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RESUMO

ROCHA, Bernardo Barbosa, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2013. Ocorréncia de Mycobacterium bovis em queijos coalho artesanais e fatores
associados ao consumo de leite e derivados lacteos informais. Orientadora: Maria
Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Paula Dias Bevilacqua, Luis Augusto
Nero e Marcio Roberto Silva

A tuberculose zoon6tica cujo agente etioldgico € o Mycobacteirum bovis pertencente ao
Complexo Mycobacterium tuberculosis (M tuberculosis, M bovis, M africanum, M
microti,M canettii e M. caprae) causa doencas em seres humanos, bovinos e outros
animais em varios paises do mundo. Nos humanos, M. bovis pode determinar as
mesmas formas clinicas dos acometimentos que M. tuberculosis. Antes dos programas
de controle e erradicagdo da tuberculose bovina e do evento de pasteurizacao do leite, a
principal forma infecciosa era a extrapulmonar com destaque para tuberculose renal nos
adultos, tuberculose ganglionar em criangas, devido a via de infeccdo principal ser o
trato gastrointestinal, sendo as principais fontes o leite e lacteos ndo fervidos ou nédo
pasteurizados. Uma vez que M. bovis estd relacionado com inumeros casos de
tuberculose em humanos, existe uma preocupacdo com a qualidade e a inocuidade do
leite e produtos lacteos, visando prevenir ou minimizar riscos a saude humana.
Considerando-se que o Brasil € um grande pais produtor de leite, a presenca de M. bovis
em rebanhos brasileiros, a importancia da qualidade do leite e o potencial zoon6tico
associados, este estudo objetivou i) realizar uma revisdo sistematica sobre a situacdo da
tuberculose zoon6tica no mundo, ii) estimar a prevaléncia, o consumo de leite e queijo
ndo pasteurizados e fatores associados em uma populacgéo de alta vulnerabilidade social
de Juiz de Fora, Brasil, bem como iii) avaliar a ocorréncia de M. bovis em queijo coalho
na regido de Parnaiba, Piaui — Brasil. No estudo de revisdo sistematica verificou-se que
ainda sdo necessarios esforcos educativos direcionados a populacdes de alto risco para
infeccdes por M. bovis, como trabalhadores que lidam com pecudria ou agroindustria de
alimentos. Estes se localizam em &reas com uma agroindustria extensiva, onde a
populacdo bovina ainda esta contaminada por M. bovis. Além disso, a disseminagdo do
agente entre animais e seres humanos em paises em desenvolvimento permanece como
um perigo real, principalmente por meio do consumo de leite e derivados crus. No
estudo, verificou-se que a taxa de consumo atual de leite cru e queijo feito com leite cru
foi de 11,4% e 43,9%, respectivamente. As variaveis, idade, historico de residéncia no

meio rural, tipo de moradia, ocupagdo, local de moradia e histérico de consumo
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exagerado de alcool no ultimo ano, apresentaram-se associados (p < 0,05) ao consumo
de leite cru e as varidveis local de residéncia, ocupacdo e histérico do consumo
exagerado de alcool apresentaram-se associados (p < 0,05) ao consumo de queijo feito
com leite cru. No estudo sobre ocorréncia de M. bovis em queijos coalho, verificou-se
uma taxa de 10% de amostras evidenciadas positivas pela técnica gqRT-PCR, o que
reforca a possibilidade de transmissdo desse patdgeno via lacteos confeccionados com
leite cru. O presente estudo demonstra que a transmissdo zoonotica de M. bovis no
Brasil permanece viadvel, dadas as altas taxas de consumo de lacteos informais e a
presenca de M. bovis em produtos artesanais verificadas, o que deve servir de alerta as

autoridades de saude e agricultura sobre a necessidade de medidas preventivas.



ABSTRACT

ROCHA, Bernardo Barbosa, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2013.
Occurrence of Mycobacterium bovis in homemade coalho cheeses and factors
associated with the consumption of milk and milk derivatives informal. Adviser:
Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-advisers: Paula Dias Bevilacqua, Luis
Augusto Nero and Marcio Roberto Silva

The zoonotic tuberculosis whose etiologic agent is the Mycobacteirum bovis belonging
to the Mycobacterium tuberculosis complex (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum,
M. microti, M. canettii and M. caprae) causes diseases in humans, cattle and other
animals in several countries of the world. In humans, M. bovis can determine the same
clinical onsets forms that M. tuberculosis. Before the programs for the control and
eradication of bovine tuberculosis and the event of the milk pasteurization, the main
forms of zoonotic tuberculosis were the extrapulmonary with emphasis for renal
tuberculosis in adults, lymph node tuberculosis in children due to the mechanism of M.
bovis penetration throughout gastrointestinal tract, where its main sources were
unboiled or unpasteurized milk and derivates. Once that M. bovis is related with
tuberculosis cases in humans, there is a concern with assure the quality and safety of
milk and dairy products, aiming to prevent or minimize risks to human health.
Considering that Brazil is a great producer of milk, the bovine tuberculosis is endemic
in Brazilian herds, the importance of assure the quality and safety of milk and derivates,
this study aimed to i) carry out a systematic review about the situation of zoonotic
tuberculosis in the world, ii) estimate the prevalence of milk and cheese informal
consumption and associated factors to these comsumtion kinds in a population of high
social vulnerability in Juiz de Fora, Brazil, as well as iii) to evaluate the occurrence of
M. bovis in raw cheeses produced in the region of Parnaiba, Piaui, Brazil. In the
systematic review was found that it is still recommended educational efforts directed at
high-risk populations to infections caused by M. bovis as workers who deal with
livestock and agro-food industry, particularly in areas and countries with an extensive
agribusiness in which bovine population is still contaminated by M. bovis. In addition,
the dissemination of the agent from animals to humans in developing countries remains
as a real danger, mainly through the consumption of raw milk and derivates.
Prevalences of raw milk and derivates consumption were of 11.4% and 43.9%,
respectively. The variables, age, history of residence in a rural environment, type of

dwelling, occupation, place of residence and history of excessive alcohol consumption



in the last year, were associated (p < 0.05) with the consumption of raw milk and the
variables place of residence, occupation and history of excessive alcohol consumption
were associated (p < 0.05) with the consumption of cheese made with raw milk. In the
study to assess the occurrence of M. bovis in raw cheese was found a rate of 10% of
positive samples evidenced by qRT-PCR, alerting for the possibility of M. bovis
transmission throughout milk and cheeses consumed raw. The present study showed
that the zoonotic role of M. bovis remains possible in Brazil. There were significant
rates of raw milk and darivates consumption and M. bovis evidences in raw cheeses
were verified. These findings should alert the health and agriculture authorities for the

need of preventive mesures.
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INTRODUCAO GERAL

Mycobacterium bovis € um agente do complexo Mycobacterium tuberculosis,
que causa a tuberculose animal, mas pode afetar também o ser humano, causando a
tuberculose zoondtica. A sua contribuicdo relativa no contexto global da tuberculose
humana, é provavelmente subestimada, devido, principalmente, as suas caracteristicas
de crescimento disgbnico e lento e, a sua preferéncia por piruvato para crescimento
primario, nutriente ausente em boa parte dos meios utilizados na rotina de diagnostico
de tuberculose.

Os principais fatores de risco associados a infec¢do por M. bovis sdo o contato
direto com animais doentes e o consumo de leite e derivados lacteos contaminados.
Esse contato ndo ocorre apenas nos estabelecimentos de gado leiteiro, mas pode ocorrer
também em areas periurbanas onde residem familias de baixa renda, as quais mantém
um nimero minimo de vacas produzindo leite, para sustento proprio e de vizinhos.

A correlagdo direta da infeccdo por M. bovis em bovinos e a tuberculose
zoonotica tem sido bem documentada em paises desenvolvidos, mas essa informagéo é
escassa nas regides em desenvolvimento. Isso tem relagdo com a percepcao equivocada,
nessas regides em desenvolvimento, em tratar M. bovis como sendo um agente
etiologico de uma doenca exclusivamente animal. Entretanto, a tuberculose bovina € um
problema de salde publica e o conhecimento sobre a implicacdo da tuberculose bovina
nos casos humanos tem de ser aprimorado e divulgado para o efetivo controle da prépria
doenca em rebanhos.

Um estudo recentemente conduzido em Juiz de Fora, Minas Gerais, detectou trés
casos (1,5%) de tuberculose zoondtica (M. bovis) entre 189 pacientes que tiveram as
micobactérias envolvidas caracterizadas por métodos bioquimicos e/ou moleculares de
determinacdo da espécie. Os casos de tuberculose zoonoética evidenciados foram
associados (p< 0,05) a exposicOes zoondticas prévias, principalmente ao consumo de
gueijo artesanal feito com leite ndo pasteurizado.

Este fato reforgou a necessidade de maiores estudos nacionais direcionados a
possibilidade de transmissao de M. bovis via lacteos ndo pasteurizados no Brasil. Entéo,
a presente dissertacdo abrangeu: i) uma revisdo sistematica sobre a situacdo da

tuberculose zoondtica no mundo, ii) um estudo para estimar o consumo de leite cru e



queijo feito com leite cru em uma populacdo de alta vulnerabilidade social e, iii) uma

andlise da ocorréncia de M. bovis em queijos coalho da regido de Parnaiba, Piaui.



OBJETIVOS

Considerando-se que o Brasil ¢ um grande produtor de leite, a presenca de
Mycobacterium bovis em rebanhos brasileiros é endémica, a importancia da qualidade
do leite e derivados deve ser sempre assegurada, e que algumas evidéncias de infecgédo
humana por M. bovis foram recentemente detectadas no Brasil, este estudo teve como

objetivos especificos:

* Realizar uma revisdo sistematica sobre a situacao da tuberculose zoonética no mundo;

« Estimar a prevaléncia do consumo de leite ndo pasteurizado e fatores associados em
uma populacdo de alta vulnerabilidade social do Brasil,

« Estimar a prevaléncia do consumo de queijo ndo pasteurizado e fatores associados em
uma populacdo de alta vulnerabilidade social do Brasil,

« Avaliar a ocorréncia de M. bovis em queijo coalho na regido de Parnaiba Piaui —
Brasil.



CAPITULO |

Tuberculose Zoondtica: uma velha doenca e novos
desafios

Zoonotic tuberculosis: an old disease and new
challenges

Tuberculosis zoonaotica: una enfermedad antigua y
los nuevos desafios

Artigo a ser submetido ao “Cadernos de Saude Publica”

ROCHA, B.B,; SILVA, M.R.; SOUZA, G.N.; MOREIRA, M.AS.



RESUMO

No Brasil grande parte dos estudos sobre a tuberculose zoondtica refere-se a frequéncia
da doenca nos levantamentos realizados em é&reas restritas, havendo pouca
disponibilidade de informacg6es sobre sua prevaléncia no &mbito estadual ou federal, de
sua associagao com possiveis fatores de risco, assim como de sua distribuicdo no espago
e no tempo. Este estudo teve como objetivo realizar uma revisdo sistematica sobre a
situacdo da tuberculose zoondtica no mundo, de modo que os artigos foram
selecionados de 1970 a 2012 e caracterizados por regido, tipo de estudo e espago-
temporal, para que se pudesse tragar um perfil dessa enfermidade que afeta seres
humanos e animais. Dos trabalhos incluidos (n = 217) na revisdo, 120 (55,5%)
ocorreram na Europa, 44 (20,2%) na América do Norte, 16 (7,3%) na Asia, 13 (6,0%)
na América do Sul, 13 (6,0%) na Africa e 11 (5,0%) na Oceania. No que se refere ao
periodo de publicacdo, ocorreram 34(15,6%) entre 1970 — 1980, 29 (13,3%) entre 1981
— 1990, 65 (29,8%) entre 1991 — 2000, 89 (41,3%) entre 2001-2012 dos trabalhos
publicados, havendo aparentemente um aumento de ocorréncias desde o primeiro até o
ultimo periodo. De todos os estudos, 108 (49,8%) 48 (22,1%), 41 (18,9%) foram do tipo
relato de casos, revisdo e transversal, respectivamente, havendo apenas 4 (1,9%) estudos
de caso controle, 3 (1,4%) de coorte e, finalmente, 13 (5,9%) que se caracterizaram

como exclusivamente de epidemiologia molecular.

Palavras-chave: tuberculose zoonética, M. bovis, M. tuberculosis, infecc¢do,

epidemiologia.



ABSTRACT

Most of the studies on zoonotic tuberculosis refer to the frequency of the disease in
surveys conducted in restricted areas and there are little availability of information on
its prevalence within the scope of the state or federal levels, about possible risk factors,
as well as their distribution in space and time. This study had as objective to carry out a
systematic review about the situation of the zoonotic tuberculosis over the world, so the
articles were selected from 1970 to 2012, and were characterized by region, type of
study and temporal space, for that could draw a profile of this disease that affects both
human and animals. Among the papers included (n = 217) in this review, 120 (55.5 %)
occurred in Europe, 44 (20.2 %) in North America, 16 (7.3 %) in Asia, 13 (6.0 %) in
South America, 13 (6.0 %) in Africa and 11 (5.0 %) in Oceania. In relation to the period
of publication, there were 34 (15.6 %) papers between 1970 - 1980, 29 (13.3 %)
between 1981 - 1990, 65 (29.8 %) between 1991 - 2000, 89 (41.3 %) between 2001-
2012 of all published works, and there was apparently an increase of occurrences since
the first until the last period. Of all studies, 108 (49.8 %), 48 (22.1 % ), 41 (18.9 %)
were case report, review and transversal types, respectively, and only 4 (1.9 %) were
case-control, 3 (1.4 %) cohort and, finally, 13 (5.9 %) who were characterised as

exclusively of molecular epidemiology.

Keywords: zoonotic tuberculosis, M. bovis, M. tuberculosis, infection, epidemiology.



RESUMEN

En gran parte los estudios sobre tuberculosis bovina se refiere a la frecuencia de la
enfermedad en los estudios llevados a cabo en las zonas de acceso restringido, hay poca
disponibilidad de informacion sobre su prevalencia en la estatal o federal, de su
asociacion con posibles factores de riesgo, asi como su distribucion en el espacio y el
tiempo. Este estudio buscO realizar una revision sistematica sobre el estado de
tuberculoze zoonosis en el mundo, por lo que los articulos fueron seleccionados 1970 a
2012, y se caracteriza por region, tipo de estudio y la linea de tiempo, por lo que se
podria llamar un perfil esta enfermedad que afecta a los seres humanos y los animales.
De los estudios incluidos (n = 217) en esta revision, 120 (55,5%) se produjeron en
Europa, 44 (20,2%) en América del Norte, 16 (7,3%) en Asia, 13 (6,0% ) en América
del Sur, 13 (6,0%) en Africa y 11 (5,0%), en Oceania. En cuanto al periodo de
publicacién, hubo 34 (15,6%) entre 1970 a 1980, 29 (13,3%) entre 1981 a 1990, 65
(29,8%) entre 1991 a 2000, 89 (41, 3%) entre 2001-2012 de los trabajos publicados, con
un aparente aumento de los incidentes de lo primero a lo Gltimo periodo. En todos los
estudios, 108 (49,8%) 48 (22,1%), 41 (18,9%) eran de tipo casos clinicos, revision y
transversal, respectivamente, con solamente 4 (1,9%) estudios de casos y controles, 3
(1,4%) de cohorte, vy, finalmente, 13 (5,9%), que se caracteriza por ser exclusivamente

de lo tipo epidemiologia molecular.

Palabras clave: tuberculosis zoonética, M. bovis, M. tuberculosis, infecciones,
epidemiologia.



INTRODUCAO

Os agentes etiologicos da tuberculose dos mamiferos pertencem ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), o qual engloba Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium  bovis, Mycobacterium caprae, Mycobacterium  africanum,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium microti e Myobscterium caprae. * O primeiro,
de distribuicdo mundial, possui 0s seres humanos como reservatorios, sendo a principal
causa de tuberculose humana. O segundo, também de distribuicdo mundial, possui 0s
bovinos como principal reservatério natural, mas pode afetar muitos outros mamiferos,
incluindo seres humanos, sendo nestes a principal causa da tuberculose zoonética.

Tanto no presente topico da introducdo como no restante desta dissertacdo o
termo “tuberculose zoonotica” serd empregado como sindnimo de tuberculose humana
causada exclusivamente por M. bovis e “tuberculose bovina” como sindmimo da doenga
bovina, que é causada também pelo mesmo agente.

Em seres humanos, M. bovis causa lesdes tuberculosas indistinguiveis das
provocadas por M. tuberculosis, agente tipicamente humano. Embora a maioria dos
casos de tuberculose humana seja causada por M. tuberculosis, uma parcela ndo bem
conhecida dos casos é decorrente de M. bovis. *

Antes do advento de pasteurizacdo do leite, M. bovis foi uma importante causa
de tuberculose zoondtica, especialmente tuberculose intestinal em criancas. Apos a
adocdo dessa tecnologia, a ocorréncia de tuberculose zoonética declinou
significativamente. *

Poucos estudos representativos sdo publicados no mundo sobre tuberculose
zoonotica. Nos ultimos 50 anos, pesquisas sobre tuberculose zoonoética foram
influenciadas por tendéncias cientificas, preocupacdes sociais tais como o virus da
imunodeficiéncia humana/sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIVV/AIDS) e com a
seguranca de alimentos, bem como pelo desenvolvimento e disponibilidade de
ferramentas diagnosticas mais precisas para identificacio de M. bovis. O
desenvolvimento da reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction/PCR) e
de outras ferramentas moleculares para identificar M. bovis e diferencia-lo de outros
membros do CMT tem permitido a descoberta de mais casos em estudos retrospectivos

e tem sugerido novas formas de transmiss&o. °



A literatura medica sobre a incidéncia de tuberculose zoonoética é marcada por
numerosas descrigdes clinicas de casos desse agente em nivel regional ou de hospitais,
mas ha muito poucas investigacdes sisteméticas em niveis nacionais. ®"°

Ha trés principais explicacbes para a falta de uma estimativa acurada da
proporcéo de M. bovis na tuberculose global em seres humanos. Primeiro, por exames
clinicos e radiologicos néo é possivel diferenciar a tuberculose humana causada por M.
tuberculosis ou M. bovis. Segundo, muitos laboratdrios fazem uso de meios de cultura
contendo glicerol, os quais dificultam o crescimento de M. bovis. Além disso, o0 exame
bacterioldgico € sempre uma opcdo cara para muitos paises em desenvolvimento se
comparada a deteccdo direta de bacilos alcool-&cido resistentes — BAAR (baciloscopia),
que é mais barata e rapida. Terceiro, e talvez 0 mais importante, como o tratamento de
tuberculose causada por ambos 0s agentes geralmente € 0 mesmo, na maioria dos Novos
casos de tuberculose, ndo ha por parte dos médicos interesse clinico em diferenciar o
agente causal. > Entretanto, como M. bovis é intrinsecamente resistente & pirazinamida,
droga usada no primeiro esquema de tratamento da tuberculose humana, é importante
ressaltar que a diferenciacdo do agente zoonotico do restante do CMT traria ganhos em
termos diagndsticos, principalmente quando houver evidéncias epidemiolégicas que
justifiquem a suspeita de tuberculose zoonética, ou quando houver falhas na resposta ao
tratamento com esquemas que incluem pirazinamida.

Entretanto, desde que a World Health Organization (WHO) declarou a
tuberculose humana como uma emergéncia global em 1993, ela tem se preocupado
também em conhecer a importancia relativa de M. bovis no contexto global e vem
recomendando colaboragdo entre servigos médicos e veterinarios e a ampliacdo das
pesquisas sobre epidemiologia e controle deste agente zoondtico, principalmente em
paises em desenvolvimento, onde a tuberculose bovina, em geral, é negligenciada. °*°

A WHO reconhece que muitas questdes ainda cercam a natureza e
epidemiologia da tuberculose humana devida a M. bovis. *'° O agente é transmissivel do
gado a seres humanos diretamente por rota aerogena e indiretamente por consumo de
leite e derivados ndo-pasteurizados, bem como por contatos com aerossois
contaminados, por exemplo, durante o abate de animais infectados.

Né&o esté claro, entretanto, se a progressao da infec¢do a doenca ativa ocorre tao
prontamente como no caso de M. tuberculosis. Estudos epidemiologicos indicam que
pessoas infectadas por M. bovis sdo menos susceptiveis a desenvolverem doenga pos-

primaria (reativacdo) ao longo da vida que aqueles infectados por M. tuberculosis, mas
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ndo esta claro, se isto é resultado de diferencas na rota predominante de infeccdo, de
uma suposta menor viruléncia da bactéria, ou de diferencas na susceptibilidade do
hospedeiro. Doenca humana primaria devida a M. bovis é muito rara em paises
desenvolvidos onde a tuberculose bovina esta em estagio avancado de controle, em vias
de erradicacdo ou ja erradicada, mas a doenca poés-primaria (reativacdo) € ainda
encontrada, quase todos os casos sendo relatados em pessoas nascidas quando o0s
objetivos de controle e erradicagdo da tuberculose bovina ainda ndo estavam em estagio
avancado. Praticamente todos os casos de doenca humana primaria devida a M. bovis
sdo extrapulmonares, mas aproximadamente metade dos casos de reativacdo envolve o
pulmdo. Isto levanta a possibilidade de transmisséo de M. bovis pessoa-a-pessoa ®, que
era considerada rara e ndo totalmente comprovada devido a fatores como a inexisténcia
de técnicas de tipagem atualmente disponiveis, como DNA-fingerprinting, e pelo longo
intervalo entre infeccéo e manifestacdo da doenca primaria ou pés-primaria. **

Quaisquer fatores imunes que previnem a progressao da infeccdo por M. bovis
para doenca humana tipica poderiam ser suprimidos pela co-infeccdo pelo HIV.
Atualmente, a transmissdo de M. bovis pessoa-a-pessoa foi evidenciada utilizando-se
DNA fingerprinting em um “cluster” de pacientes, principalmente imunossuprimidos
(HIV, drogas imunossupressoras, etc.) e também para imunocompententes.  Em locais
onde a infecgdo por HIV e a tuberculose bovina co-existem em altas prevaléncais, como
na maioria das regides em desenvolvimento, ha a possibilidade de desencadeamento e
perpetuacéo de ciclos continuos de transmisséo de M. bovis “pessoa-a-pessoa”, “pessoa-
a-animal”, ‘“‘animal-a-animal” e novamente “animal-a-pessoa”, risco potencial que
requer uma cuidadosa consideracdo. **

A escassez de informacdes sobre a proporcao de M. bovis no contexto global da
tuberculose humana é notdéria em paises em desenvolvimento como o Brasil, mas
também é verificada em regides desenvolvidas. **

E importante ressaltar a importancia da agricultura familia nesse contexto, uma
vez que muitas dessas familias sdo produtoras de leite e queijos artesanais e vivem da
renda obtida por meio da venda desses produtos. Torna-se fundamental a
conscientizacdo dessas familias, através da transferéncia de informacdo, quanto a
necessidade de controle desses produtos em torno de toda cadeia produtiva do leite. De
maneira tal que os médicos veterinarios sdo importantes profissionais envolvidos nesse

contexto.
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A maioria dos artigos encontrados sé@o relatos de casos e revisdes, porém estas
ultimas muitas vezes elaboradas sem uma visdo pormenorizada conforme é exigido por
uma revisdo sistematica. O tipo sistemético de revisdo demanda a aplicacdo de métodos
explicitos e sistematizados de busca, apreciacdo critica e sintese da informacéo
selecionada. Portanto, realizou-se uma revisdo sistematica sem metanalise da literatura
publicada de 1970 a 2012 sobre a contribuigdo de M. bovis na tuberculose humana no
Brasil e em outros paises do mundo, apresentando achados mais recentes de paises
desenvolvidos, contextualizando, assim, o que tem sido aprendido e 0 que ainda precisa

de estudos mais detalhados.
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MATERIAL E METODO

Este trabalho utilizou a metodologia de estudo denominada reviséo sistematica,
sem metanalise. A revisdo sistematica tem como objetivos coletar, analisar e manter
atualizados resultados de pesquisa com metodologia clara e reprodutivel.

Esta revisdo foi elaborada a partir de duas bases de dados cientificas disponiveis
online “Scielo ¢ PubMed”, por se tratarem de bases de relevancia e com grande acervo
de publicacGes. Foram utilizadas como filtros as palavras-chave “Mycobacterium bovis
human” e delimitando o espaco temporal de 1970 a 2012. Somente periddicos
indexados e “peer reviewed” foram consultados e selecionados.

Foram utilizados dois critérios de exclusdo, sendo eles, artigos que envolviam
somente casos de tuberculose em animais ou so envolviam relatos de Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) em humanos. Posteriormente, o0s artigos selecionados foram
caracterizados por regido de estudo (América do Norte, América do Sul, Europa, Africa,
Asia e Oceania), tipo de estudo epidemioldgico (corte transversal, caso-controle, coorte,
relato de caso, revisdo e epidemiologia molecular).

Construiu-se um resumo dos principais estudos de prevaléncia e relatos de caso
publicados, com a finalidade de apresentar uma visdo panoramica e a0 mesmo tempo
gerar estimativas por regides do mundo. Para atender a este objetivo, como o0s critérios
de definicdo de populacdo variam muito nos diversos trabalhos, a populacdo alvo de
cada estudo foi detalhada, bem como o tema de abrangéncia (M. bovis em humanos, M.
bovis em humanos e animais, M. bovis em associagdo com virus da imunodeficiéncia
humana, de cepas multidrogas resistentes — MDR, entre outros).

Esta revisdo contou com a analise criteriosa de dois pesquisadores da area de
epidemiologia, que avaliaram, de forma independente, a classificacdo dos artigos por

tipos de estudos epidemioldgicos.
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RESULTADOS

Foram encontrados nas duas bases de dados pesquisadas 3.635 trabalhos que
continham as palavras-chave “Mycobacterium bovis human”. Apds a aplica¢do dos
critérios de exclusdo permaneceram na amostra final 217 artigos referentes a presenca
de Mycobaterium bovis em humanos, descartando assim 3.348 artigos.

A tabela 1 apresenta a divisdo dos artigos selecionados por regido de estudo
(América do Norte, América do Sul, Europa, Asia, Africa e Oceania), possibilitando
dessa forma ter uma dimensdo da distribuicdo espacial dos trabalhos de tuberculose
zoondtica no mundo.

Tabela 1. Divisdo dos artigos selecionados por regido de estudo

REGIAO DO ESTUDO

AMERICA AMERICA EUROPA ASIA OCEANIA AFRICA TOTAL
NORTE LATINA
44 13 120 16 11 13 217
20,2% 6% 55,5% 7.3% 5,% 6% 100%

E possivel observar que a maioria dos trabalhos encontrados nas duas bases
consultadas concentrou-se no continente europeu e América do Norte. Em
contrapartida, Asia, Africa, América do Sul e Oceania tiveram menos publicacBes
registradas nas mesmas bases.

A tabela 2 apresenta a divisdo dos artigos por periodos ao longo dos 42 anos
(1970 — 2012) desta revisdo, possibilitando dessa maneira ter uma dimensdo da
evolucdo das publicacGes sobre de M. bovis em humanos nesse periodo.

Tabela 2. Distribuicdo temporal dos artigos selecionados

ANO DO ESTUDO
1970 - 1980 1981 -1990 1991 —2000 2001 - 2012 TOTAL
34 29 65 89 217
15,6% 13,3% 29,8% 41,3% 100%

Observa-se que com o passar dos anos o numero de trabalhos aumentou
significativamente, fato que provavelmente se deve ao aumento das pesquisas

envolvendo o agente zoono6tico nas infec¢cBes humanas, impulsionadas pelo surgimento
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do HIV/AIDS, e pelo desenvolvimento de novas ferramentas diagnosticas como a
biologia molecular. A pandemia de AIDS foi reconhecida pela primeira vez em 1981, a
partir de entdo varias outras doencas infecciosas passaram a ser mais estudadas, devido
ao aumento de casos decorrentes da imunossupressdo que o virus HIV ocasiona, ou
mesmo para explorar se esta possibilidade estava ocorrendo. Muitos estudos ocorreram
para explorar a comorbidade tuberculose-Aids, talvez por isso o aumento das
publicacdes sobre tuberculose zoondtica ocorrido a partir de 1991.

A tabela 3 apresenta a divisdo dos artigos por tipo de estudo (corte transversal,
caso-controle, coorte, relato de caso e revisdo), possibilitando assim uma melhor
caracterizacgéo dos trabalhos selecionados.

Tabela 3. Tipo de estudo dos artigos selecionados

TIPODE ESTUDO

RELATO DE REVISAO TRANSVERSAL EPIDEMIOGIA CAso COORTE ToTAL
CAso MOLECULAR CONTROLE
108 48 41 13 4 3 217
49,8% 22,1% 18,9% 5,9% 1,9% 1,4% 100%

A partir dessa divisdo pode-se observar que o tipo de estudo epidemioldgico
descrito como relato de caso lidera o numero de publicagdes, com aproximadamente
50% do total de artigos selecionados, seguido dos estudos de revisdo (22,1%) e
transversais (18,9%). Estudos mais demorados e onerosos como o de coorte e de caso-
controle apresentaram 1,4% e 19% do total de publicacdes selecionadas,

respectivamente.
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DISCUSSAO

TUBERCULOSE ZOONOTICA (M. bovis): UMA VISAO GLOBAL

Estima-se que a proporcdo de tuberculose humana por M. bovis seja 3,1% no
mundo. Mas, essa propor¢do varia de regido para regido, influenciada, principalmente,
pelo estagio de controle da tuberculose bovina e nivel da inspecdo sanitaria do leite e
derivados. *® Um resumo da situacdo do nivel de controle da tuberculose bovina e os
achados detalhados sobre a proporcdo da tuberculose zoonética no contexto da

tuberculose humana global, por grandes regides do mundo, serdo apresentados a seguir.
AFRICA

No continente africano o controle da tuberculose bovina encontra-se distante do
objetivo final de erradicacdo. Estima-se que 85% da populacdo de bovinos e 82% da
populacdo de seres humanos vivem em locais onde a tuberculose bovina ndo possui
nenhum controle ou esse € praticado de forma insuficiente. Em apenas 12,7% de seus
paises alguma medida de controle baseada em teste/sacrificio de animais positivos e
notificacéo é praticada. '°

Nesse continente, ocorreram diversos relatos sobre a incidéncia de tuberculose
zoondtica. Muitos destes estudos envolveram pesquisas sobre colecdes de micobactérias
pré-existentes ou foram limitados a locais de atendimento de pacientes, como no Zaire,
Egito, Madagascar e Tanzania. Em Madagascar, um inquérito conduzido em areas
urbanas encontrou porcentagens de M. bovis limitadas a 1,3% dos casos de tuberculose
pulmonar e extrapulmonar. * Neste pais, foi demonstrado, por biologia molecuar que
um genétipo de M. bovis ¢ prevalente entre bovinos e seres humanos.®

Uma ampla revisdo foi publicada por Ayele et al. (2004). Estes autores fizeram
previsdes sobre a tuberculose zoonoética, principalmente para Africa, entre elas a de que
em regides em desenvolvimento, como na Africa Sub-Sahariana, onde ocorrem,
anualmente, cerca 2.000.000 de casos de tuberculose humana e apresentam as maiores
prevaléncias de HIV, a co-infec¢do deste virus imunossupressor com M. bovis poderia
implicar em um aumento dos casos de tuberculose zoonética. Os mesmos autores
ressaltam que “embora possa ser considerada como um assunto regional, a tuberculose
bovina nas nagdes em desenvolvimento deveria ser encarada no contexto do efeito
devastador da pandemia de AIDS/HIV”.
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Na Africa Sub-Sahariana, embora nio se tenha uma dimensio exata, ha
evidéncias de que a transmissdo zoonética mantém significativa. Na Nigéria (1983) na
regido de Lagos, quatro (3,9%) de 102 isolados coletados de amostras de casos
suspeitos de tuberculose humana pulmonar selecionados randomicamente foram
identificados como M. bovis. . ® No mesmo pais, a identificacdo da bactéria em seres
humanos foi conduzida em trés hospitais de Jos entre 329 voluntarios apresentando
broncoespasmo persistente, verificando-se uma alta participacdo do agente zoonotico,
sendo dez (15,3%) dos 65 isolados de micobactérias caracterizados como M. bovis. %

Um trabalho desenvolvido na Africa do Sul relata que a tuberculose bovina tem
se mostrado uma doenca significante para o cenario econémico no mundo
desenvolvido, os paises de baixa renda estdo enfrentando desafios que potencialmente
afetam a salde dos animais e seres humanos, como principalmente o HIV/AIDS e
outros que afetam eminentemente a subsisténcia da populagdo humana. %

Em Chade, suspeita-se de incidéncia de tuberculose humana variando de 100 a
250/100.000 habitantes, sendo estimada uma incidéncia devida a M. bovis de 4 a
25/100.000, uma proporcdo de 4 a 10% de tuberculose zoonotica, dependendo dos
niveis de exposicao a animais infectados e leite contaminado.?

No Egito, as proporgOes de infectados por M. bovis em trés observagdes
relatadas em dois centros de satde foram 0,4%, 5,4% e 6,4%. * Em outro trabalho,
nesse mesmo pais, em 20 pacientes com peritonite tuberculosa randomicamente
selecionados em um hospital, nove (45,0%) estavam infectados por M. bovis, sendo o
restante por M. tuberculosis. %

Como o consumo de leite cru é considerado alto em regides da Africa onde
HIV/AIDS ¢ altamente prevalente, muitos estudos concentraram-se em pacientes que
tinham linfadenite. Dois estudos foram realizados na Tanzénia, o primeiro em sete
hospitais de distritos rurais e semi-rurais de Arusha e 0 segundo a partir de suspeitos de
tuberculose amostrados em &reas rurais, ambos encontraram altas prevaléncias de M.
bovis, 10% e 16%, respectivamente. **?’ Outro estudo na Etiépia também demonstrou
alta prevaléncia do agente (17,1%) nos pacientes com linfadenite tuberculosa atendidos
e caracterizados por biologia molecular em um centro de saude rural do sul daquele
pais. ® Por outro lado, um estudo em Djibouti mostrou baixa prevaléncia de M. bovis
(1,1%) em pacientes com tuberculose humana vivendo naquele pais. %

Ainda na Tanzéania, um estudo revelou alta diversidade genética no conjunto de

cepas de M. bovis humanas e bovinas, refletindo extensivos movimentos internos de
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bovinos pertencentes a pecuaristas. Mas, houve, também, evidéncia de sobreposicédo de
DNA fingerprinting de amostras bovinas e humanas, sugerindo transmiss&o zoonética.”’

Outro estudo realizado em uma éarea rural da Tanzania, sete (10,8%) dos 65
pacientes investigados foram identificados com adenite cervical e tinham como agente
etiologico M. bovis, dos quais apenas um veio de uma familia que possui gado
infectado. *°

Na Nigéria, um estudo verificou que trés isolados de M. bovis (5%) foram
identificados em um total de 60 amostras caracterizadas. Esse estudo foi realizado em
dois principais hospitais de referéncia no Ibadan, as amostras obtidas e identificadas
como M. bovis apresentaram auséncia de padrdes genéticos comuns quando comparadas
com amostras bovinas isoladas na mesma regido. *

No Zaire, M. bovis foi isolado de duas (40%) de cinco amostras secregdes
gastricas de pacientes com tuberculose analisadas, onde no mesmo local a prevaléncia
de tuberculose bovina era de aproximadamente 8%. ** Por outro lado, em Burundi,
nenhum M. bovis foi identificado em 119 isolados humanos, numa regido onde esse
microrganismo foi encontrado em uma amostra (2,17%) de 46 bovinos saudaveis e em
14 amostras (38,8%) de 36 bovinos suspeitos de tuberculose. **

Em um levantamento realizado em Uganda, em 2005, relatou-se que a
prevaléncia de tuberculose humana foi de 559 casos/100.000 habitantes. Estudos
revelaram que 0,4% a 10% das amostras de escarro de pacientes com tuberculose em
paises africanos tém como agente M. bovis. Em questionario respondido por pacientes
diagnosticados com tuberculose no hospital de Mbarara, cidade do oeste da Uganda,
observou-se que 27 /64 (42,2% ; 6 ndo responderam ) dos pacientes tinham um histérico
de consumo de leite cru ; contudo, 20/ 24 ( 83%; 3 ndo responderam ) relataram que
fervia o leite fresco antes de consumi-lo, assim como 54/60 (90% de todos os pacientes ,
10 n&o responderam ) relataram comer carne mal cozida e 91% relataram comer carne
crua.

A tabela 4 descreve casos de tuberculose zoon6tica ocorridos na Africa,
classificando-os por local, alvo do estudo (origem da identificagdo de M. bovis) e

achados de relevancia em cada artigo.
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Tabela 4. Casos de tuberculose zoondtica ocorridos em paises da Africa

Local Alvo do Estudo Achado Referéncia
Madagascar  Identificagdo de M. bovis em humanos 1,25% dos casos pulmonares e Rasolofo-
usando culturas, inquérito em areas urbanas. extrapulmonares de TB.
Razanamparany et al.
1999. ¥
Madagascar ~ Genotipagem de M. bovis. Um gend6tipo é prevalente em  Rasolofo-
seres humanos e bovinos.
Razanamparany et al.
2006. 8
Nigéria Identificacéo de M. bovis em humanos 4 (3,9%) de 102 cultivos. Idigbe et al. 1986.
usando culturas. 668 suspeitos de
tuberculose pulmonar foram
randomicamente selecionados de um total de
2784 ocorridos em Lagos.
Nigéria Identificagdo de M. bovis em humanos 10 (15,38%) dos 65 isolados de ~ Mawak et al. 2006. %
usando culturas. Conduzido em trés micobactérias conseguidos.
hospitais de Jos, com 329 voluntarios
apresentando broncoespasmo persistente.
Nigéria Genotipagem de colegéo de M. bovis em 3 (5%) em 60 isolados e Cadmus 2006.
dois hospitais de referéncia. auséncia de padrdes comuns de
M. bovis de bovinos e
humanos.
Egito Identificacéo de M. bovis em casos Proporcdes de 0,4%, 5,4% e Elsabban 1992. #
pulmonares humanos usando culturas em 6,4% em trés observagdes
dois centros de salde egipcios. relatadas.
Egito Identificagdo de M. bovis em humanos 9 de 20 (45%) dos casos de Nafeh 1992. #
usando culturas em um hospital. peritonite tuberculosa
randomicamente selecionados.
Zaire Relato clinico de identificacédo de M. bovis Duas (40%) de cinco secreces ~ Mposhy 1983. *
em secre¢des gastricas de pacientes com TB  gastricas.
pulmonar de local onde a prevaléncia de TB
bovina era cerca de 8%.
Tanzénia Identificagdo de M. bovis em humanos 16% de um total de 41 casos de  Kazwala 2001. *®
usando culturas positivas de linfonodo. linfadenite cervical.
Inquérito em areas rurais.
Tanzénia Identificacéo de M. bovis em biopsias de 10% dos casos de linfadenite Mfinanga 2004. %
linfonodos de pacientes com tuberculose em  tyberculosa.
7 hospitais de distritos rurais e semi-rurais.
Tanzénia Genotipagem de colecéo de M. bovis. Baixo “clustering” de casos em  Kazwala 2005. ¥
humanos e bovinos e alguma
sobreposic&o entre si.
Djibouti Identificagdo de M. bovis em biopsias de Baixa prevaléncia em Koeck 2002. %

linfonodos de pacientes com TB.

linfadenite tuberculosa. 1
(1,1%) em 85 que cresceram
cultura.
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Burundi Identificacdo de M. bovis em cultura de Nenhum M. bovis em 119 Rigouts 1996. *

micobactérias de amostras de humanos e isolados humanos, 14 (38%) de
gado. 36 bovinos suspeitos.

Etidpia Identificagdo de M. bovis em biopsias de 17,1% dos casos de linfadenite  Kidane 2002. %
linfonodos de pacientes com tuberculose. tuberculosa.

Semdado
D Sem relato
Esporddica
Enzodtica

Figura 1. Ocorréncia de tuberculose bovina na Africa. (Adaptacéo de Cosivi et al. 1998)

Figura 2. Medidas politicas de controle da tuberculose bovina com base em teste e abate e

notificacdo de doencas. (Adaptacdo de Cosivi et al, 1998)
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ASIA

Neste continente, medidas de controle da tuberculose bovina baseadas no
teste/sacrificio de animais positivos e notificacdo foram adotadas em poucos paises,
aproximadamente 19%, entre eles China e India. Ha poucas publicacdes sobre
tuberculose zoondtica e sdo necessarias investigacoes epidemiologicas mais sistematicas
sobre esta doenga no continente em questdo, onde o peso da tuberculose humana é alto
no contexto global. °

Na China, houve apenas um relato clinico de tuberculose disseminada devida a
M. bovis. ®* Na india, em dois inquéritos que analisaram amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCR) de suspeitos de meningite tuberculosa, houve evidéncia
molecular de M. bovis. No primeiro estudo, 8,7% das amostras apresentaram co-
infeccdo M. bovis - M. tuberculosis. * No segundo estudo, um inquérito utilizando
Nested PCR em um total de 112 espécimes de LCR, 19 (17%), 3 (2,7%), 15 (13,4%) e
75 (67%) foram detectados M. bovis, M. tuberculosis, co-infeccbes de ambos os
agentes e nenhum de ambos 0s agentes, respectivamente. Esses autores, entdo, alertaram
para a ocorréncia ignorada de M. bovis como causa de meningite tuberculosa naguele
pais. %

No Ird, duas criangas da mesma familia foram infectadas por M. bovis. A
tipagem molecular mostrou fonte idéntica de infec¢do, pela homologia das cepas
envolvidas. A escola dessas criancas suspeita a possibilidade da infecgdo ser decorrente
de leite contaminado, porém o estudo ndo descarta a possibilidade da transmissdo do
agente por meio de aerossois entre essas duas criangas. *®

Em um estudo realizado em Taiwan, de 3.321 pacientes com tuberculose, 15
(0,5%) foram identificados como portadores de M. bovis por um laboratorio de tipagem
molecular, sendo nove destes (60%) pacientes aborigenes. >

A tabela 5 descreve casos de tuberculose zoonética ocorridos na Asia,
separando-os por local, alvo do estudo (origem da identificagdo de M. bovis) e achados

de relevancia em cada artigo.
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Tabela 5. Casos de tuberculose zoonética ocorridos em paises da Asia

Local Alvo do Estudo Achado Referéncia
China Relato clinico Tuberculose disseminada devida a M. bovis Wei, 2004. ®
india Inquérito de M. bovis em liquido Evidéncia molecular em 8,7% das amostras Prasad, 2005. *
cefalorraquidiano analisadas
india Inquérito de M. bovis por “nested” Alta proporcéo de M. bovis. 19 (17%), 3 (2,7%), 15  Shah et al.
PCR em liquido cefalorraquidiano (13,4%) e 75 (67%) foram M. bovis, M. 2006. ¥
(112 espécimes analisados) tuberculosis, co-infecgdes de ambos os agentes e
negativos para ambos os agentes, respectivamente
Taiwan Identificacdo de M. bovis em 15 (0,5%) de 3.321 pacientes, nove deles (60%) Jou et al. 2008.

humanos usando culturas enviadas a
um laboratério de tipagem molecular

eram pacientes aborigenes

39
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Figura 3. Ocorréncia de tuberculose bovina na Asia. (Adaptagdo de Cosivi et al, 1998)
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Figura 4. Medidas politicas de controle da tuberculose bovina com base em teste e abate e
notificacdo de doencas na Asia. (Adaptagio de Cosivi et al, 1998)

22



ESTADOS UNIDOS DA AMERICA E CANADA

Nos Estados Unidos da Ameérica (EUA), 25% dos casos fatais de tuberculose
humana eram causados por M. bovis em 1917, o que desencadeou a implantagéo de
medidas de controle da tuberculose bovina naquele mesmo ano. *° Passados 30 anos, o
pais foi declarado livre da tuberculose bovina, com a ocorréncia considerada rara e
esporadica. ** A implementacdo do programa de controle da tuberculose bovina e a
expansao do processo de pasteurizagdo de leite e derivados no pais foi acompanhada por
uma reducdo dréstica da prevaléncia de tuberculose zoonética. ** Em um estudo, uma
baixa taxa de infeccbes por M. bovis foram identificadas em seis (0,3%) de 2.086
pessoas com tuberculose bacteriologicamente comprovada em uma clinica, em
Rochester (1954-1968). Destes casos de tuberculose zoonética, quatro (66,6%) eram
nascidos nos Estados Unidos e dois (33,3%) na Europa, sendo todos adultos. **

Entretanto, a prevaléncia de M. bovis como causa de doenca em seres humanos
tem aumentado na fronteira dos EUA com o México. Em San Diego (EUA), de 1980 a
1991, 73 pacientes foram diagnosticados com tuberculose zoondtica, representando 3%
do total de casos de tuberculose humana. ** Adicionalmente, de 1994 a 2000, ocorreram
129 casos de tuberculose zoondtica (6,6% do total de casos de tuberculose humana),
verificando-se um incremento se comparado a década de 80 e inicio da década de 90,
tanto em nimeros absolutos como relativos. ** A maioria dos pacientes com tuberculose
zoondtica, nesses dois estudos, 80% e mais de 90%, respectivamente eram de origem
hispanica ou filhos de pais com a referida origem, originarios principalmente do
México.

Na Universidade de Medicina da Califérnia, uma analise retrospectiva de dados
de tuberculose em San Diego positivos por cultura entre 1994-2005 mostrou que 62
(45%) de 138 casos de TB em criangas (< 15 anos de idade) e 203 (6%) de 3.153 dos
casos de TB em adultos eram causados por M. bovis. Pessoas com M. bovis tiveram
aproximadamente trés vezes mais risco de morrer durante o tratamento do que aqueles
com M. tuberculosis. *°

Outro estudo realizado na Universidade da California analisou 86 casos de
pacientes HIV positivos com co-infecgdo para tuberculose. Destes pacientes, 34,9%
tinham tuberculose causada por M. bovis e mostraram-se mais propensos a ter

imunussupressao avancada (contagem de células T CD4 < 200 céls./mL). Fatores como
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etnia hispanica, sexo masculino e doenca abdominal apresentaram-se fortemente
associados com a doenca causada por M. bovis. *°

M. bovis possui também um dramético impacto sobre tuberculose em criancgas
habitantes nessa fronteira. De 1980 a 1997, esta bactéria foi responsavel por um terco
(33,9%) dos cultivos oriundos de criancas (até 15 anos) atendidas em San Diego, com
alto envolvimento (42.3%) nos casos extrapulmonares. Esta alta ocorréncia de casos
zoondticos extrapulmonares poderia sobrecarregar os recursos destinados a saude, pelas
intervencdes médicas complementares envolvidas nessa forma clinica de tuberculose.
De forma similar aos demais estudos ocorridos nessa mesma fronteira, foi constatado
que a maioria das criangas era de origem hispanica ou filhas de pais hispanicos. Das 563
criancas analisadas, 444 (78.9%) eram de origem hispanica, oriundas principalmente do
México, sendo apenas 7 (1,2%) nativos dos EUA. *°

A re-emergéncia de tuberculose zoondtica foi relatada também no interior dos
EUA. Dos 4.524 casos de tuberculose humana relatados na cidade de Nova York
durante 2001-2004, um total de 3.417 (76%) foi confirmado por cultura, destes 3.123
(91%) tiveram resultados de “spoligotyping”, dos quais 35 (1%) foram identificados
como M. bovis. Dos casos de tuberculose zoondtica grande parte ocorreu em adultos
nascidos fora dos EUA, principalmente México, ou em filhos de pais estrangeiros,
principalmente de origem mexicana. *°

Uma das principais preocupacdes relacionadas a re-emergéncia de M. bovis em
paises industrializados é com as epizootias que tem acontecido em animais
domesticados e selvagens. A possibilidade de infeccdo por M. bovis em seres humanos
preocupou as autoridades de satide de Michigan, EUA, devido a sua endemicidade na
populacdo de alces selvagens do estado e a sua ressurgéncia em varios rebanhos de
bovinos. Embora a vigilancia tenha indicado que nenhum aumento em sua incidéncia
em pessoas residentes em Michigan tivesse ocorrido desde um surto que iniciou em
animais em 1994, foi evidenciada ligacdo epidemioldgica e molecular entre casos
humanos e genotipos circulantes em surtos envolvendo alce/bovinos daquele estado,
tendo duas (18,1%) de 11 amostras genotipadas do total de 13 pacientes com M. bovis
detectados a partir de 1995 no estado apresentando homologia com a dos surtos
animais. *’

Um relato realizado no Canada evidenciou transmissdo transcontinental de M.
bovis multidrogarresistente (MDR). O agente zoonético foi adquirido por um individuo

imunocompetente, possivelmente via aer0gena, a partir de visita a parente com
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tuberculose zoonotica, co-infectado pelo HIV, internado na Espanha. O padrdo de
resisténcia apresentado pelo genotipo em questdo foi sem precedentes na América, entre
as 26 drogas testadas, o agente foi totalmente sensivel apenas a uma e parcialmente
sensivel a outra. A genotipagem demonstrou homologia entre as amostras de M. bovis
de ambos os pacientes envolvidos. %

O Canada iniciou um programa de controle da tuberculose bovina em 1919, o
qual encontra-se atualmente em estagio avancado, com a ocorréncia rara e esporédica de
casos da doenca. ** Esse pais também demonstrou preocupacdo semelhante aos EUA
com a ocorréncia de epizootias entre animais selvagens e domesticados. O risco
associado a exposi¢do ocupacional durante a depopulacdo de alces tuberculosos foi
observado em Alberta, em um surto que iniciou em 1990, em que foi envidenciado um
caso de infeccdo humana ativa por M bovis, utilizando cultura do escarro. ** Um fato
semelhante foi verificado em Ontario no final de 1991, onde fazendas com criacdo de
veados sdo amplamente distribuidas, com 263 rebanhos na época. Dois desses rebanhos
de alces e veados foram depopulados e enviados ao abate (sacrificio). Um inquérito de
tuberculinizacdo entre os trabalhadores do matadouro, incluindo veterinarios e
inspetores foi conduzido, demonstrando que um dos 51 individuos inicialmente PPD
ndo-reagente, resultou em um segundo teste reagente, trés meses mais tarde,
possivelmente como resultado da exposic&o a M. bovis. >

A tabela 6 descreve casos de tuberculose zoonotica ocorridos nos Estados
Unidos da América e Canada, separando-os por local, alvo do estudo (origem da

identificacdo de M. bovis) e achados de relevancia em cada artigo.
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Tabela 6. Casos de tuberculose zoond6tica ocorridos nos Estados Unidos e Canada

Local Alvo do Estudo Achado Referéncia
Canadd  Relato clinico de TB por M. bovis. Um caso de tuberculose ativa transmitida via aerégena ~ Fanning &
por contato com alces positivos Edwards 1991.
51
Canadd  Relato de evidéncia de transmisséo de Uma evidéncia de transmiss&o. Liss et al. 1994.
M. bovis a trabalhadores de matadouro a 52
partir da depopulacdo de fazendas de
alces e veados positivas.
Canadd  Relato clinico de TB por M. bovis em Evidéncia de transmissdo transcontinental de M. bovis Long, 1999. “
paciente ndo infectado por HIV. multidroga-resistente (MDR) para cidaddo canadense a
partir de visita a parente com TB por M. bovis
internando na Espanha
EUA Identificacdo de M. bovis em humanos 0,3% de 2086 casos de tuberculose detectados Karlson, 1970.
usando culturas em uma clinica (1954- 42
1968).
EUA Relato clinico de M. bovis. Um caso em paciente na Georgia Dreensen &
Wood 1970. 1%
EUA Identificacéo de M. bovis em humanos 3% do total de casos humanos, maioria imigrantes de Dankner, 1993.
usando culturas em San Diego (1980 — origem Mexicana. 17,8% dos casos zoondticos em co- “
1991). infeccéo com HIV
EUA Identificacdo de M. bovis em criangas de  33,9% (1/3) dos casos de tuberculose, maioria Dankner, 2000.
San Diego usando culturas (1980-1997).  imigrantes de origem Mexicana. Com envolvimento em %
42,3% nos casos extrapulmonares
EUA Identificacdo de M. bovis em humanos 6,6% do total de casos humanos, maioria imigrantes de ~ LoBue, 2003. *
usando culturas em San Diego (1994- origem Mexicana. 23% dos casos zoon6ticos em co-
2000). infeccéo com HIV
EUA Relato de casos de identificagdo de M. 35 casos (1% dos isolados analisados), maioria Winter, 2005. *¢
bovis em humanos usando culturas e imigrantes de origem Mexicana. Sete (28%) dos 27
identificacdo molecular na cidade de testados para HIV foram positivos
Nova York.
EUA Diagnoéstico de TB em trabalhadores de Fatores de risco para TB zoon6tica, mas nenhum caso Winthrop, 2005.
uma fazenda de leite. demonstrado 1o
EUA Genotipagem de M. bovis de humanos 97 (91%) de 106 isolados humanos perfis idénticos ao Rodwell et al.
do sul da Califérnia e bovinos do de bovinos mexicanos 2010. %
México.
EUA Relato de caso de dois pacientes que Duas (18,1%) de 11 amostras genotipadas do total de Wilkins et al.,
adquiriram o M. bovis através de 13 pacientes com M. bovis. 2008. 7

exposicdo com cervos infectados.
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AMERICA LATINA E CARIBE

A populacdo bovina na América Latina e Caribe € estimada em 374 milhdes,
70% do total existente estdo distribuidos em &reas onde taxas de infec¢Ges zoonoticoas
s30 moderadas a altas (maiores que 1%). >* A Argentina, que possui um rebanho bovino
consideravel, e o Brasil, que possue o segundo maior rebanho bovino do mundo,
possuem juntos aproximadamente 70% do total do rebanho da regido e iniciaram seus
programas de controle da tuberculose bovina em 1993 e 2001, respectivamente. >*

No Brasil um inquérito de tuberculinizacdo bovina realizado em Minas Gerais,
em 1999, demontrou prevaléncia de animais infectados de 0,8%, e aproximadamente
5% das propriedades com animais reagentes; percentual esse que se elevava para 15%
em propriedades produtoras de leite com algum grau de mecanizagdo da ordenha e de
tecnificacdo da producdo. Foi estimado que no pais 1,3% dos bovinos estejam
infectados. >

Um possivel risco desta enzootia de tuberculose bovina a salde publica do
Brasil é o significativo comércio de leite e derivados ndo pasteurizados. Na década de
90, o mercado informal de leite cresceu 52% no pais, quase o dobro da producéao formal
no periodo (29%). Ainda segundo dados da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz/USP, em funcdo dessa ampliacdo, o produto ndo-oficial respondeu por 31% da
renda bruta e 44% do volume de leite comercializado no pais em 2000. *® Além da alta
taxa de comércio informal do leite e dos derivados lacteos, o abate de bovinos e suinos
clandestinamente para consumo humano permanece disseminada no pais, o qual implica
em risco ocupacional de infeccdo por M. bovis, principalmente para trabalhadores que
lidam no abate e processamento dos animais.

Na Argentina, entre 1969 e 2005, uma média de 10 milhdes de carcagas foi
anualmente inspecionada pelo servico oficial. Durante este periodo, a porcentagem de
carcacas condenadas com tuberculose bovina decresceu de 6,7% para 1,1%. O nimero
de rebanhos de leite oficialmente livres de M. bovis, baseado em um programa
voluntario de certificacdo, aumentou sensivelmente de apenas 44, em 1995, para 5.663
(aproximadamente dois milhdes de bovinos), em 2005. >

Na Ameérica Latina, estima-se que 2% dos casos pulmonares e 8% dos
extrapulmonares de tuberculose humana sejam desencadeados por M. bovis. *® Assim,

de acordo com a Organizacdo Panamericana da Saude surgem aproximadamente 7.000
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novos casos de tuberculose zoondtica por ano, uma taxa de cerca de 2/100.000
habitantes. >’

Nessa regido, os estudos mais representativos foram conduzidos pela Argentina,
que em uma pequisa realizada no periodo de 1982-1984, com a participacdo de 15
laboratdrios humanos que realizavam cultivo, demonstrou que M. bovis foi responsavel
por 0,47% de 7.672 casos de tuberculose analisados por cultivo, variando de 0,04% a
1,85%, dependendo do grau de envolvimento com a atividade pecuéria das seis regiGes
do estudo. ® As maiores porcentagens de casos humanos devidos a M. bovis foram
observadas em provincias com grandes fazendas e atividades de criacdo de gado, como
Santa Fé e Cordoba. Em Santa Fé, o agente bacteriano chegou a proporg¢des anuais, no
periodo de 1977-1989, de 0,7% a 6,2% dos casos de tuberculose, média no periodo de
2,62%. *® Por volta de 1982 foi identificado em um hospital urbano de Buenos Aires ,
que 8% de isolados de micobactérias de espécimes extrapulmonares eram M. bovis. >

A genotipagem de M. bovis de isolados de seres humanos na Argentina mostrou
que o perfil molecular predominante em gado também predomina em seres humanos,
indicando que o agente é transmitido de bovinos para seres humanos, sendo a maioria
dos casos de tuberculose zoonética relacionada a fazendas ou industrias de carne.

Entretanto, Cataldi & Romano (2007) obtiveram isolados com escasso
crescimento em meio Lowenstein-Jensen de diferentes hospitais da Argentina e muitos
deles foram identificados como M. bovis. Mas, a genotipagem desta bactéria mostrou
que pertenciam a um “spoligotipo” (perfil molecular) que ndo era predominante em
bovinos, sugerindo que um clone circulava entre seres humanos. °

Também na Argentina, em hospital de Buenos Aires, foi realizado estudo
retrospectivo em 39 pacientes doentes diagnosticados com tuberculose zoonotica,
representando 0,4% dos casos de tuberculose nesse hospital. Desses pacientes, 93%
tinham pelo menos um fator de risco para tuberculose zoon6tica, 0 mais frequente foi a
exposicao ocupacional (65%), seguido pela histéria de vida em éarea rural (31%) e do
consumo de leite ndo pasteurizado (4%). A doenca pulmonar foi a apresentacao clinica
mais frequente. ®

No Brasil, sabe-se que a incidéncia de M. bovis era elevada nas primeiras
décadas do seculo passado. Em S&o Paulo, em 1941, foi identificada alta propor¢éo de
tuberculose zoonotica em pacientes com meningite tuberculosa, 16 casos (13,2%) foram
identificados no total de 121 analisados; e, em Minas Gerais, em 1955, foram

identificados dois casos (3,8%) em 52 pacientes com tuberculose que tiveram as
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micobactérias caracterizadas. ° A publicacdo nacional mais detalhada sobre tuberculose
zoondtica resultou de investigacdo ocorrida em S&o Paulo, no periodo de setembro de
1970 a outubro de 1973, que descreve 200 amostras de micobactérias isoladas de
diferentes casos, com diagnostico clinico de tuberculose, sendo que sete (3,5%) foram
caracterizadas como M. bovis. Todas essas sete foram isoladas de criangas, sendo cinco
de origem pulmonar, duas destas caracterizadas como MDR. Naquela época, 0s autores
alertam que a tuberculose zoondtica deveria ser vista como problema de salde publica
no pafs. ®

Nenhum outro estudo de prevaléncia de tuberculose zoondtica em populacéo
conhecida e delimitada do pais foi conduzido de forma sistematizada e publicado desde
aquela época até o final de 2010. Apenas trés casos adicionais de tuberculose zoonética
identificados no periodo de 1970-2007, por laboratorios de referéncia nacionais, foram
divulgados mais recentemente.

Dois casos de tuberculose zoonética no Equador e um na Venezuela também
foram divulgados no periodo de 1970 a 2007 por laboratérios de referéncia desses
paises. *

No Meéxico, muitas publica¢bes foram encontradas, mostrando uma participacéo
significativa de M. bovis como causa de tuberculose zoondtica. Um estudo isolou
micobactérias em 19 (38%) de 50 espécimes clinicos provenientes de pacientes com
tuberculose cronica (9 BAAR positivos e 41 BAAR negativos), utilizando meios
Lowenstein Jensen-LJ e Stonebrink-SB em paralelo. Do total de crescimentos, 10
(52,6%) corresponderam a amostras com exame de escarro negativo. Treze dos
crescimentos (68,4%) foram identificados como M. tuberculosis, trés (15,7%)
corresponderam a M. bovis e outros trés (15,7%) apresentaram crescimento misto de
ambos agentes no mesmo tubo. A propor¢do de seis (31,5%) M. bovis no total de
amostras caracterizadas sugere que o agente zoonotico possui participacdo importante
entre casos de tuberculose crénica na regido mexicana estudada. Além disso, os autores
ressaltaram a importancia de realizacdo de isolamento em meios LJ e SB em paralelo e
da caracterizagdo micobacteriana, além da baciloscopia de forma isolada,
principalmente em pacientes com tuberculose cronica. %

Outro estudo mexicano verificou uma alta proporgéo de M. bovis de 13 (13,8%)
entre 94 amostras humanas analisadas, quatro delas mostrando padrdo genético
semelhante a amostras bovinas, demonstrando que a circulagdo de cepas de bovinos

para seres humanos ocorre na regido. Cinco amostras de M. bovis (38,4%) estavam
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envolvidas em formas pulmonares de tuberculose, seis (46,1%) detectadas na urina e
duas (15,3%) em suco gastrico. ®°

Ainda no Mexico, de janeiro 2000 a dezembro de 2003, foi investigado pelo
Servico de Pneumologia do Hospital Geral do México, Cidade do México, a taxa de M.
bovis como causa de tuberculose extrapulmonar (TBEP) entre pacientes positivos e
negativos para HIV. O microrganismo zoonoético foi diagnosticado em seis (7,2%)
pacientes entre 83 HIV negativos (trés com linfadenite e trés com envolvimento
geniturinario) e em 11 (13,75%) de 80 HIV positivos (sete com linfadenite, trés com
envolvimento genito-urinario e um com meningite), mostrando que os pacientes HIV
positivos tiveram uma taxa de TBEP por M. bovis aparentemente maior. ®’

Em um estudo conduzido em 2010 também no Mexico foram utilizadas 562
amostras de escarro, urina e tecidos obtidos de pacientes sintomaticos para tuberculose,
de trabalhadores rurais que trabalhavam com pecuaria leiteira e de trabalhadores de
matadouros. As amostras foram analisadas para BAAR e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e cultivadas em meios Stonebrink e Lowenstein-Jensen.
Spoligotyping foi realizada em todos os isolados ou em sequéncias de DNA obtidas por
PCR. A partir do nidmero total de casos humanos, 34 (6%) apresentaram perfil
molecular de M. bovis. %

Outro estudo realizado no mesmo pais, de 1995 a 2009, utilizando 124 isolados
de pacientes com TB e 60 isolados de bovinos foram analisadas. A identificacdo por
PCR foi realizada utilizando o pseudogene oxyR e o0s aspectos clinicos e
epidemioldgicos da tuberculose zoonotica em humanos foram investigados. O teste de
PCR caracterizou 35 (28%) dos 124 isolados humanos e 58 (97%) dos 60 isolados de
gado como M. bovis. Do total de casos de TB zoondtica, 35 apresesentavam TBEP,
sendo 51% em criangas, 69% em desnutridos, 51% em consumidores de leite ndo
pasteurizado, 6% em expostos a contatos com animais, 11% recidivas e tendo 31%
vindo a 6bito. *

Finalmente, em uma pequena colecdo de micobactérias isoladas de seres
humanos no Chile, M. bovis ndo foi encontrado na Décima (X*) regido, onde a
prevaléncia de tuberculose bovina € de aproximadamente 5% de rebanhos com pelo
menos um animal infectado. "° Em determinadas provincias chilenas, a prevaléncia de
tuberculose bovina é bem mais elevada, chegando a 56% de rebanhos infectados, uma
investigacdo mais extensiva sobre tuberculose zoonotica seria necesséaria naquele pais

para uma estimativa mais acurada. ®*

30



O envolvimento de M. bovis como causa de tuberculose humana foi atualizado
em dez paises da América Latina (Argentina, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica,
Repablica Dominicana, Equador, Peru, Uruguai e Venezuela) por meio de um
questionario, pelos laboratorios participantes de cada um dos paises em questdo e uma
pesquisa da literatura publicada (1970-2007). Aparentemente, no Chile, Coldmbia,
Costa Rica, Republica Dominicana, Peru e Uruguai, M. bovis nunca foi isolado de seres
humanos. ® Entretanto, esses autores enfatizam que os dados negativos em sua maioria
provavelmente subestimam a infeccdo levando-se em conta a limitada utilizacdo de
meios a base de ovo contendo piruvato e de meios semissintéticos nos quais M. bovis
poderia preferencialmente crescer. Somente na Argentina, onde o meio SB tem sido
tradicionalmente usado em paralelo com o LJ, uma quantidade relativamente alta de
isolados de M. bovis foi obtida. Assim, esses autores afirmam que os dados nesses
paises, apesar de escassos e em geral subestimados, mostraram que a relevancia global
de M. bovis como causa de tuberculose humana permanece relativamente baixa se
comparada a de M. tuberculosis.

A tabela 7 descreve casos de tuberculose zoonotica ocorridos na Ameérica Latina,
separando-os por local, alvo do estudo (origem da identificacdo de M. bovis) e achados

de relevancia em cada artigo.
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Tabela 7. Casos de tuberculose zoondtica ocorridos em paises da América Latina

Local Alvo do Estudo Achado Referéncia
Chile Identificacdo de M. bovis em humanos usando ~ Nenhum (0%) M. bovis Mancilla, 2006. ™
culturas em uma pequena colecdo de amostras
de micobactérias humanas.
Argentina Identificagdo de M. bovis em humanos ndo 8% dos casos extrapulmonares Peluffo, 1982. %°
infectados pelo HIV usando culturas,
excluindo-se amostras de urina, em um
hospital urbano de Buenos Aires.
Argentina Identificagdo de M. bovis em humanos usando 0,47 % (0,04-1,85%) dos casos, em 7672 Barrera, 1987. °©
culturas, principalmente casos pulmonares casos de TB
envolvendo 15 laboratérios.
Argentina Identificacdo de M. bovis em humanos usando  Variagdes anuais de 0,7-6,2% (média = Sequeira, 1990. *®
culturas, Santa Fé. 2,62%) dos casos detectados
Argentina Genotipagem de colecéo de M. bovis. Um gendtipo é prevalente em humanos e Zumarraga, 1999.
gado 60
Argentina Genotipagem de M. bovis isolados de seres Perfil genotipico diferente dos encontrados ~ Cataldi &
humanos que cresceram pouco no meio LJem  em bovinos, possivelmente um clone de Romano 2007. °
diferentes hospitais da Argentina. M. bovis que circula entre humanos
Brasil Identificacéo de M. bovis em humanos usando 7 de 200 (3,5%) do total devidas ao M. Correa, 1974. %
culturas em um hospital do estado de S&o bovis, sendo 5 pulomonares (2 MDR) e 2
Paulo. extrapulmonares.
Brasil Relato de casos por laboratdrios de referéncia. 1 (0,05%) em 2000 isolados e 2 (0,04%) Kantor et al. 2007.
em 5617 casos extrapulmonares o4
identificados pelos laboratérios Hélio
Fraga e Adolfo Lutz, respectivamente.
Brasil Identificacéo de M. bovis em humanos usando  Nenhum M. bovis foi evidenciado em Da Silva Rocha et
identificacdo de culturas e esfregacos de culturas de 702 casos de TB e em al. 2010.
escarro por biologia molecular. esfregacos de 223 pacientes.
Equador Relato de casos por laboratdrios de referéncia. 2 (0,19%) em 1044 isolados selecionados Kantor et al. 2007.
para tipagem o4
Venezuela Relato de casos por laboratérios de referéncia. 1 (0,08%) em 1250 casos Kantor et al. 2007.
64
México Identificacéo de M. bovis isolados ou em co- 6 de 19 (31,5%) isolados de pacientes com  Ordofiez, 1999. %
infecgéo em culturas micobacterianas de TB crénica
pacientes com tuberculose crénica.
México Investigacéo do M. bovis em pacientes HIV+ e  Dos 80 pacientes HIV+, 11 tinham a Cicero et al.,
HIV-. presenca do M. bovis e dos 83 pacientes 2009. &
HIV-, 6 tinham a presenga do M. bovis.
México Identificacéo de M. bovis em humanos usando 13 (13,8%) de 94 isolados Pérez-Guerrero,

culturas, incluindo todas as formas de
tuberculose.

2008. ®
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Figura 5. Ocorréncia de tuberculose bovina na America Latina e Caribe. (Adaptacio de Cosivi
et al, 1998)

- Mo aplicado
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Figura 6. Medidas politicas de controle da tuberculose bovina com base em teste e abate e
notificacdo de doencas na América Latina e Caribe. (Adaptacéo de Cosivi et al, 1998)
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EUROPA E OCEANIA

Na Unido Européia, onde a situacdo sanitaria da tuberculose bovina nao é
homogénea, existem paises que j& erradicaram a doenca (Dinamarca, Holanda e
Luxemburgo), paises nos quais a prevaléncia da doenca é extremamente pequena
(Alemanha, Bélgica, Inglaterra, Franca, Grécia e Portugal) e outros onde a doenca ainda
ndo esta suficientemente controlada (Italia, Irlanda e Espanha). **

Nas Ultimas duas décadas, Vvéarios inquéritos de ampla magnitude sobre
tuberculose zoonética foram publicados em diversas regides desenvolvidas do mundo
(Europa, Australia, entre outros), revelando certa estabilidade da incidéncia do agente
zoondatico.

Na Alemanha Oriental, 4,6% de todos os casos novos de tuberculose humana
pulmonar diagnosticados em 1982 foram devidos a M. bovis. Essa porcentagem
decresceu para 3,5 e 3,1% em 1983 e 1984, respectivamente. "

Um relato de caso na Alemanha descreveu que uma paciente de 70 anos foi
internada decorrente de ulceragdes orais. Na investigacdo, multiplas bidpsias da mucosa
do seio maxilar esquerdo revelaram inflamacdo granulomatosa necrosante por
micobactérias.  Culturas microbioldgicas foram realizadas subsequentemente
identificando como agente causal M. bovis. Durante o tratamento, a paciente relatou que
ja havia sido tratada quando crianca para uma doenca pulmonar assim como uma colega
da época de escola, apresentando, portanto, evidéncias de reativacdo de uma infeccdo
latente, situagdo comum em regides desenvolvidas, onde foram controladas as
transmissdes zoondticas na atualidade. "

Um estudo no oeste da Irlanda durante o periodo de 1986 a 1990, regido na qual
a incidéncia de casos de tuberculose humana, comprovada por cultura, é alta
(13,3/100.000), mostrou M. bovis como responsavel por 6,3% de todos os casos de
tuberculose humana confirmados nessa rea. "

Ainda na Irlanda, durante 1998-2006, o laboratdrio de microbiologia do Hospital
Universitario Cork, obteve isolados do CMT de 501 pacientes (68,5% dos casos
notificados) residindo no sudeste da Irlanda (cidades Cork e Kerry) identificando 15
deles (3,0%) como M. bovis. A maior parte (81%) dos pacientes com tuberculose
zoondtica possuia mais de 30 anos de idade. Infecgdo priméaria nesse grupo aconteceu
varias décadas antes do diagndstico, provavelmente por reativacdo de infecgéo
adquirida mais cedo. Sete (63,6%) de 11 isolados analisados foram obtidos de escarro,
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e, seis (54,5%) dos analisados, detectados de forma direta por baciloscopia positiva,
possuindo, portanto, potencial para transmissao pessoa a pessoa. '

Tanto na Suécia como na Suica, as propor¢Ges de M. bovis em casos de
tuberculose humana confirmados por cultura sdo relativamente baixas. Na Suécia, em
2001 e 2002, a cultura de micobactérias foi positiva para 0 CMT em 84% e 86%,
respectivamente. M. bovis foi encontrado em apenas 13 (1,8%) de 713 casos
confirmados no periodo. ’

Na Suica, de 1995 a 1999, ocorreram apenas 72 (2,0%) casos de tuberculose
zoonotica entre 3.546 casos de tuberculose humana confirmados por cultura; a maioria
(88,8%) dos casos zoonGticos ocorreu em habitantes suicos. As proporg¢des do agente
zoonGtico variaram de 1,4% a 2,9% no perfodo. " De 2001 a 2004, a proporcao de M.
bovis foi de 25 (1%) em 1831 casos de tuberculose humana comprovados por cultivo,
dos quais 24 eram suicos e possuiam média de idade de 79 anos. Com base nessa
observagao, assumiu-se que animais/bovinos infectados ndo sdo mais fonte de infecgédo
do agente para humanos na Suica. 2 Curiosamente, no mesmo pais, foi comprovado,
por biologia molecular, o primeiro caso bem documentado de transmissdo de M. bovis
de animais para o ser humano e de volta para animais, cujo paciente tinha sido exposto e
contaminado pelo agente zoonético ainda quando crianca. ®

Na Franca, em 1995, M. bovis foi responsavel por 0,5% de todos 0s casos
humanos de tuberculose. 8 Entretanto, outro estudo descreveu que em Lyon, Franca,
13 (2,34%) de 555 cepas do CMT isoladas de seres humanos foram M. bovis. 3 Essa
incidéncia de M. bovis encontrada 2 foi considerada relativamente alta e maior que a de
um estudo realizado ha 10 anos no pais. 3 A maioria dos pacientes (70%) havia nascido
na Franca. Adicionalmente, pacientes franceses com doenca por M. bovis, em contraste
a pacientes nascidos fora do pais, possuiam usualmente 50 anos ou mais de idade. O
fato de ndo ter sido constatada nenhuma ligagcdo genética entre as cepas de M. bovis
isoladas e nenhuma evolucdo clonal fortaleceu as evidéncias de ndo estar havendo
naquela regido transmissdo ativa do agente zoondtico, mas, principalmente, reativacao
de infeccBes primarias ocorridas antes da erradicacéo da tuberculose bovina no pais. 2

Por outro lado, um estudo realizado na Italia descreveu em colecdo de 42
isolados humanos de M. bovis que um gendtipo foi predominante em “cluster” de 15
(35,7%) de todos os analisados, sugerido transmissdo ativa. ®> De forma similar, foi
possivel identificar o agente causador de um amplo surto, que se iniciou na Espanha e

se disseminou para outros locais da Europa e para o Canada, por meio da utilizagdo de
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genotipagem, baseado na homologia dos perfis moleculares das cepas, tendo sido
identificadas amostras positivas para M. bovis MDR na populagdo humana envolvida.
86,87,88,48

Um estudo, publicado pela Franca, apresentou evidéncias de transmissdo pessoa
a pessoa de tuberculose causada por M. bovis de um pai, que havia trabalhado em
matadouro, para sua filha, sendo um fato digno de nota: ambos os pacientes eram
imunocompetentes. "

Relato na Franca descreveu que jovem paciente com infeccdo por M. bovis
revelado através de eritema nodoso, em que a infeccdo foi provavelmente devido ao
consumo de leite ndo pasteurizado no Marrocos. "

De forma similar ao levantamento nacional realizado na Franca, ® a prevaléncia
de M. bovis em todos os casos de tuberculose humana foi consiserada baixa, de
aproximadamente 1%, no Reino Unido, onde um inquérito nacional revelou que essa
bactéria estava envolvida em 0,5 a 1,5% de todos os casos de tuberculose. %

Ainda na Espanha, em estudo mais amplo entre 1980 e 2003, foram detectados
13 (0,95%) casos por M. bovis entre 1.366 casos de tuberculose detectados num
Hospital Universitario em Madrid. Todos os 13 casos ocorreram entre 1994 e 1999; a
média de idade dos pacientes era de 50 anos e 77% eram do sexo masculino. A forma
mais frequente da tuberculose zoonética foi pulmonar (77%), um risco potencial para a
transmissdo pessoa a pessoa. Quatro (30%) entre os 13 casos foram também positivos
para o HIV. Sete pacientes, incluindo os quatro HIV positivos que morreram, tinham M.
bovis MDR. Nenhum dos 13 casos zoondticos de tuberculose foi em pacientes
estrangeiros, entretanto, os autores ressaltam que é possivel que uma re-emergéncia da
doenca por M. bovis, talvez na forma de tuberculose intestinal ou linfatica, esteja
ocorrendo no pais em imigrantes vindos de paises da Unido Européia que ndo controlam
suficientemente a tuberculose bovina. %

Recentemente, um relato de caso na Espanha, mostrou homem de 78 anos com
lesdo na axila diagnosticada como IUpus vulgaris (tuberculose luposa), em que a
amostra coletada do paciente e testada para Ziehl-Neelsen foi positiva para BAAR, e
cultura da pele foi positiva para M bovis, a ecografia axilar revelou linfonodo
inflamatdrio. O paciente foi diagnosticado com linfadenopatia tuberculosa e lupus
vulgaris devido a M. bovis .*

Na Toscana, regido da Italia, a distribuicdo de casos de tuberculose pulmonar e

extrapulmonar, classificados de acordo com as principais linhagens genotipicas do
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CMT, durante o periodo de 2002 a 2005, mostrou que de 1.009 amostras, 17 (1,7%)
foram classificadas como M. bovis. %

Na Holanda, 1,4% dos casos de tuberculose séo causados por Mycobacterium
bovis. Trés pacientes com infeccdo por M. bovis foram atendidos em um hospital de
referéncia, onde foi realizada uma analise retrospectiva de todas as doencas causadas
por este agente na Holanda durante 1993 a 2007. A transmissdo pessoa a pessoa nao
ocorreu, de acordo com as analises moleculares realizadas. Observou-se que dos casos
ocorridos nesse periodo, tuberculose ganglionar acometia principalmente mulheres,
enquanto que a tuberculose pulmonar afetada mais homens **

Ainda na Holanda, um estudo recente, mostrou em hospital do servigo regional
de saude municipal, uma evidéncia de transmissdo pessoa a pessoa de tuberculose
pulmonar causada por M. bovis de um idoso para um adulto jovem, baseando-se no grau
de homologia entre as cepas detectadas. *

Um estudo no Reino Unido, realizado entre 1993 e 2003, mostrou que ndo houve
aumento na incidéncia de M. bovis em seres humanos, apesar de um aumento
significativo (5,26 vezes) na incidéncia da tuberculose bovina naquela regido, no
mesmo periodo do estudo. Os achados desse estudo indicaram que a combinacdo de
medidas tomadas no Reino Unido para prevenir doenca causada por M. bovis em seres
humanos, entre elas a pasteurizacdo de leite e derivados, tém sido altamente efetivas. De
forma similar ao que foi verificado na Franca, esse trabalho demonstrou que a maioria
dos casos por M. bovis, entre 0s nativos do Reino Unido, acontece em pessoas mais
idosas, nascidas antes do advento do controle da tuberculose bovina, 0 que sugere se
tratar, principalmente, de reativacdo de infeccBes primérias adquiridas antes do controle
da doenca animal na regido, sendo o consumo de leite ndo-pasteurizado no passado a
fonte de infeccdo mais provavel.

Por outro lado, apesar de a transmissdo de M. bovis pessoa a pessoa ser
considerada muito rara, em um trabalho conduzido no Reino Unido foi concluida a
maior evidéncia de transmissao de M. bovis pessoa a pessoa até entdo publicada. Todos
0s pacientes com M. bovis na parte central da Inglaterra de 2001 a 2005 (n=20) foram
identificados por DNA-fingerprinting, sendo um “cluster” constituido de seis pacientes
com perfis moleculares semelhantes, os quais foram entrevistados. Todos 0s casos do
“cluster” foram nascidos no Reino Unido e, diferentemente do encontrado na maior
parte das publicacbes de paises desenvolvidos com predominéncia de casos entre

idosos, todos eram mais jovens entre 15 e 44 anos, nascidos apds o advento do controle

37



da tuberculose bovina na regido, o que fortalecia evidéncias a favor da transmissao mais
recente. Todos do “cluster” tiveram contatos sociais comuns € apenas um possuiu
contato zoon6tico ou consumo de produtos lacteos ndo-pasteurizados, sugerindo que
transmissdo pessoa a pessoa teria ocorrido. *?

Em Londres, estudo realizado entre 2005-2008 revelou um total de 129 casos de
infeccdo por M. bovis em humanos, com a incidéncia anual variando de 0,065-0,047
casos por 100.000 pessoas. Isso mostra que a incidéncia pelo agente em humanos no
Reino Unido continua a ser baixa. %

Na Republica Tcheca, casos de infeccdo por M. bovis em dois pacientes
imunocomprometidos tiveram como fonte de disseminagdo procedimentos venosos, via
cateter, sendo o agente confirmado por cultura de amostra extraida daquele
instrumento.*®

Em 2010, relato de caso descrito na Grécia diagnosticou tuberculose por M.
bovis na cavidade oral de uma crianca de seis anos de idade, imunocompente, uma
forma rara de TB, que geralmente esta associada a um envolvimento pulmonar primario.
A crianca residia em area urbana e o diagnostico foi confirmado por biologia
molecular.*®

A Austrédlia e a Nova Zelandia iniciaram seus programas de controle da
tuberculose bovina em 1970. A Australia foi declarada “livre da doenga em animais” em
1997, enquanto a Nova Zelandia encontra dificuldades para erradicar a tuberculose
bovina devido & presenca de reservatorios silvestres. **

Na populagdo australiana, durante 1970-1994, M. bovis foi isolado de
aproximadamente 1% dos casos de tuberculose humana. " Na Australia Meridional
verificou-se a ocorréncia de cinco casos de M. bovis, em dois anos, em pacientes com
histéria de emprego em matadouros, incidéncia maior que em anos anteriores, quatro
deles (80%) com localizacdo pleuro-pulmonar. Esses achados fortaleceram evidéncias
que trabalhadores que lidam com o abate de bovinos ou processamento de carnes tém a
profissdo como risco ocupacinal para tuberculose zoonética. %

A porcentagem de casos de tuberculose humana devidos a M. bovis parece ter
decrescido na Nova Nova Zelandia de uma média de 7,2% de 1983 a 1990 *° para
aproximadamente 3% entre 1995-2002, *®periodo no qual um estudo demonstrou M.
bovis como responsavel por 54 (2,7%) de 1.997 casos de tuberculose, a partir de dados
de notificacdo, complementados com dados de trés laboratérios de referéncia do pais.

Apenas 14 (25,9%) dos isolados humanos de M. bovis tiveram padrdo genético idéntico
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ao de isolados de gado, alces, marsupiais, furdes, suinos e, ocasinalmente, gatos. Os
autores advertiram que, mesmo em baixo nivel, a transmissdo de M. bovis de animais a
seres humanos na Nova Zeldndia continua acontecendo, sendo, entretanto, a
contribuicdo relativa do agente zoonotico de 2,7% do total de casos de tuberculose
humana mais alta que a relatada em outros paises desenvolvidos. **

Um laboratorio australiano de referéncia para micobactérias identificou em
2006, 905 casos confirmados por cultura microbioldgica e isolamento de bactérias do
CMT, sendo que a taxa de notificacdo anual foi de 4,4 casos por 100.000 habitantes.
Das 905 amostras identificadas, 903 foram caracterizadas como M tuberculosis e apenas
duas como M. bovis. %!

A tabela 8 descreve casos de tuberculose zoonética ocorridos na Europa e
Oceania, separando-os por local, alvo do estudo (origem da identificacdo de M. bovis) e

achados de relevancia em cada artigo.
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Tabela 8. Casos de tuberculose zoondtica ocorridos em paises da Europa e Oceania

Local Alvo do Estudo Achado Referéncia
Franca Genotipagem de Provaram que o primeiro surto de tuberculose  Gutiérrez et al.
colegdo suspeita de M. hospitalar  caracterizado ~ fenotipicamente  por 1999, 1t
bovis. Bouvet et al. 1993 como M. bovis MDR, era na
realidade M. tuberculosis.
Franca Identificacdo de M. M. bovis representa 0,5% de todos os casos de Robert et al. 1999.
bovis em humanos tuberculose &
usando culturas,
inquérito nacional.
Franca Genotipagem de M. 11 (2%) de 555 isolados caracterizados, auséncia Mignard et al. 2006.
bovis em casos de homologia entre as cepas de M. bovis isoladas 8
confirmados com (reativagéo)
cultura, Lyon.
Espanha Relatos de vérios O principal deles, iniciou em hospital da Espanha, Blasquez et al. 1997.
surtos hospitalares de atingindo um total de 141 pacientes (a maioria em 86_ 10
ampla dimenséo de co-infecgdo com HIV, tendo desfecho fatal), ?KerIO’ 201%19'6 o
tuberculose por disseminando para outros lugares da Europa e para chultsz, '
amostras de M. bovis 0 Canada.
multidroga-resistentes
(MDR).
Espanha Identificacdo de M. 0,95% de 1366 casos de tuberculose devidos a M. Esteban et al. 2005.
bovis em humanos bovis *
usando culturas em um
hospital de Madrid.
Espanha Relato de casos. 9 casos de M. bovis em pacientes em quatro anos Remacha, 2006. **?
Italia Genotipagem de Um gendtipo foi responsével por 32% dos isolados  Lari et al. 2006. *
colecéo de M. bovis. humanos
Italia Genotipagem de Encontrou-se 17 isolados de M. bovis. Lari et al., 2009. '3

Republica Theca

Inglaterra

Holanda

colecéo do Complexo
M. tuberculosis de
uma colegdo de 1009
isolados.

Diagnosticado dois
casos de M. bovis em
pacientes
imunocompetentes

Formac&o de m cluster
de 6 pacientes dentre
Varios suspeitos para
M. bovis

Analise de 231
pacientes clinicamente
infectados para M.
bovis

A forma de disseminagdo foi através de cateter
Venoso

1 paciente teve exposigao zoonotica e teria
transmitido via aerossois o M. bovis aos demais

136 pacientes apresentavam a forma extrapulmonar
e 95 a forma pulomnar, N&o foi evidenciada a
tranmisséo pessoa a pessoa.

Homolka et al.,
2010. ®

Evans et al., 2007. 12

Majoor et al., 2011.
91
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TUBERCULOSE ZOONOTICA: UMA DOENCA RE-EMERGENTE?

Nas publicagdes mundiais no periodo de 1990 a 2000 as principais preocupagdes
manifestadas sobre a tuberculose zoonotica, principalmente pelos paises
industrializados, foram: a) possiveis impactos epidemioldgicos da ocorréncia de doenca,
por reativacdo ou infeccdo priméria, em pacientes co-infectados pelo HIV; b) re-
emergéncia da tuberculose zoonotica a partir de imigrantes de locais onde a tuberculose
bovina é mais prevalente e c) epizootias de M. bovis em animais domesticados e
selvagens, que podem transmitir o agente ao ser humano. Essas preocupagdes, com
excecdo da Ultima (j& apresentada no topico anterior), serdo mais discutidas a seguir.

Em paises em desenvolvimento, particularmente aqueles em que a infecgdo por
M. bovis esta presente em animais e as condi¢fes favorecem a transmissao zoonotica,
cogita-se que a epidemia de HIV/AIDS poderia contribuir para o desencadeamento de
novos casos ou reativacao de lesbes dormentes de tuberculose zoon6tica em pessoas co-
infectadas pelos dois agentes em questdo. Acredita-se que o HIV/AIDS possa
transformar seres humanos de hospedeiros “acidentais” para “reservatorios” de M.
bovis, complicando o controle tanto da tuberculose em seres humanos como em
bovinos, visto que o agente zoonético pode ser retransmitido de seres humanos a
bovinos. 1%

Na Espanha, ocorreram grandes surtos, principalmente hospitalares, por
amostras de M. bovis MDR, afetando, em sua maioria, co-infectados por HIV. Um
desses surtos, de localizacdo pulmonar e progressdo rapida, envolveu 16 casos em
Madrid e outros 20 em Malaga. & Outro surto em Malaga, envolveu 31 pacientes com
desfecho fatal, 30 deles sendo co-infectados pelo HIV. % Na Holanda, ocorreu um caso
de M. bovis MDR em pessoa infectada pelo HIV, que supostamente adquiriu a infecgédo
zoonbtica na Espanha, durante um dos surtos descritos. %% Conforme aqui ja
apresentado em tdpicos anteriores, foi evidenciada, também a transmissdo pessoa a
pessoa de M. bovis MDR de um paciente infectado pelo HIV, hospitalizado na Espanha,
para um parente canadense, soronegativo para HIV, que tinha ido visita-lo. “* Com a
utilizacdo da técnica de comparagdo molecular “spoligotyping”, foram evidenciadas
amostras idénticas de M. bovis MDR nos surtos relatados em Madrid e Malaga. %%’
Com a utilizacdo da mesma técnica foi evidenciada, também, a ligacdo desse surto

descrito com as amostras identificadas nos pacientes da Holanda e Canada. 328
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Em um dos maiores surtos de tuberculose zoondtica por M. bovis MDR, a
amostra identificada inicialmente na Espanha, foi disseminada para outros locais da
Europa e para o Canadé, afetando ao todo 141 pessoas. > Em muitos pacientes desse
surto a transmissao pessoa a pessoa de M. bovis foi evidenciada. Estes achados sugerem
um alto risco de disseminacdo de M. bovis MDR via seres humanos como portadores,
especialmente para partes da Africa, onde a infeccdo por M. bovis em animais e a
infeccdo humana por HIV co-existem. Como seres humanos podem retransmitir M.
bovis a animais, a presenca de portadores humanos de M. bovis MDR nesses locais
poderia propiciar ciclos continuos de transmissdo do agente de pessoas para animais,
entre animais e desses novamente para os seres humanos. A ocorréncia de surtos
hospitalares de M. bovis MDR na Espanha e outros paises ainda € mais preocupante
dada a intrinseca resisténcia a pirazinamida caracteristica do agente zoonético. "

Foi constatada a re-emergéncia da tuberculose zoondtica em imigrantes dos
Estados Unidos da América (EUA) vindos de locais onde a tuberculose bovina é mais
prevalente, fazendo com que a prevaléncia da doenga aumentasse nos EUA, na fronteira
com o México, tanto em numeros absolutos como relativos. Além disso, a referida
doenca foi responsavel por um terco dos casos de tuberculose em criangas nessa mesma
regido. **%1% Esses pesquisadores alertaram que as altas prevaléncias de M. bovis,
evidenciadas na fronteira mencionada, demandam reforco na vigilancia para esse
“esquecido patdgeno”. Como, nos trés estudos citados, a maioria dos casos ocorreu em
individuos de origem hispanica, principalmente mexicanos ou seus filhos, cogitou-se
que rebanhos bovinos mexicanos fossem a fonte priméria do agente zoonético, visto que
produtos lacteos ndo-pasteurizados sdo veiculos transmissores de agentes zoonoticos e
estdo disponiveis na Baixa Califérnia, provincia mexicana limitrofe.

Finalmente, as evidéncias a favor da ligacdo do aumento da prevaléncia de
tuberculose zoonética na fronteira EUA-México e a origem da infeccdo em gado
mexicano foram recentemente fortalecidas por meio de um estudo molecular
empregando “spoligotyping”. Genotipos de amostras de M. bovis isoladas de seres
humanos do Sul da Califérnia foram comparadas com as isoladas de bovinos dos EUA e
México para explorar as possiveis origens da infe¢cdo humana naquela regido. Acima de
91% (97/106) dos isolados humanos de M. bovis tinham perfis moleculares idénticos
aqueles encontrados em bovinos mexicanos. *° O aumento da imigracdo de mexicanos
para 0s EUA nos anos anteriores ao estudo, aumentou, também, o potencial de

ocorréncia de casos humanos de M. bovis em outras partes desse pais.
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A maioria dos casos de tuberculose zoondtica detectados na cidade de Nova
York, entre 2001 e 2004, ocorrereu em adultos nascidos fora do pais (96%),
principalmente México, ou em filhos de pais mexicanos (83%), de forma similar aos
relatos ocorridos na fronteira EUA-México. *°

Essa situacdo pode se agravar pela constatacdo de que altas taxas de co-infeccédo
HIV/M. bovis foram evidenciadas na fronteira dos EUA-México. Em San Diego (EUA),
17,8% a 23,0% dos casos de tuberculose por M. bovis ocorreram em pessoas CO-
infectadas pelo HIV. % Na cidade de Nova York, sete (28%) dos 27 casos de
tuberculose zoonética foram positivos também para HIV. * Outros relatos também
descrevem a ocorréncia de M. bovis em imigrantes em paises desenvolvidos vindos de
regides em desenvolvimento. %"

Apesar de relatos continuos de doenca humana pelo agente zoondtico, a
relevancia global de M. bovis como causa de tuberculose humana permanece baixa se
comparada a de M. tuberculosis. Em paises onde a incidéncia de tuberculose humana
estd declinando progressivamente, a tuberculose zoonética permanece essencialmente
estavel, em niveis muito baixos. '®

Entretanto, “embora possa ser considerada como um assunto regional, a
tuberculose bovina nas nagdes em desenvolvimento, principalmente Africa, deveria ser
encarada no contexto do efeito devastador da pandemia de AIDS/HIV”. *°

Portanto, estudos epidemioldgicos mais extensivos sobre a importancia de M.
bovis no contexto global da tuberculose humana e a adocdo de medidas de controle sdo
urgentemente requeridos em regides em desenvolvimento. ° Adicionalmente, a WHO
recomenda colaboracdo entre servicos médicos e veterinarios para o estudo e controle
desta zoonose.

A correlacdo direta entre a infeccdo por M. bovis em gado e a tuberculose
zoondtica em seres humanos tem sido documentada em paises desenvolvidos, mas essa
informacdo € escassa nas regides em desenvolvimento. Isso tem relacdo com a
percepcdo equivocada de M. bovis como agente causador de doenca exclusivamente
animal nessas regides em desenvolvimento onde a tuberculose bovina é um problema de
satide pablica.®®%” O conhecimento sobre importancia da tuberculose bovina nos casos
humanos tem de ser esclarecido e divulgado para o efetivo controle da propria doenga
em rebanhos.*”’

Como inquéritos epidemioldgicos sdo normalmente caros, uma possibilidade

para 0s paises em desenvolvimento seria estudos de tuberculose zoonética incluidos em
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outros inquéritos nacionais de tuberculose humana, como no inquérito nacional de
multidrogarresisténcia, que acontece no Brasil e em muitos desses paises. Mas, para este
propdsito, entre 0s meios para o cultivo de micobactérias, deveriam ser incluidos os que
favorecem o crescimento do M. bovis (a base de ovo contendo piruvato ou meios
semissintéticos).

Recomendam-se, ainda, esforgos educativos direcionados a populagdes de alto
risco a infeccBes por M. bovis. ' Trabalhadores que lidam com o abate de animais e
com industria de carne ou leite continuam em risco, particularmente em areas e paises
com uma agroindustria extensiva nos quais a populacdo bovina ainda esta infectada por
M. bovis. Além disso, a disseminacdo do agente de animais a seres humanos, em paises
em desenvolvimento, permanece como um perigo real, principalmente devido ao
consumo de leite contaminado. °

Entretanto, globalmente, ao menos dois preceitos para a prevencgéo e controle da
tuberculose zoondtica em seres humanos continuam validas. O primeiro é manter e
reforcar a “fiscalizagdo” do processamento térmico/pasteurizagdo do leite e seus
derivados, bem como a protecdo de trabalhadores que estdo ligados diretamente com
atividades relacionadas a animais, especialmente na industria de carne. O segundo
fortalecer a estratégia de “tratamento supervisionado” do paciente (DOTS). Deve ser
ressaltado ainda que trabalho recente revelou fortes indicios de que, a0 menos para
casos de tuberculose pulmonar com baciloscopia positiva, a taxa de transmissao por
contato é comparavel entre M. bovis e M. tuberculosis. Assim sendo, 0s autores
sugeriram que investigacdes de possiveis pessoas que tiveram contatos com casos
pulmonares de M. bovis devem ser conduzidas da mesma maneira que para M.
tuberculosis. 1%*

Finalmente, para o controle da tuberculose bovina e diminuicdo dos riscos
potenciais de transmissdo de M. bovis aos seres humanos, em muitas situacfes faz-se
necessaria colaboracdo transnacional. “** Como no caso da re-emergéncia de
tuberculose zoondtica que estd ocorrendo nos EUA, principalmente em imigrantes de
origem hispénica, aprendemos a dura condicdo de que ninguém esti seguro até que

todos do mundo estejam. 1%
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PERSPECTIVAS FUTURAS E CONSIDERACOES FINAIS

Esforcos nos setores de ensino, pesquisa e saude, visando elucidar a importancia
epidemioldgica de M. bovis tanto em humanos quanto em animais devem ser
recomendados. Refor¢a-se ainda a necessidade da implantacéo de politicas e programas
de controle e erradicagdo da tuberculose bovina em paises em desenvolvimento,
principalmente onde a prevaléncia da tuberculose bovina é alta. O controle e
erradicacdo de M. bovis em humanos comecam por seus respectivos controle e
erradicacdo nos bovinos.

Existem, porém, diversos fatores que podem dificultar ou até mesmo servir de
impedimento para a aplicacdo das estratégias de controle da tuberculose bovina. Entre
eles, destacam-se 0s custos operacionais, a dimensdo do rebanho bovino, os diferentes
sistemas de criacdo, a extensdo territorial e, conseqlientemente, a existéncia de
fronteiras com outros paises, assim como as grandes diferencas socioeconémicas e
culturais.

Algumas limitacdes desta revisao sistematica devem ser discutidas. Os dados de
prevaléncia obtidos de diferentes artigos, por terem delineamentos diversos, ndo podem
ser comparados de forma direta. Houve uma grande diversidade nos estudos, alguns
resultaram de exames de banco de amostras sem uma definicdo clara da populacdo de
abrangéncia e de critérios de selecdo, utilizando delineamentos e anélises retrospectivas,
outros se preocuparam com uma rigorosa definicdo da populacdo do estudo e dos
critérios de inclusdo, utilizando delineamentos e analises propospectivas. Houve
diversidade também nos métodos de diagndstico utilizados na caracterizacdo das
micobactérias. Foi verificada também uma grande variacdo quanto a abrangéncia dos
estudos, reunindo desde estudos locais restritos a um Unico centro até levantamentos
nacionais. Deve ser ressaltado ainda que este estudo sé consultou publica¢fes indexadas
nas bases Scielo e PudMed, o que poderia subestimar estudos publicados em revistas
locais, que ficaram fora ou entraram em outras bases.

O Brasil ainda possui um nimero baixo de estudos sobre tuberculose zoonética
quando comparado a Argentina, pais com taxas de prevaléncia de M. bovis similares em
animais. Algumas possiveis explicaces para esse baixo nimero de publicagdes foram
levantadas. No Brasil, o setor agricultura encara a tuberculose como um problema
eminentemente econdmico, que afeta as exportacdes, e negligencia, em geral, a sua

relacio com a saude publica. Outro fator que pode contribuir para esse
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negligenciamento se faz pelas caracteristicas do diagndstico da TB humana no pais. M.
bovis é em geral subestimado pelos centros de referéncia de tuberculose do pais, pelo
fato de a baciloscopia ser o diagndstico mais disseminado. Quando o isolamento
primario do CMT acontece, nesta rotina diagostica € utilizado eminentemente o meio de
cultura Lowenstein-Jensen, que ndo favorece o isolamento de amostras de campo de M.
bovis. Como consequéncia, os estudos realizados no Brasil ndo sdo representativos de
uma cidade, estado ou até mesmo do pais, ficando na maioria das vezes restritos a uma
pequena area ou populacao.

Finalmente, essa revisao sistematica evidencia a importancia zoonotica de M.
bovis na tuberculose humana, reforgando a necessidade da efetivacdo de programas e
politicas de controle da tuberculose bovina pelos 6rgdos de defesa animal, a qual deve

ser encarada como um problema de saude publica.
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RESUMO

Do total de leite produzido no Brasil, 30% destina-se ao consumo na forma de leite cru
ou através de lacteos elaborados a partir desse leite. Um estudo de corte transversal foi
realizado para estimar a prevaléncia e, adicionalmente, avaliar fatores associados ao
consumo de leite cru em uma populacéo de alta vulnerabilidade social de Juiz de Fora,
Minas Gerais. Foram construidos modelos explicativos de regressao linear univariados e
multivariados. A taxa de consumo atual de leite cru encontrada foi de 11,4%. A
mediana de consumo foi de 15 unidades de leite cru por individuo ao longo da vida. As
variaveis idade, histdrico de residéncia no meio rural, tipo de moradia, ocupacdo, local
de moradia e histérico de consumo exagerado de alcool no ultimo ano apresentaram-se
associados (p < 0,05) ao consumo de leite cru. Os resultados reforcam a necessidade de
medidas efetivas de controle ao comércio de leite cru e de programas de conscientizacdo
dos consumidores sobre os riscos de consumo de lacteos elaborados a partir de leite cru,

assegurados pelas autoridades de saude e agricultura.

Palavras-chave: leite, zoonoses, tuberculose, inspecao de alimentos, ndo-pasteurizacéo.
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ABSTRACT

Of the total milk produced in Brazil, 30% is intended for consumption in the form of
raw milk or milk through prepared from such milk. A cross-sectional study was
conducted to estimate the prevalence and additionally assess factors associated to
unpasteurized milk consumption in a population of high social vulnerability of Juiz de
Fora, Minas Gerais. Explanatory univariate and multivariate linear regression models
were constructed. The current consumption rate of unpasteurized milk was 11.4%. The
median of consumption was 15 units of unpasteurized milk per individual over the
lifetime. Age, history of residence in rural areas, housing type, occupation, place of
residence and history of alcohol abuse in the last year, were associated (p < 0.05) to
unpasteurized milk consumption. The results reinforce the need for effective measures
to control informal milk trade, highlighting the need of health and agriculture authorities

assure educational programs focusing health hazards of drinking raw milk.

Keywords: milk, zoonoses, tuberculosis, food inspection, non-pasteurization.
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RESUMEN

Del total de la leche producida en Brasil, un 30% se destina para el consumo en forma
de leche cruda o leche a través de la leche. Un estudio transversal se llevé a cabo para
estimar la prevalencia y, ademas, evaluar los factores asociados con el consumo de
leche cruda en una poblacion de alta vulnerabilidad social de Juiz de Fora, Minas
Gerais. Modelos explicativos se construyeron regresion lineal univariante vy
multivariante. Se encontrdé que la tasa actual de consumo de leche cruda de 11,4%. El
consumo promedio fue de 15 unidades de leche cruda por individuo durante toda la
vida. Edad, antecedentes de residencia en las zonas rurales, el tipo de vivienda,
ocupacion, lugar de residencia y antecedentes de abuso de alcohol en el ultimo afio, se
asocio (p < 0.05) para el consumo de la leche cruda. Los resultados refuerzan la
necesidad de adoptar medidas eficaces para controlar el comercio de leche cruda y
programas de sensibilizacion de los consumidores acerca de los riesgos de este

consumo, garantizada por las autoridades de salud y agricultura.

Palabras clave: leche, zoonosis, tuberculosis, inspeccion de alimentos, no-
pasteurizacion.
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INTRODUCAO

Da producéo total, somente 20.975.501 dos 30.715.460 litros de leite produzidos
no Brasil em 2010 passaram por algum 6rgéo de inspecdo, 0 que sugere que 33% do
leite produzido no Brasil sdo consumidos pelo mercado informal, sem qualquer
fiscalizagdo higiénico-sanitaria. * Grande parte deste leite informal é destinada a
fabricacdo de queijos artesanais elaborados a partir de leite recém-ordenhado, nédo
pasteurizado e ndo fervido, ou seja, leite cru.

A porcentagem de consumo de leite e derivados informais torna-se maior no
meio rural, em cidades de pequeno porte e periferias de médias e grandes cidades. Um
estudo realizado em areas periurbanas de Juiz de Fora MG revelou taxas de consumo de
leite e queijo ndo inspecionados de 42,0% e 66,5% das residéncias, respectivamente.
Apesar dessa pesquisa apresentada acima sobre consumo de leite e derivados informais,
h& poucos estudos que direcionam para a questdo dos riscos deste tipo de alimento a
salde da populacdo consumidora, 0 que demonstra a necessidade de mais estudos nesta

2 Agentes zoon6ticos como Mycobaterium bovis, Brucella abortus,

area.
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, entre outros
séo transmitidos por meio da ingestao do leite e derivados crus.

A maioria dos casos de tuberculose zoondtica registrados nas areas urbanas e
rurais em pacientes que nao trabalham com pecuaria ou agroindustria de alimentos esta
associada ao consumo de leite e derivados crus.> Em um estudo, foram analisadas 52
amostras de leite de fémeas bovinas leiteiras, que eram suspeitas ou positivas para
tuberculose pelo teste de Stormont. Do total de animais estudados (n = 52) para a
tuberculose, 19 (36,5%) eliminavam M. bovis pelo leite. * Em Juiz de Fora, entre 2008-
2010, 189 pacientes humanos diagnosticados com tuberculose em dois centros de
referéncia, destes, trés (1,6%) apresentaram evidéncias de infec¢bes por M. bovis, todos
estes pacientes com histérico de exposicdes zoon6ticas prévias.’

Em um estudo realizado em Pernambuco para diagnéstico da brucelose em
humanos, foram encontradas 12 (21,4%) pessoas sororreagentes para pesquisa de B.
abortus (soro aglutinacdo lenta) em 56 pessoas analisadas; 44 (78,6%) e 50 (89,3%)
delas consumiam leite cru e derivados de leite crus, respectivamente. ® O consumo de
leite e derivados é real exposi¢do por constituir uma via importante de transmissdo de

Brucella sp..>” Em S#o Paulo foram analisadas 49 amostras de leite bovino obtidos de
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vacas brucélicas e isolaram B. abortus de 15 (30,6%), mostrando que o leite e seus
derivados sdo importantes veiculos de transmisséo desse patégeno.®

Em 1938, foi registrado o primeiro surto de campilobacteriose por consumo de
leite cru em Illinois envolvendo 335 pacientes, sendo o patdgeno isolado somente no

sangue dos pacientes. °

Até fevereiro de 2012, quatro estados dos Estados Unidos
notificaram que 65 pessoas adoeceram ap6s o consumo de leite cru, produzido em uma
Unica fazenda na Pensilvania e, apds a realizacdo de exames laboratoriais foi
confirmado que a bactéria envolvida no surto era Campylobacter jejuni, esta foi
encontrada em amostras de leite colhidas da fazenda. *° Um estudo detectou
Campylobacter spp. em 31 (34,1%) de 91 amostras de alimentos por PCR, sendo 18/43
(41,8%) de leite, 1/20 (5%) de queijo e 12/28 (42,8%) de agua. ™

Em Massachusetts, em 2007, foi relatado um surto por listeriose envolvendo
cinco pessoas, com Obito de trés idosos, associado ao consumo de leite pasteurizado
adquirido de um laticinio local. ** No Brasil, Listeria monocytogenes tem sido isolada
de ambiente de laticinios processadores de leite fluido.*®> O mesmo patégeno tem sido
isolado na linha de producéo e ambiente de processamento de queijo minas frescal.*
Surtos e casos esporadicos de listeriose causados por alimentos ainda ndo foram
descritos no Brasil, embora a ocorréncia de L. monocytogenes tenha sido relatada em
Vérios tipos de alimentos.™

O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (CDC)
relatou que, em 2008, em dez estados americanos, foram confirmados 18.499 casos de
infeccbes causadas por patdgenos veiculados por alimentos, sendo que em 7.444
(40,24%) casos o agente etioldgico foi Salmonella, com incidéncia de 16,2 casos por
100.000 habitantes. ** Em um estudo realizado entre 2006 e 2007, no estado do Rio
Grande do Sul, verificou-se, por analises microbioldgicas de alimentos envolvidos em
186 surtos, que 37% deles foram causados por Salmonella, com 17 amostras
contaminadas, atribuidas a produtos lacteos. *’

No Brasil, com o objetivo de estabelecer padres de qualidade e seguranca para
alimentos existe 0 Regulamento Industrial de Inspe¢édo de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA). O RIISPOA define que a pasteurizagdo consiste no aquecimento do leite
para eliminacdo de microrganismos patogénicos e reducdo dos microrganismos
deteriorantes, permitindo, assim, maior seguranca para 0s consumidores de leite e
derivados. O principal fator para o sucesso da pasteurizacdo é o binbmio tempo-

temperatura, em que padrdes aprovados para o leite sdo 63-65 °C por 30 minutos
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(pasteurizacdo lenta) ou 72-75 °C por 20 segundos (pasteurizacdo rapida). Para o leite
UAT (Ultra Alta Temperatura), o binémio tempo-temperatura é de 130-150 °C por 2 - 4
segundos e resfriado imediatamente a 32°C e envase asseéptico. *°

O presente estudo teve como objetivo estimar a prevaléncia atual ou passada de
consumo de leite cru, bem como as quantidades de consumo ao longo da vida e os
fatores associados as quantidades de consumo desse tipo de alimento, em populacfes de
alta vulnerabilidade social, pacientes com tuberculose (TB), de Juiz de Fora, Minas

Gerais.
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MATERIAL E METODOS

Populacéo e periodo do estudo. A populacdo do estudo foi recrutada a partir de
dois centros de referéncia em tratamento da tuberculose de Juiz de Fora, Minas Gerais,
cidade de aproximadamente 500 mil habitantes, com a maior parte deles (98%)
residindo no meio urbano na atualidade. Os centros de referéncia incluidos foram:
Hospital Reginal Jodo Penido/Fundacdo Hospital do Estado de Minas Gerais e Unidade
das Clinicas Especializadas do Sistema Unico de Saude. O periodo do estudo foi de
marc¢o de 2008 a fevereiro de 2010.

Uma amostra de 189 individuos diagnosticados com tuberculose foi incluida no
presente estudo, considerando-se uma populacdo finita de 540 pacientes com TB
residentes em Juiz de Fora e outras cidades vizinhas de menor porte ocorrendo no
perido do estudo, uma proporcao atual de consumo de leite cru de 13%, um erro relativo
de 30,7% e um nivel de significancia de 0,05.

Dados éticos. Os participantes foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido de todos eles, sendo o
estudo aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Juiz
de Fora (protocolo 819.125.2006) e Hospital Regional Jodo Penido (protocolo 52/08).

Coleta de dados. Apos a exposicdo dos objetivos do estudo, foi realizada uma
entrevista, utilizando-se um questionario estruturado, para coletar informac6es sobre as
variaveis comportamentais, padrdes de consumo de produtos lacteos e tipos de trabalho.
A forma de consumo do leite (fervido, pasteurizado ou cru) foi também determinada.

Delineamento do estudo. Trata-se de um estudo de corte transversal para estimar
a prevaléncia de consumo de leite cru e as quantidades de consumo deste tipo de
alimento ao longo da vida.

Variaveis do estudo. O estudo teve como variavel resposta (evento) a quantidade
de consumo de leite cru ao longo da vida. A definicdo de leite cru utilizada no presente
estudo refere-se ao leite fresco consumido ndo pasteurizado ou ndo fervido. A variavel
quantidade de consumo de leite cru ao longo da vida foi definida a partir da frequéncia e
0 periodo de consumo deste tipo de alimento, construindo-se uma estimativa numerica
(unidades de consumo), seguindo a formula:

UC=FxP

Onde:

UC = Unidade de consumo;

65



F = Frequéncia semanal;
P = Periodo de consumo (semanas).

As posssiveis varidveis explicativas do estudo foram sexo, idade, nivel de
escolaridade, renda individual, renda familiar, local de residéncia, historico de
residéncia no meio rural, tipo de moradia, ocupacdo, estado civil, estado conjugal,
historico do consumo de &lcool no ltimo ano e historico do consumo de leite cru.

As variaveis utilizadas nesse estudo foram classificadas como categdricas e/ou
numericas de acordo com as analises realizadas.

Analises estatisticas. A partir das informacdes coletadas foi elaborado um banco
de dados contendo todas as variaveis do estudo. O software Epi Info versdo 3.5.3 foi
usado para gerenciamento e analise dos dados.*®

Foram realizadas analises descritivas das varidveis qualitativas e quantitativas.
Utilizou-se modelos de regressdo linear univariados e multivariados para avaliar a
relacdo entre as quantidades de consumo de leite cru e as possiveis varidveis
explicativas. Tais modelos foram representados pela equacdo y = a + fx, em que y
representa a estimativa da quantidade de consumo de leite cru (variavel resposta), a € o
coeficiente linear da reta e § ( beta da equacao) é o coeficiente angular ou coeficiente de
regressdo linear. O nivel de significancia considerado foi de 0,05.

A andlise multivariada buscou associagdo independente entre variaveis
explicativas e 0 consumo de leite cru. As varidveis que foram associadas ao consumo de
leite cru na analise univariada com nivel de significancia p < 0,20 e todas aquelas com
relevancia bioldgica ou epidemioldgica foram consideradas para analise de regressao
logistica multivariada usando o método “backward”.

Utilizaram-se modelos univariados de regressdo logistica para avaliar a
ocorréncia de colinearidade e de possiveis fatores de confusdo. Nestes casos, a
magnitude das associagdes foi estimada por “Odds Ratio” (OR). O intervalo de
confianga foi de 95% e o nivel de significancia considerado de 0,05.

Finalmente construiram-se modelos nédo-saturados de regressdo linear para
avaliar a ocorréncia de possiveis fatores de confusdo. O nivel de significancia

considerado foi de 0,05.
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RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas descritivas das variaveis qualitativas. A
populagéo total do estudo foi de 189 entrevistados. Destes, 139 (73,5%) eram do sexo
masculino. Entre os entrevistados, 6 (3,2%) moravam no meio rural, 54 (28,6%) eram
ex-moradores e 73 (38,6%) nunca moraram no meio rural. Do total de entrevistados, 59
(31,2%) trabalhavam e 73 (38,6%) ndo trabalhavam com pecuaria ou agroindustria de
alimentos de origem animal. Dos 189, 15 (8%) eram consumidores atuais, 71 (37,6%)
ex-consumidores e 46 (24,3%) nunca consumiram leite cru.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas descritivas das variaveis quantitativas. A
idade minima e mediana dos participantes foi 17 anos e 39 anos, respectivamente. A
variavel renda familiar apresentou valor mediano de 1,9 sélarios minimos. A quantidade
de consumo de leite cru ao longo da vida apresentou um valor mediano de 15 unidades.

A Tabela 3 apresenta resultados da analise univariada de regresséo linear para o
consumo de leite cru ao longo da vida. As variaveis sexo, idade, local de residéncia,
historico de residéncia no meio rural, tipo de moradia, ocupac¢do relacionada a pecuéria
e a agroindustria de alimentos de origem animal, historico de consumo exagerado de
alcool no dltimo ano, histérico do consumo atual de leite cru (comparando com ex-
consumidores) apresentaram associa¢ao (p < 0,05) com a quantidade de consumo de
leite cru ao longo da vida.

As tabelas 4 e 5 apresentam andlises multivariadas de regressao linear para a
quantidade de consumo do leite cru ao longo da vida. As variaveis ocupacao, idade,
tipo de moradia e histérico do consumo exagerado de alcool no dltimo ano
apresentaram associacao (p < 0,05) com o consumo de leite cru em ambos os modelos.
Os entrevistados que nao trabalhavam com atividades relacionadas a pecuaria e
agroindustria de alimentos de origem animal apresentaram, em média, 1.472 (modelo 1)
e 1.917 (modelo 2) unidades a menos de consumo de leite cru , em relacdo aos que
tiveram esse tipo de ocupacdo. Pessoas com consumo exagerado de alcool apresentaram
em média 1.387 (modelo 1) e 1.393 (modelo 2) unidades de consumo a menos de leite
cru. Os entrevistados que moravam em casa/apartamento apresentaram a média de
1.810 (modelo 1) e 1.638 (modelo 2) unidades de consumo a menos de leite cru que 0s
que residiam em outros tipos de moradia.

As variaveis historico de residéncia no meio rural e local de residéncia (Juiz de

Fora ou outros municipios) ndo permaneceram nos mesmos modelos por estarem
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mutuamente associadas (p < 0,05), evidéncia de colinearidade. Pessoas que moram no
meio rural em relagéo a pessoas que nunca moraram tiveram 23,3 vezes mais chance (p
= 0,001) de morarem em outros municipios menores em relacdo a Juiz de Fora. As que
ja moraram no meio rural em relagdo as que nunca moraram tiveram 3,4 vezes mais
chance (p = 0,08) de morarem em outros municipios menores em relacéo a Juiz de Fora.

Em cada modelo, separadamente, as referidas varidveis (historico de residéncia
no meio rural e local de residéncia) apresentaram associagdo (p < 0,05) com a
quantidade de consumo de leite cru ao longo da vida. Pessoas que nunca moraram no
meio rural tiveram 4.073 unidades a menos de consumo de leite cru ao longo da vida em
relagdo a pessoas com historico de residéncia no meio rural (modelo 1). Pessoas que
moram em outros municipios tiveram 3.280 unidades a mais de consumo de leite cru em
relacdo a pessoas que tiveram como local de residéncia a cidade de Juiz de Fora
(modelo 2).

A variavel sexo ndo permaneceu nos modelos multivariados finais. Assim,
resultados de andlises logisticas desta varidvel com outros possiveis fatores de confuséo
foram avaliadas. Sexo mostrou associacdo com ocupacdo. Pessoas que trabalhavam com
atividades relacionadas a pecuaria ou areas afins em relacdo a pessoas que nunca
trabalharam tiveram 3,0 vezes mais chances (p = 0,01) de serem do sexo masculino.
Houve associacdo de sexo também com a variavel histérico do consumo de alcool.
Pessoas que beberam de forma exagerada em relacdo a pessoas que nunca beberam ou
ndo beberam no ultimo ano tiveram 4,8 vezes mais chances (p < 0,01) de serem do sexo
masculino.

Um modelo de regressao linear multipla ndo saturado incluindo as variaveis
explicativas ocupacdo, histérico do consumo de alcool e sexo, tendo como variavel
resposta (evento) o consumo de leite cru ao longo da vida foi explorado. Neste modelo,
as variaveis explicativas ocupacdo e histérico do consumo de alcool mantiveram-se
associadas com o evento (p < 0,05) e a variavel sexo ndo apresentou associagio

significativa.
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DISCUSSAO

Este estudo produziu estimativas da freqiiéncia de consumo, bem como das
quantidades de leite cru ao longo da vida em uma populacgéo de pacientes com TB, que
supostamente enfrenta alta vulnerabilidade social.

Adicionalmente, modelos explicativos univariados e multivariados para a
quantidade de consumo de leite cru ao longo da vida foram avaliados.

A taxa de consumo atual (11,4%) de leite cru do presente estudo foi menor que a
de outro estudo (42,0%) realizado em bairros da periferia de Juiz de Fora. * Entretanto,
foi encontrada no presente estudo, taxa expressiva de ex-consumidores de leite cru
(53,8%).

O consumo de leite e derivados ndo inspecionados no Brasil representa 30,0%
do total produzido no pais, tornando-se este tipo de alimento potencial veiculador de
pat6genos aos seres humanos.?

Estudo realizado em Pernambuco, encontrou que 26,5% dos domicilios
consumiam o leite ndo pasteurizado, o que poderia implicar em riscos a satide publica.?
De acordo com dados da associacdo de produtores Leite Brasil, o consumo de leite cru é
alto no Piaui (89,0%) e no Maranhdo (83,7%), enquanto que no Rio Grande do Sul
apresenta a menor taxa de consumo do Brasil, com 18,0%.%

As variaveis idade, local de residéncia, histérico de residéncia no meio rural,
tipo de moradia, ocupacao e histérico do consumo de alcool no ultimo ano mantiveram-
se nos modelos multivariados do presente estudo. Possiveis explicagdes foram
construidas para essas variaveis associadas ao consumo de leite cru e sdo apresentadas a
sequir.

Ocupacdo relacionada a pecuaria ou agroindistria de alimentos de origem
animal mostrou-se associada a maiores quantidades de consumo de leite cru no presente
estudo. Pessoas que trabalham com este tipo de ocupacdo podem ter mais contato com
leite cru, fato este que possibilitaria 0 maior consumo deste produto inclusive nas
refeigces realizadas no trabalho. Um trabalho realizado em Dumont, Sdo Paulo, relata
que a ocupacdo (profissdo) estd relacionada com as condi¢bes socio-econémicas da
populacdo, interferindo, assim, no estado sanitario e na condicdo geral de saude de
grupos populacionais.

Pessoas que consumiam bebida alcoolica de forma exagerada estiveram

associadas a maiores méedias de consumo de leite cru no presente estudo. Uma possivel
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explicacdo para esse fato € que pessoas com tendéncia ao alcoolismo representaram uma
parcela da populagdo de alta vulnerabilidade que ainda n&o compreendeu
verdadeiramente 0s riscos que estdo associados ao consumo de alimentos informais.

No presente estudo, as variaveis histérico de residéncia no meio rural e local de
residéncia (Juiz de Fora/outros municipios) ndo puderam permanecer nos mMesmos
modelos provavelmente devido a um efeito de colinearidade, mas ambas foram
significativas para explicar as quantidades de consumo de leite cru em modelos
multivariados separados. Pessoas que moram no meio rural geralmente possuem
criagdes no quintal de casa ou trabalham com pecuéria de leite ou agroindustria de
produtos de origem animal. Isto possivelmente explica as maiores taxas de consumo de
leite cru por estas populagdes verificadas no presente estudo.

Em Jacarei, Sd8o Paulo verificou-se que morar na zona rural apresentou
associacdo com o consumo de leite fuido informal. Este fato deve-se a proximidade
entre o0 produto e o consumidor. Outro fator é a maior dificuldade na aquisicdo e
transporte de leite pasteurizado para regiGes rurais, que muitas vezes precisa ser
refrigerado além de ter que ser comprado frequentemente.?* Em Colatina, Espirito
Santo, foi relatado também que o consumo de lacteos ndo pasteurizados foi maior em
pessoas residentes na zona rural do municipio.”® Em Campo Mourdo, Parana, foi
encontrado que em bairros da periferia 0 consumo de leite ndo pasteurizado foi alto
(53,8%). %

Adicionalmente, verificou-se no presente estudo que pessoas que moravam em
outros municipios (em geral menores que Juiz de Fora) consumiam mais leite cru. Uma
possivel explicacdo para o fato estd na facilidade na aquisicdo desse leite cru, onde este
é vendido muitas vezes de porta em porta. Outra possivel explicacdo é que outros
municipios, pelo fato de serem menores, tém maior ligacdo com o meio rural, onde este
produto tem uma disponibilidade mais facil.

Nesse estudo, as pessoas que moravam em barracos, quartos, presidios,
albergues ou hospitais psiquiatricos apresentaram-se associadas a maiores quantidades
de consumo de leite cru. Possiveis explicacdes para o fato sdo levantadas. Pessoas que
moram nesses tipos de acomodagOes podem estar mais sujeitas a exposi¢édo a este tipo
de produto, recebendo este tipo de alimento como doacdes, ou pelo fato do valor do
produto ser mais barato que o industrializado ou mesmo facilidade em comprar o

produto.
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Nos paragrafos seguintes, serdo discutidas algumas variaveis que apresentaram-
se associadas ao consumo de leite cru na analise univariada. No presente estudo, o
historico de consumo atual de leite cru (comparado com consumo passado ou nunca ter
consumido) mostrou-se associado (p< 0,05) com maiores quantidades de consumo. Uma
possivel explicacdo seria o fato de consumidores atuais terem maior tempo de consumo,
permanecendo até os dias de hoje com este mesmo habito.

Também a variavel sexo apresentou-se associada (p < 0,05) com o consumo de
leite cru no nesse estudo, estando o sexo masculino relacionado a maiores quantidades
de consumo de leite cru. Em Jacarei, Sdo Paulo, também observou-se uma associagdo
estatistica significativa entre o sexo masculino e o consumo de leite ndo pasteurizado.*
Entretanto, em um estudo realizado em Sobral, Ceard, encontrou-se que das 300 pessoas
entrevistadas sobre o consumo de leite ndo pasteurizado, 222 (74%) eram mulheres. %’

Verificou-se, entretanto, no presente estudo que a variavel sexo ndo permaneceu
com associagdo significativa com o consumo de leite cru nos modelos explicativos
multivariados, possivelmente devido a um efeito de confuséo. Houve evidéncias que as
varidveis ocupacdo e histérico do consumo de alcool comportam-se como fatores de
confusdo para a relacdo encontrada, na analise univariada, do sexo com o consumo de
leite cru.

O presente estudo ndo encontrou associacdo estatistica entre o nivel de
escolaridade e o consumo do tipo de alimento em questdo, possivelmente pelo fato da
populacdo do estudo ser homogénea e com baixo nivel de escolaridade. Outros estudos
realizados em Campo Mourdo, Parand e em Jacarei, S&o Paulo, ndo encontraram
associacao entre o nivel de escolaridade dos entrevistados e o consumo de leite ndo
pasteurizado.?®** Em Colatina, Espirito Santo, também foi relatado uma proximidade
das taxas de consumo de leite e derivados informais entre individuos com nivel superior
e individuos com ensino fundamental ou médio, ressaltando que as informacdes
transmitidas nos anos escolares inicias, sobre perigos de doengas transmitidas por
alimentos, ndo estdo sendo suficientes para escolha ou ndo de um produto seguro ao
consumo.”® Em Sobral, Ceara, um estudo encontrou que relativo ao nivel de
escolaridade, a maioria dos entrevistados tinha o segundo grau completo (37%) o que
mostra que o nivel educacional naquele estudo ndo estava fortemente associado ao
consumo de leite ndo pasteurizado.?” Entretanto, um estudo realizado em Lavras, Minas

Gerais, encontrou gque pessoas que possuem até o ensino médio fundamental tém 3
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vezes mais chances de consumo de leite ndo pasteurizado em relacdo a pessoas com
maior grau de escolaridade.?®

No presente estudo, as varidveis renda individual e renda familiar também néo
apresentaram associacdo estatistica (p > 0,05) com o consumo de leite cru, fato que
pode ser atribuido a baixa e homogénea renda da populacao do estudo. Em Jacarei , Sdo
Paulo, um estudo também ndo encontrou associacgao entre renda individual e consumo
de leite e lacteos formais ou informais. %

Em Lavras, Minas Gerais, foi relatado que onde pessoas acham que o leite cru
tem melhor preco, ha 11 vezes mais chances de consumi-lo.?® Por outro lado em Campo
Mourdo, Parana, relatou-se que os entrevistados que consumiam leite ndo pasteurizado
tinham como justificativa que pagavam diretamente ao produtor apenas uma vez a0 més
e recebiam o produto regularmente na residéncia, fato este que esta diretamente
associado tanto a renda familiar como & comodidade.®

O consumo de leite e derivados ndo pasteurizados causa inUmeros prejuizos a
salde da populagdo, porém esses dados ndo sdo, na maioria das vezes, divulgados. O
problema é que estes produtos podem oferecer riscos a saude humana, uma vez que
muitos patdgenos sdo veiculados pelo leite (Mycobacteirum bovis, Brucella spp.,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, entre outros microrganismos com potencial
risco a satde humana).

O conhecimento sobre os principais patdgenos existentes no leite cru, bem como
a melhoria na qualidade do processo, desde as etapas iniciais de producdo, é de extrema
importancia para a satde publica, uma vez que a partir desses dados é possivel a criacao
de politicas de controle de doengas causadas por esses agentes. O mais preocupante é
que o alimento contaminado com patégenos para humanos, geralmente, ndo apresenta
nenhuma alteracdo visivel (de cheiro, gosto ou aparéncia), sendo as pessoas, em geral,
afetadas sem perceberem.

A criacdo de politicas e programas de conscientizacdo quanto ao consumo de
leite e derivados ndo pasteurizados é uma ferramenta primordial para o controle das
doencas transmitidas por alimentos (DTA’S) e combate ao comércio ilegal destes
produtos tanto em municipios de pequeno porte quanto em grandes centros. Aliadas a
essas praticas, a implementacdo das boas praticas agropecuarias (BPA), em conjunto
com um rigoroso controle sanitario dos rebanhos leiteiros podem influenciar
diretamente na qualidade do leite produzido, de modo a garantir a inocuidade desse

alimento.
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Conclui-se com este estudo que idade, historico de residéncia no meio rural, tipo
de moradia, ocupacdo, local de moradia e histérico do consumo exagerado de alcool no
ultimo ano apresentaram-se associados ao consumo de leite cru. Adicionalmente, foi
verificada uma taxa significativa de consumo informal. Considerando-se o
negligenciamento de qualquer tipo de inspecéo sanitaria e/ou desconhecimento do nivel
de controle higiénico-sanitario dos animais que estdo envolvidos com a producdo do
tipo de leite referido no presente estudo, assim como de seus processos de obtencéo,
transporte e comercializacdo, os achados aqui relatados constituem um motivo de
preocupacdo, principalmente em funcdo do risco representado pelo consumo deste
produto sem que tenha sido previamente submetido a fervura.

Deve ser ainda ressaltado que entre os 189 pacientes com tuberculose do
presente estudo foram encontradas trés evidéncias de tuberculose causada por M. bovis,
sendo que tais pacientes faziam parte de um grupo de risco, estando todos expostos ao
agente zoondtico em questdo, sendo dois deles consumidores de queijos nao
pasteurizados e um envolvido com ocupacges relacionadas a pecuaria ou agroindustria
de alimentos de origem animal. °

Os resultados de informalidade de consumo de leite verificados no presente
estudo e as variaveis a ela associadas, bem como os casos de tuberculose zoonética
verificados na mesma populagéo do estudo ° deveriam servir de alerta tanto para as

autoridades de satde como da agricultura.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas descritivas da populagéo do estudo (n=189), Juiz de Fora, 2008-2010 (variaveis qualitativas)

Caracteristica %

Cor da pele

Branco 48 (25,4)
Negro ou pardo 67(34,4)
Ignorado 74 (40,2)

Local de residéncia

Juiz de Fora 161 (85,2)
Outros municipios 28 (14,8)

Tipo de moradia

Barraco/Quarto/Presidio/Albergue/Hospital Psiquiatrico 22 (11,6)
Casa/Apartamento 118 (62,4)
Ignorado 49 (26,0)

Estado civil

Solteiro 82 (43,4)
Desquitado/Divorciado 12 (6,3)
Casado/Vilvo 5 (2,6)

Ignorado 90 (47,7)




Histoérico do consumo de alcool no Gltimo ano

Beberam de forma exagerada 54 (28,6)
Beberam de forma moderada 33 (17,5)
Nunca bebeu ou nao bebeu no Gltimo ano 48 (25,4)
Ignorado 54 (28,5)

Diagnostico sorologico para HIV

Positivo 24 (12,7)
Negativo 86 (45,5)
Ignorados 79 (41.8)

Tabela 2. Caracteristicas descritivas da populagdo do estudo (n=189), Juiz de Fora, 2008-2010 (Variaveis
quantitativas)

Caracteristica Valor 25% Mediana 75% Valor Maximo Moda
minimo

Renda Individual 0,0 0,3 1,0 1,3 12,9 0,0

Histérico do
consumo de leite 0,0 0,0 15,0 1248,0 20832,0 0,0
cru

Tabela 3. Analise univariada para o consumo de leite cru ao longo da vida

Variavel Coeficiente Valor de
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Idade 73,2 <0,01

Renda Individual 0,0 0,61

Local de residéncia

Morar em outro municipio/Mora em Juiz de Fora 4836,0 <0,0001

Tipo de moradia

Casa ou apartamento/Barraco ou quarto ou presidio ou albergue ou -2788,5 <0,01
hospital psiquiatrico

Estado civil
Desquitado ou divorciado/Solteiro 1559,5 0,19
Casado ou vitvo/Solteiro 1027,9 0,53

Histoérico do consumo de alcool no Gltimo ano

Bebeu de forma moderada/Nunca bebeu ou ndo bebeu no dltimo ano -1880,1 0,02

Bebeu de forma exagerada/ Nunca bebeu ou ndo bebeu no ultimo ano -1314,4 0,08
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Tabela 4. Andlise multivariada para o consumo de leite cru ao longo da vida (modelo 1)

Variavel Coeficiente Valor de i

Histérico de residéncia no meio rural

J& moraram (moram) -2869,4 0,14

Nunca moraram (moram) -4073,0 <0,05

Ocupacao relacionada a pecuéria ou agroindustria de
alimentos de origem animal

N&o trabalha (Trabalha) -1472,8 < 0,05

Tabela 5. Anélise multivariada para o consumo de leite cru (modelo 2)

Variavel Coeficiente Valor de i

Local de residéncia

Outros municipios (Juiz de Fora) 3280,3 <0,01

Ocupacgdo relacionada com pecuaria ou
agroindustria de alimentos de origem animal

Né&o trabalha (Trabalha) -1917,4 <0,01
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Tabela 6. Modelo de regressao logistica univariado relacionando histérico de residéncia no meio rural com o local de
residéncia

Variavel Razao de chance Coeficiente Valor de p

Tabela 7. Modelo de regressao linerar ndo saturado para relagdo de ocupacdo, histérico do consumo de alcool e sexo
com consumo de leite ao longo da vida

Variavel Constante Valor de

Sexo
Masculino/Feminino 757,7 0,32
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CAPITULO III

Prevaléncia e fatores associados ao consumo de
queljo nao pasteurizado em uma populacao de alta
vulnerabilidade social no Brasil

Prevalence and associated factors to unpasteurized
cheese consumption in a population of high social
vulnerability in Brazil

Prevalencia y factores asociados el consumo de
queso sin pasteurizar en una poblacion de alta
vulnerabilidad social de Brasil

Artigo a ser submetido ao “Caderno de Satide Puiblica”

ROCHA, B.B.; SILVA, M.R.; SOUZA, G.N.; MOREIRA, M.AS.
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RESUMO

Do total de leite produzido no Brasil, 30% destina-se ao consumo na forma de leite cru
ou através de lacteos elaborados a partir desse leite. Um estudo de corte transversal foi
realizado para estimar a prevaléncia e, adicionalmente, avaliar fatores associados ao
consumo de queijo feito com leite cru em uma populacéo de alta vulnerabilidade social
de Juiz de Fora, Minas Gerais. Foram construidos modelos explicativos de regressdo
linear univariados e multivariados. A taxa de consumo atual de queijo feito com leite cru
encontrada foi de 43,9 %. A mediana de consumo foi de 279 unidades de quejo feito
com leite cru por individuo ao longo da vida. As variaveis local de residéncia, ocupacgéo
e historico do consumo exagerado de alcool apresentaram-se associados (p < 0,05) ao
consumo de queijo feito com leite cru. Os resultados reforcam a necessidade de medidas
efetivas de controle ao comércio de queijo feito com leite cru e de programas de
conscientizacdo dos consumidores sobre o0s riscos de consumo de lacteos elaborados a

partir de leite cru, assegurados pelas autoridades de saude e agricultura.

Palavras-chave: queijo, zoonoses, tuberculose, inspecdo de alimentos, né&o-
pasteurizacao.
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ABSTRACT

Of the total milk produced in Brazil, 30% is intended for consumption in the form of
raw milk or milk through prepared from such milk. A cross-sectional study was
conducted to estimate the prevalence and additionally assess factors associated to
unpasteurized cheese consumption in a population of high social vulnerability of Juiz de
Fora, Minas Gerais. Explanatory univariate and multivariate linear regression models
were constructed. The current consumption rate of unpasteurized cheese was 43.9%.
The median of consumption was 279 units of unpasteurized cheese per individual over
the lifetime. place of residence, occupation and history of alcohol abuse in the last year,
were associated (p < 0.05) to unpasteurized milk consumption. The results reinforce the
need for effective measures to control informal cheese trade, highlighting the need of
health and agriculture authorities assure educational programs focusing health hazards

of drinking raw milk.

Keywords: cheese, zoonoses, tuberculosis, food inspection, non-pasteurization.
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RESUMEN

Del total de la leche producida en Brasil, un 30% se destina para el consumo en forma
de leche cruda o leche a través de la leche. Un estudio transversal se llevé a cabo para
estimar la prevalencia y, ademas, evaluar los factores asociados con el consumo de
leche cruda en una poblacion de alta vulnerabilidad social de Juiz de Fora, Minas
Gerais. Modelos explicativos se construyeron regresion lineal univariante vy
multivariante. Se encontrdé que la tasa actual de consumo de leche cruda de 43,9%. El
consumo promedio fue de 279 unidades de leche cruda por individuo durante toda la
vida. El lugar de residencia, ocupacion y antecedentes de abuso de alcohol en el ultimo
afio se asocid (p < 0.05) para el consumo de queso elaborado con leche cruda. Los
resultados refuerzan la necesidad de tomar medidas eficaces para controlar el comercio
de queso y los programas de sensibilizacion de los consumidores sobre los riesgos de
consumir productos lacteos elaborados con leche cruda, que deben ser alertado a las

autoridades de salud y agricultura.

Palabras clave: queso, zoonosis, tuberculosis, inspeccion de alimentos, no-
pasteurizacion.
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INTRODUCAO

Da producéo total, somente 20.975.501 dos 30.715.460 litros de leite produzidos
no Brasil em 2010 passaram por algum 6rgéo de inspecdo, 0 que sugere que 33% do
leite produzido no Brasil sdo consumidos pelo mercado informal, sem qualquer
fiscalizagdo higiénico-sanitaria. * Grande parte deste leite informal é destinada a
fabricacdo de queijos artesanais elaborados a partir de leite recém-ordenhado, nédo
pasteurizado e ndo fervido, ou seja, leite cru.

O consumo de leite e derivados informais torna-se maior no meio rural, em
cidades de pequeno porte e periferias de médias e grandes cidades. Um estudo realizado
em areas periurbanas de Juiz de Fora MG revelou taxas de consumo de leite e queijo
ndo inspecionados de 42,0% e 66,5% das residéncias, respectivamente. Apesar da
existéncia da pesquisa acima sobre consumo de leite e derivados informais, sao poucos
os estudos que direcionam para a questdo dos riscos deste tipo de alimento a salde da
populagdo consumidora, o que demonstra a necessidade de mais estudos nesta area. >

O Queijo Minas Artesanal tornou-se patriménio imaterial da humanidade. Para o
Instituto do Patrimdnio Historico e Artistico Nacional (IPHAN), o queijo, este produto
de origem milenar que os exploradores do ouro trouxeram para Minas, é hoje uma das
maiores expressdes da chamada ‘“mineiridade”. Seja como alimento ou como
manifestacdo cultural, estd presente no cotidiano e no imaginéario de todos 0s mineiros.
Esse saber, do modo de producdo queijeira, passado de pai para filho, de geracdo em
geracdo, garantiu ao longo dos séculos a sustentabilidade das familias, assim como
representa também ajuda imprescindivel & economia familiar. 3

Contudo, este modo milenar de fazer queijo artesanal com leite cru preocupa as
autoridades de saude publica (médicos, médicos veterinarios e demais profissionais da
area). Muitos microrganismos veiculados pelo leite ndo pasteurizado ou fervido podem
oferecer riscos a saude humana.

Apesar das pesquisas apresentadas sobre consumo de leite e derivados informais,
ha& poucos estudos que direcionam para a questdo dos riscos relacionados a saude da
populacéo consumidora, 0 que demonstra a importancia de mais estudos nesta area.

Agentes  zoonoticos como  Mycobaterium  bovis, Brucella abortus,
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, entre outros

sdo transmitidos por meio da ingestao do leite e derivados crus.
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Em um estudo, foram analisadas 52 amostras de leite de fémeas bovinas
leiteiras, que eram suspeitas ou positivas para tuberculose pelo teste de Stormont. Do
total de animais estudados (n = 52) para a tuberculose, 19 (36,5%) eliminavam M. bovis
pelo leite, 0 que demonstra que o agente zoonético pode ser eliminado em altas taxas
entre animais com tuberculose. > Em Juiz de Fora entre 2008-2010, 189 pacientes
humanos diagnosticados com tuberculose em dois centros de referéncia, destes, trés
(1,6%) apresentaram evidéncias de infeccdes por M. bovis, todos estes pacientes com
histérico de exposicdes zoonéticas prévias.®

Em um estudo realizado em Pernambuco para diagnostico da brucelose em
humanos foi encontrada uma freqiéncia de 12 (21,4%) pessoas sororreagentes para
pesquisa de B. abortus (soro aglutinacéo lenta) em 56 pessoas analisadas; 44 (78,6%) e
50 (89,3%) delas consumiam leite cru e derivados de leite cru, respectivamente. ’ Leite
e derivados consumidos crus é real exposi¢es por constituir uma via importante de
transmissdo de Brucella sp..”® Em S&o Paulo foram analisadas 49 amostras de leite
bovino obtidos de vacas brucélicas e isolaram B. abortus de 15 (30,6%), mostrando que
o leite e seus derivados sao importantes veiculos de transmissao desse patdgeno pela via
digestiva.’

Em 1938 foi registrado o primeiro surto de campilobacteriose por consumo de
leite cru em lllinois envolvendo 335 pacientes, sendo o patdgeno isolado somente no
sangue dos pacientes.’® Até fevereiro de 2012, quatro estados dos Estados Unidos
notificaram que 65 pessoas adoeceram apds o consumo de leite cru, produzido em uma
Unica fazenda na Pensilvania, e, ap6s a realizacdo de exames laboratoriais foi
confirmado que a bactéria envolvida no surto era Campylobacter jejuni, que foi
encontrada em amostras de leite colhidas da fazenda. ' Um estudo detectou
Campylobacter spp. em 31 (34,1%) de 91 amostras de alimentos por PCR, sendo 18/43
(41,8%) de leite, 1/20 (5%) de queijo e 12/28 (42,8%) de agua. *2

Em Massachusetts em 2007 foi relatado um surto por listeriose envolvendo
cinco pessoas, com Obito de trés idosos, associado ao consumo de leite pasteurizado
adquirido de um laticinio local. * No Brasil Listeria monocytogenes tém sido isoladas
de ambiente de laticinios processadores de leite fluido. ** O mesmo patdgeno tem sido
isolado na linha de producdo e ambiente de processamento de queijo minas frescal. =
Surtos e casos esporadicos de listeriose causados por alimentos ainda ndo foram
descritos no Brasil, embora a ocorréncia de L. monocytogenes tenha sido relatada em

vérios tipos de alimentos.
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O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (CDC)
relatou que em 2008 em dez estados americanos foram confirmados 18.499 casos de
infeccBes causadas por patdgenos veiculados por alimentos, sendo que em 7.444
(40,24%) casos o agente etiologico foi Salmonella, com incidéncia de 16,2 casos por
100.000 habitantes. " Em um estudo realizado entre 2006 e 2007 no estado do Rio
Grande do Sul, verificou-se por analises microbioldgicas de alimentos envolvidos em
187 surtos, que 37% deles foram causados por Salmonella, com oito atribuidos ao
consumo de produtos lacteos. *®

No Brasil, com o objetivo de estabelecer padrdes de qualidade e seguranca para
alimentos existe o Regulamento Industrial de Inspe¢éo de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA). O RIISPOA define que a pasteurizagdo consiste no aquecimento do leite
para eliminacdo de microrganismos patogénicos e reducdo dos microrganismos
deteriorantes, permitindo assim uma maior seguranca para 0s consumidores de leite e
derivados. O principal fator para o sucesso da pasteurizacdo é o binémio tempo-
temperatura, em que padrGes aprovados para o leite sdo 63-65 °C por 30 minutos
(pasteurizacdo lenta) ou 72-75 °C por 20 segundos (pasteurizacdo rapida). Para o leite
UAT (Ultra Alta Temperatura) o bindbmio tempo-temperatura é de 130-150 °C por 2 - 4
segundos e resfriado imediatamente a 32°C e envase asséptico. ™

O presente estudo teve o0 objetivo de estimar a prevaléncia atual ou passada de
consumo, bem como as quantidades de ingestdo ao longo da vida, de queijo feito com
leite cru e os fatores de risco associados as quantidades de consumo deste tipo de
alimento, em populagfes de alta vulnerabilidade social (pacientes com tuberculose) de
Juiz de Fora, Minas Gerais.
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MATERIAL E METODO

Populacéo e periodo do estudo. A populacdo do estudo foi recrutada a partir de
dois centros de referéncia em tratamento da tuberculose de Juiz de Fora, Minas Gerais,
cidade de aproximadamente 500 mil habitantes, com a maioria deles (98%) residindo no
meio urbano na atualidade. Os centros de referéncia incluidos foram: Hospital Reginal
Jodo Penido/Fundacdo Hospital do Estado de Minas Gerais e Unidade das Clinicas
Especializadas do Sistema Unico de Saude. O periodo do estudo foi de margo de 2008 a
fevereiro de 2010.

Uma amostra de 189 individuos diagnosticados com tuberculose foi incluida no
presente estudo, considerando-se uma populacdo finita de 540 pacientes com TB
residentes em Juiz de Fora e outras cidades vizinhas de menor porte, uma proporcao
atual de consumo de queijo feito com leite cru de 43,9%, um erro relativo de 30,7% e
um nivel de significancia de 0,05.

Dados éticos. Os participantes foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido de todos eles, sendo o
estudo aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Juiz
de Fora (protocolo 819.125.2006) e Hospital Regional Jodo Penido (protocolo 52/08).

Coleta de dados. Apos a exposicdo dos objetivos do estudo, foi realizada uma
entrevista, utilizando-se um questionario estruturado, para coletar informac6es sobre as
variaveis comportamentais, padrdes de consumo de produtos lacteos e tipos de trabalho.
A forma de consumo do queijo (feito com leite fervido, pasteurizado ou cru) foi também
determinada.

Delineamento do estudo. Trata-se de um estudo de corte transversal para estimar
a prevaléncia de consumo de queijo feito com leite cru e as quantidades de consumo
deste tipo de alimento ao longo da vida.

Variaveis do estudo. O estudo teve como variavel resposta (evento) a quantidade
de consumo de queijo feito com leite cru ao longo da vida. A definicdo de queijo feito
com leite cru utilizada no presente estudo refere-se ao queijo consumido elaborado a
partir de leite ndo pasteurizado ou néo fervido. A quantidade de consumo de queijo feito
com leite cru ao longo da vida foi estimada por meio de perguntas abrangendo a
frequiéncia e o periodo de consumo deste tipo de alimento. A varidvel quantidade de

consumo de queijo elaborado a partir de leite cru ao longo da vida foi definida a partir
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da frequéncia e o periodo de consumo deste tipo de alimento, construindo-se uma
estimativa numérica (unidades de consumo), seguindo a formula:

UC=FxP

Onde:

UC = Unidade de consumo;
F = Frequéncia semanal,
P = Periodo de consumo (semanas).

As possiveis variaveis explicativas do estudo foram o sexo, idade, renda
individual, renda familiar, local de residéncia, historico de residéncia no meio rural, tipo
de moradia, ocupacdo, estado civil, estado conjugal, historico do consumo de alcool no
ultimo ano, histérico do consumo de alcool em binge no dltimo ano e histérico do
consumo de queijo feito com leite cru. As varidveis utilizadas nesse estudo foram
classificadas como categoéricas e/ou numeéricas de acordo com as analises realizadas.

Analises estatisticas. A partir das informacdes coletadas foi elaborado um banco
de dados contendo todas as variaveis do estudo. O software Epi Info versdo 3.5.3 foi
usado para gerenciamento e analise dos dados.?’

Foram realizadas analises descritivas das varidveis qualitativas e quantitativas.
Utilizou-se modelos de regressdo linear univariados e multivariados para avaliar a
relacdo entre as quantidades de consumo de queijo feito com leite cru e as possiveis
variaveis explicativas. Tais modelos foram representados pela equacéo y = a + X, em
que y representa a estimativa da quantidade de consumo de queijo feito com leite cru
(variavel resposta), a é o coeficiente linear da reta e £ ( beta da equacéo) é o coeficiente
angular ou coeficiente de regressdo linear. O nivel de significAncia considerado foi de
0,05.

A andlise multivariada buscou a associacdo independente entre varidveis
explicativas € o consumo de queijo feito com leite cru. As variaveis que foram
associadas ao consumo de queijo feito com leite cru na analise univariada com nivel de
significancia p < 0,20 e todas aquelas com relevancia biolégica ou epidemioldgica
foram consideradas para analise de regressdo logistica multivariada usando o método
“backward”.

Utilizaram-se modelos univariados de regressdo logistica para avaliar a

ocorréncia de colinearidade e de possiveis fatores de confusdo. Nestes casos, a
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magnitude das associacdes foi estimada por “Odds Ratio” (OR). O intervalo de
confianga foi de 95% e o nivel de significAncia considerado de 0,05.

Finalmente construiram-se modelos n&o-saturados de regressdo linear para
avaliar a ocorréncia de possiveis fatores de confusdo. O nivel de significancia

considerado foi de 0,05.
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RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas descritivas das variaveis qualitativas
(categdricas). A populacéo total do estudo foi de 189 entrevistados. Destes, 139 (73,5%)
eram do sexo masculino. Entre os entrevistados, 6 (3,2%) moravam atualmente no meio
rural, 54 (28,6%) eram ex-moradores e 73 (38,6%) nunca moraram no meio rural. Do
total de entrevistados, 59 (31,2%) ja trabalhavam e 73 (38,6%) nunca trabalhavam com
pecuaria ou agroindustria de alimentos de origem animal. Dos 189, 58 (30,7%) eram
consumidores atuais e 51(27%) eram ex-consumidores de queijos ndo pasteurizados.

A tabela 2 apresenta as caracteristicas descritivas das variaveis quantitativas. A
idade minima e a mediana dos participantes foi de 17 anos e 39 anos, respectivamente.
A varidvel renda familiar apresentou valor mediano de 1,9 séalarios minimos. A
quantidade de consumo de queijo ndo pasteurizado ao longo da vida apresentou um
valor mediano de 279 unidades.

A tabela 3 apresenta os resultados da analise univariada de regresséao linear para
0 consumo de queijo ndo pasteurizado ao longo da vida. As varidveis sexo, idade, local
de residéncia, estado civil, ocupagdo relacionada a pecuaria e a agroindustria de
alimentos de origem animal, historico de consumo exagerado de alcool no Gltimo ano e
histérico de consumo atual de queijo (comparado com ex-consumidores) apresentaram
associagao (p < 0,05) com a quantidade de consumo de queijo ndo pasteurizado ao
longo da vida.

As tabelas 4 e 5 apresentam, analises multivariadas de regressdo linear para a
quantidade de consumo de queijo feito com leite cru ao longo da vida. As variaveis
local de residéncia e estado civil apresentaram associacao (p < 0,05) com o consumo
de queijo feito com leite cru. As varidveis ocupacdo (modelo 1) e idade (modelo 2)
apresentaram um valor de p “borderline”.

As tabelas 4 e 5 mostram que pessoas que moram em outros municipios tem em
média 2.581 (modelol) e 2.794 (modelo 2) unidades de consumo de queijo feito com
leite cru a mais ao longo da vida em relacéo a pessoas que residem em Juiz de Fora.

Entretanto, as variaveis sexo e historico de consumo de alcool no altimo ano néo
permaneceram nos mesmos modelos por estarem mutuamente associadas (p < 0,05),
evidéncia de colinearidade. Mas, sendo incluidas em modelos separados, cada uma
delas apresentou associacdo com a quantidade de consumo de queijo ndo pasteurizado

ao longo da vida. Pessoas do sexo masculino tem 1.869 unidades de consumo a mais de

93



queijo feito com leite cru em relacdo a pessoas do sexo feminino (modelol). Pessoas
que beberam de forma exagerada no ultimo ano tem 1.847 unidades a menos de
consumo de queijo feito com leite cru em relagéo a pessoas que nunca beberam ou néo
beberam no ultimo ano (modelo 2). A associacdo dessas duas varidveis quando
aplicadas em um modelo de regresdo logistica univariado mostra que pessoas que
beberam de forma moderada em relacdo a pessoas que ndo beberam no Gltimo ano ou
nunca beberam durante a vida tem 3,1 vezes mais chances de serem do sexo masculino
(p = 0,02). Pessoas que beberam de forma exagerada em relacdo a pessoas que nao
beberam no Gltimo ano ou nunca beberam tem 4,8 vezes mais chance de serem também
do sexo masculino (p < 0,01).

A variavel histérico do consumo de queijo ndo pasteurizado ndo permaneceu nos
modelos multivariados finais. Resultados de andlises logisticas desta variavel com
outros possiveis fatores de confusdo sdo apresentados a seguir.

Histérico do consumo de queijo ndo pasteurizado mostrou associagcdo com Sexo.
Pessoas que consumiram queijos feito com leite cru em relacdo as pessoas que nunca
este alimento tinham 8,4 vezes mais chances de serem do sexo masculino (p < 0,01).
Pessoas que ja consumiram queijos feito com leite cru em relacdo as pessoas que nunca
consumiram tinham 1,8 vezes mais chances de serem do sexo masculino (p = 0,19).

Houve associacdo de histérico do consumo de queijo também com a variavel
ocupacdo. Pessoas que nunca consumiram em relacdo a pessoas que consumiam queijo
feito com leite cru tinham 8,2 vezes mais chances de néo trabalharem com atividades
relacionadas a pecuaria ou areas afins (p < 0,01). Pessoas que ja consumiram queijo
feito com leite cru em relacdo as pessoas que consumiam tinham 1,3 vezes mais chances

de ndo trabalharem com atividades relacionadas a pecuéaria ou areas afins.
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DISCUSSAO

Este estudo produziu estimativas da prevaléncia de consumo, bem como das
quantidades de queijo feito com leite cru ao longo da vida. Adicionalmente, modelos
explicativos univariados e multivariados para a quantidade de consumo de queijo feito
com leite cru ao longo da vida foram avaliados.

A taxa de consumo atual (43,9 %) de queijo feito com leite cru do presente
estudo foi menor que a de outro estudo (66,5 %) realizado em bairros da periferia de
Juiz de Fora. 2 Entretanto, foi encontrada no presente estudo uma taxa expressiva de ex-
consumidores de queijo ndo pasteurizado (38,6 %).

O consumo de leite e derivados ndo inspecionados no Brasil representa 30,0%
do total produzido no pais, tornando-se este tipo de alimento um potencial transmissor
de patégenos aos seres humanos.

Algumas possiveis explicacfes para a associa¢do de variaveis indepentes com o
consumo de queijo ndo pasteurizado foram levantadas.

As variaveis sexo, idade, local de residéncia, ocupacdo, estado civil e historico
do consumo de &lcool no dltimo ano mantiveram-se nos modelos multivariados 1 e 2 e
possiveis explicacfes foram feitas para essas variaveis associadas ao consumo de queijo
ndo pasteurizado e sdo apresentadas a seguir.

Neste estudo a idade apresentou associacao devido ao fato de que a cada ano de
vida a mais das pessoas 0 consumo de produtos informais foi aumentando
progressivamente.

Pessoas que moravam em outros municipios (em geral menores que Juiz de
Fora) apresentaram maior taxa de consumo. Uma possivel explicacdo para o fato estd na
facilidade de aquisicdo desse queijo feito com leite cru, o qual muitas vezes é vendido
de porta em porta. Outra possivel explicacdo é que outros municipios, pelo mesmo fato
de serem menores, tem maior ligacdo com o meio rural, onde este produto tem facil
disponibilidade. Sabe-se ainda que algumas familias da agricultura familiar produzem
esse tipo de queijo para o proprio consumo e para venda como meio de sustento
familiar.

Foi verificado nesse estudo que trabalhar em atividades relacionadas a pecuaria
ou agroindustria de produtos de origem animal foi associado a maiores quantidades de

consumo, possivelmente porque estas ocupagOes facilitam o consumo devido a
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proximidade do consumidor com o fabricante ou comerciante de produtos informais, ou
pelo costume que existe no meio rural de tomar café com queijo ndo pasteurizado.

A variavel estado civil apresentou associacdo significativa (p < 0,05), sendo que
pessoas desquitadas ou divorciadas tiveram associacdo com o consumo de queijos nao
pasteurizados, possivelmente pelo fato de fazerem a maioria das suas refeices fora de
casa, sendo mais expostas ao consumo deste produto em alguns bares, restaurantes,
mercearias e padarias.

As variaveis sexo e historico de consumo de alcool no ultimo ano ndo puderam
permanecer nos mesmos modelos provavelmente devido a um efeito de colinearidade,
mas ambas foram significativas para explicar as quantidades de consumo de queijo feito
com leite ndo pasteurizados em modelos multivariados separados.

O sexo masculino esteve associado a maiores quantidades de consumo de queijo
ndo pasteurizado, pois possivelmente homens estdo mais diretamente ligados a
atividades como pecuéria leiteira ou areas afins. Em estudos realizados em Jacarei e
Colatina o consumo de derivados lacteos informais ocorre independente do sexo.??®

O consumo de alcool exagerado foi outra variavel associada a quantidades
maiores de consumo no presente estudo, possivelmente porque facilita 0 consumo de
queijo ndo pasteurizado muitas vezes servido como tira-gosto em bares e feiras, em que
procura pelo produto artesanal tem grande preferéncia por esse perfil de consumidores,
talvez por serem mais baratos.

Verificou-se, entretanto, que a variavel histérico do consumo de queijo ndo
pasteurizado ndo permaneceu nos modelos explicativos multivariados 1 e 2 para o
consumo de queijo ndo pasteurizado, possivelmente devido a um efeito de confuséo.
Portanto sexo, ocupacdo e histérico do consumo de alcool no Gltimo ano sdo variaveis
de confusdo para relacdo consumo de queijo ndo pasteurizado e historico do consumo
de queijo ndo pasteurizado.

As variaveis tipo de moradia, estado conjugal, histérico do consumo de alcool
em binge ndo permaneceram nos modelos explicativos multivariados 1 e 2 pois
apresentaram associagdo estatistica (p > 0,05) com o0 consumo de queijo n&o
pasteurizado.

O consumo de leite cru e derivados feitos com leite cru causa inimeros prejuizos
a saude da populacgéo, porém esses dados ndo sdo na maioria das vezes, divulgados. O
problema é que estes produtos podem oferecer riscos a saude humana, uma vez que

muitos patdgenos sdo veiculados pelo leite (Mycobacteirum bovis, Brucella spp.,
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Campylobacter jejuni, Escherichia coli, entre outros microrganismos com potencial
risco & saude humana). O conhecimento dos principais patdgenos existentes no leite cru,
desde as etapas iniciais de producdo, é de extrema importancia para a saude publica,
uma vez que a partir desses dados é possivel a criacdo de politicas de controle de
doencas causadas por esses agentes. O mais preocupante é que o alimento contaminado
com patdgenos para humanos, geralmente, ndo apresenta nenhuma alteragéo visivel (de
cheiro, gosto ou aparéncia), sendo as pessoas, em geral, afetadas sem perceberem.

A criacdo de politicas e programas de conscientizacdo quanto ao consumo de
leite cru e derivados feitos com leite cru é uma ferramenta primordial para o controle
das doengas transmitidas por alimentos (DTA’S) e combate ao comércio ilegal destes
produtos tanto em municipios de pequeno porte quanto em grandes centros. Aliadas a
essas acoes, a implementacdo das boas praticas agropecuarias (BPA) e das boas praticas
de fabricacdo (BPF), em conjunto com um rigoroso controle sanitario dos rebanhos
leiteiros podem influenciar diretamente na qualidade dos queijos e demais lacteos
produzidos, de modo a garantir a inocuidade desses alimentos.

A maioria dos casos registrados de tuberculose zoonética nas areas urbanas e
rurais em pacientes néo profissionais se deve ao consumo de leite e derivados crus. *

Considerando-se 0 negligenciamento do tipo de inspecdo sanitaria e/ou
desconhecimento do nivel de controle higiénico-sanitario dos animais que estdo
envolvidos com a producdo do tipo de leite referido nesse estudo, assim como de seus
processos de obtencdo, transporte e comercializacdo, o0s achados encontrados
constituem um motivo de preocupacao, principalmente em funcéo do risco representado
pelo consumo deste produto sem que tenha sido previamente submetido a fervura.

Conclui-se com este estudo que sexo, idade, local de residéncia, ocupacéo,
estado civil e historico do consumo de alcool no ultimo ano apresentam-se associados
ao consumo de queijo feito com leite cru, também denominado informal, explicando
assim a relevante taxa encontrada no consumo deste produto nesse estudo, alertando
assim autoridades de salde e agropecudria sobre o risco do consumo deste produto
informal.

Adicionalmente, foi verificada uma taxa significativa de consumo informal.
Considerando-se 0 negligenciamento de qualquer tipo de inspecdo sanitaria e/ou
desconhecimento do nivel de controle higiénico-sanitario dos animais que estdo
envolvidos com a producdo do tipo de queijo referido no presente estudo, assim como

de seus processos de obtencéo, transporte e comercializagdo, os achados aqui relatados
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constituem um motivo de preocupacao, principalmente em funcdo do risco representado
pelo consumo deste produto sem que o leite utilizado na fabricacdo desse queijo tenha
sido previamente submetido a fervura.

Deve ser ainda ressaltado que entre os 189 pacientes com tuberculose do
presente estudo foram encontradas trés evidéncias de tuberculose causada por M. bovis,
sendo que tais pacientes faziam parte de um grupo de risco, estando todos expostos ao
agente zoondtico em questdo, sendo dois deles consumidores de queijos nao
pasteurizados e um envolvido com ocupacdes relacionadas a pecuéaria ou agroindustria
de alimentos de origem animal. °

Os resultados de informalidade do consumo de quejo feito com leite cru
verificados no presente estudo e as varidveis a ela associadas, bem como os casos de
tuberculose zoonotica verificados na mesma populacdo do estudo deveriam servir de

alerta tanto para as autoridades de saide como da agricultura. >
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas descritivas da populacdo do estudo (n=189), Juiz de Fora, 2008-2010 (varidveis
qualitativas)

Caracteristica %

Cor da pele

Branco 48 (25,4)
Negro ou pardo 67(34,4)
Ignorado 74 (40,2)

Local de residéncia

Juiz de Fora 161 (85,2)
Outros municipios 28 (14,8)

Tipo de moradia

Barraco/Quarto/Presidio/Albergue/Hospital Psiquiatrico 22 (11,6)
Casa/Apartamento 118 (62,4)
Ignorado 49 (26,0)

Estado civil

Solteiro 82 (43,4)
Desquitado/Divorciado 12 (6,3)
Casado/Viuvo 5 (2,6)
Ignorado 90 (47,7)
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Histérico do consumo de alcool no Gltimo ano

Beberam de forma exagerada 54 (28,6)
Beberam de forma moderada 33 (17,5)
Nunca bebeu ou nédo bebeu no dltimo ano 48 (25,4)
Ignorado 54 (28,5)

Diagnéstico sorolégico para HIV

Positivo 24 (12,7)
Negativo 86 (45,5)
Ignorados 79 (41,8)

Tabela 2. Caracteristicas descritivas da populagdo do estudo (n=189), Juiz de Fora, 2008-2010 (Varidveis
quantitativas)

Caracteristica Valor 25% Mediana 75% Valor Maximo Moda
minimo

Renda Individual 0,0 0,3 1,0 1,3 12,9 0,0

Tabela 3. Andlise univariada para o consumo de queijo feito com leite cru longo da vida.

Variavel Coeficiente Valor de

lIdade 90,1 <0,01
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Renda Familiar 0,0 0,76

Histérico de residéncia no meio rural

Ja morou/Mora 1546,6 0,47

Nunca Morou/Mora -1321,7 0,53

Ocupacéao

Quem ndo trabalha /Trabalha com pecuéria ou agroindudstria de -2378,8 <0,01
alimentos de origem animal

Estado conjugal
Mora com parceiro sexual/Nunca morou com parceiro sexual 1483,5 0,18

J& morou com parceiro sexual/Nunca morou com -1156,2 0,47
parceiro sexual

Histdrico do consumo de alcool em binge no Gltimo ano

Binge uma vez ano a uma vez ao més/ Binge uma vez semana a mais
de uma vez por semana -1923,5 0,12

Nunca bebeu binge no dltimo ano/ Binge uma vez semana a mais de
uma vez por semana -974,9 0,32

Nunca bebeu ou nunca bebeu em binge/Binge uma vez semana a
mais de uma vez por semana -1923,5 0,12
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Tabela 4. Andlise multivariada para o consumo de queijo feito com leite cru ao longo da vida (modelo 1)

Variavel Coeficiente Valor de

Idade

Ocupacéao

Quem ndo trabalha /Trabalha com pecuéria ou
agroindustria de alimentos de origem animal -1320,2 0,06

Tabela 5. Analise multivariada para o consumo de queijo feito com leite cru ao longo da vida (modelo 2)

Variavel Coeficiente Valor de

Local de residéncia

Outros municipios/Juiz de Fora 27949 0,03

Estado civil
Desquitado ou divorciado/solteiro 2356,3 0,03
Casadou ou vilvo/solteiro -2016,0 0,21

Tabela 6. Modelo de regressao logistica univariado relacionando histérico do consumo de alcool no dltimo ano com o
Sexo

Variavel Razdo de chance Coeficiente Valor de
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Tabela 7. Modelo de regressao linerar ndo saturado para relagdo de histérico de residéncia no meio rural, histérico do

consumo de alcool e histérico do consumo de queijo feito com leite cru com o consumo de queijo feito com leite cru
ao longo da vida

Variavel Constante Valor de

Histdrico de residéncia no meio rural
Pessoas que ja moraram/pessoas que moram -2105,4 <0,01
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CAPITULO IV

Ocorréncia de Mycobacterium bovis em queijo
coalho em Parnaiba, Piaui — Brasil

Occurrence of Mycobacterium bovis in coalho
cheese in Parnaiba, Piaui — Brazil

Ocurrencia de Mycobacterium bovis en queso coalho
en Parnaiba, Piaui — Brasil

Artigo a ser submetido ao “Cadernos de Saude Publica”

ROCHA, B.B.; SILVA, M.R.; SOUZA, G.N.; MOREIRA, M.A.S.
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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 no estado do 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, onde
posteriormente foram encaminhadas para a Embrapa Gado de Leite para anélises. Para a
pesquisa foram realizados cultivos microbioldgicos em meios Stonebrink (SB) e
Lowenstein-Jensen (LJ) e analise molecular por meio da reacdo em cadeia da
polimerase pela transcriptase reversa (qQRT-PCR). N&o foi obtido nenhum isolamento
de M. bovis das amostras cultivadas, porém a analise para gRT-PCR identificou trés
evidéncias moleculares deste agente zoonotico. Esse achado deve servir de alerta para
autoridades dos setores saude e agricultura sobre a possibilidade de transmissao desse
patdgeno aos humanos pela via digestiva e da necessidade de um maior controle do

comécio informal de lacteos.

Palavras-chave: bactéria; produto lacteo, pasteurizacdao; micobacterias; tuberculose
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ABSTRACT

This study was developed to evaluate the occurrence of Mycobacterium bovis in cheese
curd produced and marketed in the state of Piaui. For a period of two months, 30
samples of cheese curd, coming from formal trade (supermarkets, bakeries, markets)
and informal (fairs, open market banquinhas the street), the city of Parnaiba, Piaui, were
evaluated. Samples were acquired and placed in cool boxes containing ice, which were
later sent to the Embrapa Gado de Leite for analysis. For the research of M. bovis was
grown in microbiological media Stonebrink (SB) and Lowenstein-Jensen (LJ) and
molecular analyzes by polymerase chain reaction by reverse transcriptase (QRT-PCR).
No isolation of M. bovis from cultured samples, however, the analysis for gRT-PCR
identified three molecular evidence of this zoonotic agent. This finding should be an
alert to health and agriculture authorities about the possibility of the transmission of this
pathogen to humans by the digestive route and the need for a greater control of the

informal traded milk.

Keywords: bacterium, dairy product, pasteurization, mycobacteria, tuberculosis.
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RESUMEN

Este estudio fue desarrollado para evaluar la presencia de Mycobacterium bovis en la
cuajada de queso producidos y comercializados en el estado de Piaui. Durante un
periodo de dos meses, 30 muestras de queso fresco, provenientes del comercio formal
(supermercados, panaderias, mercados) e informal (ferias, banquinhas mercado abierto
de la calle), se evaluo la ciudad de Parnaiba, Piaui. Las muestras fueron adquiridas y se
colocan en cajas frias contienen hielo, que mas tarde fueron enviados a los Embrapa
Gado de Leite para el andlisis. Para la investigacion de M. bovis se cultivd en
Stonebrink medios microbioldgicos (SB) y Lowenstein-Jensen (LJ) y moleculares
analiza y el analisis molecular por reaccién en cadena de la polimerasa por transcriptasa
inversa (QRT-PCR). Sin aislamiento de M. bovis de muestras cultivadas; sin embargo, el
andlisis de qRT-PCR identifico tres pruebas moleculares de este agente zoondtico. Este
resultado debe servir como una advertencia a las autoridades de los sectores de salud y
agricultura de la posibilidad de la transmision de este patdgeno para los seres humanos
por el tracto gastrointestinal y la necesidad de un mayor control de la comercializacion

de los productos lacteos informales.

Palabras-clave: bacteria, producto lacteo, pasteurizacién, micobactérias, tuberculosis.
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INTRODUCAO

O queijo é o derivado lacteo mais antigo, sua origem acredita-se que tenha sido
por volta de 11.000 a.C. Os egipcios foram um dos primeiros povos que por meio da
criacdo de gado, usaram o leite e 0 queijo para o consumo humano. ! A Biblia relata
consumo de leite e seus derivados por volta do ano de 1.050 a.C., em que o rei David
mencionava a fabricacdo destes alimentos.

A técnica da fabricacdo de queijos surgiu devido a dificuldade de conservagédo
do leite, este era conservado em recipiente feito com couro do estdmago de carneiro
parcialmente seco o que levou o leite a coagulacdo, com a separacao do soro. Este relato
marca a descoberta do processo de coagulacdo, que aocnteceu atraves da reacdo quimica
entre o leite e 0 couro, que serve como base até os dias de hoje para o desenvolvimento
de técnicas em que os elementos de valor nutritivo do leite sofrem uma transformacéo
tornado-se alimentos sélidos. 3

A fabricacdo de queijos no Brasil teve como ponto de partida a chegada dos
portugueses, que ja tinham um alto consumo deste produto que era produzido com leite
de cabra. O queijo comegou a ganhar espaco na mesa dos brasileiros juntamente com o
desenvolvimento da cafeicultura em Sao Paulo, nessa época 0s imigrantes consumiam
este produto como refeicdo, em acompanhamento e como condimento. * A primeira
indUstria de queijos a surgir na América do Sul foi por volta de 1888, construida no
Brasil, em Minas Gerais, na Serra da Mantiqueira. °

O termo artesanal, segundo o Dicionario Larousse da Lingua Portuguesa, é
aquilo que “¢ elaborado segundo os métodos tradicionais, individuais”, e também “o
que é feito através de meios rudimentares, as vezes sem qualquer método; que apresenta
feitura grosseira”. °

O queijo coalho € produzido ha mais de 150 anos, em varias regides do Nordeste
do Brasil. O grande problema é que ndo existe padronizacdo no seu processo de
fabricacdo, em que é comum o emprego de leite cru, fazendo com que esse alimento se
torne um possivel risco & satide humana. * O nome “coalho” é oriundo da utilizagdo do
coalho natural em seu processo de fabricacdo. Na regido nordeste € um dos principais
queijos artesanais comercializados e consumidos, sendo incorporado a cultura regional.
Contudo, o queijo coalho devido as suas caracteristicas como sabor peculiar e
principalmente sua maneira de consumo, vem ganhando mercado em outras regides do

Brasil, entre elas a regido Sudeste. *
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Esse tipo de queijo € servido na maioria das vezes frito, fazendo parte do café da
manhd da populagdo nordestina, ou é utilizado como ingrediente para pratos tipicos
tradicionais da regido, como o baido de dois, a tapioca e a canjica. Na regido Sudeste
esse tipo de queijo é vendido em praias da regido por vendedores em barracas que
assam o queijo ou fazem pastéis como recheio desse e vendem para o0s banhistas, tendo
alta aprovagdo. * E considerado um alimento rico em proteinas de alto valor biolégico,
além de conter alto teor de célcio, fésforo, zinco, iodo, selénio e vitaminas sendo
encontrado em todo o mundo mais de 1.000 tipos, com variadas formas e sabores. ®

Como atividade sdcio-econémica, a producdo de queijo coalho é obtida em
pequenas e médias queijarias no Nordeste do Brasil, onde mensalmente movimentam 10
milhdes de reais, ressaltando que essa atividade é de grande importancia no cenario
econdmico da regiso. °

Foi criada uma legislacdo especifica para a producdo de queijo coalho, em que
dados de identidade e requisitos minimos de qualidade séo encontrados no Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos para o Queijo de Coalho.
Segundo este regulamento, o queijo coalho deve ser obtido por coagulacdo do leite
através do coalho ou de outras enzimas coagulantes apropriadas, complementadas ou
ndo pela acdo de bactérias lacteas selecionadas. O seu processo de fabricacdo é
regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). *°

Estima-se que no Brasil, a producdo artesanal representa 40% do volume total de
queijos produzido no pais, assumindo assim uma fatia consideravel do mercado de
lacteos. 1. E de acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, dentre os
paises da América, o Brasil é o segundo maior produtor de queijo em toneladas. *°

Apesar de sua importancia econémica, grande popularidade, e uma legislacdo
prépria para a fabricacdo, o queijo coalho ndo garante uma qualidade microbioldgica
segura ao consumo. E necessario que o processo tradicional, geralmente artesanal e a
partir de leite cru, acompanhe a evolucdo das técnicas queijeiras mediante a ndo
modificacdo de suas caracteristicas sensoriais e organolépticas e que busque sempre,
uma matéria prima de boa qualidade.

A criagdo de politicas e programas de conscientizagdo quanto ao consumo de
leite cru e derivados feitos com leite cru é uma ferramenta primordial para o controle
das doencas transmitidas por alimentos (DTA’S) e combate ao comércio ilegal destes
produtos tanto em municipios de pequeno porte quanto em grandes centros. Aliadas a

essas acOes, a implementagdo das boas praticas agropecuérias (BPA) e das boas préticas
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de fabricacdo (BPF), em conjunto com um rigoroso controle sanitario dos rebanhos
leiteiros podem influenciar diretamente na qualidade dos queijos e demais lacteos
produzidos, de modo a garantir a inocuidade desses alimentos.

A adequacdo necessaria durante a producdo, processamento, estocagem e
distribuicdo de um alimento objetivando a integridade e inocuidade do mesmo séo
pontos primordiais na seguranca alimentar. ** A seguranca alimentar é uma preocupaco
constante tanto para consumidores quanto para setores da producéo. *?

Um estudo realizado em Juiz de Fora, Minas Gerais mostrou que entre os 189
pacientes com tuberculose foram encontradas trés com evidéncias de tuberculose
causada por M. bovis. Estes pacientes faziam parte de um grupo de risco, estando todos
expostos ao agente zoondtico em questao, sendo dois deles consumidores de queijos ndo
pasteurizados e um envolvido com ocupacdes relacionadas a pecudaria ou agroinddstria
de alimentos de origem animal. =3

Devido a importancia sécio-econdmica do queijo coalho na alimentacdo da
populagdo e devido ao fato de o produto artesanal ser processado utilizando
completamente ou em parte leite cru, este estudo teve como objetivos isolar, identificar
e pesquisar a ocorréncia de M. bovis nos referidos queijos produzidos e comercializados

em Parnaiba, Piaui.
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MATERIAL E METODO

Amostras. Previamente, foram cadastrados 65 pontos de venda de queijo coalho
no municipio de Parnaiba, Piaui, dos quais foram adquiridas trinta amostras de queijo
provenientes do comércio formal (supermercados, padarias, mercadinhos) e informal
(feiras, mercado aberto e banquinhas na rua). Todos 0s queijos que compde essa
amostra do estudo foram feitos com leite cru, e ndo passaram por nenhum 6rgdo de
inspecdo-sanitaria. As amostras foram adquiridas em sete datas, de 28 de novembro de
2011 a 23 de janeiro de 2012, sendo as coletas realizadas as segundas-feiras, exceto nas
semanas em que havia feriados, pois 0s queijos eram enviados no mesmo dia para outro
estado, Pernambuco. As amostras foram enviadas a Embrapa Gado de Leite (Juiz de
Fora), refrigeradas com gelo reciclavel, embaladas (bag estéril) individualmente e
identificadas.

Processamento das amostras. As amostras foram processadas no Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Laticinios Candido Tostes de Juiz de Fora — MG.

O processamento foi realizado de acordo com a metodologia proposta com as
etapas descritas a seguir. ** As amostras de queijo foram pesadas e 25 gramas de cada
amostra foram colocados em um copo do triturador Blender, previamente esterilizado,
juntamente com 225 ml de 4gua peptonada a 0,1%; ap0s a adicdo da agua peptonada. O
contetdo do copo foi triturado em velocidade baixa por 30 segundos e em alta por mais
30 segundos. O homogenato obtido foi transferido para outra bag estéril, identificado e
enviada ao Hospital Regional Jodo Penido\FHEMIG.

Isolamento classico de M. bovis. Esta etapa de isolamento ocorreu em um
laboratdrio de diagnostico de tuberculose, situado no municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais, e localizado no Hospital Regional Jodo Penido/Fhemig.

Apobs o processamento, 0 homogenato obtido foi descontaminado pelo método
de Darzins (Anexo A). ** Os sedimentos obtidos foram semeados simultaneamente em
tubos contendo os meios Stonebrink, SB (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA, Brasil) e Léwenstein-Jensen, LJ (bioMérieux, Brasil) e,
realizadas leituras aos 7, 30, 45, 60 e 90 dias de incubacdo a 36,5-37° C. Somente foi
considerado sem crescimento 0s tubos que permaneceram incubados por no minimo 60
dias sem nenhuma evidencia de coldnia caracteristica de M. bovis. *°

Caracteristicas de cultivo: As micobactérias sdo bacilos aerobios, imdveis e ndo

formadoras de esporos, desprovidas de cépsulas, com um alto teor de lipidios de
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elevado peso molecular na parede e alcool-acido resistente (BAAR). 1’ M. bovis cresce
mais lentamente (aproximadamente a partir de 21 dias), é microaerofilo e tem uma
temperatura 6tima de crescimento de 36,5-37 °C. A morfologia colonial é disgbnica e
ndo-cromogena, apresentando coloragcdo creme a amareladas, com bordas irregulares e
superficie granular. 1819

Analises moleculares. Para a realizagdo de Reagdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (QRT-PCR), 25 gramas de cada amostra de queijos coalho foram enviadas
ao Laboratdrio Nacional de Agricultura (Lanagro-MG), localizado em Pedro Leopoldo
Este laboratdrio € de referéncia do MAPA e possui nivel 3 + de seguranca. Seguiu-se a
metodologia usada no referido laboratério.

Em um tubo de 2,0 ml foi colocado 25 mg da amostra de queijo e 1,0 ml de
solucdo de lavagem alcalina. Foi feita maceracdo e a homogeneizacéo atraves do vortex
(centrifugacdo 17.760 xg por 20 minutos a 4° C). Foi descartado o sobrenadante e feita
ressuspensdo do pellet em 200 ul de tampéo Tris EDTA - TE (1X) e acrescentado 60 pl
de lisozima (10 mg/mL ). Foi feita incubacdo & 37° C por 1 hora. Apds foi acrescentado
60 ul de SDS 10% e 40 pl de proteinase K (10 mg/mL) e realizada incubacéo a 56° C
por duas horas.

Protocolo de extracdo de DNA pelo Fenol/Cloroférmio: a continuagdo do
processo foi feita de acordo com o protocolo de extracdo utilizado pelo Lanagro-MG.
Foram adicionados 200 pl de fenol saturado com pH 8,0 e feita homogeneizacdo por
inversdo. A centrifugacdo foi feita por 5 minutos a 434 x g, coletada a fase aquosa
(superior) e transferida para um novo tubo. Foram adicionados 220 pul de
cloroférmio\alcool isoamilico (24:1) (Sigma/ USA e Vetec/Brasil) ao novo tubo e, em
seguida foi feita homogeneizacdo por inversdo e centrifugacdo a 18327 x g por 5
minutos. Novamente, a fase aquosa (superior) foi coletada e transferida para um novo
tubo. Em seguida, foram adicionados duas vezes o volume da fase aquosa coletada de
etanol 95%. (Tedia, Brasil) e 0,1 vez de acetato de amonio (Vetec/Brasil) e
posteriormente, realizada a homogeneizacdo utilizando o vortex (Phoenix
Luferco/Modelo AP-56/Brasil). A solugédo obtida foi mantida a -80°C por 1 hora, em
seguida centrifugada por 10 minutos a 1327 x g e o etanol foi descartado. Para purificar
0 DNA, 500 pl de etanol a 70% foi usado. Foi feita nova centrifugacao por 10 minutos a
18327 x g, descartado o sobrenadante e o pellet foi seco em papel absorvente por 10
minutos. O pellet foi ressuspenso em 100 pl de tampdo TE pH 8,0 e armazenado a -20°
C.
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Técnica de PCR em Tempo Real: Todas as 30 amostras de queijo coalho foram
submetidas a extracdo de DNA e posteriormente a realizacdo da gRT-PCR. O gene da
Beta actina foi usado para avaliar a qualidade do DNA extraido (Quadrol). % Para a
deteccdo de M. bovis foi utilizado sequéncia de insercdo RD4 (MB88) %, descrita no
quadro 2. A mistura da reacdo continha: 2,5 pl H,O ultra pura; 12,5 pl Mix (Real gPCR
Master Mix, Dinamarca); 1,5 pl IF (10pmol) (Sigma, USA); 1,5 pl IR (10pmol) (Sigma,
USA); 2,0 ul Sonda (5pmol) (Sigma, USA); 2,0 ul MgCL, (50nmol) (Invitrogen,
Brasil), totalizando 25 pl por tubo (22ul de mix + 3ul de DNA). A programacdo dos
ciclos foi segundo protocolo estabelecido pelo Lanagro-MG, estando ainda em fase de

publicacéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas no presente estudo trés evidéncias moleculares (10%) de M.
bovis nas amostras de queijos coalho analisadas. Esse fato sugere que esse agente
zoonotico poderia estar viavel na matéria prima (leite cru) e no queijo coalho fresco.

Nesse estudo néo houve crescimento caracteristicos de coldnias de micobactérias
em nenhum dos meios de crescimento utilizados, até 60 dias apds a semeadura. Em um
trabalho realizado, cerca de 10% das amostras de M. bovis s6 apresentam coldnias
visiveis ap6s 60 dias de cultivo. 2 Porém deve ser observado o crescimento de possiveis
colbnias de M. bovis até 90 dias, devido as caracteristicas de crescimento disgonico e
lento dessa bactéria. *°

A utilizacdo de dois meios de cultura para isolamento de M. bovis é realizada
devido a diferenca dos constituintes de ambos. O meio Stonebrink (SB) contem piruvato
de sodio, enquanto o LoOwenstein-Jense (LJ) contem glicerol. O meio SB é mais
indicado e permanece como padrdo ouro para o isolamento primario e detec¢do do M.
bovis, pois o bacilo bovino tem dificuldade em crescer em meios de cultura que contém
glicerol.*”. Em um isolamento primério, o crescimento de M. bovis em meios de cultura
que contenham glicerol é muito pobre, mas subculturas permitem sua adaptacdo ao
meio. Entretanto, para melhor crescimento desse microrganismo o glicerol deve ser
substituido por piruvato de sédio. Devido a isso, no presente estudo esse procedimento
foi realizado, porém sem sucesso 2>

O emprego de ovos nos meios de cultura como SB é realizado pelo fato de que
as micobactérias s&o exigentes em lipidios disponiveis na gema. % Para o cultivo de M.
bovis 0 meio SB a base de ovo com piruvato de sodio apresenta melhores resultados
comparado a outros meios. %

As micobactérias sdo 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
descontaminacdo previamente a tentativa de isolamento. 2" Embora este processo seja
necessario para eliminar os microrganismos contaminantes de crescimento rapido, ele
pode também eliminar células viaveis de M. bovis, principalmente quando o agente esta
em pequenas concentracdes. %’

Embora, a literatura seja limitada sobre a inativagédo de M. bovis durante a cura

de queijo, alguns trabalhos sdo encontrados em diferentes tipos deste derivado lacteo.
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Esse patogeno foi encontrado em queijo branco Bulgaro, confeccionados com leite
artificialmente contaminado, depois de 120 dias de armazenamento. Em queijo
Emmental Suico células vidveis de M. bovis foram encontradas depois de cinco dias, em
Gruyere depois de 22 dias, em Camembert por 47 dias e em queijo Tilsitier Suico
depois de 305 dias. Adicionalmente, esta bactéria mostrou-se viavel por dois meses em
Camembert e Edam, mais de 180 dias em Camembert e 220 dias em Cheddar. Em
queijo azul feito com leite cru contaminado, M. bovis ainda estava presente apos trés a
quatro meses de maturacdo. *® Em seis queijos Emmental confeccionados com leite
artificialmente contaminado e inoculados em cobaias, verificou-se que um grupo de
cobaias desenvolveu a tuberculose ao serem inoculados por um queijo, apos trés meses
de maturagdo. %

Estudo realizado nos Estados Unidos envolvendo 203 amostras de queijo fresco
adquiridas do comércio informal do México, 10 (4,9%) amostras foram positivas para
micobactérias do género Mycobacterium, sendo que uma delas foi positiva para M.
bovis. A capacidade de recuperar M. bovis a partir de leite cru é bem documentada,
especialmente a partir do leite obtido a partir de bovinos que residem em areas com
uma elevada prevaléncia regional da tuberculose bovina. %

As trés evidéncias moleculares encontradas nas amostras analisadas (10%) para
M. bovis foram caracterizadas utilizando-se a técnica de qRT-PCR. Uma pesquisa
realizada com produtos clandestinos apreendidos no estado de Sdo Paulo também
verificou, por diagndstico molecular, que 0 DNA de M. bovis estava presente em 17
(22,7%) das 76 amostras de queijo analisadas. **

O isolamento e identificacdo de M. bovis, como as demais micobactérias, por
técnicas fenotipicas, em amostras de produtos de origem animal é um processo dificil e
trabalhoso, principalmente devido as exigéncias de cultivo e ao longo tempo de
crescimento. Assim, provas moleculares estdo auxiliando na identificagdo de agentes
patogénicos, embora ndo seja possivel identificar a viabilidade do microrganismo
presente.

Um fato que deve ser ressaltado no presente estudo, que reforca as evidéncias de
viabilidade de M. bovis na amostra de queijo original, é que este tipo de queijo
analisado (coalho), é processado utilizando-se como matéria prima leite exclusivamente
cru. Adicionalmente, na sua elaboracdo, a massa desse queijo chega a uma temperatura
variando de 25° - 34° C por 60 minutos, um binbmio tempo-temperatura nao efetivo

para a completa eliminacdo de agentes patogénicos como M. bovis. 30
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Inimeros protocolos sdo utilizados para extracdo de DNA de amostras clinicas,
muitos deles utilizam Kits comerciais, outros utilizam protocolos mais simples, como
exemplo a extracdo por solventes organicos (fenol-cloroférmio), sem que haja um
consenso de qual melhor método a ser empregado. *

Os protocolos a base de fenol-cloroférmio sdo viéveis para diagnostico de rotina
em leite devido & facilidade, custo acessivel e tempo necessario para sua realizagdo. >
Este foi o protocolo usado no presente trabalho. Levando-se em consideracdo o
resultado do teste utilizando a Beta-actina, constatou-se que a extracdo foi bem
sucedida, embora sabe-se que a principal limitacdo do uso de fenol-cloroférmio é que
ele pode implicar em maiores degradacdes de DNA, devido a oxidagdo do DNA pelos
compostos fendlicos. Outros complicadores do sucesso da técnica molecular usada,
além da degradacdo do DNA, podem ser atribuidos a escolha correta dos primers para
amplificacdo, temperaturas de anelamento e extenséo, dentre outros. **

A taxa de evidéncias moleculares de M. bovis (10%) encontrada nesse estudo,
mesmo sem ter ocorrido o isolamento cléssico, alerta as autoridades sobre a necessidade
de mais pesquisas visando a busca desse patdgeno em humanos, animais e alimentos,
bem como estudos visando a padronizacdo do processo de producdo de queijos
artesanais, buscando garantir a inocuidade desse produto.

As evidéncias moleculares de M. bovis nos queijos coalho encontradas no
presente estudo sugerem que a infec¢do a seres humanos por meio do consumo de
produtos lacteos ndo pasteurizados € possivel. Esta fonte de infeccdo tem sido implicada
em diversos surtos humanos de tuberculose zoonética. *>°

Em um estudo realizado no Brasil, Juiz de Fora — MG, de 189 pacientes
diagnosticados com tuberculose, trés (1,5%) apresentaram co-infeccdo M. bovis- M.
tuberculosis. Essas trés co-infecgdes foram associadas (p<0,05) ao consumo de queijos
artesanais, processados a partir de leite cru. '3

Conclui-se que M. bovis é um importante agente zoonOtico que pode ser
veiculado através do leite e lacteos ndo pasteurizados, oferecendo risco a satde humana.
Entretanto, a implementacdo das boas praticas agropecuarias (BPA) e das boas praticas
de fabricacdo (BPF), aliadas a um rigoroso controle sanitario dos rebanhos leiteiros
podem influenciar diretamente na qualidade dos queijos e demais lacteos produzidos, de

modo a garantir a inocuidade desses alimentos.
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QUADROS

Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores para Beta actina

Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia

F-TGCCGGAGCCGTTGT
Beta Actina R - AACCAGTTCGCCATGGAT Bielanski,2009

S - [CY5]TGATATTGCTGCTCGTGGTC[BHQ2]

Quadro 2. Sequéncia dos iniciadores para RD4 (MB88) Bomb.

Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia

F-CGCCTTCCTAACCAGAATTG
Mbo.RD4.88 R - GGAGAGCGCCGTTGTAGG Bielanski,2009

S - [6-FAM]AGCCGTCGCA[BHQa-Q]
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“Hoje me sinto mais forte,
Mais feliz, quem sabe,

S6é levo a certeza,

De que muito pouco sei...”
Almir Sater

CONCLUSOES GERAIS

Este estudo faz parte de um projeto base aprovado pelo Sistema Embrapa de
Gestao (SEG 06.11.01.012.00.00) intitulado: “Desenvolvimento da agricultura familiar
por meio da promocéo e aprimoramento da agroindudstria artesanal rural em territorios
de Minas Gerais, Rio de Janeiro ¢ Bahia” — AGREGARTE, que tem sido desenvolvido
pela Embrapa Gado de Leite, Embrapa Agroinddstria de Alimentos e Embrapa Gado de
Corte, com o objetivo de analisar o0s diversos tipos de queijos artesanais
comercializados no Brasil e fatores associados a esse consumo.

Outro projeto que serviu de base de dados para analises aqui apresentadas foi o
intitulado “Frequéncia de Mycobacterium bovis (tuberculose zoondtica) nos casos
humanos e estudos do agente por epidemiologia analitica ¢ molecular” aprovado pelo
edital “Doengas Negligenciadas” do CNPq (Edital MCT — CNPg/MS-SCTIE-DECIT —
No. 25/2006), que recebeu suporte financeiro do CNPq (processo 410595/2006-3) para
sua execucao.

A tuberculose zoonoética € uma doenca ainda negligenciada pelas autoridades de
salde de diversos lugares do mundo, incluindo Brasil, o que leva em geral a
subnotificacdo dos casos de tuberculose humana causada por M. bovis.

O consumo de leite cru ainda representa perigo a satde publica, mostrando que a
taxa de consumo e a falta de informacdes séo fatores que predispde um individuo a
adquirir doencas transmitidas por alimentos (DTA’S). Esses fatores aliados a falta de
adocdo de boas préaticas de producdo (BPA) e de fabricacdo (BPF), bem como de
padronizacdo no processo de fabricacdo dos queijos artesanais aumentam o risco da
transmissao de agentes patogénicos zoonéticos a seres humanos.

Da mesma forma o consumo de queijo feito com leite cru também oferece riscos
a saude humana. As taxas de consumo desse tipo de queijo estdo associadas a habitos
culturais e de uma crenga do consumidor de que produtos artesanais Sdo mais
“nutritivos”.

As evidéncias de M. bovis encontradas nos queijos coalho analisados no presente

estudo produz indicios da possibilidade de transmissdo deste agente zoondtico de
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animais infectados a seres humanos, via leite contaminado e queijo coalho processado
com leite cru.

H& necessidades de politicas e programas de saude que visem alertar e educar a
populacéo para que consumam produtos lacteos artesanais com garantia de origem e que

tenham assegurados elevados padrdes de qualidade e seguranca.
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ANEXO A

METODO DE DARZINS
O método de descontaminacao proposto por Darzins consiste em:

1° passo: colocar o material a ser analisado (1 mL, quando purulento; 2 a 3 mL, quando
fluido) em tubos de centrifugacéo estéreis de fundo redondo, com capacidade de 15 mL,
contendo pérolas de vidro;

2° passo: junte 5 mL de solucéo purificadora:

a) soda (19);

b) fosfato trissodico (1g);

c) agua destilada (100mL);

3° passo: feche os tubos e coloque no agitador de Kahn, durante 5 min;

4° passo: cologue 1mL da solucdo precipitadora:

a) cloreto de calcio (0,59);

b) agua destilada (100mL);

5° passo: agite manualmente. Ira aparecer um precipitado gelatinoso. Espere 1 min;
6° passo: centrifugar por 5 min. a 2000 rpm;

7° passo: rejeite o sobrenadante, cuidando para que as pérolas fiquem no tubo;
8° passo: dissolva o precipitado com 0,3 mL da sequinte solucao solvente:

a) acido citrico (3 g);

b) citrato de aménia (2,5 g);

c) citrato de sodio (2 g);

d) gua destilada (100mL);

9° passo: semeie 100 microlitros no meio de cultura e proceda da mesma maneira como
para outros metodos.
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