru, in natura, em domicilios, a pequenas industrias, padarias,
sorveterias, dentre outras, além do comércio de derivados em domicilio, restaurantes ou
comércio irregular (FONSECA; CARVALHO, 2004). Segundo Gerxhani (2004) o setor
informal esta quase sempre relacionado a atividade marginal ou residual, porém considerada
como aspecto central da dinamica econdmica e social de qualquer pais, em especial aqueles
em desenvolvimento.

Segundo Belloti (2015) o leite informal é o produto vendido diretamente do produtor
ao consumidor, sem garantia que tenha sido submetido a qualquer tratamento térmico ou que
tenham sido obedecidas condi¢cbes minimas de higiene exigidas para captacdo, transporte e
comercializacao deste tipo de produto.
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No caso do setor lacteo, assim como outros setores de alimentos, a necessidade de
controle da informalidade deve ocorrer, devido a questbes de seguranca do alimento. Na
cadeia produtiva do leite bovino no Brasil, deve-se ressaltar que apesar das recentes mudancas
ocorridas (reestruturacdo industrial, aumento do consumo, aumento das exportacdes,
mudancas nas exigéncias legais, etc.), os problemas da informalidade ndo foram solucionados.
(FARINA et al., 2001).

A comercializacdo de produtos lacteos sem inspecdo no Brasil atinge niveis
extremamente elevados, independente da interpretacdo que se dé as estatisticas,
tradicionalmente, considera-se que 45% do leite produzido que advém da produgdo €
comercializado informalmente (FONSECA; CARVALHO, 2004).

De acordo com Olival e Spexoto (2004), na década de 1990 a cadeia produtiva do leite
passou por processos de transformacgdo, estruturais e operacionais, exigindo ajustes e
adaptacOes para se chegar ao nivel de qualidade, volume e regularidade que o varejo e 0s
laticinios passaram a demandar. Com isto, muitos pequenos produtores impossibilitados de
atender as exigéncias do mercado passaram a comercializar leite clandestinamente no Brasil,
apesar da proibicdo no pais desde 1952 com o RIISPOA (BRASIL, 1952). Estima-se que
aproximadamente metade da producéo nacional de leite seja comercializada informalmente
(NERO et al., 2003), ou seja, sem inspecdo sanitaria e sem origem do produto. A manuten¢do
da informalidade traz como consequéncias problemas de ordem econémica, sanitaria e social,
bem como, o consumo de produtos informais levam a inUmeros prejuizos a salde da
populagéo (MILLER, 2008).

Em uma analise regional e avaliando os dados em dois diferentes periodos (1997-2004
e 2004-2011), é possivel observar comportamentos diferentes no crescimento do volume de
leite adquirido pelas indUstrias nas respectivas regides. No periodo de 1997 a 2004, a Regido
Norte foi a que apresentou o maior crescimento no volume de leite adquirido, passando de
329,6 para 831,3 milhdes de litros, com crescimento de 152,2%. A Regido Sul apresentou o
segundo maior crescimento (48,1%), seguido da Regido Sudeste (29,6%) e da Regido
Nordeste (26,8%). Neste periodo, a Regido Centro-Oeste foi a que apresentou o menor
crescimento apenas 19,2%.0 aumento do volume de leite adquirido pelas industrias cresceu
acima do volume de leite produzido no pais, resultando no aumento porcentual do leite
processado com base na producdo, reduzindo, portanto, o leite “informal” (REIS FILHO;
SILVA, 2013).

O baixo nivel de escolaridade e a idade do chefe de familia (variaveis sociais), bem

como a escala de producédo, podem constituir-se em barreiras a entrada no mercado formal, ou
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mesmo a substituicdo da atividade leiteira por outra qualquer. Entretanto, existem outras
razdes econdmicas, tais como o preco obtido no mercado informal e falta de mecanismos
institucionais que induzam a adequacédo ao mercado formal (BANKUTTI et al., 2008).

Ainda, é importante salientar que o empenho multisetorial do governo, industria
alimenticia, comércio e consumidor, sdo formas de fortalecer a prevencdo e controle dos
produtos informais (WHO, 2001).

3.2.2 Riscos decorrentes do consumo de leite informal

O controle das doencas ou infeccdes naturalmente transmissiveis entre 0s animais
vertebrados e o0s seres humanos assenta-se no emprego, racional e integrado, de recursos
profilaticos dirigidos para os elos mais vulneraveis da cadeia de transmissdo de tais
patologias. Em algumas ocasifes, 0 leite comporta-se como importante substrato para veicular
microrganismo patogénico de animais infectados aos seres humanos (VASCONCELLOS;
ITO, 2011).

A producdo de leite e 0 meio ambiente é uma via de médo dupla, a producdo causa
impacto ao meio ambiente e 0 ambiente representa uma fonte de contaminacao ao leite. Os
contaminantes podem ser definidos como qualquer substdncia ou organismo que
intencionalmente ou ndo esteja presente no leite (BELOTI et al., 2015).

O leite é um produto muito perecivel e por isso passivel de contaminacdes por
microrganismos, e quando obtido sob condi¢bes higiénico-sanitarias deficientes possui
elevada contagem bacteriana total, constitui-se de um risco a saude da populacéo brasileira,
principalmente quando consumido sem tratamento térmico (NERO et al.,2003).

A presenca de um microorganismo em um alimento depende da capacidade do
microorganismo sobreviver nas condig¢des oferecidas pelo alimento, tanto em sua composi¢éo
nutricional, quanto a quantidade de &agua disponivel, pH, temperatura e potencial de
oxireducdo. O leite apresenta alta atividade de agua, pH proximo ao neutro, potencial de
oxireducdo positivo e portanto aerdbico, temperatura ambiente ou de refrigeracdo e contem
nutrientes de todas as categorias, favorecendo a abrigar microorganismos de todos 0s géneros
ou espécies (BELOTI et al., 2015).

Algumas infec¢bes como a brucelose e a tuberculose zoondtica sdo quadros sistémicos
relatados desde a descrigdo original como zoonoses cléssicas transmitidas ao homem pelo leite e
derivados, no entanto, a listeriose alimentar e uma manifestagdo de registro recente considerada, sob
tal forma, como zoonose emergente (VASCONCELLOQOS; ITO, 2011).



26

Séo poucos os trabalhos com isolamento e identificagdo de virus em alimentos. Entre
os Enterovirus, cujo desenvolvimento se faz no trato gastrointestinal do homem e de animais,
0 de maior importancia € o virus da poliomielite, que ja& provocou surtos comprovadamente
relacionados ao consumo de leite cru (QUEIROZ, 1994). Além de veicular uma série de
patdégenos zoondticos causadores de doengas transmitidas por alimentos (DTAS), tais como:
Brucella sp., Coxiella burnetti, Mycobacterium bovis, Listeria monocytogenes, dentre outras
(ABRAHAO et al., 2005).

A febre Q é uma enfermidade difundida mundialmente, seu agente etioldgico € a
Coxiella burnetii, que pode ser transmitida pelo consumo de leite cru de animais infectados e
provoca no homem o aparecimento de febre, calafrios, suor, dores na nuca e na cabeca
(SANTOS et al., 2007).

O bacilo da tuberculose, quando encontrado no leite, normalmente é do tipo bovino
(Mycobacterium bovis), o qual causa a tuberculose bovina, sendo altamente patogénica para o
homem. As infecgOes tuberculosas nos seres humanos tém localizagbes variadas e
normalmente sdo adquiridas através da ingestdo de leite cru. Em criangas, provoca a
escrufulose, que € a tuberculose dos ganglios cervicais. A tuberculose ja é a principal causa de
morte entre portadores do HIV (QUEIROZ, 1994).

O leite cru € o veiculo de transmissdo mais frequente da Brucelose ao homem, sendo
que seus derivados obtidos de matéria-prima ndo pasteurizada podem também transmitir a
enfermidade. A Brucella abortus pode causar uma infeccdo conhecida como febre undulante,
que em humanos ndo chega a ser fatal, mas pode causar prejuizos a saude por periodos longos
da vida da pessoa contaminada (BELOTI et al., 2015).

Leite, comercializado informalmente, consumido sem nenhum tratamento torna-se
nestas condi¢fes como um dos principais responsaveis pela contaminacdo e transmissdo de
diversas doencas transmitidas por alimentos, tais como: intoxicacOes alimentares
(Staphylococcus aureus), Brucelose (Brucela abortus), Clostridiose (Clostridium
perfringens), febre tifoide e paratifoide (Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Salmonella
schottmuelleri e Salmonella hirshfeldii), além de outras Salmoneloses (NERO et al., 2009).
Muitas outras doencas podem ainda ser transmitidas pelo leite cru ou leite contaminado, tais
como: cOlera, difteria, leptospiroses, listerioses, pasteureloses, infeccdes por Micoplasma e
fungos patogénicos, dentre outros (QUEIROZ, 1994).

O controle higiénico-sanitario tem um papel fundamental, desde a obtencdo de leite

cru nas fazendas até a embalagem do produto final, pois a sua producdo sob condicdes
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inadequadas de higiene torna-o veiculo de transmissdo de doencas a popula¢do consumidora
(CARDOSO; ARAUJO, 2003).

3.2.3 Transmissdo da Brucella sp. pelo leite

O alimento ¢ a principal fonte de transmissdo da brucelose para a populacéo urbana,
sobretudo pela ingestdo de leite e derivados ndo pasteurizados. O leite contaminado é
particularmente perigoso por ser consumido regularmente e em grande volume (OTA, 2013).

As bactérias da brucelose (Brucella sp.)sdo transmitidas para o homem através de
contato direto com os animais ou quando ha ingestdo de leite ndo pasteurizado ou seus
derivados, carne mal passada ou seus subprodutos. As bactérias da brucelose podem ser
aspiradas ou penetrar no organismo através de feridas; quando ingeridas, invadem a mucosa
intestinal. O periodo de incubacgdo € de uma semana a um més. E possivel a transmissio direta
da enfermidade da mée para o feto (LAWINSKY et al., 2010).

Para a populacdo que ndo mantém contato com animais a fonte em potencial de
contaminacdo da brucelose é o leite ndo pasteurizado e seus derivados. A carne pode ser uma
significante fonte de infeccéo, especialmente em culturas onde ha o habito de consumi-la crua
ou mal passada. O leite pode conter um grande nimero de Brucella sp. e representa um sério
perigo pelo fato de serem consumidos em grandes quantidades ou na forma concentrada em
queijos, cremes e outros derivados (WHO, 2006).

Em leite cru e queijo fresco a Brucella sp. pode permanecer viavel por um periodo de
até trés meses, e no leite refrigerado tem a capacidade de resisténcia de 15 dias. (OTA, 2013).
Na indlstria, a pasteurizacdo do leite, visa eliminar patdgenos em potencial, pratica
fundamental para garantir a satde dos consumidores e a qualidade do leite, possibilitando o
controle da brucelose pela eliminacdo da Brucella sp. no leite (PAULA et al., 2015).

A pasteurizagéo do leite levou a uma reducéo da transmissdo da brucelose ao homem.
Entretanto, a brucelose zoondtica também é considerada uma doenca ocupacional que pode
acometer assistentes agropecudrios, médicos veterinarios, zootecnistas, tratadores, vagueiros,
laboratoristas e magarefes. Sdo trabalhadores cujo contato direto com descargas uterinas,
produtos de aborto ou carcacas de animais doentes, além de acidentes de laboratério,
aumentam o risco de infeccdo. O manuseio da vacina B19, que e patogénica para 0 homem,
também pbe em risco algumas classes de profissionais. Quanto a vacina RB51, ndo ha

informacdo suficiente para avaliar a sua patogenicidade para humanos, e ndo ha descricéo de
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acidentes. E recomendavel que se manuseie a vacina RB51 com os mesmos cuidados da
estirpe B19 (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

3.3 Brucelose (Brucella sp.)

A brucelose é uma antropozoonose conhecida desde épocas remotas. Existem registros
que Hipaocrates, 460 A.C., fazia referéncia a pacientes com sintomas compativeis a doenca.
Em estudos recentes realizados na Italia, em esqueletos remanescentes da catéastrofe do vulcdo
VesUvio na cidade de Herculano no ano de 79 da era cristd apresentavam lesdes 6sseas tipicas
de brucelose (POSTER, et al. 2009). A doenca € uma zoonose quase sempre transmitida por
contato direto ou indireto com animais infectados ou seus produtos. O possivel risco para a
salde humana é subestimado, pois o problema é de dificil diagnostico. A brucelose esta
presente na lista de enfermidades 2011 da Organizacdo Mundial para Saude Animal - OIE
(OIE, 2011). Ela é classificada como doenca transmissivel considerada de importancia
socioeconémica e/ou para a saude publica e com consequéncias no comércio internacional de
animais e seus produtos (MONTEIRO, 2004).

O agente etioldgico da brucelose é uma bactéria intracelular facultativa, pertencente ao
género Brucella. Dentro deste género sdo descritas seis espécies independentes, cada uma
com seu hospedeiro preferencial: Brucella abortus (bovinos e bubalinos), Brucella melitensis
(caprinos e ovinos), Brucella suis (suinos), Brucella ovis (ovinos) e Brucella canis (caes)
(MERINO, 2004). Segundo Paulin e Ferreira Neto (2003), estas bactérias estdo classificadas
em dois grupos antigénicos distintos, as de morfologia colonial lisa ou cléssica (B. abortus, B.
melitensis e B. suis), que quando evoluem para formas rugosas ou mucoides deixam de ser
patogénicas, e as rugosas (B. ovis e B. canis).

As bactérias do género Brucella sp. sdo cocobacilos ndo capsulados, parasitas
intracelulares facultativos. O género Brucella é composto pela B. abortus, bi6tipos de 1 a 6 e
9; B. melitensis, bidtipos 1 a 3; B. suis, bidtipos 1 a 5; e B. canis, B. ovis, B. neotomae, €, mais
recentemente, Brucella ceti em golfinhos e baleias e B. pinnipedialis em focas e lebes
marinhos (LAWINSKY et al., 2010).

As infeccdes brucélicas nos animais domesticos estdo associadas principalmente a
problemas reprodutivos como abortamentos, nascimento de crias fracas e baixa fertilidade,
com efeitos desastrosos para a pecuaria. Assim, por causar prejuizo a pecudaria e por ser

transmitida dos animais para o homem, desde o inicio do século XX, muitos paises tém
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adotado medidas severas de controle ou erradicagdo da brucelose na populagdo animal
(POSTER, et al. 2009).

A brucelose constitui-se uma das doencas ou infeccBes naturalmente transmissiveis
entre 0s animais e 0 homem mais amplamente difundidas por todo o mundo
(VASCONCELLOS, 1987). E uma doenca que afeta a populagio humana em muitos paises
em desenvolvimento, incluindo os do Oriente Médio e América Latina onde ainda é endémica
(NIMRI, 2003), sendo que quatro especies podem causar infeccdo em humanos: Brucella
abortus, B. canis, B. suis e especialmente B. melitensis (YOUNG, 1995). Esta Gltima espécie
causa a mais importante doenca brucélica clinicamente aparente, porém, ndo esta presente no
Brasil (POESTER, 2002). As brucelas sdo capazes de causar cronicidade devido a sua
capacidade de bloguear os mecanismos de defesa do hospedeiro por sobreviver
intracelularmente (NIMRI, 2003). De acordo com Paulin e Ferreira Neto (2003) as Brucella
sp. séo parasitas intracelulares facultativos capazes de se multiplicar e sobreviver dentro de
macrofagos, devido a sua habilidade em escapar da resposta imune do hospedeiro. Um dos
possiveis mecanismos de escape seria a capacidade que esta bactéria tem de produzir adenina
e guanina monofosfato, que inibiriam o processo de fusdo fago lisossémica.

A Food and Agriculture Organization (FAO), Corbel (2006) e World Organization for
Animal Health (OIE) considera a Brucelose como uma das zoonoses mais importantes e
disseminadas no mundo.

As implicacBes da Brucelose geram barreiras econémicas internacionais ao comércio
de produtos de origem animal e perdas na industria com a condenacdo de leite e carne, queda
nos precos da carne leite e derivados, desvalorizagdo para 0 mercado externo, e altos custos

com programas de controle, erradicacdo e pesquisas (JARDIM et al., 2006).

3.3.1 Brucelose (Brucella sp.) em seres humanos

A brucelose constitui-se uma das doencas ou infeccdes naturalmente transmissiveis
entre 0s animais e o homem mais amplamente difundidas por todo o mundo
(VASCONCELLOQOS, 1987). O primeiro caso de brucelose humana relatado no Brasil ocorreu
em 1913. Entre 1930 e 1950, um grande numero de publicacbes descreveu a doenca em
diversos estados do Brasil sendo que a maioria dos casos foi essencialmente uma fatalidade
ocupacional, ocorrendo primariamente entre trabalhadores de abatedouros e processadores de
carne (POESTER, 2002).
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Atualmente, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), julga-se que,
mesmo nos paises desenvolvidos, a verdadeira incidéncia da brucelose pode ser cinco ou mais
vezes superior a que os numeros oficiais sugerem. Este fato € atribuido a sub diagnostico e a
sub declaracdo "obrigatoria”. A estrutura para o diagndstico da brucelose no Brasil ainda é
incipiente, sendo importante e pertinente sua implantacdo e implementagdo (LAWINSKY et
al., 2010). A conscientizacdo sobre a importancia da adocdo de medidas profilaticas em todas
as etapas da cadeia alimentar, implementacao de programas sanitarios e medidas educativas
da producdo ao consumidor possibilitara a reducdo dos casos de zoonoses transmitidas pelo
leite e derivados (VASCONCELLOS; ITO, 2011).

Cerca de 60% dos casos apresentam complicacGes osteoarticulares, sendo a mais
comum a sacroilite. Observam-se também infecgcdes geniturinarias entre 2 a 20% dos casos,
sendo a orquite e a epididimite as mais comuns. A taxa de letalidade da brucelose sem
tratamento é de 2% ou menos, e € normalmente consequéncia da endocardite secundéria a
infeccdo por Brucella melitensis (PESSEGUEIRO et al. 2003).

A brucelose é usualmente transmitida para os humanos pela ingestdo de produtos
lacteos ndo pasteurizados ou pelo contato direto com animais infectados. A doenca
ocupacional é contraida pela exposicdo de trabalhadores de abatedouros e veterinarios aos
animais infectados, especialmente fetos abortados, fluidos, membranas ou urina (NIMRI,
2003).

De acordo com Castro e Gabriel (2009) o consumidor pode contrair a brucelose,
através da ingestdo de leite cru e derivados, preparados com leite que ndo foi submetido ao
tratamento térmico, onde a bactéria pode persistir durante varios meses. Em diversas regides
do Brasil é comum as pessoas consumirem produtos de origem animal, que ndo sofreram
inspecdo pelos érgdos e profissionais competentes. O comércio clandestino destes produtos
constitui ameaca a satde publica (BRASIL, 2010)

Compondo o grupo das zoonoses, doencas transmitidas dos animais ao homem, a
brucelose é causada por uma bactéria, que pode alojar-se dentro das células de defesa, o que
dificulta seu controle. Devido a inespecificidade de sintomas, torna-se dificil o diagndstico no
homem, sendo conhecida como “Doenga das mil faces”. Na fase inicial, o individuo enfermo
pode apresentar sintomas como fraqueza, mal-estar, dores musculares e articulares, cefaléia e
febre intermitente. O quadro pode evoluir e, geralmente, o tratamento é prolongado
(CASTRO; GABRIEL, 2009).

A ameaca a salde humana causada por Brucella abortus, assim como por outras

espeécies de Brucella, ndo tem sido estimada, considerando-se a falta de relatos e de servicos
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diagndsticos para brucelose humana (POESTER, 2002). Embora a brucelose seja uma doenca
de notificacdo obrigatdria, em muitos paises, os dados oficiais ndo refletem totalmente o
namero de casos anuais, sendo a incidéncia verdadeira estimada entre 10 e 25 vezes maior do
que os relatos indicam. O diagnostico da brucelose humana baseado apenas no quadro clinico
ndo é definitivo jA que os sintomas mimetizam outras doengas e sdo inespecificos. O
isolamento do organismo em cultivo ou detec¢do por méetodos moleculares € necessario para
confirmar o diagnostico clinico (NIMRI, 2003).

A adocgdo de medidas de protecdo nas diferentes atividades profissionais como a
protecdo individual ao manipular fetos ou produtos de abortos (POESTER, 2009). Numa
exploracdo animal, as pessoas devem utilizar equipamentos de protecdo individual - EPIs
(luvas, 6culos, mascaras e botas), fazer a eliminacdo (abate sanitario) dos animais excretores
(doentes), assim como dos produtos excretados de animais doentes (sangue, visceras, abortos,
carcacas), além de cuidados no momento da imunizacdo dos animais (NOCITI et al., 2008).
Nos laboratérios deve-se atentar para o atendimento aos quesitos de biosseguranca e boas
praticas laboratoriais (BRASIL, 2010).

Em geral, a transmissdo da infeccdo animal é potencializada para as pessoas em
decorréncia da inobservancia de normas adequadas no manejo sanitario das criacbes e de
praticas insalubres das pessoas na lida sistematica com o gado bovino. A maior dificuldade de
identificar e caracterizar a dinamica da infeccdo em humanos € a inexisténcia de uma técnica
especifica para esse fim, sendo, por isso, utilizados nos ensaios sorolégicos envolvendo
pessoas, 0s mesmos testes de referéncia empregados para o diagndstico da brucelose bovina,
contidos no Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose -
PNCEBT, implementado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL, 2004).

No homem, os sintomas mais comuns séo aqueles observados na fase de bacteremia,
nos quadros de infeccdo generalizada, tais como: febre continua e intermitente, respiracao
acelerada, calafrios e suores noturnos profusos com um odor particular. A sintomatologia da
brucelose aguda consiste em astenia, fadiga, constipacdo, anorexia, cefaleia, artralgia e um
forte impacto no sistema nervoso levando a neurastenia, depressdo, impoténcia sexual e
insdnia. Com o agravamento do quadro surgem artrites, espondilites, bursites, dores
reumaticas e neuralgia lombar, inflamacdo na medula 6ssea e em muitos 6rgdos onde a
bactéria consegue se alojar, principalmente figado, baco e linfonodos. A possibilidade de
mulheres abortarem devido a infeccdo ndo e afastada, porém é rara. A maioria dos pacientes

recupera-se em um a dois anos, com ou sem tratamento. Os sintomas da forma crénica séo
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causados pela hipersensibilidade as proteinas da bactéria. O diagnostico clinico da brucelose
humana e dificil, pois os sintomas sdo inespecificos (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

A doencga afeta varios sistemas nos seres humanos, produzindo grande variedade de
sintomas, porém também é possivel a forma assintomatica. Clinicamente, a brucelose humana
se manifesta por febre aguda, acompanhada de mal estar, anorexia e prostracdo, podendo
persistir e progredir para a cronicidade, com severas complicacdes osteomusculares,
neuroldgicas e cardiacas (PAULA, et al., 2015).

3.3.2 Brucelose (Brucella sp.) em bovinos

A brucelose bovina é uma doenca infecto-contagiosa produzida por Brucella abortus,
caracterizada pelo aborto de fémeas em estados avancados de gravidez. Os microrganismos
séo eliminados no leite e secregdes uterinas e podem entrar no organismo pelas membranas
mucosas, conjuntivas e ferimentos. (NASCIMENTO et al., 2005). A contaminagdo ocorre em
bovinos, no homem (zoonose), suinos, equinos, caprinos, ovinos e cdes. Sendo uma zoonose
de distribuicdo mundial, conforme mostra a Figura 01, acarreta problemas sanitarios
importantes e prejuizos econémicos vultosos. (OTA, 2013)

O diagnostico presuntivo baseia-se nos sinais clinicos, mas o definitivo sempre sera
soroldgico ou bacterioldgico. Nao ha tratamento, mas recomenda-se o sacrificio dos animais
reagentes positivos. Medidas sanitarias preventivas como a vacinacdo de bezerras contra a
brucelose e o controle do transito de animais destinados a reproducdo devem ser adotadas
(NASCIMENTO et al., 2005).

A B. abortus é o agente etioldgico da brucelose bovina, mas os bovinos sdo
susceptiveis a infeccdo por outras espécies da bactéria. Em Israel foi relatado um episodio de
brucelose bovina causada por B. melitensis, no qual a transmisséo da bactéria ocorreu por soro
de leite caprino que nédo foi adequadamente pasteurizado e utilizado na alimentagdo bovina
(KIMBERLIG, 1994).

Nos animais, predominam clinicamente os abortos e retencBes placentarias (BEER,
1999). O prejuizo econdmico causado origina-se da infertilidade de machos e fémeas causada
pela doenca, fazendo com que a producdo de carne e leite diminua drasticamente
(EMBRAPA, 2000).

Machos e fémeas bovinos sdo suscetiveis a doenca, porém as fémeas adultas,
eliminam grande quantidade de Brucella abortus para o ambiente no momento do parto ou

aborto e também durante todo o puerpério, sdo as principais responsaveis pela propagacédo da
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infeccdo entre os animais. Essas fémeas permanecem cronicamente infectadas devido a
permanéncia de brucelas nos tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

A transmissdo natural ocorre através da ingestdo de microrganismos, que se encontram
presentes em um grande nimero de fetos abortados, membranas fetais e secre¢fes uterinas.
Os bovinos podem ingerir alimentos e agua contaminados, ou ter contato com 0s genitais
contaminados de outros animais. A transmissao venérea de touros infectados para vacas
suscetiveis parece ser rara. A transmissao pode ocorrer por inseminacdo artificial, quando se
deposita sémen contaminado com B. abortus no Utero, mas esta ndo ocorre, notadamente,
guando esse sémen é depositado na cérvix média (BLOO; RADOSTITS, 1991). Os
microrganismos podem entrar no organismo pelas membranas mucosas, conjuntivas e
ferimentos (MANUAL MERCK, 2001). A partir do quinto més de gestacdo, o aumento
crescente da concentracdo de eritritol e a presenca dos hormonios sexuais estimulam a
multiplicagdo bacteriana. A ocorréncia de placentite necrdtica dos cotiledones compromete a
circulacdo materno-fetal, prejudicando a respiracdo e alimentacdo fetais, podendo leva-lo a
morte e por consequéncia ao aborto (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). O eritritol € um
alcool poli hidrico considerado o fator de crescimento para as Brucelas e se encontra nas
placentas dos ruminantes (BASTOS et al., 2012)

Os achados clinicos dependem do perfil imunolégico do rebanho. Em um rebanho de
vacas prenhes, ndo vacinadas e altamente suscetiveis, a caracteristica principal da doenca é o
aborto ap6s o quinto més de gestacdo; onde a retencao de placenta e a metrite sdo as sequelas
comuns. As infec¢Bes mistas costumam ser a causa de metrites, que podem ser agudas, com
septicemia seguida de morte, ou crbnicas, levando a esterilidade. Nos touros, a orquite e a
epididimite ocorrem ocasionalmente (BEER et al., 1999). O diagndstico presuntivo baseia-se
fundamentalmente nos sinais clinicos, entretanto, o diagndstico definitivo sempre sera
sorolégico ou bacterioldgico, tendo em vista as numerosas causas de aborto e a similaridade
dos sinais em outras enfermidades (MATHIAS et al., 2001).

A predilecdo para utero gravidico se deve a producdo, pelo mesmo, do horménio
chamado eritritol. O eritritol atrai as brucelas e funciona como fator estimulante para o seu
crescimento. Este hormdnio s estd presente em bovinos, caprinos, ovinos, suinos e caes, e
estd relacionado com a ocorréncia do abortamento. Este hormdnio ndo € produzido pela
mulher ou pela égua que, por conseguinte, ndo apresentam abortamento em consequéncia da
brucelose (BASTOS et al., 2012).
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A enfermidade ocorre de preferencia em bovinos sexualmente maduros. Porem
bezerros nascidos de mées reagentes €, na maioria das vezes, sorologicamente positivos de
quatro a seis meses, devido aos anticorpos presentes no colostro, mais tarde tornando-se
negativos, mesmo que a infec¢do, em estado latente, esteja presente em uma pequena
proporcdo desses animais. Bezerras que sofrem a infeccdo in Gtero podem permanecer no
estado de infeccdo latente, com a Brucella persistindo em seus pulmdes e linfonodos
regionais, apresentando-se sorologicamente negativas, ou com titulos sorologicos instaveis,
ate o primeiro parto, soro convertendo-se a partir da metade de sua primeira gestagéo,
podendo, inclusive, eliminar o agente etiolégico. Essas infeccBes latentes nos animais
sorologicamente negativos tem grande importancia porque passam despercebidas e podem
servir como fonte de infeccdo algum tempo depois. Nesses casos a vacinacdo e ineficaz
(BRASIL, 2006).

A brucelose, doenga infecto-contagiosa, que, a despeito dos esfor¢cos voltados para o
seu controle, ainda constitui um problema econdmico e sanitario dos mais sérios para 0s
rebanhos bovinos de diversos paises, entre os quais o Brasil (MATHIAS et al., 2001). As
perdas devidas a brucelose bovina no Brasil foram estimadas em R$ 420,12 ou R$ 226,47
para cada fémea infectada acima de 24 meses de idade em rebanhos de leite ou corte,
respectivamente. O prejuizo total estimado foi de, aproximadamente, R$ 892 milhdes
(equivalentes a $ 448 milhdes de dolares americanos). A cada 1% de variacdo na prevaléncia,
estima-se a variacdo de 155 milhGes de reais no custo da brucelose bovina no Brasil
(SANTOS, et al., 2013).

No Brasil, ndo existem estudos concretos sobre os prejuizos econdmicos ocasionados
pela brucelose bovina. As perdas diretas sdo decorrentes dos abortos e periodo de esterilidade
temporéria, responsaveis pelas quedas nas taxas de natalidade, aumento do intervalo entre
partos, nascimentos prematuros, esterilidade e baixa da producéo de leite (CAMPANA et al,
2002). Segundo Santos et al.(2013), no Brasil a brucelose bovina gera perdas econdmicas ao
agronegocio na ordem de $ 448 milhGes de Dolares Americanos, com impacto direto na
producdo de carne ou leite bovino, além de ser uma forte barreira sanitaria nas transacdes do

comércio internacional.
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Figura 01 — Distribuicdo da Brucelose em animais no mundo.
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Fonte: OIE (2015).

O ultimo diagnostico de situacdo da brucelose bovina nacional foi realizado em 1975,
tendo sido estimada a porcentagem de animais soropositivos em 4% na Regido Sul, 7,5% na
Regido Sudeste, 6,8% na Regido Centro-Oeste, 2,5% na Regido Nordeste e 4,1% na Regiédo
Norte. Posteriormente, outros levantamentos sorolégicos por amostragem, realizados em
alguns Estados, revelaram pequenas alteraces na prevaléncia de brucelose: no Rio Grande do
Sul, a prevaléncia passou de 2,0% em 1975, para 0,3% em 1986, apds uma campanha de
vacinacdo bem sucedida; em Santa Catarina, passou de 0,2% em 1975, para 0,6% em 1996;
no Mato Grosso do Sul, a prevaléncia estimada em 1998 foi de 6,3%, idéntica ao valor
encontrado em 1975 para o territério mato-grossense; em Minas Gerais, passou de 7,6% em
1975, para 6,7% em 1980; no Parana, a prevaléncia estimada em 1975 foi de 9,6%, passando
para 4,6% de bovinos soropositivos em 1989. Os dados de notificagdes oficiais indicam que a
prevaléncia de animais soropositivos se manteve entre 4% e 5% no periodo de 1988 a 1998
(BRASIL, 2006).

A brucelose bovina é uma doenca endémica no Brasil, tendo sido diagnosticada em
todos os estados da Federacdo; contudo existem marcadas diferencas na prevaléncia da
infeccdo por B. abortus entre os estados (LAGE, 2008). Segundo o Ministério da Agricultura,
(BRASIL, 2006) esta disseminada por todo o territério nacional atingindo tanto o gado de

corte quanto o gado de leite se estendendo também ao rebanho bubalino. Na regido nordeste,
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constatou-se positividade a brucelose em bovinos de vérios rebanhos dos diversos Estados,
inclusive Alagoas (NUNES, 2001).

A deteccdo da brucelose nos animais € uma ferramenta essencial para a prevencéo da
doenca em humanos. Prevenir é tdo importante quanto o diagndstico precoce para a reducéo
da morbidade da brucelose. Uma melhor atuacdo da fiscalizacdo sanitéria, dos servigos de
defesa agropecuéria, melhorando a eficiéncia da notificacdo da doenca, além de programas
educacionais é essencial ao controle da enfermidade em seres humanos (NOCITI et al., 2008).

No Brasil, sdo poucos os estudos com grande abrangéncia sobre a situacdo da
brucelose bovina. O ultimo estudo nacional envolveu 19 estados e foi realizado em 1975
(Brasil, 1977). Posteriormente, apenas cinco estados realizaram trabalhos que envolveram
todo o seu territério, com uso de diferentes metodologias, sendo assim a situacdo
epidemioldgica da brucelose bovina no Brasil ndo é adequadamente conhecida (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003).

3.4 Reacdo em Cadeia Polimerase

O processo da PCR foi descrito por Kary Banks Mullis (prémio Nobel de quimica de
1993 pelo desenvolvimento dessa técnica), Em 1989, a Hoffman La Roche & Perkin-Elmer
Corporation patenteou este processo. O método PCR ¢ usado habitualmente nos laboratérios
de investigacdo médica e bioldgica para uma variedade de tarefas, como a deteccdo de
doencas hereditarias, que ¢ a identificacdo de "impressdes digitais" genéticas, a construcao de
arvores filogenéticas (arvores de relacdo entre espécies), a clonagem de genes, testes de
paternidade, exames para deteccdo de agentes patogénicos e etc. (MULLIS et al., 1997). As
técnicas moleculares tém sido utilizadas com frequéncia na identificacdo e caracterizacdo de
bactérias. Dentre as técnicas utilizadas, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem se
destacando na area da microbiologia para detec¢do de micro-organismos em amostras de leite
e outros alimentos (AHMADI et al., 2010).

A PCR encontra sua principal aplicacdo em situacdes onde a quantidade de DNA
disponivel é reduzida. Em teoria, € possivel amplificar qualquer DNA. Uma das principais
aplicagdes da PCR é na medicina forense, onde pequenas amostras de DNA retiradas da cena
de um crime, como: pedagos de cabelo que contenham bulbo, gotas de sangue ou saliva,
pedacos de pélo ou até mesmo a minuscula quantidade de DNA deixada em uma impresséo
digital (SAIKI et al., 1998). A PCR também é utilizada na paleontologia para o

sequenciamento génico de animais pré-historicos. Também é muito utilizada na identificagdo
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de microrganismos, tendo em vista que apenas 1% dos microrganismos séo cultivaveis e
podendo ser isolados. A PCR é o primeiro passo para 0 posterior sequenciamento. Apos obter
as sequencias geradas pelos equipamentos podem-se consultar bases de dados na internet para
tentar localizar suas possiveis origens, sendo bactérias, archeas ou etc. (VERKUIL, 2008).

A técnica de PCR envolve trés etapas béasicas por ciclo, estimuladas pelo calor, que
sdo repetidas por varias vezes, em ciclos: Abertura da fita de DNA que servira de molde, por
desnaturacdo térmica (etapa com duracdo entre 30s e 1min a temperatura de 92-96°C);
Pareamento de oligonucleotideos sintéticos, que funcionam como os iniciadores da reacdo de
polimerizag&o, a cada uma das fitas do DNA molde, a regido complementar da fita que sofrera
a duplicagdo (duracdo de 30s a 1 min a temperatura entre 58 e 65°C); Polimerizacdo, através
de uma enzima polimerase, das novas fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores,
utilizando cada um dos quatro dNTP como substrato da reacdo de polimerizacdo (duracédo
entre 45s e 1min, a 72°c). Cada ciclo € repetido em torno de 60 vezes, e promove a
amplificagdo da regido alvo determinada conforme afinidade das sequencias iniciadoras
(primers). Assim, o iniciador reconhece, por complementaridade, o local de inicio do local a
ser amplificado, efetua a ligacdo e sinaliza para a polimerase o inicio da sequencia a ser
replicada. O grande problema inicial foi a deshaturacdo seguida da enzima polimerase, que,
obtida de Escherichia coli, ndo suportava a temperatura para abertura das fitas de acidos
nucléicos. Assim, a cada ciclo, uma nova quantidade de enzima deveria ser adicionada
(COSTA, 2009).

A maior vantagem desse método é possuir alta sensibilidade e precisdo, mesmo
quando séo testadas amostras com baixa concentragdo de micro-organismos (SANTILIANO
etal., 2011).
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4 ARTIGO

Deteccdo molecular de Brucella sp. em leite “informal” comercializado nos municipios

de Alagoas, Regido Nordeste do Brasil.

4.1 Introducao

O leite informal é o produto vendido diretamente do produtor ao consumidor, sem
garantia que tenha sido submetido a qualquer tratamento térmico ou que tenham sido
obedecidas condigdes minimas de higiene exigidas para captacdo, transporte e
comercializacdo deste tipo de produto (BELLOTI, 2001).

O alimento leite comporta-se como importante substrato para veicular microrganismo
patogénico de animais infectados aos seres humanos. Infecgfes como a brucelose apresentam
quadros sistémicos descritos como zoonoses classicas transmitidas ao homem pelo leite e
derivados (REIS FILHO; SILVA, 2013).

A brucelose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por bactérias
intracelulares facultativas pertencentes ao género Brucella. A importancia da brucelose
animal varia de um pais para o outro, dependendo da populacdo animal exposta, da espécie de
Brucella envolvida e das medidas tomadas para combaté-la (CORREA, 2007).

Nos anos de 2001 a 2004, foi realizado estudo de caracterizacdo epidemiolégica da
brucelose nos estados da Bahia, Santa Catarina, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondbnia, Sdo Paulo, Sergipe,
Tocantins e no Distrito Federal. No estado do Mato Grosso os trabalhos de campo ja haviam
sido realizados em 1998. Os resultados do estudo foram publicados no final de 2009 e
mostraram que a doenca esté distribuida em todo o territdrio nacional (BRASIL, 2006).

O advento da biologia molecular, diversas técnicas para deteccdo de microorganismos
foram possibilitadas, favorecendo ao aumento da sensibilidade e especificidade do
diagnostico (ZARLENGA; HIGGNIS, 2001).

Justifica-se este estudo para a deteccdo do comércio informal do leite em Alagoas,
pois ainda ndo estd bem estabelecida a informalidade nesse comércio, além de pesquisar
através da PCR a presenca de Brucella sp. no leite “in natura” comercializado, haja vista a

relevante importancia quanto ao aspecto de producéo do leite bovino e riscos a saude publica.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Amostras biologicas

Foram utilizadas 100 amostras de leite bovino in natura coletados em 100 diferentes
pontos de venda informal, distribuidos em 80 municipios do Estado de Alagoas identificados
na Figura 2.

As amostras de leite in natura foram adquiridas, acondicionadas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel e transportadas para o Laboratorio de Doengas Infecto-contagiosas
dos Animais Domésticos, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, em até 48 horas
apos colheita, sendo homogeneizadas e uma aliquota de 50 mL retirada e reservada em tubos

estéreis do tipo Falcon, identificadas e congeladas em -20°C até seu processamento.

Figura 02 — Mapa de distribuicdo e numero de amostras coletadas por municipio de Alagoas,

com a amostra detectada com Brucella sp. destacada.

Mapa de distribuicdo de amostras
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4.2.2 Metodologia (Biologia Molecular)

4.2.2.1 Extracdo de DNA

Como pré-etapa da extragdo de DNA foi adotada uma centrifugacgdo prévia dos 50 mL
de volume total do leite colhido, sendo realizada uma centrifugacdo inicial a 3000 rpm
durante 10 minutos, com descarte do sobrenadante e, transferéncia do pellet obtido para um
novo criotuoestéril de 2mL devidamente identificado, realizando-se uma nova centrifugacao a
14000 rpm durante 5 minutos, obtendo-se por fim o pellet final para extragdo, rico em
conteddo celular. As amostras de leite foram submetidas a extracdo de DNA com o Kit
comercial DNEasyBlood&Tissues (Qiagen) utilizando-se o protocolo descrito pelo fabricante,
sendo ao final do processamento, armazenado em -20°C até a realizacdo dos testes

moleculares.

4.2.2.2 Deteccdo do DNA de Brucella sp.

As amplificagdes do DNA de Brucella sp. foram realizadas utilizando-se os primers
ITS66 (5"-ACATAGATCGCAGGCCAGTCA-3") e ITS 279 (5°-
AGATACCGACGCAAACGCTAC-3") que amplificam a regido ITS 16S-23S do RNAr,
especifica para o género Brucella (KEID et al., 2007).

As reacOes foram preparadas em criotubos de 200uL, tendo como volume final
12,5uL contendo: 2,5uL de DNA gendmico; 0,5uL de cada primer especifico para o agente
na concentracdo de 10 pmol; 2,75uL de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de MasterMix
(mistura para PCR - Qiagen®. O perfil térmico das etapas das reacdes foi realizado em
termociclador (XP ThermalCycler - Bioxer Technology CO. LTD), consistindo de uma
desnaturacdoinicial a 95°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos para a
desnaturacdo, 62°C por 30 segundos para o anelamento e 72°C por 30 segundos para a
extensdo, e extensdo final de 72°C por 5 minutos, conforme Keid et al. (2007).

A verificacdo do produto amplificado de 214 pares de bases (pb), correspondentes ao
fragmento amplificado pelos primers correspondentes ao agente, foi realizada por meio de
eletroforese de gel de agarose a 2%, onde os produtos da PCR foram corados com Blue Green
(LGC Biotecnologia), visualizados através de luz ultravioleta e foto documentados. Para
comparacdo do peso molecular dos fragmentos amplificados, foi utilizado marcador

molecular de padrdo de 100 pb (Fermentas).
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Realizou-se analise estatistica descritiva por conveniéncia, com amostra aleatdria
simples (SAMPAIO, 2002).

4.3 Resultado

Dos 102 municipios totais do Estado de Alagoas, foi identificada a existéncia do
comeércio informal de leite em 80 municipios, dos quais 15 municipios tiveram mais de um
ponto de comercializacdo identificados, sendo um municipio com quatro pontos de
comercializagdo, trés municipios com trés pontos e 11 municipios com dois pontos de venda
de leite informal, confirmando a presenca deste mercado ilegal de venda de leite em Alagoas.

Das 100 amostras de leite informal submetidas a PCR para a detec¢do de Brucella sp.

apenas uma (1/100) foi positiva para o género (Figura 3).

4.4 Discussao

Segundo Fonseca e Carvalho (2004) a comercializacdo de produtos lacteos sem
inspecdo no Brasil atinge niveis extremamente elevados, independente da interpretacdo que se
dé as estatisticas, tradicionalmente, considera-se que 45% do leite produzido advém da
producdo e comercializacdo informal. A Regido Nordeste apresentou, em 2010, o menor
porcentual do leite sob inspecdo, em relacdo ao total do leite produzido (apenas 30,7%). Isto
significa que quase 70% do que ¢ produzido na regido sdo consumidos de forma “in natura”.
Considerando que este porcentual ja foi menor - em 1997 era 23,3%, apesar de forma lenta a
regido vem apresentando alguma evolucdo no processo de industrializacdo (REIS FILHO;
SILVA, 2013).

Caracteristicas proprias de cada regido conferem a sistemas de producdo de
subsisténcia o atendimento & demanda do mercado, sendo o excedente deste consumo familiar
comercializado diretamente com o consumidor final sem nenhum tipo de tratamento
(BELLOTI, 2001).

Nos Estados Unidos a Brucella sp., Listeria monocytogenes e Campylobacter jejuni
sdo apontados como microrganismos patogénicos para humanos associados ao consumo de
leite cru de vacas, cabras e ovelhas (VERRAES et al. 2015). Em 64 surtos causados pelo
consumo de queijo cru em diferentes paises foram identificados 7 por Brucella sp, 8 por
Listeria monocytogenes e 5 por Campylobacter jejuni (EFSA; ECDC, 2014). Nos paises

mediterraneos, aqueles ndo oficialmente livres da brucelose, presume-se que o0 consumo de
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leite cru oriundo de ovelhas e cabras, bem como o0s queijos artesanais oriundos desse produto
sdo a principal fonte para infeccdo humana (FASFC; WIV; CODA, 2011). Verraes et al.
(2015) ressaltam que mesmo durante a producédo de queijos macios pode haver crescimento de
Brucella sp., com sobrevivéncia da bactéria no processo de maturacdo e armazenamento do
queijo.

Os métodos de cultivo microbiologico e andlises fenotipicas de crescimento bacteriano
sdo empregados como testes de referéncia para deteccdo de Brucella sp. em amostras
biologicas, levando a baixa sensibilidade no isolamento bacteriano associado ainda a
caracteristica fastidiosa de crescimento do agente (AMOROSO et al., 2011). A gquantidade do
patdgeno na amostra clinica, o estagio da infec¢do, bem como o uso de antibidticos antes do
diagnostico microbioldgico sdo ainda citados como fatores limitantes para o isolamento
(MOHAMED et al., 2010). Tratando-se ainda de um patégeno classe Il existe significante
risco biolégico em situacBes laboratoriais (NING et al., 2012). Métodos soroldgicos indiretos
como 0 ELISA e o teste no anel no leite tem sido utilizados para detec¢do de anticorpos anti-
Brucella no leite (VANZINI et al., 2001; CHAND et al., 2005), onde resultados duvidosos
podem ser gerados através do uso extensivo de vacinas, 0 que incrementaria a resposta imune
vista em resultados de uma infeccdo em curso (NIELSEN, 2002). Por conta dessas
limitacGes, 0 uso de técnicas moleculares, como a PCR, vem sendo aplicadas cada vez mais
pensando na rapidez, no baixo risco bioldgico e no incremento da sensibilidade (AMOROSO
etal., 2011).

No Brasil, De Paula et al. (2013) detectaram a presenca de Brucella sp. por PCR em
30 amostras de leite cru comercializadas clandestinamente e 50 amostras de leite entregues
em laticinios, previamente a pasteurizacdo na cidade de Botucatu-SP, encontrando
positividade em 12,5% (10/80) das amostras totais analisadas, dentre as positivas 16,6%
(5/30) eram provenientes do comércio clandestino e 10% (5/50) de laticinios.

Ainda na regido Sudeste do Brasil, utilizando queijo oriundo de comércio ilegal,
estudos comparativos entre técnicas de isolamento microbioldgico e deteccdo molecular de
Brucella abortus foram realizadas por Myashiro et al. (2007). Nas 192 amostras totais
utilizadas ndo houve isolamento do microrganismo através de cultivo bacteriano, porém
19,27% (37/192) das amostras foram positivas para o género Brucella, com confirmacdo em
todas (100%) para a espécie B. abortus. A diferenciacdo entre as cepas nas amostras positivas
foi realizada, encontrando resultados de 81,08% (30/37) para a cepa vacinal B19 e 18,92%

(7/37) diferenciadas como cepas de campo de B. abortus.



53

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um método muito sensivel de analise e
por isso € realizado com muito cuidado para evitar contaminagdes que possam inviabilizar ou
tornar errébneo o resultado. Numa comparacéo dos testes sorologicos convencionais e culturas
de sangue com ensaios de PCR, em brucelose aguda, Mitka et al. (2007) concluiram que o
ensaio por PCR consegue diagnosticar mais rapidamente a enfermidade que os métodos
convencionais, com percentuais similares de confiabilidade.

A deteccdo da Brucella sp. utilizando PCR tem sido pesquisada em diferente tipos de
materiais biologicos e espécies (OCAMPO-SOSA et al,. 2005).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 2% de produtos amplificados na PCR para
deteccdo de fragmento de 214 pb (pares de base) referentes a regido ITS1 de Brucella sp.
Marcador molecular de 100pb (M); amostra de leite positiva para DNA de Brucella sp. (28);
controle negativo (C-); controle positivo (C+).

Estes testes estdo sujeitos a interferéncias decorrentes da idade de vacinacdo, de
infeccdes recentes ou de reacdes cruzadas com outros agentes. A utilizagdo da combinagéo de
diferentes métodos, tal como um teste de triagem capaz de identificar animais soro reagentes e
um teste confirmatorio que separe, dentre estes, os verdadeiros positivos dos negativos,
associada a informacdo epidemioldgica e clinica do rebanho e importante para que se chegue
a um diagndstico conclusivo (FIGUEREDO, 2008).

Com os dados apresentados sugere-se a realizacdo de um inquérito soro-
epidemioldgico do rebanho Alagoano pela falta de informacgao sobre a Brucelose, bem como,
é imperativa a presenca do Estado com Politicas Publicas voltadas a coibir o comércio ilegal
de leite e implantar programas de Educagéo Sanitaria levando para sociedade a importancia de

se conhecer a origem dos produtos que levamos a nossa casa.
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4.5 Concluséao

Conclui-se com este estudo que existe o comércio ilegal do leite em Alagoas e a
presenca da Brucella sp. em leite bovino, pode representar um risco de transmissdo da

Brucelose para populagdo que consome o leite comercializado informalmente.
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