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RESUMO: A Organização Mundial da 
Saúde (OMS) considera a tuberculose 
uma doença reemergente e uma grande 
ameaça devido ao aumento do número de 
notificações em humanos, particularmente 
em pessoas vivendo com HIV/AIDS. O 
leite cru pode abrigar vários patógenos 
incluindo o Mycobacterium bovis, causador 
da tuberculose em bovinos, bem como em 
humanos. No estado do Rio Grande do Norte 
(RN), a cadeia produtiva de leite e derivados 
constitui uma atividade econômica e social 
de elevada importância, contribuindo para 
a geração de emprego e renda. Objetivou-
se com este estudo, realizar vigilância 
molecular, através da Reação em Cadeia 
da Polimerase (PCR), analisar a presença 
do M. bovis em 36 amostras, sendo 18 de 
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leite cru e 18 de queijo de coalho artesanal, provenientes de agroindústrias no Estado. A 
PCR não detectou DNA do agente nas amostras coletadas. Este trabalho é de particular 
relevância para o RN, pois o Estado nunca realizou inquérito epidemiológica para determinar 
a prevalência da tuberculose em bovinos. É importante que a população seja alertada sobre 
os riscos associados ao consumo de leite e derivados lácteos não pasteurizados. 
PALAVRAS-CHAVE: leite cru; queijo de coalho; Mycobacterium bovis; alimento seguro; 
Saúde Única.

ABSTRACT: The World Health Organization (WHO) considers tuberculosis a reemerging 
disease and a major threat due to the increase in the number of notifications in humans, 
particularly in those with HIV/AIDS. Raw milk may harbor several pathogens, including 
Mycobacterium bovis, which causes tuberculosis in cattle and humans. In the state of Rio 
Grande do Norte (RN), the production chain of milk and derivatives constitutes a major 
economic and social activity, contributing to the generation of employment and income. The 
objective of this study was to perform molecular surveillance, using the nested-PCR system, 
to analyze the presence of M. bovis in 36 samples, 18 of which were raw milk and 18 were of 
artisanal coalho cheese, from farming industries in the state. The molecular surveillance did 
not detect Mycobacterium bovis DNA in the collected samples. This work is of relevance for 
this state, as it has never conducted an epidemiological survey to determine the prevalence of 
tuberculosis in cattle. It is important to alert the population about the risks associated with the 
consumption of unpasteurized milk and dairy products.
KEYWORDS: raw milk; coalho cheese; Mycobacterium bovis; safe food; One Health.

INTRODUÇÃO
A produção de laticínios tem aumentado rapidamente nos países em desenvolvimento, 

contribuindo de forma significativa para a saúde, nutrição, meio ambiente e subsistência 
das pessoas (GRACE; WU; HAVALAAR, 2020). Por outro lado, apesar dos benefícios, 
o leite cru pode abrigar vários patógenos incluindo o Mycobacterium bovis, causador da 
tuberculose em bovinos, bem como em humanos (DENEKE et al., 2022).

A Organização Mundial da Saúde (OMS) considera a tuberculose uma doença 
reemergente e uma grande ameaça devido ao aumento do número de notificações em 
humanos, particularmente em pessoas vivendo com HIV/AIDS, bem como o aumento 
de isolados multirresistentes (BLOAÑOS et al., 2017). A enfermidade continua a afetar 
a saúde e a causar reduções substanciais na renda familiar, perda de bens, aumento da 
insegurança alimentar, interrupção da escolaridade das crianças e aumento das taxas de 
desemprego e pobreza (BRIER; LIA DWI JAYANTI, 2020).

A taxa da tuberculose zoonótica causada por M. bovis global é incerta, mas tem 
maior incidência em regiões onde há uma associação próxima entre pessoas e bovinos, 
e onde o leite e produtos lácteos são consumidos não pasteurizados (COLLINS; MORE, 
2022). Apesar das limitações e do baixo número de trabalhos relacionados a tuberculose 
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zoonótica no mundo, um estudo retrospectivo de casos em San Diego nos EUA, de 1994 
a 2005, mostrou que o M. bovis foi responsável por 45% dos casos de tuberculose em 
crianças e 6% dos casos de tuberculose em adultos (OLEA-POPELKA et al., 2017). 

No Brasil, normas e legislações estabelecem critérios e procedimentos e aprovam 
Regulamentos Técnicos que fixam a identidade e as características de qualidade do leite 
cru e da elaboração de queijos artesanais. Apesar disso, a contaminação do leite com 
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) foi documentada em vários 
estados e áreas geográficas do país (CARNEIRO et al., 2022). No estado de Pernambuco, 
por exemplo, foi detectada a presença do M. bovis em amostra de leite colhida diretamente 
de animais (CEZAR et al., 2016). Em consonância com esses achados, em estudo 
realizado no México, amostras de queijos frescos, tiveram amplificação na nested-PCR 
para bactérias MTC (LAURA PEREIRA-SUÁREZ et al., 2014).

No Rio Grande do Norte (RN), semiárido do Brasil, a cadeia produtiva de leite e 
derivados constitui uma atividade econômica e social de elevada importância, contribuindo 
para a geração de emprego e renda. Entretanto, percebe-se a ocorrência de alguns 
entraves para o fortalecimento das queijeiras artesanais, como a insuficiente e às vezes 
inadequada tecnologia de fabricação, estrutura física inadequada, mão de obra com baixa 
qualificação, ausência de controles gerenciais, deficiência de logística na comercialização, 
e a falta de registro junto aos órgãos de inspeção sanitária e ambiental (SEPLAN, 2016a).

Visando o fortalecimento da atividade e o acesso a mercados, foi firmado entre o 
Governo do RN e o Banco Mundial “O Projeto RN Sustentável”, o qual vem financiando 
Projetos de Iniciativas de Negócios Sustentáveis para organizações associativas da cadeia 
produtiva do leite e derivados da Agricultura Familiar, beneficiamento e inserção dos 
produtos no mercado, bem como, à adequação de agroindústrias (queijeiras) da agricultura 
familiar no Território Seridó (SEPLAN, 2016b). Este território é representado atualmente 
pela Região Geográfica Intermediária de Caicó, a qual produz 98,8 bilhões de litros de leite/
ano, equivalente a 43,3% do leite do Estado (IBGE, 2017a).

Portanto, o objetivo deste estudo foi utilizar vigilância molecular, através da Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR), como ferramenta para analisar a presença do principal 
causador da tuberculose em bovinos, o Mycobacterium bovis, em amostras de leite cru e 
queijos de coalho artesanal provenientes de agroindústrias em funcionamento beneficiadas 
pelo projeto no estado do Rio Grande do Norte. 
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MATERIAIS E MÉTODOS

Área do Estudo
O presente estudo foi realizado em 18 agroindústrias no estado do Rio Grande do 

Norte localizadas nos municípios de Caicó, Ceará Mirim, Currais Novos, Jardim do Seridó, 
Jucurutu, Parelhas, Riachuelo, São João do Sabugi, Tenente Laurentino Cruz e Umarizal 
(Figura 1).

Amostragem
Durante o mês de fevereiro de 2023, 36 amostras, sendo 18 de leite cru (30ml) e 18 

de queijo de coalho artesanal (10g), foram coletadas em 18 agroindústrias no estado do Rio 
Grande do Norte. O leite foi coletado diretamente de tanques de resfriamento, enquanto, o 
queijo é oriundo da produção semanal. As amostras foram acondicionadas em tubos do tipo 
Falcon, devidamente identificadas, congeladas e encaminhadas em caixas isotérmicas com 
gelo ao Laboratório de Diagnóstico Molecular no Centro de Saúde e Tecnologia Rural da 
Universidade Federal de Campina Grande, Câmpus de Patos-PB para pesquisa molecular. 
Durante a visita, os proprietários e/ou gerentes dos estabelecimentos foram entrevistados. 
O questionário tinha o objetivo de coletar informações relacionadas a localização, sexo, 
nível de escolaridade, características socioeconômicas, conhecimento sobre Boas Práticas 
de Produção e assistência recebida, bem como o destino da produção.

Análise Molecular

Extração de DNA

A extração do DNA total foi realizada utilizando o Kit DNEasy Blood & Tissue (Qiagen, 
Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

PCR

Os DNAs extraídos das amostras de leite cru e queijo de coalho artesanal foram 
submetidos à PCR convencional Mb.400 conforme protocolo de SALES et al., 2014 que 
consiste na amplificação de um fragmento de DNA de 400 pares de bases (bp) e que 
flanqueiam a região de diferenciação 4 (Região de Diferença 4 - RD4), específica de M. bovis. 
Para a reação, foram utilizados os primers: Mb.400.F (5’AACGCGACGACCTCATATTC3’) e 
Mb.400.R (5’AAGGCGAACAGATTCAGCAT3’). 

A termociclagem para PCR convencional seguiu conforme protocolo descrito por 
LIMA et al., 2021. Os produtos de PCR amplificados foram corados com Brometo de etídio 
e submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% com Tampão TBE 1X e observado em 
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fotodocumentador (Bio-Rad), sob luz ultravioleta. Para evitar contaminação do preparo do 
mix e da pipetagem do DNA, todo o processo ocorreu dentro de uma cabine específica para 
PCR. A concentração e a qualidade do DNA foram medidas utilizando o espectrofotômetro 
Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
No presente estudo, por meio da análise molecular, não foi possível detectar DNA 

bacteriano do Mycobacterium bovis nas amostras de leite cru e queijos de coalho artesanal 
provenientes de agroindústrias no estado do Rio Grande do Norte (Figura 2). 

A análise molecular, por meio da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 
tem reduzido o tempo necessário para o diagnóstico de diversas doenças. Estudo realizado 
na Argentina forneceu evidência que a PCR pode ser utilizada de forma rápida e eficaz na 
identificação de M. bovis em suínos inspecionados rotineiramente em abatedouros. Sales 
et al., 2014 compararam diferentes primers para detecção de M. bovis, comprovando que 
os primers Mb.400, direcionados aos fragmentos que flanqueiam a região de diferenciação 
4 (RD4), são os que demonstraram os melhores resultados na PCR para tuberculose bovina 

Em pesquisa realizada em Baja California, México, onde é observada alta prevalência 
de tuberculose tanto em bovinos quanto em humanos, foi recuperado M. bovis através da 
cultura em 2,5% e a PCR direta detectou 6% de amostras de queijos contaminadas (ORTIZ 
et al., 2021). Por outro lado, pesquisa realizada no nordeste do Brasil, onde 35 amostras 
de queijos de coalho produzidos com leite cru foram cultivadas em meios específicos não 
apresentaram crescimento de bactérias do complexo M. tuberculosis (MEDEIROS et al., 
2020). É importante destacar que a fase e o local da infecção a que o animal se encontra 
pode determinar a quantidade de bacilos no leite do animal (COLLINS; MORE, 2022).

Analisando os resultados obtidos, por meio da aplicação do questionário 
socioeconômico dos produtores, foi observado que a renda familiar dos entrevistados 
é variada. Pelo menos 61% (11/18) informaram ter remuneração na faixa de um a três 
salários-mínimos vigentes no período do estudo, onde dois declararam possuir renda 
inferior a um salário mínimo. A atividade de produzir queijos representava 50% da renda 
dessas famílias, de maneira que, para duas delas a atividade respondia por 100% da 
receita. A produção artesanal de queijos é importante no meio rural do Agreste e Sertão 
nordestino, ao dinamizar a economia em municípios de pequeno porte, constituindo em 
renda principal ou na complementação da renda das famílias, contribui para a circulação de 
renda no próprio município e desacelera o êxodo rural (MENEZES, 2011).

Em relação a sanidade dos rebanhos, no tocante a realização de testagem para 
brucelose e tuberculose animal, foi informado que 11 dos 18 entrevistados já haviam testado 
parte ou todos os animais de seus rebanhos. Destes, um já possuía a condição de rebanho 
com Certificação Livre para a brucelose e a tuberculose bovina. Conforme a Lei nº 13.860 
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de 2019, o qual dispõe sobre a elaboração e a comercialização de queijos artesanais no 
Brasil, “A elaboração de queijos artesanais a partir de leite cru fica restrita a queijaria situada 
em estabelecimento rural certificado como livre de tuberculose e brucelose, de acordo com 
as normas do Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e da Tuberculose 
Animal (PNCEBT), ou controlado para brucelose e tuberculose por órgão estadual de 
defesa sanitária animal, no prazo de até 3 (três) anos a partir da publicação desta Lei, sem 
prejuízo das demais obrigações previstas em legislação específica” (BRASIL, 2019).

De acordo com as informações coletadas, boa parte dos entrevistados 8/18 (44%) 
responderam ter cursado o ensino médio completo e 3/18 (16%) estão cursando o ensino 
superior. Sem dúvida, esse nível educacional possibilita haver avanços no conhecimento 
teórico sobre a atividade; segundo se constatou nas entrevistas o fato de todos eles terem 
participado de treinamento e/ou capacitação sobre produção segura de alimentos e Boas 
Práticas de Fabricação (BPF).

Os agricultores também foram questionados se faziam parte de alguma associação 
ou cooperativa e se recebiam assistência técnica. Quase todos os participantes (94%), 
relataram estarem associados e 100% declararam receber assistência técnica. O Serviço 
Brasileiro de Apoio às Micro e Pequenas Empresas (Sebrae) em parceria com o Serviço 
Nacional de Aprendizagem Rural (Senar) foram citados como os principais promovedores 
desse suporte técnico. A assistência técnica dada ao setor agropecuário e a participação 
em cooperativas ou entidades de classe aumentaram a eficiência no controle biológico das 
pragas em estudo sobre a produtividade da agricultura brasileira (RODRIGUES; FORTINI; 
C.R. NEVES, 2023).

No nosso estudo, 77% dos participantes eram do sexo masculino. Esta informação 
está em consonância com a realidade do Brasil onde 81% dos estabelecimentos rurais 
são administrados por produtores do sexo masculino (IBGE, 2017b). Em contraste 
com esse trabalho, pesquisa realizada em Malawi na África com o objetivo de avaliar o 
conhecimento geral dos produtores de leite sobre zoonoses, foi constatado que a maioria 
(60,0%) dos participantes da pesquisa eram mulheres (TEBUG et al., 2014). Em relação à 
renda familiar, observou-se que 61% (11/18) informaram ter remuneração na faixa de um a 
três salários-mínimos em vigor no período da entrevista. A atividade de produzir e vender 
queijos representava pelo menos cinquenta por cento da renda das famílias (11/18), de 
maneira que para duas delas a atividade respondia por 100% da receita da família. 

Todos os estabelecimentos incluídos na nossa pesquisa eram produtores de queijo 
de coalho artesanal, porém somente três eram estabelecimentos exclusivos a esse produto. 
Observou-se que 66% deles eram produtores dos queijos de coalho e de manteiga. Um 
dado preocupante está relacionado ao baixo valor do queijo de coalho artesanal produzido 
e ao destino dessa produção. A grande maioria, 77% (14/18), declarou comercializar o seu 
produto por até R$ 30,00 (trinta reais) para cada quilograma e uma pequena porção, 22%, 
consegue agregar um valor maior, variando de R$ 30,00 a R$ 60,00 (sessenta reais). Dos 
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18 entrevistados, 66% declararam comercializar seus produtos nos mercados municipais 
ou em feiras “livres”. É importante destacar que diversos municípios no nordeste do Brasil 
ainda estão com o Serviço de Inspeção de produtos de origem animal sendo estruturados, 
o que talvez seja um entrave para agregar valor e expandir os produtos.

Constatou-se que o soro do leite é destinado, na sua grande maioria (94%), para 
alimentação de animais na própria propriedade. Apenas um estabelecimento declarou 
utilizar o subproduto para os próprios animais e o restante é comercializado com agricultores 
da região. Estudo com o objetivo de avaliar a coprodução de ß-galactosidase e etanol por 
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 e Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 utilizando 
como fonte de carbono a lactose encontrada no soro de queijo de coalho descreveu o 
desenvolvimento de um processo biotecnológico viável e de valor agregado para coprodução 
de biomoléculas de interesse industrial (CARVALHO et al., 2020).

CONCLUSÃO
A vigilância molecular, através da PCR, não detectou DNA do Mycobacterium 

bovis nas amostras de leite cru e queijo de coalho artesanal coletadas. Este trabalho é de 
particular relevância para o estado do Rio Grande do Norte, pois o mesmo nunca realizou 
inquérito epidemiológica para determinar a prevalência da tuberculose em bovinos. É 
importante que a população seja alertada sobre os riscos associados ao consumo de leite 
e derivados lácteos não pasteurizados.
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FIGURAS

Figura 1: Agroindústrias produtoras de queijos artesanais no estado do Rio Grande do Norte, Brasil 
(2023).
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Figura 2: Amplificação por PCR visando a região de diferenciação 4 do Mycobacterium bovis (C+ = 
controle positivo, LRN/QRN (1-9/11-19) = amostras), em amostras de leite cru e queijo de coalho de 

agroindústrias do Rio Grande do Norte. Marcador molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).




