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RESUMO

A febre Q é uma doenca zoondtica com distribuicdo mundial, causada por
Coxiella burnetii, um patdgeno que infecta uma grande variedade de animais
vertebrados e invertebrados, incluindo seres humanos, sendo os ruminantes
domeésticos considerados seus principais reservatorios naturais. A infeccao
humana ocorre principalmente por via aerdgena, e pela ingestao de leite cru que
€ uma via menos comum, mas nao desprezivel. Durante o periodo de
outubro/2017 a abril/2018 foi realizado um levantamento randomizado com o
objetivo de avaliar: i) a frequéncia de DNA de C. burnetii em queijos artesanais
feitos de leite cru (QALC) de quatro regides tradicionais do estado de Minas
Gerais, que produzem o queijo Minas artesanal (QMA) e da regido de Parnaiba,
estado do Piaui, que produz o queijo artesanal de coalho; ii) os fatores
relacbes de agrupamentos espaciais de QALC contaminados pelo agente
bacteriano considerando as caracteristicas dos queijos como o tempo de
maturacdo, resultados de analises microbiolégicas para outros agentes
bacterianos ou virais e concentragao de pecuaria; iv) as possiveis relagdes entre
os aglomerados de positividade para C. burneti em QALC e as exposi¢oes
humanas ao mesmo agente, bem como com a concentracdo de atividade
pecuaria. Um total de 100 amostras de QALC foi coletado de diferentes
agroindustrias rurais familiares de processamento de queijo e submetidas a
analise molecular com extracdo do DNA pelo método tradicional de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico, utilizando oligonucleotideos especificos para o
gene IS1111 de C. burnetii. O fragmento parcial do gene IS7711 foi detectado e
sequenciado em 25 amostras de QALC (25,0%; IC 95% 16,8%-34,6%).
Verificou-se diferengas significativas de positividade nas microrregioes
produtoras (p=0,04): Serro (17,0%), Canastra (20,0%), Tridngulo Mineiro
(40,0%), Cerrado (62,0%) e Piaui (21,05%). Houve relagéo inversa entre a taxa
de QALC positivos para C. burnetii e tempo de registro no érgao oficial de
fiscalizacdo (Inclinacdo = -0,011, p = 0,053), e relagéo direta entre essas
mesmas taxas de positividade em QALC e as taxas de queijos com tempo de

maturagdo acima da mediana (10 dias) (Inclinagdo = 0,0042, p = 0,0044). Este



estudo mostra que a contaminagao de QALC por C. burnetii pode representar
um possivel risco para o consumidor destes produtos, destacando a necessidade
de boas praticas agropecuarias e de fabricagdo, e de sistemas de controle de
qualidade dos QALC. Como uma pesquisa randémica, estabelecemos dados
basais sobre a frequéncia de C. burnetii em dois tipos de QALC brasileiros
prontos para consumo, a fim de permitir o monitoramento de tendéncias
temporais e espaciais, o estabelecimento de metas de controle e de futuros

estudos sobre a analise de risco local.

Palavras-chave: Febre Q; Queijo Minas artesanal; Queijo artesanal de coalho;

Nested-PCR; Zoonose; Saude Unica.



ABSTRACT

Q fever is a zoonotic disease with worldwide distribution, caused by Coxiella
burnetii, which infects several vertebrate and invertebrate animals, including
humans, with domestic ruminants considered its main natural reservoirs. Human
infection occurs mainly aerogenously and through ingestion of raw milk, which is
a less common but not negligible route. During the period from October 2017 to
April 2018, a randomized survey was carried out to evaluate: i) the frequency of
C. burnetii DNA in raw milk artisanal cheese (RMAC) from four traditional regions
of the state of Minas Gerais Gerais, which produces Minas artisanal cheese
(MAC) and the region of Parnaiba, state of Piaui, which produces artisanal coalho
cheese; ii) factors associated with C. burnetii positive-RMAC; iii) the relationships
of spatial clusters of C. burnetii positive-RMAC and those of the characteristics
of the cheese samples such as ripening time, results of microbiological analyzes
for other bacterial agents and livestock concentration; iv) the possible
relationships between the clusters of C. burnetii positive-MAC and human
exposures to the same agent, as well as the concentration of livestock. A total of
100 RMAC samples were collected from different rural family cheese processing
agroindustries and subjected to molecular analysis with DNA extraction using the
traditional  phenol-chloroform-isoamyl alcohol method, using specific
oligonucleotides targeting the C. burnetii 1S1111 gene. The partial fragment of
the 1S1111 gene was detected and sequenced in 25 RMAC samples (25.0%;
95% CI 16.8%-34.6%). There were significant differences in C. burnetii positive-
RMAC in the producing microregions (p=0.04): Serro (17.0%), Canastra (20.0%),
Triangle Mineiro (40.0%), Cerrado (62.0%) and Piaui (21.05%). There was an
inverse relationship between the rate of C. burnetii positive-RMAC and the time
of registration with the official surveillance body (Slope = -0.011, p = 0.053), and
a direct relationship between these same RMAC positivity rates and the rates of
cheeses with ripening time above the median (10 days) (Slope = 0.0042, p =
0.0044). This study shows that contamination of RMAC by C. burnetii can
represent a possible risk for the consumer of these products, highlighting the
need for good agricultural and manufacturing practices, and quality control
systems for RMAC. As a randomized survey, we established baseline data on

the frequency of C. burnetii in two types of ready-to-eat Brazilian RMAC, to allow



the monitoring of temporal and spatial trends, the establishment of control targets,

and future studies on local risk analysis.

Keywords: Q fever; Minas artisanal cheese; Coalho artisanal cheese; Nested
PCR; Zoonosis; One health.
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Apresentacgao

Essa dissertacdo sera apresentada na forma de artigo cientifico, a ser
direcionado para o periédico International Journal of Food Microbiology. As

versdes em portugués e inglés do referido artigo seréo apresentadas a seguir.
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Resumo

A febre Q é uma doenca zoondética de distribuicdo mundial, causada por Coxiella
burnetii, que infecta uma grande variedade de animais vertebrados e
invertebrados, incluindo o ser humano, sendo o0s ruminantes domésticos
considerados seus principais reservatorios naturais. A infeccdo humana ocorre
principalmente por via aerdégena, sendo a ingestao de leite cru uma via menos
comum, mas nao desprezivel. O objetivo foi realizar um inquérito randomizado
para avaliar a frequéncia de queijo artesanal de leite cru (QALC) positivo para C.
burnetii em cinco microrregides tradicionais brasileiras, bem como avaliar os
fatores associados. Além disso, analisar as relagbes entre agrupamentos
espaciais de C. burnetii positivo-QALC e aqueles de exposi¢cdes humanas e
concentragcdo de gado, bem como agrupamentos de outras caracteristicas do
queijo, como tempo de maturagdo e resultados de outras analises
microbiolégicas. Durante o periodo de outubro/2017 a abril/2018, foram
coletadas 100 amostras de QALC de diferentes agroindustrias rurais familiares
de processamento de queijo (ARFPQ) em quatro e uma regides dos estados de
Minas Gerais e Piaui, respectivamente. O DNA de amostras fracionadas de
QALC foi extraido usando o método tradicional de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico. A PCR foi realizada utilizando oligonucleotideos especificos para o
gene I1S1111. Também foram avaliadas possiveis associagdes de variaveis
descritivas com QALC positivo para C. burnetii e analises espaciais para ARFPQ
com QALC positivo, exposi¢gdes humanas a esse patdégeno e concentragbes em
animais. O fragmento parcial do gene 1S1111 de C. burnetii foi detectado e
sequenciado em 25 amostras de QALC (25,0%; IC 95% 16,8%-34,6%),
verificando-se uma heterogeneidade nas taxas de queijos positivos entre as
cinco regides analisadas (p = 0,04 ). As taxas de C. burnetii positivo- QALC
apresentaram relagdes lineares diretas e inversas com as taxas de queijos com
tempos de maturagdo acima da mediana (10 dias) (Inclinagédo = 0,0042, p =
0,0044) e com o tempo de registro no 6rgao oficial de fiscalizagao ( Inclinagéo =
-0,011, p = 0,053), respectivamente. Foram encontradas possiveis ligagdes entre
um aglomerado de alta densidade de populagdo humana exposta a C. burnetii
em MG, Brasil, e ambos os aglomerados, C. burnetii positivo-QMA, e altas

concentragcdes de animais de criagdo. Este estudo mostra que QALC positivo
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para C. burnetii pode representar riscos para o consumidor desses produtos,
enfatizando a necessidade de boas praticas agricolas e de fabricagdo, e de
sistemas de controle de qualidade de QALC. Como um levantamento
randomizado, estabelecemos dados de base sobre as frequéncias de C. burnetii
em dois tipos de QALC brasileiros prontos para consumo, a fim de permitir o
monitoramento de tendéncias temporais e espaciais, estabelecimento de metas

de controle e futuros estudos de analise de risco local.

Palavras-chave: Febre Q; Queijo Minas artesanal; Queijo artesanal de coalho;

Nested-PCR; Zoonose; Satde Unica.
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1. Introdugao

A febre Q é uma doenca zoondética com distribuicdo mundial, causada por
Coxiella burnetii, uma bactéria Gram-negativa intracelular, descrita pela primeira
vez na Australia em 1937 e posteriormente em diversas regides do mundo
(Mares-Guia et al., 2014; Lemos et al., 2018). No Brasil, a primeira evidéncia
soroldgica de febre Q em humanos foi em 1953 (Brandao et al., 1953). Esta
doenca é considerada de notificagdo imediata em caso animal confirmado, mas
deixou de ter notificagdo obrigatdria para humanos na ultima década neste pais.
No entanto, um numero crescente de casos humanos tem sido observado
predominantemente nos estados da regido Sudeste do Brasil (Lemos et al.,
2011, 2018, Epelboin et al., 2021). Neste contexto além da subnotificacdo dos
casos nha maioria do territério nacional, e da dificuldade no reconhecimento da
doenga por parte dos médicos e veterinarios, poucos estudos relativos a
identificacdo e caracterizagcdo de C. burnetii em humanos, animais e meio
ambiente tém sido desenvolvidos (Lemos et al., 2011; 2018; Mares-Guias et al.,
2014; 2016).

Além de ser um agente altamente resistente, devido a formacéo de
estruturas semelhantes a esporos, esta proteobactéria pode resistir no ambiente
por um longo periodo em condi¢des adversas, com alto poder infeccioso. Alguns
estudos indicam que apenas uma unica bactéria inalada tem potencial para
desencadear doencgas em seres humanos. Devido a essas caracteristicas, este
agente é considerado classe 3 de biosseguranca pertencente a categoria B de

bioterrorismo (Epelboin et al., 2021).

C. burnetii tem distribuicdo mundial e infecta uma grande variedade de
animais vertebrados e invertebrados. Os ruminantes domésticos sé&o
considerados seus principais reservatorios naturais, pois liberam grandes
quantidades do agente no ambiente no periodo pds-parto, por meio de restos
placentarios e fluidos fetais, mas também pelo leite, fezes e urina (Mares-Guia
et al., 2014; Barandika et al., 2019; Epelboin et al., 2021). A excrecédo de C.
burnetii no leite permanece ativa durante todo o periodo de lactacédo, porém a
magnitude do risco de contaminagdo humana com a ingestao de leite cru ainda

nao esta totalmente estabelecida, embora seja uma possivel fonte (Barandika et
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al., 2019). Isto é reforcado por fortes evidéncias epidemioldgicas que associam
surtos de febre Q ao consumo de leite e produtos lacteos nédo pasteurizados
(Fishbein e Raoult, 1992; Signs et al., 2012).

O Minas Artesanal (MAC) e o Coalho Artesanal sao queijos tradicionais
do estado de Minas Gerais, da regido Sudeste e da regido Nordeste do Brasil,
respectivamente. Estes estdo associados a identidade sociocultural das regides
produtoras, representando grande parte da renda dos pequenos produtores, e
ambos sao produzidos com leite cru. Esses tipos de queijo ja eram intensamente
consumidos de forma clandestina, antes mesmo de existirem leis que
formalizassem seu consumo, como a Lei 13.860/2019 (Brasil, 2019), que permite
diferentes tipos de RMAC com diferentes tempos de maturagédo. Porém, ainda
ha muita incerteza sobre os provaveis riscos microbiolégicos desses alimentos,
como C. burnetii, Brucella, Mycobacterium bovis etc., para o consumidor, mesmo
produzidos seguindo o Decreto Federal 9.013/2017 (Brasil, 2017), que determina

maturacdo minima de 60 dias.

Apesar da escassez de informagdes sobre a incidéncia da febre Q em
nosso territério, estudos tém mostrado evidéncias da circulagédo de C. burnetii
em humanos (Siciliano et al., 2015; Mares-Guias et al., 2016; Lemos et al.,
2011, 2018), animais (Mares-Guias et al., 2014; Oliveira et al., 2018; Souza et
al., 2018), leite cru (Mioni et al., 2019) e queijos feitos de leite cru (Rozental et
al., 2020). Diante de um cenario de poucas informagdes, da fragilidade das
regulamentagdes quanto ao controle sanitario de queijos elaborados com leite
cru e da possibilidade de transmissao de C. burnetii durante a producio e
ingestao desses alimentos contaminados, um estudo, desenvolvido pelo Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA), Embrapa Gado de Leite e Fiocruz,
demonstraram a presenga dessa bactéria em quase 10% das amostras de QMA
analisadas pela primeira vez no Brasil (Rozental et al., 2020). Posteriormente,
outro estudo utilizando a mesma metodologia também demonstrou a positividade
desse patogeno em QMA de outra microrregiao do mesmo estado do Brasil
(Nascimento et al., 2021).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a frequéncia de C. burnetii

em dois tipos de queijo artesanal brasileiro, o Minas, produzido em quatro das

19



principais regides produtoras de Minas Gerais, e o Coalho, produzido no
municipio de Parnaiba, estado do Piaui. Adicionalmente, busca analisar as
relacées entre aglomerados espaciais de QALC contaminados por C. burnetii e
os de exposi¢cdes humanas e de concentragao de pecuaria, bem como com os
de outras caracteristicas dos queijos como tempo de maturagao e resultados de
outras analises microbiolégicas. Este estudo auxiliara com bases cientificas a
instituicdo de medidas de monitoramento e controle, além da construgdo de
padrdes relacionados aos QALC para apoiar os orgaos oficiais de vigilancia nos

setores agricultura, saude e ambiente.

2. Material e métodos

2.1 Desenho, local do estudo e planejamento da amostragem

Este € um estudo para avaliar a frequéncia e os fatores associados a C.
burnetii em 100 amostras de QALC produzidas em quatro regides de Minas
Gerais — MG (n = 81) e na regido de Parnaiba, Piaui — Pl (n = 19), ambos estados
do Brasil, coletados de outubro de 2017 a abril de 2018. As 100 amostras foram
obtidas de 100 agroindustrias rurais de base familiar produtoras de queijos
(ARFPQs), com critério de inclusao ser fabricante de QALC feitos com leite de

uma unica fazenda.

As regides do estado de Minas Gerais — Serro, Canastra, Triangulo Mineiro
e Cerrado -, receberam neste estudo os codigos de identificagdo R1, R2, R3 e
R4 respectivamente, conforme ordem de registro no 6rgéo fiscalizador oficial de
cada estado. Ressalta-se que as ARFPQs da regido de Parnaiba, estado do
Piaui, sob codigo de registro R5, ainda ndo possuiam registro e foi considerada

como tempo zero de registro.

A partir de uma lista de 235 ARFPQs em cinco regides produtoras
tradicionais do Brasil, Canastra, Serro, Cerrado, Triangulo Mineiro e Parnaiba, a
amostra da populagao-alvo para estimar a frequéncia de QALC positivos para C.
burnetii foi determinada por sorteio aleatorio de 100 (42,5%) amostras. A amostra
foi escolhida utilizando a fungao Randbetween (Microsoft Excel). Foi coletado um
queijo inteiro de cada ARFPQ para representa-la, pois cada uma produz queijo

utilizando leite proveniente exclusivamente de uma unica fazenda. Assim, o
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tamanho da amostra foi baseado em uma populacgéao finita de 235, margem de
erro de 7,5%, nivel de confianca de 95% e proporc¢ao esperada de 50% de QALC

positivos para C. burnetii.

2.2 Coleta de dados e amostras

Os produtores de queijo foram entrevistados por meio de questionario
estruturado organizado por grupo de conteudo, com foco em caracteristicas
socioeconOmicas, saude animal, Boas Praticas Agricolas (BPA) e Boas Praticas
de Fabricagcdo (BPF). As amostras de queijo foram coletadas em suas
embalagens e mantidas em caixas isotérmicas sob refrigeracéo (-4 °C) com gelo

reciclavel durante o transporte até o laboratorio para analise.

Dois conjuntos de dados de QALC foram obtidos para avaliar possiveis
associagdes com queijos positivos para C. burnetii. Primeiramente, apenas para
QMA, anadlise bacteriana, teores de umidade (%) e periodo de maturagéao (abaixo
e acima da mediana de 10 dias). Além disso, utilizamos dados de um
levantamento anterior de exposicdes humanas ao mesmo patdgeno realizado
em MG no mesmo periodo deste estudo, também por membros da nossa equipe
(Meurer et al., 2021), que incluiu analises de aglomerados espaciais de duas
variaveis, exposicdes humanas e concentragdes de animais pecuarios, para
explorar possiveis sobreposi¢cdes espaciais destes aglomerados com aqueles de
QMAs positivos para C. burnetii. Em segundo lugar, para todos os tipos de
queijo, também utilizamos dados obtidos de um estudo prévio de nossa equipe
sobre a presenga de virus nas mesmas amostras, para avaliar possiveis

associagdes com QALC positivos para C. burnetii (Silva et al., 2021).

2.3 Extracao de DNA

As amostras de queijo foram divididas em porgdes menores, de 100 g, e
acondicionadas em sacos estéreis para amostras solidas ou liquidas (INLAB,

Sao Luis, Brasil), lacrados, identificados e homogeneizados.

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 0,5 g de cada queijo pelo

método tradicional fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, conforme protocolo de
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Darwish et al. (2009), com algumas modificagdes. Especificamente, no inicio do
protocolo houve algumas mudangas nos volumes, 1100 uL de tampao de lise
(10 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 e 0,5% SDS) e 10 uL de
proteinase K (20 mg/mL) (Silva et al., 2015). Para a precipitagédo do DNA, foram

adicionados 3 vezes de volume de etanol absoluto resfriado.

24 Nested-PCR

O DNA bacteriano amplificado por nested PCR foi detectado com primers
especificos de C. burnetii projetados para amplificar o gene 1S1111, derivado de
uma regido repetida semelhante a um transposon do genoma deste patdgeno,
usando os mesmos primers, controles e condigdes de um nested PCR (Mares -
Guia et al., 2018), que foi previamente validado em queijo Minas artesanal
contaminado artificial e naturalmente (Rozental et al., 2020). O conjunto de

primers e as condi¢des sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Primers e condi¢des utilizadas para detecgcao de Coxiella burnetii em amostra

de queijo artesanal de leite cru, Brasil.

Tamanho

Primers Sequéncia (5’ - 3’) do Temperatura
anelamento
fragmento
Trans 1 TAT GTATCC ACC GTA GCC AGT C
687pb 60°C
Trans 2 CCC AAC AAC ACC TCCTTATTC
N3+ AAG CGT GTG GAG GAG CGA ACC
440pb 66° C
N4+ CTC GTA ATC ACC AAT CGC TTC GTC

2.5 Sequenciamento de DNA

Considerando que a regido amplificada n&o possui polimorfismos
suficientes para qualquer analise além da confirmagado da espécie C. burnetii.
Fragmentos de tamanho apropriado foram purificados usando o kit lllustra GFX
PCR DNA e Gel Band Purification® (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino
Unido). O sequenciamento dos amplicons foi realizado com o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing e purificagdo com o kit BigDye® X-Terminator
Purification (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as
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recomendagdes do fabricante. As analises dos amplicons foram realizadas em
um ABI Prism 3730XL com 96 capilares (Applied Biosystems) e as sequéncias
de nucleotideos foram analisadas usando o software MEGA7

(www.megasoftware.net).

2.6 Anadlises epidemioldgicas e espaciais

A frequéncia de QALC positivos para C. burnetii foi determinada com um
intervalo de confianga (IC) de 95% e usada como teste de triagem para ARFPQs
positivas para C. burnetii. Fatores associados aos QALC positivos para C.
burnetii foram avaliados pelo teste exato de Fisher. O nivel de significancia
adotado foi de 0,05.

Para os queijos das cinco regides estudadas, foram avaliadas possiveis
associagoes das proporcoes de QALC positivos para C. burnetii com o tempo de
registro no 6rgao oficial de fiscalizagao, utilizando o qui-quadrado para tendéncia
linear. Além disso, apenas para QMA, foram avaliadas possiveis tendéncias
lineares de sua positividade com taxas de maturagéo acima da mediana de 10

dias (https://epitools.ausvet.com.au/trend).

As microrregides, unidades da federagao, limites municipais e populagao
estimada foram obtidas no Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE
(https://www.ibge.gov.br). As analises espaciais realizadas foram: Mapas
coropléticos da distribuicdo espacial para visualizagao da localizacdo do niumero
de casos nos municipios; estimativa de densidade de Kernel (EDK) para
identificar a localizacdo de aglomerados de ocorréncias de casos; Mapa de
varredura espacial (Scan) para identificar aglomerados espaciais e temporais

com significancia estatistica.

Para a construgcao dos mapas coropléticos foi utilizado o software ArcGIS
versao 10.4 (https://www.arcgis.com), com as classes ‘Sem casos’ (cor branca),
‘Baixo’ (verde), ‘Médio’ (amarelo), ‘Alto’ (laranja) e ‘Muito Alto’ (vermelho) para

distribuicdo espacial dos casos utilizando o quartil.

A EDK foi realizada para identificar aglomerados de ARFPQ com QALC
positivos para C. burnetii (fungdo quadratica, calculo de densidade e raio
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adaptativo), com a constru¢do de um mapa de varredura espacial (Scan) para
identificar aglomerados espaciais com significancia estatistica (espago de
varredura de analise pura), usando o modelo de Bernoulli. Apenas para QMA,
as analises EDK também foram realizadas em amostras com outros resultados
bacterianos positivos (Estafilococos coagulase-positivos e Estafilococos
coagulase-negativos) e em amostras com periodos de maturagao acima dos 10
dias medianos), para avaliar possiveis correlacbes entre os aglomerados. O
processamento, interpretagdo, visualizacdo e analise dos dados foram
realizados wusando ArcGIS (//www.arcgis.com/), TerraView (//www.dpi

.inpe.br/terralib5/wiki/doku.php) e SatScan (https://www.satscan.org/).

Somente para o estado de MG, as analises espaciais de duas variaveis,
exposicdes humanas a C. burnetii e concentragdes de pecuaria por area,
pesquisadas no mesmo estado de estudo por nossa equipe (Meurer et al., 2021)
foram reavaliadas para buscar possiveis associagdes espaciais com o0s

aglomerados de QMAs positivos para C. burnetii.

3. Resultados

O fragmento parcial do gene IS1111 de C. burnetii foi detectado e
confirmado por sequenciamento em 25 amostras de QALC (25,0%, 1C95%
16,8%-34,6%). A Figura 1 mostra a distribuicdo espacial das ARFPQs com
QALC positivo e negativo para C. burnetii nas cinco regides produtoras

tradicionais analisadas.

Figura 1. Distribuicdo espacial das agroindustrias rurais familiares de
processamento de queijo artesanal de leite cru positivos (quadrados vermelhos)
e negativos (circulos verdes) para Coxiella burnetii nas regides Serro, Canastra,
Triangulo Mineiro, Cerrado, Minas Gerais, e, Parnaiba, Piaui, Brasil, 2018.

Produzido com o software ArcGIS.
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Embora néo significativa (p = 0,12), houve uma tendéncia a maiores taxas
de QMA positivos para C. burnetii entre amostras com contagens mais baixas de
Estafilococos coagulase-positiva (ECP), contagens mais altas de Estafilococos
coagulase-negativa (ECN) (p = 0,10), periodos de maturagdo mais longos (p =
0,12) e menores graus de umidade (p = 0,12). Houve diferenga significativa na
taxa de QALC positivos para C. burnetii dependendo da microrregido produtora
(p = 0,04) (Tabela 2), com tendéncia linear decrescente de QALC positivos para
C. burnetii ao longo das diferentes microrregides produtoras ordenadas por
tempos de registros crescentes junto ao 6rgéo oficial de fiscalizagao (Inclinagao
=-0,011, p = 0,053) (Figura 2).

Tabela 2. Anélise univariada para positividade de Coxiella burnetii em queijos artesanais
feitos de leite cru, Brasil, 2018.

Variaveis Total Positivos (%) P - valores?
Local de produgao
Piaui 19 4 (21.05) 0.04
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Cerrado
Canastra
Tridngulo Mineiro
Serro

Coliformes totais (CFU)P
10 a 4000

5900 a 2500000
Coliformes fecais (CFU)P
10 a 500

730 a 170000

Staphylococcus coagulase-positiva (CFU)®

10 a 108

>10°3

Staphylococcus coagulase-negativo
(CFU)P

0a103

>10°3

Adenovirus humano

No

Yes

Norovirus humano

No

Yes

Epoca de chuvas
No

Yes

b

Periodo de maturacéo (dias) b4 a 10
12 a 46

Grau de umidade (%)®°
20.39 a 45.89
46.12 a 56.33

pr,C
4.00 a 4.88
4.89 a 5.36

15

5

53

58
23

64
17

49
32

14
67
83
17

72
28

36
64

47
34

44
34

39
39

5 (62.50)
6 (40.00)
1(20.00)
9 (17.00)

16 (27.60)
5 (21.70)

17 (26.60)
4 (23.50)

16 (32.65)
5 (15.63)

1(7.14)
20 (29.85)
20 (24.10)
5 (29.41)

18 (25.00)
7 (25.00)

9 (25.00)
16 (25.00)

9 (19.10)
12 (35.30)

15 (34.10)
6 (17.60)

9 (23.08)
12 (30.77)

0.40

0.53

0.12

0.10

0.75

>0.99

>0.99

0.12

0.12

0.61

aTestes exatos de Fisher; ® analises ndo realizadas nos queijos coalho, Piaui; ¢ andlise ndo

realizadas em todas as amostras de QMA.

Figura 2. Tendéncias lineares decrescentes das taxas de queijo artesanais de

leite cru positivos para Coxiella burnetii por tempo (anos) de registro no 6érgao de

defesa. A regido de Parnaiba, Piaui, que ainda nao é registrada, teve este tempo

considerado como zero. Inclinagdo = -0,011 (p = 0,053), Qui-quadrado de

Pearson = 9,84 (valor de p = 0,04). Os escores 0, 1, 4, 14 e 16 corresponderam

aos tempos de registro (anos) como produtor de queijo artesanal de leite cru
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junto ao 6rgao oficial de fiscalizagcado nas regides de Parnaiba, Cerrado, Tridngulo

Mineiro, Canastra e Serro, respectivamente, Brasil, 2018.

Scatter plot of category proportions with regression line

0.6

0.5
I

0.4
|

Proportion Coxiella.burnertii. positive.cheese
0.3

0.2

Score

Também foi observada uma tendéncia linear crescente de QMAS
positivos para C. burnetii diretamente associada as propor¢gdes de queijos com
maturagao acima da mediana de 10 dias (Inclinagdao= 0,0042, p = 0,0044) (Figura
3).

Figura 3. Tendéncias lineares diretas entre taxas de queijos Minas artesanal
positivos para Coxiella burnetii e escores de maturagado acima da mediana de 10
dias, inclinagédo = 0,0042 (p = 0,0044). Os escores 19, 60, 87 e 100

correspondem aos percentuais de queijos com tempo de maturagao acima da
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mediana nas microrregides do Serro, Tridngulo Mineiro, Canastra e Cerrado,
respectivamente, Minas Gerais, Brasil, 2018.

Scatter plot of category proportions with regression line
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A anadlise EDK revelou um agrupamento de alta densidade de ARFPQ
com QMA positivos para C. burnetii localizados em R1, que se sobrepds a
agrupamentos de queijos com contagens mais altas de ECP e ECN; e outro
aglomerado localizado em R2, que por sua vez se sobrepds a queijos com
maiores contagens de ECN e com maturacédo acima da mediana de 10 dias
(Figura 4).

Figura 4. (A) Aplicacao da estimativa de densidade de kernel (EDK) para queijos
artesanais de leite cru positivos para Coxiella burnetii em agroindustrias rurais

familiares de processamento de queijo em quatro regides produtoras de queijo
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Minas artesanal (QMA), Minas Gerais, e uma regidao produtora de queijo
artesanal de Coalho, Piaui, Brasil, 2018. Mapas coropléticos das distribuicbes de
queijos Minas artesanais (QMA) (B) com maior contagem de Estafilococos
coagulase positiva, (C) com maior contagem de Estafilococos coagulase
negativa e (D) com maturacdo acima da mediana de 10 dias, Minas Gerais,
Brasil, 2018.
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No estado de MG, os aglomerados de alta e baixa densidades de QMAs
positivos para C. burnetii apresentaram distancias de 176 km e 195 km dos
aglomerados de exposi¢ées humanas a C. burnetii, respectivamente. As duas
areas identificadas pelo Scan para resultados positivos de C. burnetii tanto em

QMA quanto em seres humanos foram ambas significativas (p < 0,0001) e
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mostraram uma intersec¢ao. Nesta intersecao foi localizado um aglomerado EDK
de alta densidade de exposi¢coes humanas a C. burnetii € uma parte de um
aglomerado EDK de baixa densidade para QMAs positivos para C. burnetii,
distantes entre si 195 Km (Figura 5A). Além disso, a area de intersegao (Scan)
apresentou sobreposicdo com areas de maior concentracdo de animais

pecuarios por area (Figura 5B).

Figura 5. (A) Aglomerados por estimativa de densidade de kernel (KDE) e Scan
de queijos Minas artesanais (QMA) positivos para Coxiella burnetii, de
exposi¢cdes humanas a C. burnetii, e (B) concentragdao de animais pecuarios por

area, Minas Gerais, Brasil, 2018.
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4. Discussao

Este estudo encontrou um quarto dos queijos com DNA de C. burnetii e
esta positividade mostrou heterogeneidade entre as regides estudadas, embora

todas tivessem alguma ARFPQ com queijo contaminado.

Até onde sabemos, nossa equipe foi a primeira a detectar C. burnetii em
QALC no Brasil (Rozental et al., 2020), e ainda existem poucos estudos, dois de
nosso conhecimento, que avaliaram a presenca de C. burnetii em QALC no
Brasil (Rozental et al., 2020; Nascimento et al., 2021). A frequéncia de QALC
positivo para C. burnetii encontrada neste estudo foi superior as duas pesquisas
existentes no Brasil, que encontraram 9,4% em queijos do Serro (Rozental et al.,
2020) e 4,6% no Cerrado (Nascimento et al., 2021). Também foi superior aos
7,8% encontrados em queijos de leite cru do sul da Itélia (Basanisi et al., 2022).
Além disso, esta frequéncia foi tdo elevada como a encontrada em inquéritos
sobre queijo de leite cru em paises como Espanha e Italia, que mostraram 17,2%
e 21,3% em ltalia, e 29,9% em Espanha (Capuano et al., 2012; Galieiro et al.,
2016; Barandika et al., 2019) e inferior aos 65% encontrados em queijos
franceses (Eldin et al., 2013).

Diferentemente de outro trabalho brasileiro (Nascimento et al., 2021), o
presente estudo analisou o patdégeno também em queijos ja registrados e
fiscalizados por érgaos oficiais, utilizando uma amostra maior, com maior
representacio espacial e coletada diretamente nas ARFPQs ao invés de pontos
de vendas, para permitir rastreabilidade, monitoramento e controles futuros. Até
onde sabemos, este &€ o maior levantamento nacional de C. burnetii em QALC,
tanto em termos de tamanho da amostra quanto de representatividade espacial.
Mesmo assim, pesquisas sobre esse patdgeno ainda continuam sendo
amplamente escassas no Brasil, em animais, alimentos e seres humanos,
embora a febre Q seja considerada uma das dez zoonoses mais importantes do
mundo e responsavel por mais de 30% dos casos de pneumonia adquirida na
comunidade na Guiana Francesa, um pais cuja fronteira com o estado do Amapa

alerta para a sua ocorréncia na regido amazonica (Epelboin et al., 2021).
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A principal via de transmissao de C. burnetii aos seres humanos é via
aerossois contaminados. A infecgao oral humana pelo consumo de leite ndo
pasteurizado e produtos lacteos ainda ndo é completamente compreendida,
embora um estudo de avaliagao de risco tenha concluido que a transmissao via
consumo de leite ndo pasteurizado seria relativamente baixa em comparagao
com a rota aérea, mas nao pode ser negligenciada (Gale et al., 2015). Além
disso, evidéncias epidemiolégicas da associagado de surtos de febre Q com o
consumo de produtos lacteos ndo pasteurizados foram relatadas em varios
estudos (Fishbein e Raoult, 1992; Signs et al., 2012; Gale et al., 2015; Mungai et
al., 2015). Uma das evidéncias mais fortes € um surto que afetou cinco
consumidores de leite bovino cru contaminado oriundo de um mesmo laticinio
(Signs et al., 2012); a tal ponto que os EUA ja admitem esse patégeno como um
dos responsaveis por um (1,28%) dos 78 surtos de doengas associadas ao
consumo de leite cru e derivados que tiveram um unico patégeno envolvido, no
periodo 2007-2012 (Mungai et al., 2015).

Como um fortalecimento das evidéncias epidemioldgicas, estudos
experimentais de infecgdo em modelos animais apoiam a via oral como um modo
de transmissao de C. burnetii. Miller et al. (2020), descobriram que camundongos
infectados com C. burnetii apresentaram esplenomegalia notavel apoés a
infec¢cdo, uma resposta imune robusta e persisténcia no estémago e nos ganglios
linfaticos mesentéricos, e disseminacao de C. burnetii para tecidos periféricos

observada em todos os camundongos infectados.

O presente estudo mostra que a cadeia produtiva do QALC é vulneravel

a contaminacdes por C. burnetii. Estudos mostram que os ruminantes sao os
principais reservatérios de C. burnetii, eliminando a bactéria por meio de
produtos de nascimento e/ou aborto, leite, urina e fezes. Em bovinos, a principal
via de excregao do patodgeno € o leite, e essa bactéria permanece nos ganglios
linfaticos e na glandula mamaria, podendo ser eliminada por varios meses a anos
(Gale et al., 2015; Barlozzari et al., 2020; Espi et al., 2021). Assim, Capuano et
al. (2012) e Eldin et al. (2013) encontraram maiores taxas de positividade em
queijo de leite bovino do que em outras espécies. Como C. burnetii € uma
bactéria intracelular obrigatéria, sua multiplicagdo ndo ocorre em leite e queijo
(Gale et al., 2015). Porém, o seu ciclo de vida, passa por duas fases, a variante
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de células grandes e a variante de células pequenas. Esta ultima é altamente
resistente ao estresse fisico e quimico, e permite que o patdégeno sobreviva por

meses em diferentes tipos de matrizes e no ambiente (Eldin et al., 2017).

Este estudo mostrou que parte das amostras de QALC de todas as cinco
regides tradicionais produtoras analisadas apresentaram DNA de C. burnetii.
Além de C. burnetii, as amostras de QMA também foram analisadas
simultaneamente para outros patdgenos e contaminantes apresentando 28%,
20%, 40% e mais de 80% com identificagdo de altas contagens de coliformes
totais, coliformes fecais, ECP e ECN, respectivamente, fato que comprova falhas
nos padrdes microbioldgicos estabelecidos. Além disso, 18% e 28% dos QALC
analisados neste estudo também foram positivos para o adenovirus humano,
que € um indicador de contaminacédo fecal humana em alimentos, e para o
norovirus humano, um dos patdégenos virais mais envolvidos em surtos de

origem alimentar humana no mundo (Silva et al., 2021).

Além disso, em estudo anterior realizado sobre MAC produzido na regiao
do Serro, o género Brucella foi detectado por PCR, sendo a espécie B. abortus
recuperada em estado viavel por cultivo em uma das amostras analisadas (Silva
et al., 2022). Finalmente, nossas amostras de QMA foram uma subamostra de
um estudo maior que constatou que 18,7%, 14,1% e 25,0% das amostras,
respectivamente, ndo estavam em conformidade com a legislacdo para
coliformes a 35°C, Escherichia coli e ECP (Firmo et al., 2023). Os resultados de
nao conformidade verificados neste estudo sugerem falhas nos programas de
controle e erradicacao de doencgas dos bovinos e deficiéncias nos procedimentos
de higiene aplicados durante a cadeia produtiva do queijo artesanal, bem como
falhas no manuseio humano e/ou no processo de armazenamento desses
produtos, o que pode resultar em riscos potenciais para os consumidores. Essa
hipotese é corroborada por dados do Ministério da Saude brasileiro, de 2014 a
2023, em que leite e derivados ocuparam a quinta posi¢céo (6,7%) entre os
principais alimentos implicados em surtos de doengas transmitidas por alimentos
(Brasil, 2024).

Houve uma tendéncia de uma relagao direta entre a positividade para C.

burnetii e a positividade para ECN, além de sobreposigdo de aglomerados de
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queijos positivos para ECN e C. burnetii, em uma das regides produtoras de MG.
Isto pode sugerir que a presencga de C. burnetii em queijos esta mais diretamente
associada a contaminagdo ambiental e falhas de higiene, uma vez que os ECN
sdo mais ubiquitarios e facilmente encontrados no solo, na agua, nas plantas e
na microbiota do trato intestinal, pele e mucosas de seres humanos e animais,
podendo formar biofilmes que aumentam sua sobrevivéncia em superficies
(Phophi et al., 2019). Por outro lado, em outra regido de MG ocorreu
sobreposigao de aglomerados de QALC positivos para C. burnetii tanto com a
positividade de ECP como de ECN, o que sugere que a presenga de C. burnetii
na cadeia de produgdo dos queijos nesta microrregido pode estar tanto
relacionada a questdes de falhas na higiene (Phophi et al., 2019) como também
a falhas no controle da mastite. ECP encontrados em leite e derivados s&o em
parte um marcador de mastite, ja que sdo a principal causa desta infeccdo em
bovinos. Isto sugere que parte da eliminagdo de C. burnetii aconteceu em
animais com infecgdo da glandula mamaria, visto que a ocorréncia de mastite
aumenta a taxa de macroéfagos infectados por C. burnetii, que sdo eliminados no
leite (Barlow et al., 2008).

A sobreposicédo de aglomerados de QMAs positivos para C. burnetii com
aqueles com as maiores contagens de ECP e ECN, reforca a hipotese de
maiores ocorréncias de contaminagao por fonte unica. Como os QMAs sao
produzidos a partir de um conjunto de leite obtido de uma unica fazenda, os
proprios rebanhos poderiam ser os principais reservatorios (Acha e Szyfres,
2001). Estes aglomerados devem ser priorizados para vigilancia, controle e
monitoramento por parte de quem faz politicas publicas nos sectores da

agropecuaria, saude e ambiente.

A distribuicdo das frequéncias de QALC positivos para C. burnetii nas
diferentes regides foi heterogénea, com uma relagéo inversa entre as taxas de
QALCs positivos e o tempo de registro no 6rgao oficial de vigilancia. Ou seja, os
queijos do Piaui, ainda n&o registrados, e a ultima regido reconhecida pelo 6érgao
de fiscalizacdo de MG, o Cerrado, apresentaram maiores chances de
contaminagdes por C. burnetii que a primeira regiao registrada, o Serro. Uma
possivel explicagdo pode estar associada a um maior periodo de assisténcia
técnica oferecida pela Emater-MG, com maiores indices de cumprimento de
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boas praticas agropecuarias (BPA) e de fabricagcdo (BPF) por cada ARFPQ.
Além disso, a preparagdo do QMA envolve profissionais com diferentes niveis
de formacdo e capacidade de aplicacdo de BPAs e BPFs. As diferentes
condi¢des sanitarias durante o processo de producéo, aliadas ao maior periodo
de manipulagdo dos queijos e ao maior tempo de exposicdo em possivel
ambiente contaminado, podem justificar as maiores taxas de QMA positivos para
C. burnetii entre aqueles com maiores periodos de maturacédo, como visto neste

estudo.

O aglomerado com maior densidade de exposi¢cdes humanas a C. burnetti
foi encontrado na regido central do estado, onde esta localizada a regido
metropolitana de Belo Horizonte, representando o maior mercado consumidor de
QMAs do estado de Minas Gerais, apesar de ser um mercado nio tradicional na
producédo de QMA. Este agrupamento de alta densidade e uma parte de um
agrupamento para QMAs positivos para C. burnetii se localizaram na intersegéo
entre as duas areas de aglomerados significativos por Scan, ou seja, de QMAs
positivos para C. burneti e de exposicobes humanas a C. burnetii,
respectivamente. Isto sugere evidéncias epidemiologicas de possiveis relacdes
entre casos humanos com consumo de QALC, que precisam ser elucidadas.
Além disso, identificamos em estudo anterior que esse mesmo aglomerado de
exposi¢gdes humanas a C. burnetii teve associagao significativa com residéncia
rural e se sobrepds a municipios com maior concentragado por area de animais
pecuarios, reforgcando a associagao entre a ocorréncia de exposi¢ées humanas
com a possivel ocorréncia de coxielose em animais pecuarios (Meurer et al.,
2021). Adicionalmente, sugere-se que a presenga de C. burnettiem QALC pode
ser utilizada como um marcador para a rastreabilidade de RFCPAs positivos e
respectivos rebanhos contaminados, e, consequentemente, para procurar

exposi¢cdes humanas ocupacionais a C. burnetii.

A comercializagdo dos queijos Minas e Coalho artesanais, além do
aspecto cultural, esta diretamente relacionada ao desenvolvimento
socioecondmico dos territorios tradicionais de produgdo. Com a regulamentacgéo
do Selo Arte e do Selo Queijo Artesanal, por meio do Decreto Federal

11.099/2022, os QALC ganharam notavel reconhecimento nacional, sendo
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apreciados em diversos estados deste pais (Brasil, 2022). No entanto, os
resultados deste estudo e de outros anteriores desta equipe mostram que a
qualidade microbioldgica precisa ser melhorada para tornar os queijos mais

seguros para os consumidores.

Um estudo mostrou que C. burnetii permaneceu viavel por quase 9 meses
de maturagao em queijos duros, apesar do pH acido e da baixa atividade de agua
alcancada, sendo a positividade revelada em camundongos infectados
experimentalmente e sacrificados aos 14 e 21 dias apds a inoculagao (Barandika
et al., 2019). Entretanto, observamos em nossa pesquisa in loco que o QMA foi
vendido fresco (<60 dias), dentro de uma mediana de 4 dias de maturagéo
(Rozental et al., 2020; Silva et al., 2022), apesar de a legislacao vigente exigir
pelo menos 17 dias de maturagdo para queijos produzidos numa das
microrregidoes do Serro (Minas Gerais, 2021). Assim, esses queijos podem
representar uma fonte potencial de exposicado humana a C. burnetii e demandam
estudos nacionais de avaliagao da viabilidade de C. burnetii ao longo do periodo
de maturagao, especialmente porque derivados de leite cru possuem maiores
concentracdes desta bactéria (P = 0,02) do que aqueles de leite pasteurizado
(Eldin et al., 2013). Entretanto, tal avaliagdo, que € uma perspectiva futura de
nossa equipe, ainda nao foi possivel por se tratar de um patégeno que requer
laboratorios com altos niveis de biossegurancga para seu isolamento ou métodos

indiretos mais sofisticados para uma avaliacao presuntiva.

Entretanto, este estudo tem alguns aspectos que o fortalece que devem
ser destacados. Para atingir nossos objetivos, os érgaos oficiais brasileiros de
inspecao de alimentos e saude animal (IMA e MAPA) e os setores de pesquisa
agropecuaria (EMBRAPA) estabeleceram parcerias de colaboragéo
transdisciplinares e intersetoriais com os de pesquisa em saude publica
(FIOCRUZ), os de vigilancia em saude (FUNED e Instituto Evandro Chagas) e
os de educagédo (UFJF). Com essa estratégia, foi possivel agregar a melhor
infraestrutura laboratorial com experiéncia de pesquisa em C. burnetii no Brasil,
com setores de vigildncia em saude humana e animal, de forma a reduzir as
lacunas existentes e pesquisar esse patdgeno na perspectiva de saude unica e

apoiar politicas publicas relacionadas de forma mais abrangente.
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5. Conclusao

Encontramos uma alta frequéncia de QALC contaminados por C. burnetii
no presente estudo. Por se tratar de um produto elaborado a partir de leite cru,
maiores sao os desafios sanitarios na aquisicido de matérias-primas e no preparo

de um produto que seja indcuo aos consumidores.

Além disso, a analise geoestatistica mostrou possiveis ligacbes de um
aglomerado de alta densidade de populagdo humana exposta a C. burnetii em
MG, Brasil, tanto com aglomerados de QMAs positivos para C. burnetii
produzidos no mesmo estado deste pais, bem como de altas concentragcdes de
animais pecuarios. Assim, sao necessarios mais estudos sobre C. burnetti, como
a genotipagem de amostras circulantes em animais, alimentos e seres humanos,
para fortalecer as relacbes de causa-efeito entre pecuaria, positividade em

queijos e casos humanos.

Diante dos resultados apresentados de baixa seguranca dos QALC, mas
dada a sua importancia socioeconémica nesses estados do Brasil, concluimos
sobre a necessidade de desenvolver e propor agcdes especificas de educacao
em saude, voltadas ao preparo e consumo de derivados do leite cru, fortalecidas
por estratégias integradas de vigilancia, controle e prevengao que abranjam os
dominios da saude humana, animal e ambiental, com uma abordagem de saude

Unica.
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ABSTRACT

Q fever is a zoonotic disease with worldwide distribution, caused by Coxiella
burnetii, which infects a wide variety of vertebrates and invertebrates animals
including human beings, with domestic ruminants considered its main natural
reservoirs. Human infection occurs mainly via aerogenic, with the ingestion of raw
milk being a less common, but not negligible, route. The aim was to carry out a
randomized survey to evaluate the frequency of C. burnetii positive-raw milk
artisanal cheese (RMAC) in five traditional Brazilian microregions, as well as
evaluating the associated factors. Additionally, to analyze the relationships
between spatial clusters of C. burnetii positive-RMAC and those of human
exposures and concentration of livestock, as well as clusters of other cheese
characteristics such as ripening time and results of other microbiological
analyses. During the period from October/2017 to April/2018, 100 RMAC
samples were collected from different rural family-based cheese-processing
agroindustries (RFCPA) in four and one regions from the states of Minas Gerais
and Piaui, respectively. DNA from fractionated RMAC samples was extracted
using the traditional phenol-chloroform-isoamyl alcohol method. PCR was
performed using specific oligonucleotides for the IS717177 gene. Possible
associations of descriptive variables with C. burnetii positive-RMAC, and spatial
analyzes for either RFCPA with positive RMAC, human exposures to this
pathogen and livestock concentrations were also evaluated. The partial fragment
of the C. burnetiilS1111 gene was detected and sequenced in 25 RMAC samples
(25.0%; 95% CI 16.8%-34.6%), verifying a heterogeneity in the rates of positive
cheeses between the five regions analyzed (p = 0.04). The rates of C. burnetii
positive-RMAC showed direct and inverse linear relationships with the rates of
cheese with ripening times above the median (10 days) (Slope = 0.0042, p =
0.0044) and the lapse since registration with the official surveillance body (Slope
=-0.011, p = 0.053), respectively. Possible links between a high-density cluster
of human population exposed to C. burnetii in MG, Brazil, and both clusters, C.
burnetii positive-MAC, and high concentrations of livestock animals, were found.
This study shows that C. burnetii positive-RMAC may represent risks for the
consumer of these products, emphasizing the need for good agricultural and

manufacturing practices, and for RMAC quality control systems. As a randomized

45



survey, we established baseline data on the C. burnetii frequencies in two types
of ready-to-eat Brazilian RMAC, in order to allow monitoring of temporal and
spatial trends, establishment of control targets and future local risk analysis

studies.

Key words: Q fever; Minas artisanal cheese; Coalho artisanal cheese; Nested
PCR; Zoonosis; One health.
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1. Introduction

Q fever is a zoonotic disease with worldwide distribution, caused by
Coxiella burnetii, an intracellular Gram-negative bacterium, first described in
Australia in 1937 and later in various regions of the world (Mares-Guia et al.,
2014; Lemos et al., 2018). In Brazil, the first serological evidence of Q fever in
humans was in 1953 (Branddo et. al., 1953). This disease is considered
immediate notification in a confirmed animal case but has ceased to have
mandatory notification for humans in the last decade in this country. However, an
increasing number of human cases has been observed predominantly in the
states of the Southeast region in Brazil (Lemos et al., 2011; 2018; Epelboin et al.
2021). In this context, in addition to the underreporting of cases in the maijority of
the national territory, and the difficulty in recognizing the disease by physicians
and veterinarians, few studies related to the identification and characterization of
C. burnetii in humans, animals and the environment have been developed
(Lemos et al., 2011; 2018; Mares -Guias et al., 2014; 2016).

In addition to being a highly resistant agent, due to its spore-like form, this
proteobacterium can resist in the environment for a long period under adverse
conditions, with high infective power. Some studies indicate that only a single
inhaled bacterium has the potential to trigger disease in humans. Due to these
characteristics, C. burnetii is considered a biosafety class 3 agent belonging to

bioterrorism category B (Epelboin et al., 2021).

C. burnetii has a worldwide distribution and infects a wide variety of
vertebrates and invertebrates’ animals. Domestic ruminants are considered its
main natural reservoirs as they release large amounts of the agent into the
environment in the postpartum period, through placental remains and fetal fluids,
but also through milk, feces and urine (Barandika et al., 2019; Epelboin et al.,
2021; Mares-Guia et al., 2014). The excretion of C. burnetii in milk remains active
throughout the lactation period, however the magnitude of the risk of human
contamination with the ingestion of raw milk is not yet fully established, although
it is a possible source (Barandika et al., 2019). This is reinforced by strong

epidemiological evidence associating Q fever outbreaks with consumption of
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unpasteurized milk and dairy products (Fishbein and Raoult, 1992; Sings et al.,
2012).

Minas artisanal (MAC) and Coalho artisanal are traditional kinds of cheese
from the state of Minas Gerais, the Southeast region and the Northeast region of
Brazil, respectively. These are associated with the sociocultural identity of the
producing regions, representing a large part of the income of small producers,
and both are produced with raw milk. These kinds of cheese were already
intensely consumed clandestinely, even before there were laws that formalized
their consumption, such as Brazilian Law 13.860/2019 (Brazil, 2019), which
allows different types of RMAC with different maturation times. However, there is
still a lot of uncertainty about the likely microbiological risks of these foods, such
as C. burnetii, Brucella, Mycobacterium bovis, etc., for the consumer, even
though produced following Federal Decree 9.013/2017 (Brazil, 2017), which

determines a minimum maturation of 60 days.

Despite the scarcity of information on the incidence of Q fever in our
territory, studies have shown evidence of the circulation of C. burnetii in humans
(Siciliano et al., 2015; Mares-Guias et al.,, 2016; Lemos et al., 2011, 2018),
animals (Mares-Guias et al., 2014; Oliveira et al., 2018; Souza et al., 2018), raw
milk (Mioni et al., 2019) and raw milk cheese (Rozental et al., 2020). Faced with
a scenario of little information, the fragility of regulations regarding the sanitary
control of cheeses made from raw milk, and the possibility of transmission of C.
burnetii during production and through ingestion of these foods, a study,
developed by the Minas Gerais Agriculture and Livestock Institute (IMA),
Embrapa Dairy Cattle and Fiocruz, demonstrated the presence of this bacterium
in almost 10% of MAC samples analyzed for the first time in Brazil (Rozental et
al., 2020). Later, another study using the same methodology also demonstrated
the positivity of this pathogen in MAC from other region of the same state of Brazil
(Nascimento et al., 2021).

The present study aims to assess the prevalence of C. burnetii in two types
of Brazilian artisanal cheese, Minas, from four main producing regions of Minas
Gerais, and Coalho, from Parnaiba municipality, state of Piaui. Additionally, it

seeks to analyze the relationships between spatial clusters of C. burnetii positive-

48



RMAC and those of human exposures and livestock concentrations, as well as
those of other cheese characteristics such as ripening time and results of other
microbiological analyses. This will assist with scientific bases the monitoring and
control measures and the construction of standards related to RMAC to support
official surveillance bodies, whether in the agricultural, health, or environmental

sectors.

2. Materials and Methods

2.1.Design, study location, and sample planning

This is a study to evaluate the frequency and factors associated with C.
burnetii in 100 RMAC samples produced in four regions of Minas Gerais — MG (n
= 81) and in the region of Parnaiba, Piaui — Pl (n = 19), both states in Brazil,
collected from October 2017 to April 2018. The 100 samples were obtained from
100 rural family-based cheese-processing agroindustries (RFCPAs), with the
inclusion criteria being that they were manufacturers of RMAC produced from a

set of single farm milk.

The regions of MG — Serro, Canastra, Triangulo Mineiro and Cerrado —,
received in this study the identification codes R1, R2, R3 and R4 respectively,
according to the order of registration with the official surveillance body of each
state. It is noteworthy that the RFPCAs from the Parnaiba region, the state of
Piaui, under registration code R5, did not yet have a registration, and was

considered zero registration time.

From a list of 235 RFPCAs in five traditional producing regions in Brazil,
Canastra, Serro, Cerrado, Triangulo Mineiro and Parnaiba, the target population
sample to estimate the frequency of C. burnetii positive -RMAC was determined
by random draw of 100 (42.5%) samples. The sample was chosen using the
Randbetween function (Microsoft Excel). A whole cheese was collected from
each RFPCA to represent it, as each one produces cheese from a set of single-
farm milk. Thus, the sample size was based on a finite population of 235, margin
of error of 7.5%, confidence level of 95% and expected proportion of 50% of C.
burnetii positive-RMAC.

2.2.Data and sample collection
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Cheese producers were interviewed using a structured questionnaire
organized by content group, focusing on socioeconomic characteristics, animal
health, Good Agricultural Practices (GAP) and Good Manufacturing Practices
(GMP). The cheese samples were collected in their packaging and kept in
isothermal boxes under refrigeration (-4 °C) with recyclable ice during transport

to the laboratory for analysis.

Two sets of RMAC data were obtained to evaluate possible associations
with C. burnetii positive-cheese. First, only for MAC, bacterial analysis, moisture
levels (%) and ripening period (below and above the median of 10 days).
Furthermore, we used data from a previous survey of human exposures to the
same pathogen carried out in MG in the same period as this study, also by our
team (Meurer et al., 2021), which included spatial cluster analyses of both human
exposures and concentrations of livestock animals, to now explore possible
spatial overlaps of these cluster s with those of C. burnetii positive-MAC. Second,
for all cheese types, we also used viral analysis data obtained from the same
cheese samples by a previous study of our team, to evaluate possible

associations with C. burnetii positive-RMAC (Silva et al., 2021).
2.3.DNA extraction

The cheese samples were divided into portions of less than 100 g, placed
in sterile bags for solid or liquid samples (INLAB, Sao Luis, Brazil), sealed,

identified, and homogenized.

DNA extraction was carried out from 0.5 g of each cheese using the
traditional phenol-chloroform-isoamyl alcohol method, according to the protocol
by Darwish et al. (2009), with some modifications. Specifically, at the beginning
of the protocol there were some modifications in volumes, 1100 pL of lysis buffer
(10 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 and 0.5% SDS) and 10 pL
of proteinase K (20 mg /mL) (Silva et al., 2015). For DNA precipitation, 3 times

the volume of chilled absolute ethanol was added.

2.4 Nested PCR
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Nested PCR-amplified bacterial DNA was detected with C. burnetii-
specific primers designed to amplify the IS77717 gene, derived from a transposon-
like repeated region of this pathogen's genome, using the same primers, controls,
and conditions as a nested PCR (Mares-Guia et al., 2018), which was previously
validated in artificially and naturally contaminated Minas artisanal cheese

(Rozental et al., 2020). The primer set and conditions are presented in Table 1.

Table 1. Primers and conditions used to detect Coxiella burnetii in a sample of raw milk
artisanal cheese, Brazil.

Fragment Annealing

Primers Sequency (5’ - 3’) _
size temperature
Trans 1 TAT GTATCC ACC GTAGCCAGTC
687bp 60°C
Trans 2 CCC AAC AAC ACC TCC TTATTC
N3+ AAG CGT GTG GAG GAG CGA ACC
440bp 66° C
N4+ CTC GTA ATC ACC AAT CGC TTC GTC

2.5.DNA sequencing

Our method aims to amplify a region that does not have enough
polymorphisms for any analysis beyond confirming the C. burnetii species.
Appropriately sized fragments were purified using the lllustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification® kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, United Kingdom).
Direct nucleotide sequencing amplicon was performed with the BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit and purification with the BigDye® X-
Terminator Purification kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), according
to the manufacturer's recommendations. Amplicon analyzes were performed on
an ABI Prism 3730XL with 96 capillaries (Applied Biosystems) and nucleotide
sequences were analyzed using MEGA7 software

(https://www.megasoftware.net).
2.6. Epidemiological and spatial analyses

The frequency of C. burnetii positive-RMAC was determined with a 95%

confidence interval (Cl) and used as a screening test for C. burnetii positive-
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RFCPAs. Factors associated with C. burnetii positive-RMAC were assessed

using Fisher's exact test. The significance level adopted was 0.05.

For cheeses from the five regions studied, possible associations of the
proportions of C. burnetii positive-RMAC with the lapse since registration with the
official surveillance body were evaluated using chi-square for linear trend. Also,
only for MAC, possible linear trends of its positivity with rates of ripening above

the median of 10 days were evaluated (https://epitools. ausvet.com.au /trend).

The microregion, federation units, and municipal boundaries, and
estimated population were obtained from the Brazilian Institute of Geography and
Statistics - IBGE (https://www.ibge.gov.br). The spatial analyses performed were:
Choropleth maps of spatial distribution to visualize the location of the number of
cases in the municipalities; Kernel density estimation (KDE) to identify the
location of cluster s for case occurrences; Spatial scanning map (Scan) to identify

spatial and temporal clusters with statistical significance.

For the choropleth maps construction, the ArcGIS software version 10.4
(https://www.arcgis.com) was used, with the classes 'No cases' (white color),
'‘Low' (green), 'Medium' (yellow), 'High' (orange) and 'Very High' (red) for the

spatial distribution of cases using the quartile.

KDE was performed to identify RFCPA clusters with C. burnetii positive-
RMAC (quadratic function, density calculation, and adaptive radius), and a spatial
scan map (Scan) was designed to identify spatial clusters with statistical
significance (pure analysis scan space), using the Bernoulli model. For MAC only,
KDE analyses were also performed on samples with other bacterial positive
results (coagulase-positive Staphylococci  and coagulase-negative
Staphylococci) and on samples with higher ripening periods (above the 10
median days), to evaluate possible correlations between clusters. Data
processing, interpretation, visualization, and analysis were performed using
ArcGIS (http://www.arcgis.com/), TerraView (http://www.dpi.inpe
br/terralibS/wiki/doku.php), and SatScan (https://www.satscan.org/).

Only for MG state, spatial analyses of two variables, human exposures to

C. burnetii and livestock concentrations, surveyed in the same study state, MG,
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by our team (Meurer et al.,, 2021) were reassessed to seek possible spatial

associations with the clusters of C. burnetii positive-MAC.
3. Results

The partial fragment of the C. burnetii IS1111 gene was detected and
confirmed by sequencing in 25 RMAC samples (25.0%, 95%CI 16.8%-34.6%).
Figure 1 shows the spatial distribution of RFCPAs with positive and negative C.

burnetii-RMAC in the five traditional producing regions analyzed.

Figure 1. Spatial distribution of rural family-based cheese-processing
agroindustries with raw milk minas artisanal cheese positive (red squares) and

negative (green circles) for Coxiella burnetii from the regions Serro, Canastra,

Triangulo Mineiro and Cerrado, Minas Gerais, and, Parnaiba, Piaui, Brazil, 2018.
Produced with the ArcGIS software.
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Although not significant (p = 0.12), there was a trend towards greater C.
burnetii positive-MAC rates among samples with lower coagulase-positive
Staphylococci counts (CPS), higher coagulase-negative Staphylococci counts
(CNS) (p = 0.10), longer ripening periods (p = 0.12) and lower humidity degrees
(p = 0.12). There was a significant difference in C. burnetii positive-RMAC
depending on the producing microregion (p = 0.04) (Table 2), with a linear
decreasing trend of C. burnetii positive-RMAC along the different producing
microregions ordered by increasing the lapse since registration with the official
surveillance body (Slope = -0.011, p = 0.053) (Figure 2).

Table 2. Univariate analysis for Coxiella burnetii positive-raw milk artisanal cheese,
Brazil, 2018.

Variable Total Positive (%) P -values?®

Production site

Piaui 19 4 (21.05) 0.04
Cerrado 8 5 (62.50)

Canastra 15 6 (40.00)

Tridngulo Mineiro 5 1 (20.00)

Serro 53 9 (17.00)

Total coliforms (CFU)° 0.40
10 to 4000 58 16 (27.60)

5900 to 2500000 23 5(21.70)

Fecal coliforms (CFU)® 0.53
10 to 500 64 17 (26.60)

730 to 170000 17 4 (23.50)

Coagulase Positive Staphylococci (CFU)P 0.12
10 to 10° 49 16 (32.65)

>10° 32 5 (15.63)

Coagulase Negative Staphylococci (CFU)P 0.10
0to 103 14 1(7.14)

>10° 67 20 (29.85)

Human adenovirus 0.75
No 83 20 (24.10)

Yes 17 5(29.41)

Human norovirus >0.99
No 72 18 (25.00)

Yes 28 7 (25.00)

Rainy season® >0.99
No 36 9 (25.00)

Yes 64 16 (25.00)
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Ripening period (days)®
41010

12 t0 46

Humidity degree (%)
20.39 to 45.89

46.12 to 56.33

pr,c
4.00to 4.88
4.89 10 5.36

47
34

44
34

39
39

0.12
9 (19.10)
12 (35.30)

0.12
15 (34.10)
6 (17.60)

0.61
9 (23.08)
12 (30.77)

2 by Fisher's exact test; ® analyzes not carried out on coalho cheese, Piaui; °not all MAC

samples were analyzed.

Figure 2. Decreasing linear trends of Coxiella burnetii positivite-raw milk artisanal

cheese by lapse (years) since registration with the official surveillance body. The

region of Parnaiba, Piaui, which is not yet registered, had this lapse considered
as zero. Slope =-0.011 (p = 0.053), Pearson Chi-Square = 9.84 (p value = 0.04).

Scores 0, 1, 4, 14, and 16 corresponded to the lapse since registration (years) as

a producer of raw milk artisanal cheese with the official surveillance body in the

regions Parnaiba, Cerrado, Triangulo Mineiro, Canastra and Serro, respectively,

Brazil, 2018.
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Scatter plot of category proportions with regression line
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An increasing linear trend of C. burnetii positive-MAC was also observed

associated with the proportions of cheeses with ripening above the median of 10

days (Slope = 0.0042, p = 0.0044) (Figure 3).

Figure 3. Direct linear trends between rates of Coxiella burnetii positive-Minas

artisanal cheese and scores of ripening above the median of 10 days, Slope =
0.0042 (p = 0.0044). Scores 19, 60, 87, and 100 correspond to the percentages

of cheeses with ripening time above the median in the microrregions Serro,

Triangulo Mineiro, Canastra, and Cerrado, respectively, Minas Gerais, Brazil,

2018.
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Scatter plot of category proportions with regression line
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KDE analysis revealed a high-density cluster of RFCPA with C. burnetii
positive-MAC located in R1, which overlapped with clusters of cheeses with
higher CPS and CNS counts; and another cluster located in R2, which in turn
overlapped with cheeses with higher CNS counts and those with maturation

above the median of 10 days (Figure 4).

Figure 4. (A) Application of Kernel Density Estimation (KDE) for Coxiella burnetii
positive-RMAC in rural family-based cheese-processing agroindustries in four
Minas artisanal cheese producing regions, Minas Gerais, and a Coalho artisanal
cheese producing region, Piaui, Brazil, 2018. Choropleth maps of distributions of
Minas artisanal cheese (MAC) (B) with higher counts of coagulase-positive
Staphylococci, (C) with higher counts of coagulase-negative Staphylococci and

(D) with maturation above the median of 10 days, Minas Gerais, Brazil, 2018.
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In MG state, the high- and low-density clusters of C. burnetii positive-MAC
presented distances of 176 km and 195 km from cluster s of human expositions
to C. burnetii, respectively. The two areas identified by Scan for C. burnetii
positive results in both MAC and human beings were significant (p < 0.0001) and
showed an intersection. At this intersection was located a high-density KDE
cluster of human exposures to C. burnetii and a portion of a low-density KDE
cluster for C. burnetii-positive MAC, which were 195 km apart (Figure 5A). Also,
the intersection area (Scan) showed an overlap with areas of higher

concentration of livestock animals per area (Figure 5B).

Figure 5. (A) Clusters by Kernel Density Estimation (KDE) and Scan of Coxiella
burnetii positive-Minas artisanal cheese, human exposures to C. burnetii, and (B)

livestock concentration by area, Minas Gerais, Brazil, 2018.
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4. Discussion

This study found a quarter of C. burnetii DNA positive-cheese and this
positivity showed heterogeneity between the regions studied, although all of them

had some RFCPA with positive cheese.

To our knowledge, our team was the first to detect C. burnetii in RMAC in
Brazil (Rozental et al., 2020), and there are still few studies, two to our

knowledge, that evaluated the presence of C. burnetii in RMAC in Brazil
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(Rozental et al., 2020; Nascimento et al., 2021). The frequency of C. burnetii
positive-RMAC we found in this study was higher than the two existing surveys
in Brazil, who found 9.4% in cheeses from Serro (Rozental et al., 2020), and 4.6%
in Cerrado (Nascimento et al., 2021). Is was also higher than the 7.8% found in
raw milk cheeses from south Italy (Basanisi et al., 2022). Additionally, this
frequency was as high as that found by surveys on raw milk cheese in countries
such as Spain and Italy which have shown 17.2% and 21.3% in Italy, and 29.9%
in Spain (Capuano et al., 2012; Galieiro et al., 2016; Barandika et al., 2019), and
lower than the 65% found in French cheeses (Eldin et al., 2013).

Unlike other Brazilian study (Nascimento et al., 2021), our team has been
researching this pathogen also in cheeses already registered and inspected by
official surveillance bodies, using a larger sample, with greater spatial
representation and collected directly at RFCPAs instead of points of sales, to
enable future traceability, monitoring and controls. To our knowledge, this is the
largest national survey of C. burnetii in RMAC both in terms of sample size and
spatial representativeness. Even so, research on this pathogen is still largely
scarce in Brazil in animals, food, and humans, although Q fever is considered
one of the ten most important zoonoses globally and responsible for more than
30% of community-acquired pneumonia cases in French Guiana, a country
whose border with the state of Amapa, Brazil, warns of its occurrence in the

Amazon region (Epelboin et al., 2021).

The main route of transmission of C. burnetii to humans is through
contaminated aerosols. Human oral infection by the consumption of
unpasteurized milk and dairy products is not yet completely understood, although
a risk assessment study concluded that the risk of infection by the consumption
of unpasteurized milk would be relatively low in comparison with the aerial route,
but not negligible (Gale et al., 2015). Furthermore, epidemiological evidence of
the association of Q fever outbreaks with the consumption of unpasteurized dairy
products has been reported in several studies (Fishbein and Raoult, 1992; Signs
etal., 2012; Gale et al., 2015; Mungai et al., 2015). One of the strongest evidence
is an outbreak that affected five consumers of contaminated raw cow’s milk from
the same dairy (Signs et al., 2012); to the point that the USA already admits this
pathogen as one of those responsible for one (1.28%) of the 78 outbreaks of
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diseases associated with the consumption of raw milk and dairy products that
had a single pathogen involved in that country, in the period 2007-2012 (Mungai
et al., 2015).

As a strengthening of epidemiological evidence, experimental infection
studies in animal models support the oral route as a mode of transmission of C.
burnetii. Miller et al. (2020), found that mice infected with C. burnetii showed
notable splenomegaly after infection, a robust immune response, persistence in
the stomach and mesenteric lymph nodes, and dissemination of C. burnetii to

peripheral tissues observed in all infected mice.

The present study shows that the artisanal cheese production chain
produced from raw milk is vulnerable to C. burnetii contaminations. Studies show
that ruminants are the main reservoirs of C. burnetii, eliminating the bacteria
through birth and/or abortion products, milk, urine and feces. In cattle, the main
route of excretion of the pathogen is milk, and this bacterium remains in the lymph
nodes and mammary gland and can be eliminated for several months to years
(Gale et al., 2015; Barlozzari et al., 2020; Espi et al., 2021). Thus, Capuano et al.
(2012) and Eldin et al. (2013) found higher positivity rates in bovine milk cheese
than in other species. As C. burnetii is an obligate intracellular bacterium, its
multiplication does not occur in milk and cheese (Gale et al., 2015). However,
depending on its life cycle, it goes through two phases, the large cell variant and
the small cell variant. The latter is highly resistant to physical and chemical stress,
and allows the pathogen to survive for months in different types of matrices and

in the environment (Eldin et al., 2017).

This study showed that a part of the RMAC samples from all five traditional
producing regions analyzed presented C. burnetii DNA. In addition to C. burnetii,
MAC samples were also analyzed simultaneously for other pathogens and
contaminants, with 28%, 20%, 40%, and more than 80% failing microbiological
standards for having high counts of total coliforms, fecal coliforms, CPS and CNS,
respectively, which proves flaws in established microbiological standards.
Furthermore, 18% and 28% of the RMAC analyzed in this study were also

positive for the human adenovirus, which is an indicator of human fecal
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contamination in food, and human norovirus, one of the viral pathogens most

involved in human foodborne outbreaks in the world (Silva et al., 2021).

Furthermore, in a previous study carried out on MAC produced in the Serro
region, Brucella was detected by PCR, with B. abortus recovered in a viable state
by cultivation in one of the analyzed samples (Silva et al., 2022). Finally, our MAC
samples were a subsample of a larger study that found 18.7%, 14.1%, and 25.0%
of samples, respectively, to be non-compliant with legislation for coliform at 35°C,
Escherichia coli and CPS (Firmo et al., 2023). Non-compliance results verified in
this study suggest flaws in control and eradication programs for cattle diseases
and deficiencies in the hygiene procedures applied during the artisanal cheese
production chain, as well as flaws in human handling and/or in the storage
process of these products, which may result in potential risks to consumers. This
hypothesis is corroborated by data from the Brazilian Ministry of Health, from
2014 to 2023, in which milk and dairy products occupied the fifth position (6.7%)
among the main foods implicated in outbreaks of food-borne diseases (Brazil,
2024).

There was a trend for a direct relationship between positivity for C. burnetii
and positivity for CNS, in addition to overlapping clusters of RMAC positive-C.
burnetii and -CNS, in one of the producing regions of MG. This may suggest that
the presence of C. burnetii in cheese is more directly associated with
environmental contamination and hygiene failures since CNS are more
ubiquitous and easily found in soil, water, plants, and the microbiota of the
intestinal tract, skin, and mucous membranes of humans and animals, which can
form biofilms that increase their survival on surfaces (Phophi et al., 2019). On the
other hand, in another region of MG there were overlapping clusters of RMAC
positive-C. burnetii, -CPS, and - CNS, suggesting that the presence of C. burnetii
in the cheese production chain in this microregion may be related both to issues
of hygiene failures (Phophi et al., 2019) and also to failures in mastitis control.
The CPS found in milk and dairy products is partly a marker of mastitis, as they
are the main cause of this infection in cattle. This suggests that part of the
elimination of C. burnetii occurred in animals with mammary gland infection since
mastitis increases the rate of macrophages infected by C. burnetii, which are
eliminated in the milk (Barlow et al., 2008).
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The overlapping clusters of C. burnetii positive-MAC with those with the
highest counts of CPS and CNS strengthens the hypothesis of greater chances
of contamination from common sources. As MAC are produced from a set of
single farm milk, the own herds could be the main reservoirs (Acha and Szyfres,
2001). These clusters must be prioritized for surveillance, control, and monitoring
by those who make public policies in the agriculture, health, and environmental

sectors.

The distribution of C. burnetii positive-RMAC frequencies in the different
regions was heterogeneous, with an inverse relationship between C. burnetii
positive-RMAC rates and the lapse since registration with the official surveillance
body. In other words, cheeses from Piaui, not yet registered, and the last region
recognized by the surveillance body of MG, Cerrado, showed greater chances
for C. burnetii contaminations than the first region registered, Serro. A possible
explanation is that longer times may be associated with a longer period of
technical assistance offered by Emater-MG with higher rates of compliance with
good agricultural practices (GAP) and manufacturing practices (GMP) for each
RFCPA. Furthermore, the preparation of MAC involves professionals with
different levels of education and the ability to apply GAP and GMP. The different
sanitary conditions during the production process combined with the longer
period of cheese handling and the longer exposure time in a possible
contaminated environment may justify the higher rates of C. burneti DNA

positive-MAC among those with longer maturation periods, as seen in this study.

The cluster with the highest density of human exposure to C. burnetti was
found in the center of the state, where the Belo Horizonte metropolitan area is
located, representing the largest MAC consumer market in the state of MG,
despite being a non-traditional region in MAC production. This high-density KDE
cluster and a portion of a KDE cluster of C. burnetii-positive MAC were located at
the intersection between the two clustering significant areas by Scan, that is of
C. burnetii positive-MAC and human exposures to C. burnetii, respectively. This
result suggests epidemiological evidence of possible relationships between
human cases and consumption of contaminated RMAC, which needs to be
elucidated. In addition, our team identified in a previous study that this same
cluster of human exposures to C. burnetii had a significant association with rural
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residence and overlapped with municipalities with a higher concentration per area
of livestock animals, reinforcing the association between the occurrence of
human exposures and the possible occurrence of coxiellosis in livestock animals
(Meurer et al., 2021). Additionally, the authors propose that C. burnetti positive-
RMAC can be used as a marker for the traceability of positive RFCPAs and their
respective contaminated livestock herds, and, consequently, search of

occupational human exposures to C. burnetii.

The commercialization of RMAC, in addition to the cultural aspect, is
directly related to the socioeconomic development of traditional production
territories. With the regulation of the Art Seal (Selo Arte) and the Artesanal
Cheese Seal (Selo Queijo Artesanal), through Federal Decree 11,099/2022,
these traditional dairy products gained notable national recognition, being
appreciated in several states in this country (Brazil, 2022). However, the results
of this and previous studies show that their microbiological qualities need to be

improved to make them safer for consumers.

A study showed that C. burnetii remained viable for almost 9 months of
ripening in hard cheese, despite the acidic pH and low water activity achieved,
and positivity was revealed in mice experimentally infected and euthanized at 14-
and 21-days post-inoculation (Barandika et al., 2019). However, we observed in
our on-site research that MAC was sold fresh (<60 days), within a median of 4
days of ripening (Rozental et al., 2020; Silva et al., 2022), despite current
legislation requiring at least 17 days for cheeses produced in this microregion,
Serro (Minas Gerais, 2021). Thus, this cheese may represent a potential source
of human exposures to C. burnetii and demands national studies to assess the
viability of this pathogen throughout the ripening period, especially because raw
milk derivatives have higher concentrations of this bacterium (P = 0.02) than
those from pasteurized milk (Eldin et al., 2013). However, such assessment,
which is a future perspective of our team, has not yet been possible because it is
a pathogen that requires high-level biosafety laboratories for its isolation or more

sophisticated indirect methods for a presumptive assessment.

Finally, this study has some aspects that strengthen it that should be

highlighted. To achieve our objectives, the official Brazilian food and animal
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health surveillance bodies (IMA and MAPA) and the agricultural research sector
(EMBRAPA) established transdisciplinary and intersectoral collaboration
partnerships with the health research sector (FIOCRUZ), health surveillance
(FUNED and Instituto Evandro Chagas), and education (UFJF). With this
strategy, it was possible to combine the best laboratory infrastructure with
research experience in C. burnetii in Brazil, with human and animal health
surveillance sectors, to reduce existing gaps and research this pathogen in a One

Health perspective to support related public policies more comprehensively.
5. Conclusion

We found a high frequency of C. burnetii positive-RMAC in the present
study. As it is a product made from raw milk, there are greater health challenges

in acquiring raw materials and preparing cheese harmless to consumers.

Furthermore, geostatistical analysis showed possible links between a
high-density cluster of human population exposed to C. burnetii in MG, Brazil,
and both clusters, C. burnetii positive-MAC, and high concentrations of livestock
animals. Therefore, more studies on C. burnetti are needed, such as genotyping
of circulating samples in animals, food, and humans, to strengthen the cause-

effect relationships between livestock, positivity in cheese, and human cases.

Given the results presented of low safety of RMAC, but given their
socioeconomic importance in these states of Brazil, we conclude on the need to
develop and propose specific health education actions, aimed at the preparation
and consumption of raw milk derivatives, strengthened by strategies integrated
surveillance, control, and prevention systems that cover the domains of human,

animal and environmental health, with a One Health approach.
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