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RESUMO

Introdugio: O modo de fabricar o queijo Minas artesanal (QMA) na microrregido do Serro
foi considerado patrimonio histérico imaterial da humanidade desde 2008. Mesmo produzido
a partir de leite cru a sua comercializagdo foi autorizada. Objetivos: Estimar a prevaléncia de
Brucella spp. no QMA da microrregido do Serro. Métodos: Foram avaliadas as evidéncias do
patdgeno (presenca de DNA) em queijos de produtores cadastrados pelo Instituto Mineiro de
Agricultura e Pecuaria (IMA), com tempos de maturagio de 4 e 8 dias a temperatura ambiente.
Resultados: Embora todas as amostras de queijo fossem de bovinos declarados negativos para
brucelose por testes sorologicos anuais realizados por veterinarios autdnomos, os resultados
da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) mostraram 17 (30,9%, 1C95% 18,7% a 43,1%) de
amostras de QMA positivas para Brucella spp. entre os 55 analisados. O sequenciamento
de DNA demonstrou uma similaridade de 100% com as cepas de campo de Brucella ssp.
Conclusdes: Essa positividade no QMA pode ser considerada um risco potencial a saude
publica e sugere uma suposta deficiéncia do programa local de controle da brucelose no
monitoramento dessa populagio especifica de rebanhos leiteiros e que medidas mais fortes de
controle e prevencio da brucelose devem ser adotadas em agroindustrias produtoras de leite
cru a fim de garantir a seguranga do alimento.
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ABSTRACT

Introduction: The way of manufacturing the artisanal Minas cheese (QMA) in the micro-
region of Serro was considered an immaterial historical heritage of mankind since 2008. Even
produced from raw milk, its commercialization was authorized. Objectives: To estimate
the prevalence of Brucella spp. in the QMA of the Serro micro-region. Methods: Evidence
of pathogen (presence of DNA) in producer cheeses registered by the Minas Gerais Institute
of Agriculture and Livestock (IMA) was evaluated, with maturation times of 4 and 8 days at
room temperature. Results: Although all the cheese samples were from cattle declared negative
for brucellosis by annual serological tests carried out by autonomous veterinarians, the
polymerase chain reaction (PCR) results showed 17 (30.9%, 95% CI 18.7% 43.1%) of samples
of QMA positive for Brucella spp. among the 55 analyzed. DNA sequencing demonstrated a
similarity of 100% with the field strains of Brucella ssp. Conclusions: This positivity in the
QMA can be considered a potential risk to public health and suggests a supposed deficiency
of the local brucellosis control program in the monitoring of this specific population of dairy
herds and that stronger measures of brucellosis control and prevention should be adopted in
producing raw milk to ensure food safety.
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INTRODUGCAO

O queijo Minas artesanal (QMA) fabricado a partir
de leite cru é provavelmente o queijo mais tradicional e
antigo do Brasil, com origem na coloniza¢do portuguesa,
quando trouxeram para o Brasil o gado e sua receita.'”?

Duas entre as sete regides reconhecidas como
produtoras de QMA foram consideradas patrimonio
histdrico imaterial da humanidade a ser preservado desde
2008, pelo Instituto do Patrimonio Histdrico e Artistico
Nacional.?

O QMA representa o principal sustento de varios

pequenos produtores do Estado, que produzem
aproximadamente 70.000 toneladas deste tipo de queijo
por ano.*

A fabricagdo do QMA ¢ historicamente caracterizada
pela utilizagdo de leite cru, recém-ordenhado, com o
acréscimo de um soro fermento enddégeno chamada
“pingo”. Usando o leite cru como base em sua fabricagao,
o QMA pode veicular particularmente patdgenos
zoondticos, como Brucella. Este patégeno pode ser
eliminado no leite de bovinos infectados e permanecer
vidvel em produtos lacteos crus, representando riscos
para a saude dos consumidores. Anualmente, 500 mil
novos casos de brucelose humana sdo registrados em
todo mundo® e uma revisdo robusta apontou Brucella
como o quarto patdgeno mais envolvido em surtos de
doencas transmitidas pelo leite cru e derivados em muitos
paises desenvolvidos, a maioria deles associados ao queijo
fabricado com leite cru.® Essa associacio também foi
verificada no Brasil.”

Para evitar esses riscos microbioldgicos dos produtos
lacteos crus, tanto o controle sanitario do rebanho quanto
a higiene em todo o processo de fabricagdo devem ser
rigorosamente adotados pelos produtores de queijos
artesanais para garantir que o produto seja indcuo, pois
ndo dependem da pasteurizagdo como garantia extra no
final do processo.

Entao, mais recentemente, (’)rgéos nacionais e estaduais
desaudeanimal einspe¢do dealimentosno Brasil cobraram
dos produtores de QMA padroes higiénico-sanitarios do
rebanho para obter leite e produzir queijo de leite cru
adequado para consumo direto. Atualmente, o Programa
de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT), foi estabelecido pelo Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), e
adotado pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA)
para monitorar a presenca destas doengas em rebanhos de
agroindustrias produtoras de queijos artesanais no Estado
de Minas Gerais. A brucelose bovina em rebanhos dessas
agroindustrias é monitorada por veterindrios particulares
sob supervisdo do IMA nesse Estado.

Apesar da reconhecida tradigao e “terroir” do QMA,
sua seguranca nunca pode ser negligenciada. Entretanto,
os autores ndo conhecem levantamentos randomizados
relacionados a prevaléncia de Brucella spp. em queijo
de leite cru de agroindustrias produtoras artesanais
no Brasil. Portanto, neste estudo foi realizada uma
amostragem probabilistica para estimar a prevaléncia
de Brucella spp. no QMA, identificada por PCR
direto e confirmada por sequenciamento de DNA, em
importante regido produtora do Estado de Minas Gerais,
Brasil. Além disso, identificar se as sequéncias de DNA
eram da vacina B19 ou das cepas de campo de Brucella.
Este estudo é importante para orientar as medidas
de monitoramento e controle por parte das agéncias
estaduais e federais, tanto de saude animal quanto de
inspecdo de alimentos, especificamente direcionadas as
agroindustrias produtoras de QMA.

MATERIAL E METODOS

Desenho e localizagdo do estudo. Este é um estudo
transversal para estimar a prevaléncia de Brucella spp.
no QMA produzido pelas agroindustrias da regidao do
Serro, Estado de Minas Gerais, Brasil. Os critérios de
inclusao foram as agroindustrias registradas no IMA.
As agroindustrias selecionadas foram distribuidas em
11 cidades pertencentes a regido do Serro, com mais
detalhes: Alvorada de Minas, Coluna, Conceicdo do
Mato Dentro, Dom Joaquim, Itambé do Mato Dentro,
Matelandia, Paulistas, Rio Vermelho, Sabinopolis, Serra
Azul de Minas, Serro.

Planejamento amostral. A amostra da populacgao alvo
para estimar o percentual de QMA positivo para Brucella
spp. foi determinado por sorteio aleatério de 55 (44%)
das 125 agroindustrias registradas no IMA. Como todos
os queijos foram fabricados a partir de leite de conjunto
de cada fazenda, apenas um queijo foi coletado por
agroindustria para representa-la.

Monitoramento dos rebanhos para brucelose. Os
rebanhos de todas as agroindustrias incluidas sao
monitorados para brucelose anualmente pelo IMA, por
meio do teste de antigeno tamponado em placa, realizado
por veterinarios particulares habilitados pelo PNCEBT.

Coleta de dados. Cinquenta e cinco produtores de
QMA, representando suas proprias agroindustrias, foram
entrevistados utilizando um questionario estruturado.
Este foi organizado por grupo de contetido, com foco
nas caracteristicas socioecondmicas, saide animal, Boas
Praticas Agropecudrias e Boas Préticas de Fabricagao
para o QMA.
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Coleta de amostras de queijo. As amostras de queijo
(n = 55) foram coletadas pela equipe de estudo treinada para
realizar sua coleta, armazenamento e transporte, entre junho
e dezembro de 2014. Em cada agroindustria sorteada foi
coletado um queijo com tempo de maturagio entre 4 e 8 dias.

As amostras contendo aproximadamente 900 g foram
coletadas em embalagens proprias e mantidas em caixas
isotérmicas sob refrigeragao (<4 °C) com gelo reciclavel
durante o envio ao laboratdrio para andlise.

Extragao de DNA. Amostras de queijo foram fracionadas
em porgdes menores de 100 g, envasadas em sacos estéreis para
amostras solidas ou liquidas (INLAB), seladas, identificadas,
maceradas e homogeneizadas. A extragao de DNA da amostra
de queijo foi realizada usando o Kit de Alimentos Dneasy
Food Mericon (Qiagen, Hilden, Alemanha).

Nested-PCR. O DNA extraido foi submetido a nested-
PCR direcionada ao gene eryD, que é completo nas linhagens
de Brucella, mas parcialmente deletado nas cepas vacinais
B19 de Brucella. Foram utilizados os primers Bru.eryD.469.F
(5-CTTCAACCATTTTGGCCATC-3) e BrueryD.469.R
(5-CTTGTCCATCAGGCTTTGCT-3’) para amplificar uma
sequéncia alvo de 469 pb na primeira PCR e primers Bru.
eryD.363.F (5- GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG -3’) e

Bru.eryD.363.R (5-GAT CGT AGT CGT CCG GGT
TA -3’) na segunda PCR foram utilizados para amplificar
uma sequéncia alvo de 363 pb. O DNA isolado foi
amplificado utilizando a concentragao de reagentes e as
condigoes de ciclagem para PCR: tampao MgCI2 1,5Mm
1x Go Taq 0,05 U/uL, DNTP 10 mM; 95 °C/ 5 min; 40x 95
°C /40 seg, 60 °C / 40 seg, 72 °C / 40 seg; 72 °C / 4 min. Os
produtos de PCR foram avaliados por eletroforese em gel
deagarosea 1,5% e corados com solugdo segura. As bandas
pretendidas foram visualizadas por um transluminador.

Sequenciamento de DNA. O sequenciamento do
produto amplificado foi realizado para avaliar o grau
de similaridade com amostras de DNA presentes no
GenBank. O sequenciamento foi realizado de acordo
com a metodologia de Sanger®'’ no equipamento Genetic
Analyzer 3500 (Life Technologies, EUA). Os resultados
foram analisados no programa BioEdit para montagem
dos contigs e submetidos ao programa Blast."

Analises epidemiologicas. A prevaléncia de QMA
positivo para Brucella spp. foi determinada com intervalo
de confianca de 95% (IC).

Padroes éticos. Os autores afirmam que todos os
procedimentos que contribuem para este trabalho estao em
conformidade com os padroes éticos dos comités nacionais
de instituicoes relevantes sobre experimentacdo humana e
com a Declaracao de Helsinque de 1975, revisada em 2008.
Além disso, este estudo foi inserido na Plataforma Brasil e
aprovado por Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estacio de Sa, UNESA, RJ (protocolo 466748/2013).

RESULTADOS

A nested-PCR, regidao do gene eryD, identificou 17
(30,9%, IC 95% 18,7% a 43,1%) QMA positivos para
Brucella spp. na regiao do Serro, Minas Gerais, Brasil.

Nove produtos de nested-PCR foram selecionados
aleatoriamente e submetidos a sequenciamento de DNA.
Essas analises revelaram que todos os produtos de PCR
apresentaram similaridade de 100% (todos os 363 pares
alinhados) com as sequéncias de DNA de campo de
Brucella spp. disponiveis no GenBank.

Houve uma menor similaridade do produto
amplificado com 0 DNA da vacina B19 de Brucella abortus
(apenas 238 pares alinhados). Este menor alinhamento
de produtos sequenciados com Brucella abortus B19
depositado no GenBank ¢ devido a uma delegao de parte
do gene eryD presente na cepa vacinal.

DISCUSSAO

Todos os rebanhos analisados apresentaram resultados
negativos para a brucelose, por meio do teste de antigeno
tamponado em placa, realizado por veterinarios
particulares habilitados pelo PNCEBT. Porém, a nested-
PCR, regido do gene eryD, mostrou QMA positivos
para Brucella spp. na regido do Serro, em Minas Gerais,
e sequenciamento de produtos de PCR amplificados
demonstraram ser de campo.

A alta porcentagem (30,9%) de QMA positivo para
Brucella spp. e, consequentemente, de rebanhos leiteiros
positivos no presente estudo é expressivamente superior a
prevaléncia de 6,0% encontrada em uma pesquisa.'* Essa
maior positividade entre os rebanhos do presente estudo
pode ser decorrente da aquisicdo de animais com alta
producio de leite, supostamente positivos, sem a cobranca
por parte dos produtores de resultados negativos nos
testes para a brucelose.

Os resultados do presente estudo corroboram os de
Myiashiro et al., que encontraram positividade de 19,27%,
utilizando testes de PCR para a detec¢do de Brucella spp.
em queijos Minas frescal e em curados dos estados de
Minas Gerais e Sdo Paulo, todos vendidos sem inspeg¢ao
sanitdria.’* No entanto, o presente estudo encontrou
apenas amostras de campo de Brucella, enquanto
Myiashiro et al. encontraram 81,08% de amostras vacinais
de B19 e apenas 18,92% de cepas de campo de Brucella.”

De acordo com o Decreto Estadual n° 42.645 de 5 de
junho de 2002, os rebanhos de agroindustrias produtoras
de QMA tém que ser negativos para a brucelose.
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Embora o teste de PCR e o sequenciamento de DNA
utilizados nao tenham comprovado a viabilidade de
Brucella spp. detectada nos queijos estudados, eles
atestam a presenca desse problema sanitirio nos
rebanhos estudados e que o Decreto acima nao estd sendo
completamente cumprido para a produgdo artesanal
segura.

Brucella é um grupo de organismos resistentes, que
podem sobreviver a periodos prolongados no leite e
produtos lacteos e isso é altamente relevante para a
transmissao desses patégenos para os seres humanos
por produtos alimenticios. Nevot et al., utilizando
uma tecnologia de queijos macios, demonstraram que
oito linhagens de Brucella, das trés principais espécies
B. melitensis, B. abortus e B. suis, cultivadas in vitro e
adicionadas ao leite cru, poderiam sobreviver em queijos
normalmente acidificados (pH 4,5 no dia 1) por mais de
29 dias.”

A mesma equipe utilizou leite de vacas infectadas
experimentalmente para estudar a sobrevivéncia de uma
amostra virulenta de Brucella abortus em queijo tipo
Camembert, mantido em cAmara a 12 °C no momento da
maturagao, processados conforme citado anteriormente.
Apdés a acidificagdo, as contagens diminuiram
consistentemente a uma taxa tal que nenhuma Brucella
pode ser recuperada apds o 18° dia, seja por cultura
bacterioldgica ou por administragdo experimental oral
em camundongos.'® Essa diferen¢a na sobrevida pode
estar relacionada a resisténcia de Brucella, que pode ser
maior para algumas cepas do que para outras.

E possivel que outros organismos possam influenciar
a sobrevivéncia de Brucella em queijos, ja que no queijo
elaborado com leite cru e amadurecido a 24 ° C, pH 4,0 e
aw de 0,89 estirpes sobreviveram até o dia 17 e em queijo
elaborado com leite pasteurizado nas mesmas condigdes,
as cepas sobreviveram até os dias 24 a 31 de maturagio.
Além disso, quando o queijo foi elaborado com leite
cru e maturado a 4 ° C, a sobrevivéncia das cepas foi
de 17 a 24 dias (pH 5 e aw 0,90). Em relagao ao queijo
elaborado com leite pasteurizado e maturado na mesma
temperatura, as linhagens sobreviveram 31 dias (pH 5 e
aw 0,90)."7 Esses tempos de sobrevivéncia em queijo de
leite cru foram muito superiores ao tempo minimo de
maturagao de 17 e 22 dias proposto preliminarmente como
seguro para o queijo deste estudo (Serro) e outros queijos
artesanais do Brasil (Canastra), respectivamente.'®” No
entanto, esses periodos basearam-se na sobrevivéncia
de alguns patdgenos estabelecidos por lei para serem
examinados em alimentos, mas nio incluiram Brucella
spp., Mycobacterium bovis, entre outros, que precisam
ser pesquisados em estudos futuros de sobrevivéncia em
queijos artesanais do Brasil.

Mesmo o periodo de maturagdo de 17 dias estipulado
por lei para o queijo artesanal do Serro néo é respeitado
pelos produtores, cujo queijo é vendido entre apenas 4 e 8
dias apos a fabricagdo. Isso torna essa pratica ainda mais
arriscada para a saide publica, porque os baixos tempos
de maturagdo nao sao suficientes para atingir o pH entre
4,0 e 3,5 necessarios para a inativagao lenta ou rapida de
Brucella, de acordo com as recomendac¢des da OMS.?

A legislagio do Estado de Minas Gerais nao faz
referénciaabusca de Brucella diretamente no QMA, apesar
da importancia dessa doenga zoonoética para a saude
publica. Neste estado, o inico controle disponivel, dirigido
a Brucella para QMA destinado ao mercado intraestadual
é o controle anual do rebanho para brucelose pelo exame
dos animais e vacinagdo de bezerras. Além disso, para
as agroindustrias autorizadas a vender QMA fora deste
estado, a certificagdo de “livre de brucelose” é um requisito
adicional. Essas certificagdes sao importantes, embora as
agroindustrias “livres de brucelose” ndo sejam isentas
para sempre para Brucella spp., conforme demonstrado
por Soares Filho et al.?! Assim, controles adicionais para
aumentar a seguranca de produtos feitos a partir de leite
cru devem ser encorajados, como maturagio por periodo
longo, e monitoramento mais frequente da seguranga do
leite cru usada no processamento de queijos artesanais.

Esse monitoramento da seguranga do leite cru
poderia tirar proveito de diagndsticos rapidos baseados
na deteccdo direta de DNA especifico, como o presente
estudo fez, ou na detec¢ao de anticorpos anti-Brucella.
Monitorar os rebanhos dessas agroindustrias com testes
rapidos para detecgdo de anticorpos no leite cru, como o
teste do anel, poderia aumentar a garantia de que os testes
de brucelose estdo sendo realizados pelos veterinarios
privados e que os status “monitorados para’ ou “livres
de” brucelose sao de fato verdadeiros. Por outro lado,
a detecc¢ao de DNA de Brucella spp. diretamente do
queijo artesanal foi utilizada por este e outros estudos,
mostrando-se complementares aos testes soroldgicos
tradicionais para Brucella spp. em rebanhos.'* 2

Os surtos de brucelose humana transmitidos por
alimentos sio comuns em todo o mundo.** Também
no Brasil foi observada a associagao significativa (p
<0,05) entre as pessoas testadas positivas para brucelose
e a ingestdo de leite cru ou seus derivados.” Dada a
importincia de zoonoses como a brucelose, que pode
ser diretamente eliminada no leite de vacas infectadas, o
IMA e outras entidades de defesa governamental devem
tratar agroindustrias artesanais de queijo de leite cru
como “de maior risco para o consumidor”. Esta designagao
ndo deveria ser entendida como alarmante, mas para
disseminar o entendimento de que para alguns patoégenos,
como Brucella, que sio diretamente transmitidos de
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animais infectados por meio do leite, a erradicagdo desse
patégeno em rebanhos especificos seria a inica maneira de
garantir a seguranca do leite cru e seus derivados, sendo
os enfoques exclusivamente focados na ordenha e higiene
de fabricagdo insuficientes para este patdgeno em questao.

Os resultados do presente estudo reforcam que o QMA
contaminado com Brucella spp. pode representar um risco
potencial a saude publica e ndo pode ser negligenciado
pelas autoridades sanitdrias e agropecuarias brasileiras,
uma vez que esse patdgeno tem sido encontrado viavel
em queijos com o mesmo processo de fabricagio e
tempo de maturagdo deste estudo.”” Como a brucelose
bovina é uma doenc¢a enzodtica em praticamente todos
os estados brasileiros, incluindo Minas Gerais, 0s
procedimentos para a erradicagdo desta doenga, seguida
pelo monitoramento da doenga e sistema de vigilancia
epidemioldgica devem ser adotados pelos produtores de
QMA como tnica forma de garantir produto seguro para
consumo humano.”* Além disso, essas agroindustrias
exigem um maior monitoramento pelos inspetores
agropecuarios sobre o controle sanitario do rebanho e
a certificagdo do status de livre de brucelose, incluindo
a vigilancia ativa e a detec¢do do comércio informal de
bovinos infectados com Brucella.
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