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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi estimar a prevaléncia de Brucella spp. em
propriedades produtoras de Queijo Minas Artesanal da microrregido do Serro.
Avaliou-se a presenca do patdogeno (presenca de DNA) em queijos com
periodos de maturacdo entre 4 e 8 dias, em temperatura ambiente, em
queijarias cadastradas pelo Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA), que
possuem assim o aval do 6rgdo para o comércio estadual. Os resultados das
analises de Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR) mostraram que a
prevaléncia da Brucella spp. em propriedades produtoras de Queijos Minas
Artesanal do Serro foi de 30,9% (17/55). Os produtos de DNA amplificados por
PCR, de amostras de queijos positivas na PCR foram sequenciados, para
diferenciacdo entre bactérias de origem do campo ou vacinais. O
sequenciamento demonstrou 100% de homologia com amostras do campo de
Brucella spp. Todas as amostras de queijos foram provenientes de rebanhos
testados e controlados por meio de exames soroldgicos anuais para o
monitoramento de Brucella spp., segundo determinagéo da legislacdo vigente,
e apresentaram atestados de controles negativos de veterinarios autbnomos
habilitados.

A presenca de DNA de Brucella spp. nos queijos sugere uma suposta
deficiéncia no atual programa de controle do patégeno nesses rebanhos e que
medidas de identificacdo e controle mais rigorosas deveriam ser adotadas
como medida de seguranca alimentar tanto em nivel de rebanho, como na

matéria prima e no produto acabado.

Palavras-chave: Brucella abortus; Brucelose humana; zoonose; PCR;
PNCEBT



ABSTRACT

The main objective of the study is to estimate Brucella spp. prevalence in
dairy herds involved in artisanal cheeses production in Serro’s micro-region,
Minas Gerais state, named of “Queijo Minas Artesanal” (QMA). The pathogen's
evidences (presence of DNA) in cheeses indexed by the “Instituto Mineiro de
Agropecuaria — IMA” with ripening periods at normal temperature between 4
and 8 days was evaluated. The results of the polymerase chain reaction (PCR)
showed that the DNA of Brucella spp. prevalences in Serro's QMA was of
30.9% (17/55). The products of amplified DNA were sequenced for
differentiating the bacteria’s source: if it came from the environment or from the
vaccine. The DNA sequencing demonstrated 100% of homology with
environment samples of Brucella ssp. All sample of cheeses were from
cattletested and controlled through annual serological tests for the monitoring of
brucelosis and presented negative control’s certificates delivered by
autonomous veterinaries.

The presence of DNA Brucella spp. in analyzed cheeses suggests a
supposed deficiency of brazilian brucelosis control's program in monitoring this
specific herds and that stronger measures of control should be adopted in the

herds, ingredients and also in the final product as a food safety measure.

Key words: Brucella abortus ; Human brucellosis; zoonosis; PCR; PNCEBT
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1. INTRODUCAO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) provavelmente é o0 queijo mais
tradicional e antigo do Brasil. Com sua origem na colonizagdo portuguesa,
guando os colonizadores trouxeram para o Brasil o gado bovino e a receita do
queijo da Serra da Estrela, a sua producéo hoje constitui um patriménio a ser
preservado, representando o principal produto de sustento de varias familias
produtoras dentro do estado de Minas Gerais.

De acordo com dados da EMATER (2004), o estado de Minas Gerais
produz cerca de 70 mil toneladas de Queijo Artesanal por ano, sendo cerca de
33 mil toneladas produzidas por microrregides produtoras de QMA.

A Microrregido do Serro tem um importante papel na formacéao historica
dos queijos de Minas Gerais, fazendo parte de um seleto grupo de regides
identificadas como tradicionais na producéo de Queijos Artesanais fabricados
com leite cru. O modo de produzir, tipo de clima e caracteristicas de relevo sédo
importantes caracteristicas que contribuem para o sabor peculiar dos queijos
produzidos nesta regiéo.

A fabricacdo do QMA caracteriza-se pela utilizacdo do leite cru, recém-
ordenhado e de um fermento biolégico denominado “pingo”. Utilizando as
mesmas técnicas desde o0 seu surgimento, a producdo dos QMAS necessita
passar por adaptacbes para adequacdo as normas higiénico-sanitarias
determinadas por lei. Devido a utiliza¢édo do leite cru em sua fabricacdo, o QMA
pode representar risco a salude dos consumidores, constituindo um produto
potencialmente veiculador de microrganismos zoonaticos, principalmente.

Brucella spp., por ser um patdgeno presente na glandula mamaria de
animais infectados e ser eliminada através do leite, representa um perigo em
produtos produzidos a partir do leite cru. Procedimentos de seguranca
alimentar devem ser adotados como forma de garantir um produto seguro para
a alimentagédo humana sem transmitir a zoonose chamada brucelose.

Atualmente, o controle de Brucella spp. no rebanho, estabelecido pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por meio do
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose

(PNCEBT), é adotado pelo IMA para monitoramento da presenca desses
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patdogenos nos rebanhos. Os autores desconhecem estudos relacionados a
prevaléncia de Brucella spp. em propriedades produtoras de Queijos Minas
Artesanal. O objetivo principal desse trabalho foi estimar a prevaléncia de
Brucella spp. em propriedades produtoras de Queijo Minas Artesanal da
microrregido do Serro, em queijarias cadastradas pelo IMA, com tempos de
maturacdo variando de 4 a 8 dias, em temperatura ambiente aleatorias. Além
disso, identificar nas amostras positivas, se a presenca do patégeno tem
origem do campo ou vacinal e propor melhorias para o controle da presenca do
patégeno nos produtos oriundos das queijarias artesanais.

Esse trabalho faz parte do Projeto “Desenvolvimento da agricultura
familiar por meio da promocao e aprimoramento agroindustrial artesanal rural
em territérios de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Bahia”, coordenado pelo Dr.
Rodrigo Paranhos. SEG 06.11.01.012.00.00

Plano de acdo: Deteccdo de agentes zoonéticos e contaminantes
quimicos, riscos potenciais para a sua ocorréncia, percepc¢ao dos envolvidos e
implantacdo de processo de educacdo continuada no sistema produtivo do
queijo artesanal do Serro (MG), coordenado pelo Dr. Marcio Roberto Silva.
SEG 06.11.01.012.00.06

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Historico do queijo no mundo e no Brasil

2.1.1. O queijo no mundo

O queijo é um dos alimentos mais antigos do mundo. Alguns autores
citam sua origem na pré-historia, devido a descoberta, em escavacoes, de
utensilios que sugeriam que povos do periodo Paleolitico ja produziam esse
alimento. Porém, autores discordam sobre o inicio da sua producéo, tendo
relatos de tempos que variam entre 10.000 anos a.C e 2.800 anos a.C. (PIRES,
2003; PERRY, 2004; PIRES, 2013).

Estudos relacionados a area dao conta de que o queijo poderia ter

aparecido pela primeira vez ha cerca de 10.000 anos a.C., quando as
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populacdes, por uma mudanca comportamental, deixaram de ser coletores e
cacadores, se fixaram na terra e comecaram a produzi-lo, através da
agricultura da exploracéo da criacdo de animais (PIRES, 2013).

Porém, um grande marco na atividade leiteira surge séculos mais tarde
por meio da domesticacdo dos bovinos, quando os egipcios, ao longo do Rio
Nilo, organizavam-se em aldeias e desenvolveram técnicas para a criacao de
bovinos (PIRES, 2013).

O queijo chegou a Europa por meio dos gregos, onde seus produtores
manipulavam de vérias formas a massa do queijo para conseguirem diferentes
variedades do produto. Esse produto, energético e nutritivo era ofertado aos
deuses e servia como um rico alimento para os soldados em guerra (REIS,
1998; PIRES, 2013). Posteriormente, o queijo ganhou reconhecimento
gastrondmico em Roma. Técnicas modernas de criacdo do gado e utilizacdo do
leite de vaca foram desenvolvidas fazendo com que a produgédo atingisse
maiores escalas, tornando-se um alimento da realeza e dos nobres (PERRY,
2004; PIRES, 2013). Junto com a expansao do Império Romano pela Europa, o
queijo e suas variedades ganhavam territério e admiracdo. Em Roma
aconteceram também os primeiros registros de que produtores comecgaram a
utilizar coagulum, coalho extraido do quarto estémago de cordeiros ou cabritos,
e a descricao da técnica de obtencdo do queijo a partir do leite fresco (REIS,
1998; PIRES, 2013).

Apbs ter sua técnica aprimorada pelos romanos, a producédo do queijo
expandiu-se pela Europa, passando pela Franca, com importante marco devido
ao inicio da utilizacao de culturas rotacionadas, que favoreciam a producéo do
queijo durante todo o ano e a descoberta de novas variedades de alimentos
produzidos a partir do leite como as coalhadas e os iogurtes. Nessa época, o
queijo produzido em Roma deixava de ser um alimento apenas para
abastecimento interno e ganha novos mercados, principalmente pela producéo
do Queijo Parma (PIRES, 2013).

Os primeiros registros de industrializagcdo do queijo datam no século
XVII, em gue a maquina substituiu a méo de obra familiar, trazendo ganho de
tempo no beneficiamento do leite e condicbes de acompanhar o aumento da

demanda de queijo pelos consumidores.
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Um importante avan¢co da industria laticinista ocorreu no século XIX,
quando o pesquisador Louis Pasteur descobriu a técnica de pasteurizacdo do
leite, com o objetivo de aprimorar a condicdo higiénica dos queijos e,

consequentemente, melhorando a durabilidade do produto (PIRES, 2013).

2.1.2. O queijo artesanal no Brasil

No Brasil, a produgdo do queijo artesanal foi introduzida pelos
colonizadores portugueses, quando trouxeram para o0 pais o gado bovino e a
receita do Queijo da Serra da Estrela (REIS, 1998; PIRES, 2013). Inicialmente,
no territorio baiano, os currais de gado domesticado expandiram-se em direcdo
ao Sul, ao longo das margens do Rio S&do Francisco, chegando a regido do
Serro Frio em Minas Gerais (PIRES, 2003; PIRES, 2013).

Na segunda metade do século XVIII, exploradores de ouro chegaram as
regides mineiras, trazendo consigo variacées no modo de produzir e no tipo de
coagulo implantado para a sua producéo, principalmente por meio da utilizacédo
do coagulo preparado a partir de partes do estbmago seco e salgado de
bezerros (RIBEIRO, 1958). Na regido do Serro, o queijo chegou pelos
caminhos do ouro, mas, somente depois da diminuicdo da exploracdo do
minério de ferro e do final do ciclo da cana de acucar que o queijo artesanal

produzido na regido ganha importancia econdémica (SOUZA, 1999).

2.1.3. O gqueijo artesanal em Minas Gerais

A Microrregido do Serro tem um importante papel na formacao historica
dos queijos de Minas Gerais. A partir de estudos sobre o processo tradicional
de fazer o queijo e de sua importancia histérica e cultural, a Empresa de
Assisténcia Técnica de Minas Gerais (EMATER-MG) e o IMA determinaram as
sete principais regides produtoras de queijo artesanal em Minas Gerais, sendo
elas o Alto Paranaiba, Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Serra do Salitre,
Serro e Triangulo Mineiro (MINAS GERAIS, 2002b; MINAS GERAIS, 2003a;
MINAS GERAIS, 2003b; MINAS GERAIS, 2004; MINAS GERAIS, 2009; MINAS
GERAIS, 2014a; MINAS GERAIS, 2014b).
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A Microrregido do Serro compreende o territério dos municipios do
Serro, Alvorada de Minas, Coluna, Conceicdo do Mato Dentro, Dom Joaquim,
Materlandia, Paulistas, Rio Vermelho, Sabindpolis, Santo Antonio do Itambé e
Serra Azul de Minas (Fig. 01) (MINAS GERAIS, 2002b).

O modo de produzir, tipo de clima e caracteristicas de relevo séo
importantes caracteristicas que auxiliaram na determinacdo dessas regides. A
Microrregido do Serro, uma das pioneiras no setor, e a Microrregido da
Canastra sao delimitadas oficialmente, contando com registro para fins de
indicacdo geogréafica pelo Instituto Nacional de Propriedade industrial (INPI)
(PIRES, 2013).

Figura 1. Mapa da Microrregido do Serro produtora de Queijo Minas Artesanal.

1 — Conceicéo do Mato Dentro; 2 — Alvorada de Minas; 3 — Dom Joaquim; 4 — Serro; 5 — Sabinépolis; 6 — Alvorada de

Minas; 7 — Serra Azul de Minas; 8 — Materlandia; 9 — Paulistas; 10 — Rio Vermelho; 11 - Coluna

Fonte: Trackmaker — André Almeida Santos Duch.

A produc&o do queijo do Serro comeca com a selecdo do gado. E muito
comum na regido a criagdo de rebanhos mesticos produtores de leite com
elevados teores de sdlidos, principalmente gordura. Capins nativos, como o
meloso, a grama e o Andrequicé conservam as caracteristicas préprias do leite
e da consisténcia dos queijos. Além disso, o controle sanitario do rebanho, a
qualidade da agua, a higiene da sala de ordenha e do quarto de producéo do
queijo, bem como a presencga de um bom queijeiro, influenciam diretamente na
gualidade do produto final (PIRES, 2013).
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2.2. A Legislacéo Brasileira

Segundo o Regulamento da inspecao industrial e sanitaria de produtos
de origem animal — RIISPOA (BRASIL, 1952), Queijo Minas € a denominacéo
genérica que contempla o queijo produzido artesanalmente a partir do leite cru,
a variagédo do concentrado feito com leite pasteurizado.

Em Minas Gerais, quem realiza o cadastro ou a certificacdo do Queijo
Minas Artesanal e a fiscalizacdo do setor produtivo é o Estado, por meio do
IMA, que toma como base as Leis Estaduais n° 19.492, de 13 de janeiro de
2011 (MINAS GERAIS, 2011).

De acordo com a Lei estadual n°® 19.492, de 13 de janeiro de 2011
(MINAS GERAIS, 2011), que dispde sobre o processo de producdo do queijo
artesanal em Minas Gerais, € considerado "Queijo Minas Artesanal o queijo
elaborado na propriedade de origem do leite, a partir do leite cru, higido,
integral e recém ordenhado, utilizando-se na sua coagulacdo somente a
quimosina de bezerro pura e no ato da prensagem somente O pProcesso
manual, e que o produto final apresente consisténcia firme, cor e sabor
proprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem
olhaduras mecanicas, conforme a tradicdo historica e cultural da regido do
Estado onde for produzido. "

As microrregibes onde existe uma tradicdo historica e cultural na
producdo de queijos artesanais estdo sendo consideradas as principais
produtoras do estado. As microrregifes e 0s municipios que as compdem serao
identificados em portarias especificas sempre que houver solicitagdo junto ao
IMA, por meio de organizacBes representativas dos produtores, mediante
estudos feitos pela EMATER/MG e pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (EPAMIG), que comprovem, através da caracterizacao da regiao,
sua tradicdo historica e cultural na atividade.

Segundo o Decreto estadual n® 44.864 de 31 de janeiro de 2002 (MINAS
GERAIS, 2002a) as queijarias artesanais sdo estabelecimentos situados em
propriedade rural, destinados exclusivamente a producdo do Queijo Minas
Artesanal, cujo funcionamento é limitado ao consumo do leite da prépria

fazenda, ressalvados os seguintes casos:



21

a) assentamentos familiares: a producdo do Queijo Minas Artesanal sera
feita em queijaria nucleo, que recebera o leite dos produtores e ficara
responsavel pelo controle sanitario de seus rebanhos, bem como pelas demais
andlises exigidas por este Regulamento; os assentamentos familiares néo
devem ultrapassar um raio de cinco quilometros.

b) grupo de produtores: desde que os produtores estejam localizados
num raio de até cinco quildmetros e seja composto de, no maximo, quinze
participantes.

Adicionalmente, as associa¢des, descritas nos topicos "a" e "b" serdo
cadastradas no IMA e observarao a legislacéo pertinente.

O processo de transformacdo do leite em queijo, que ocorre nas
queijarias, deve obedecer etapas determinadas pela Lei estadual n° 19.492, de
13 de janeiro de 2011 ( MINAS GERAIS, 2011) que compreende em:

1. Filtracao: é o processo de coagem do leite, logo apds a ordenha, com
0 objetivo de retirar sujidades macroscopicas. O primeiro filtro ou coador fica no
latdo e deve ser constituido de tela de metal, aco inox ou aluminio, nylon ou
plastico atéxico. O segundo filtro ou coador fica no tanque de recepg¢éo, dentro
da queijaria.

2. Adicéo de fermento natural e coalho: visam a producdo da massa para
o queijo. Deve se utilizar coalho em pé ou liquido de quimosina de bezerro e
soro fermentado, soro - fermento natural salgado ou pingo.

3. Coagulacéo: € o tempo necessario para atuacdo do coalho no leite.

4. Corte da coalhada: objetiva a separacdo do soro. Deve-se cortar a
coalhada até obter graos do tamanho caracteristico do processo de fabricacao.

5. Mexedura: também visa a separacdo do soro. A decantacao lenta ou a
flutuacdo dos graos indica falha no processamento e, portanto, deve-se
eliminar a massa com 0 problema, pois 0 queijo se tornaria improprio para
consumo.

6. Dessoragem: fase em que o excesso de soro é retirado.

7. Enformagem: nesta fase a massa € colocada nas formas redondas
higienizadas para ganhar sua forma caracteristica. Estes utensilios serdo

especificados em portaria baixada pelo IMA.
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8. Prensagem manual: fase que objetiva aproximar bem os gréos para o
queijo ficar liso. E feita manualmente usando luvas plasticas descartaveis
estéreis ou usando as proprias tampas das formas.

9. Salga seca: fase importante que d& sabor ao queijo. Salgar de ambos
0s lados usando sal marinho destinado ao consumo humano. Cuidados
especiais com sal utilizado que pode carrear contaminantes ao produto
acabado. Deve-se colher o pingo num volume minimo de 4 litros/100 litros de
leite.

10. Maturacao: fase com duracdo especifica para cada microrregido e
objetiva o desenvolvimento do sabor, a desidratacdo e a estabilizacdo do
produto para atingir a consisténcia desejada.

Além dessas etapas, 0 processo de producdo deve comecar em até 90
minutos depois do término da ordenha. (MINAS GERAIS, 2011).

A 4gua utilizada em todas as etapas de producdo deverd ser potavel,
proveniente de nascentes, cisternas, ou pocos artesianos, desde que
canalizada até o reservatorio e protegida contra o acesso de animais. Além
disso, a agua deverd ser filtrada e clorada a uma concentragdo de duas a trés
partes por milhdo (ppm). A 4gua utilizada devera passar por andlises periodicas
para comprovar a sua potabilidade, essas analises deverdo ser realizadas em
laboratorios credenciados pelo IMA, visando determinar aspectos fisico-
quimicos como: cor, odor, dureza, cloretos, turbidez, pH, cloro residual, matéria
organica, nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, coliformes totais, coliformes
fecais, em padrdes determinados pelo IMA (MINAS GERAIS, 2011).

As instalacGes das queijarias deverdo localizar-se distantes de fontes
produtoras de mau cheiro, serem construidas de alvenaria e cercadas de modo
que nao haja entrada de animais dentro da area de producdo. Devera dispor de
curral de espera com piso de facil higienizacdo e sala de ordenha com piso de
igual material do curral de espera, ponto de agua potavel clorada e coberto
(MINAS GERAIS, 2011).

Devido ao Queijo Minas Artesanal ser um produto que utiliza o leite cru
como matéria-prima, varias acdes devem ser adotadas e praticadas para
minimizar a contaminacdo do produto. Em produtos que o leite passa por

processos tradicionais de tratamento térmico, “Ultra Higth Temperature” (UHT)
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e pasteurizagcdo, 0S microrganismos patogénicos séo eliminados e os
deterioradores minimizados ou eliminados a fim de se manter a qualidade
microbiolégica para o consumo do produto. Como no Queijo Minas Artesanal, o
leite utilizado como matéria prima obrigatoriamente deveré ser cru, medidas de
controle de contaminacgdo e sanidade do rebanho deverdo ser adotadas para
garantir a seguranca alimentar.

O leite cru utilizado como matéria prima para a producdo do Queijo
Minas Artesanal deverd respeitar critérios microbiolégicos e fisico-quimicos
estabelecidos pelo Decreto estadual 42.645 de 05 de junho de 2002 (MINAS
GERAIS, 2002a).

1. Microbiolégicas:

a) Flora microbiana total < 100.000 ufc/mL;

b) Células somaticas < 400.000 unidades/mL;

c) Staphylococcus aureus < 100 unidades/mL;

d) Escherichia coli = 100 UFC/mL;

e) Salmonella auséncia/ 25 mL,;

f) Streptococcus B-hemoliticos (Lancefield A, B, C, G e L) auséncia/0,1

mL.

2. Fisico-Quimicas:

a) Caracteres organolépticos normais;

b) Teor de gordura: minimo de 3%;

c) Acidez em graus Dornic: de 15 a 20°D;

d) Densidade a 15°C: de 1.028 a 1.033;

e) Lactose: minimo de 4,3%;

f) Extrato seco desengordurado: minimo 8,5%;

g) Extrato seco total: minimo 11,5%;

h) indice crioscépio: de -0,550° H a -0,530°H (-0,530°C a -0,512°C);

i) Livre de residuos de antibioticos, agrotéxicos e quimioterapicos.
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Além dos padrdes de andlises laboratoriais estabelecidos por lei, o leite
devera passar semanalmente por analises de controle e monitoramento da
qualidade por meio da Contagem Total de Microrganismos (CMT) e apresentar
valores maximos de 10 mm que corresponde na tabela a contagem de células
somaticas inferiores a 400.000 células/mL. Teste de alizarol, onde o leite sera
considerado proprio para a utilizagdo quando apresentar como resultado uma
coloracdo roseo-salmao sem grumos. O leite devera ser proveniente de vacas
sadias e que ndo estejam em periodo de colostragem ou final de lactacao
(MINAS GERAIS, 2002a).

Ainda, de acordo com o Decreto estadual n® 42.645, de 01 de Agosto de
2002 (MINAS GERAIS, 2002a), no controle sanitario do rebanho, como
medidas preventivas de contaminacdo do queijo, todos os produtores deverao
realizar o controle de pragas nas proximidades do local de fabricagéo e realizar
medidas no rebanho tais como:

| - vacinacao contra febre aftosa;

Il - vacinacdo contra brucelose;

lll - teste de diagndstico para brucelose;

IV - teste de diagndstico para tuberculose;

V - controle dos animais contra mastite;

VI - controle de parasitas e outras manifestacdes patologicas, que
comprometam a saude do rebanho ou a qualidade do leite.

Quando o animal estiver em tratamento de mastite, todo o leite
proveniente do quarto afetado ou do animal em tratamento com
antibioticoterapia sistémica devera ser eliminado, sendo proibida a sua
utilizacdo como matéria prima. Fémeas com idade superior a 24 meses, secas
ou em periodo de lactacao, deverdo ser testadas a fim de se obter resultado
negativo de brucelose e tuberculose anualmente, sendo que, se aparecer
algum caso confirmado positivo para essas doengas, 0S animais positivos
deverdo ser marcados com ferro incandescente com um “P”, contido num
circulo de 8 cm de diametro, ser isolados do rebanho e sacrificados e
destruidos em um prazo maximo de 30 dias ap6s o diagndstico, em
estabelecimento sob inspecéo do IMA (MINAS GERAIS, 2002a).
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As queijarias integrantes do Sistema Brasileiro de Inspec¢ao de Produtos
de Origem Animal (SISBI/POA), assim que adentrarem ao Sistema, deveréo
ser controladas contra brucelose e tuberculose, e apresentarem trés exames
negativos consecutivos com intervalos estabelecidos por lei. Ap6s o terceiro
ano de controle, as queijarias a serem relacionadas ou registradas deveréo
possuir a certificagcdo como livres de Brucelose e Tuberculose de acordo com o
Plano Nacional de Controle e Erradicacédo de Brucelose e Tuberculose (MINAS
GERAIS, 2013).

Apés todo o controle de qualidade da matéria prima e sanitario do
rebanho, o0 queijo produzido devera passar por andlises periodicas de
qualidade em laboratdrio credenciado ou préprio do IMA, sendo essa amostra
coletada, acondicionada e enviada por fiscais do o6rgdo (MINAS GERAIS,
2002a; BRASIL, 2013).

Essas amostras deverdo seguir parametros fisico-quimicos e

microbioldgicos estabelecidos por lei como:

1. Fisico-quimicos:

a) umidade expressa em base seca: até 45,90%;
b) amido: negativo;

c) fosfatase: positiva.

2. Microbioldgicos:

a) Coliforme/g a 30°C: n=5,c=2, m=1x10% M =5 x 10%;
b) Coliforme/g a 45°C: n=5,c=2, m=1x10% M =5 x 10%
c) Estafilococos coagulase positiva: n=5,¢=2, m=1x10% M =1 x 103;

d) Salmonella sp./25g: n=5, ¢c=0, m = 0;
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e) Listeria sp/25 g: n=5, c=0, m=0".
(MINAS GERAIS, 2002a; MINAS GERAIS, 2008).

A fim de garantir a qualidade e inocuidade do Queijo Minas Artesanal, o
MAPA estabeleceu que o0 periodo minimo de maturacdo podera ser
determinado pelo Servigo de Defesa Agropecuario Estadual, indicado por meio
de pesquisas cientificas. Com essa permisséo, o IMA estabeleceu o tempo
minimo de maturacdo nas microrregiées do Estado, permitindo a maturacéo de
no minimo de 22 (vinte e dois) dias para as regides de Canastra, Araxa,
Cerrado, Campo das Vertentes, e 17 (dezessete) dias para a regido do Serro
(MINAS GERAIS, 2013).

Quando o produto ndo se apresentar dentro dos padrdes estabelecidos
por lei ou for constatado o ndo cumprimento de quaisquer medidas necessarias
para garantir a qualidade sanitaria, medidas deverdo ser tomadas pelo IMA.
Essas medidas podem ser um adverténcia por escrito quando o dano possa ser
reparado, passando por apreensédo e destruicdo de produtos impréprios para o
consumo e em casos mais graves, 0 cancelamento do produtor cadastrado
(MINAS GERAIS, 2002a).

2.3 Brucelose

As bactérias que compdem o género Brucella spp. sdo coco-bacilos
Gram-negativos, intracelulares facultativos, possuem a capacidade de se
multiplicarem em macrofagos, variando entre 0,4 e 3,0 um de comprimento
(HENDERSON, 1971). Apresentam-se em formas isoladas, pares ou em
pequenas cadeias; ndo formam esporos nem capsulas verdadeiras, sao
imoveis e aflageladas; aerdbias estritas e catalase positivas (ZAFFARI, 2005;
OTA, 2013).

1 n = ndmero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente; ¢ =
nimero méaximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limites de m e M; m = limite que, em um
plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade intermediaria aceitavel; M = o limite
que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do inaceitavel. Em um plano de trés classes, M separa o

lote com qualidade intermediéaria aceitavel do lote inaceitavel. Valores acima de M séo inaceitaveis.
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Brucella spp. possui grande capacidade de sobrevivéncia,
principalmente em ambientes umidos, em matéria organica, sem incidéncia de
luz solar direta e pH neutro, podendo sobreviver até 7 meses nessas condicfes
(ALCOLEA, 2011; ALVES et al., 2011). Em condi¢des naturais, sobrevive por
até 200 dias nos exsudatos uterinos, 8 meses em fetos abortados e por 4 dias
na urina de bovinos infectados (PAULIN, 2006).

A brucelose é caracterizada como uma zoonose cronica de distribuicéo
mundial (POESTER et al., 2002), que acomete varias espécies de animais
domésticos e silvestres e em bovinos € normalmente causada pela espécie
Brucella abortus (ZAFFARI 2005; ALCOLEA, 2011; OTA, 2013). As brucelas
ndo sdo hospedeiro-especificas e sob determinadas condicbes podem ser
transmitidas para outras espécies (ALVES et al., 2011; OTA, 2013).

A transmissédo de B. abortus pode ocorrer por meio do contato com ou
da ingestdo de restos fetais, corrimento vaginal ou placenta de animais
previamente contaminados. Além dessas formas classicas de contaminacéo, a
disseminacao da brucelose pelo solo e poeira pode ocorrer, principalmente por
meio da inalacdo (MEYER et al., 1990; ALVES et al.,, 2011). Além disso,
vetores mecanicos, como outros animais e o ser humano, podem atuar como
meios facilitadores de difusédo da infeccdo (ALVES et al., 2011).

A transmissédo da brucelose de um touro infectado para uma vaca sadia
pela monta natural possui baixissima probabilidade, devido a imunidade
inespecifica. Por esse motivo, pode-se afirmar que a forma principal de
introducdo da doenca em uma propriedade livre € por meio da compra de
vacas infectadas. A principal porta de entrada da B. abortus nos animais
susceptiveis € a mucosa do aparelho digestivo (ALVES et al., 2011).

Apdés o contato ou a ingestdo, a bactéria chega a corrente sanguinea e
aos linfonodos locais. A bacteremia permite a colonizacdo de varios 6rgaos,
tendo maior afinidade por 6rgaos reprodutores masculinos e femininos. Além
da colonizacdo de 6rgaos reprodutores, Brucella spp. possui afinidade pelo
tecido mamario, o que explica sua eliminacdo pelo leite (ALCOLEA, 2011; OTA,
2013).

Estudos demonstram uma elevada concentragdo do acuUcar eritrol ou

eritritol nos Orgdos reprodutivos de machos e fémeas. Brucella spp. tem
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afinidade por este acucar, fato que explica a predilecdo de Brucella spp. por
esses tecidos. Além de possuir tropismo por esse acucar, essas bactérias
utilizam produtos da degradacao do estradiol e das prostaglandinas para o seu
metabolismo. A colonizacdo e a multiplicacdo bacteriana nos trofoblastos
permite que as bactérias acessem diretamente o feto (SMITH et al., 1962).

A multiplicagdo de Brucella spp. no ambiente uterino desencadeia uma
reacao inflamatéria dos placentomas que evolui para necrose e deposicao de
fibrina entre as vilosidades, podendo causar abortos, aderéncia e retencéo
placentaria (PAULIN, 2006). Ap6s duas semanas do aborto, como o utero ndo
gravidico € menos susceptivel a B. abortus, outros érgaos em atividade séo
colonizados, dentre eles, a glandula mamaria e linfonodos supramamarios,
onde o patdgeno permanecera pelo resto da vida da fémea, formando
granulomas microscopicos no parénquima mamario e sendo excretada
constante ou intermitentemente pelo leite durante as lactagbes (OMS, 1986).

Os uberes infectados séo clinicamente normais, sendo uma importante
fonte de infeccdo para bezerros e para o ser humano, que ingere o leite cru e
seus derivados, como coalhadas e queijos artesanais (ALVES et al., 2011).

A infeccdo congénita pode ocorrer em bezerros recém-nascidos como
resultados de uma infeccdo uterina e a enfermidade pode persistir por um
longo periodo, podendo apresentar resultados falso negativos até que o animal
se emprenhe e passe pelo seu primeiro parto ou aborto (ALVES et al., 2011).

A infeccdo no ser humano ocorre por meio do contato com animais ou
pela ingestdo de produtos de origem animal contaminados, além da
possibilidade de inalacdo de aerossois em laboratorios ou nas dependéncias
dos proprios abatedouros (OTA, 2013).

O diagnéstico da brucelose em bovinos pode ser realizada por meio de
testes sorolégicos que permitem a pesquisa de anticorpos em soro e no leite
dos animais contaminados. As técnicas mundialmente reconhecidas para o
diagndstico é a aglutinacéo rapida em placa com antigeno acidificado, sendo a
escolha para a prova de triagem, e as provas complementares como o 2-
mercaptoetanol e aglutinagéo lenta de Wright (ALVES et al., 2011).

A prevengcao e o controle da doenca sdo realizados por meio da

vacinacdo de todas as fémeas com idade entre 3 a 8 meses com a vacina
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atenuada Brucelina — B19. Fémeas que ndo foram vacinadas nesse periodo,
ainda podem ser vacinadas com a vacina viva atenuada produzida com a cepa
RB-51, sem que haja interferéncia no diagndstico sorolégico da brucelose,
pelos testes diagndsticos de rotina (BRASIL, 2006).

O tratamento de animais positivos para brucelose € proibido pelo
Ministério da Agricultura, sendo obrigatéria a identificacdo, comunicacdo aos
orgaos oficiais de defesa sanitaria e o sacrificio dos animais na propriedade ou

em estabelecimentos autorizados (BRASIL, 2006).

2.4. Epidemiologia da brucelose no Brasil e em Minas Gerais

2.4.1. Situacao nacional

A brucelose bovina € uma doenca endémica no Brasil, tendo sido
diagnosticada em todos os Estados da Federacdo (ZAFFARI, 2005). De acordo
com o ultimo diagndstico nacional da brucelose bovina que foi realizado em
1975, estimou-se em 4,0% a porcentagem de animais soropositivos na Regiao
Sul, 7,5% na Regido Sudeste, 6,8% na Regido Centro-Oeste, 2,5% na Regiédo
Nordeste e 4,1% na Regido Norte (BRASIL, 2006). Posteriormente, outros
levantamentos soroldgicos por amostragem, realizados em alguns Estados,

revelaram alteracdes na prevaléncia de brucelose (Fig. 2) (BRASIL, 2006).

Figura 2. Prevaléncia da brucelose no rebanho bovino do Brasil.

Fonte: Poester (2009)
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O PNCEBT no Brasil foi instituido no ano de 2001 pelo MAPA com o
objetivo de diminuir os impactos negativos para a saude publica e promover a
competicdo da pecuaria interna e externa dos rebanhos bovinos brasileiros. O
PNCEBT introduziu a vacinacdo obrigatéria contra a brucelose bovina e
bubalina em todo o territério nacional e definiu uma estratégia de certificacdo
de propriedades livres ou monitoradas (BRASIL, 2006).

O programa possui como metas especificas a reducdo tanto da
prevaléncia como da incidéncia de novos focos de brucelose e de tuberculose
e criar um numero significativo de propriedades certificadas como livres de ou
monitoradas para ambas as doencas, e que oferecam ao consumidor produtos
de baixo risco sanitario (BRASIL, 2006).

Com o intuito de baixar a prevaléncia de brucelose, o PNCEBT
estabeleceu um prazo maximo até a data de dezembro de 2013 para 0s
Estados implantarem em todo os seus territorios a obrigatoriedade da
vacinacdo de bezerras com idade entre 3 e 8 meses (BRASIL, 2006).

Apesar de todo o controle da brucelose advindo com o programa,
Soares Filho et al. (2012), ao pesquisar Brucella spp. relataram um fato
inusitado no Brasil. Em um rebanho bovino de 1.000 cabecas, livre da doenca
ha 18 anos, certificado pelo MAPA desde 2006, dois animais reagiram aos
testes soroldgicos de diagndstico por ocasido dos procedimentos de
recertificacdo em 2008. ApGs o sacrificio, Brucella abortus, biovariedade 1,
amostra ndo vacinal, foi isolada e identificada por meio de provas bioquimicas
e de biologia molecular (PCR AMOS). A origem do agente no rebanho é de
dificil determinacao. No entanto, a adocéo de procedimentos preconizados pelo
PNCEBT permitiu evitar a disseminagéo da enfermidade.

Apesar desse fato ter sido o primeiro relato no Brasil, situacdes de
propriedades certificadas livres de brucelose serem reinfectadas apés anos de
certificacdo ja foram relatados em outros paises (SOARES FILHO et al., 2012).

No caso relatado no Brasil, embora seja dificil a determinagdo da origem
da contaminacao do rebanho, uma vez que o rebanho era fechado desde 1980,
existem hipoteses de que a entrada da infecgdo ocorreu pelo contato com

animais silvestres, uma vez que foram vistas capivaras (Hidrochaeris
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hidrochaeris) ao longo do curso de agua e em plantacdes de milho da
propriedade (SOARES FILHO et al., 2012).

2.4.2. Situagao em Minas Gerais

O estado de Minas Gerais tem lugar de destaque na bovinocultura
nacional. No ultimo senso rural feito pelo IBGE (IBGE, 2006), sdo 349.085
propriedades com 20.991.678 bovinos, representando 10,8% do total do pais.

No setor de producdo leiteira, Minas Gerais lidera os numeros de
producdo do pais com uma representatividade de 27,8% da producao total do
Brasil. Diferencas regionais como clima, topografia e tipo de sistema de
producdo, além do profissionalismo, colocam as Regifes do Triangulo Mineiro
e Alto Paranaiba como as regides de maior producdo dentro do Estado. Na
sequéncia abaixo do Triangulo e Alto Paranaiba, encontra-se as regiées Sul e
Sudeste, regides caracterizadas pelo clima mais frio, elevada qualidade de solo
e préximo ao importante mercado consumidor de Sao Paulo (GONCALVES et
al., 2009).

Apesar de ser o primeiro em producdo leiteira em produtividade, o
estado de Minas Gerais ndo apresenta numeros tdo empolgantes. Com 1163
litros/vaca/ano, Minas Gerais esta atras de Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Parané e Distrito Federal (GONCALVES et al., 2009). A producéo leiteira em
Minas Gerais é caracterizada pela pequena produgdo por produtor e a baixa
qualidade do produto (GOMES, 2006; GONCALVES et al., 2009).

Apesar de ser polo na producéo leiteira nacional, o leite produzido em
Minas Gerais ainda é comercializado, em grande parte, no mercado informal,
sem qualquer tipo de fiscalizagdo. Com isso, a presenga de zoonoses como a
brucelose representa alto risco para a saude publica.

Em estudo realizado no ano de 1970, pelo MAPA, o rebanho mineiro
apresentou a soro prevaléncia para brucelose de 17,7% e 6,3 % de fémeas
positivas (GONCALVES et al., 2009).

Em 2002, Gongalves et al., (2009), realizaram um estudo de
caracterizacdo da situacdo epidemioldgica da brucelose bovina no Estado de

Minas Gerais. Foram testados 20.643 animais de 2.204 propriedades, divididas
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entre 7 circuitos dentro do Estado. De forma mais detalhada, os resultados de
prevaléncia de focos e de animais positivos para brucelose nos circuitos

pecuarios de Minas Gerais estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia de focos e de animais positivos para brucelose nos

circuitos pecuarios de Minas Gerais.

Circuito RegiGes Prevaléncia de Intervalo de Prevaléncia Intervalo de
integrantes focos confianga (IC) focos de animais confianga (IC) animais

1 N°5t;;222‘::“e T 4,70% 2,7-7,7% 0,82% 0,06-1,6%

2 Leste 7,20% 4,6-10,6% 1,20% 0,53-1,8%

3 Central 6,80% 4,3-10,0% 1,50% 0,47-2,4%

4 Zona da Mata 6,50% 4,1-9,8% 1,10% 0,39-1,7%

5 Sul - Sudeste 3,80% 2,0-6,5% 0,40% 0,11-0,69%

6 Alto Paranaiba 6,20% 3,8-9,6% 0,66% 0,29-1,0%

7 Triangulo Mineiro 11,00% 7,7-15,0% 1,10% 0,92-2,6%
Total de todas as regiGes 6,00% 5,0-7,1% 1,10% 0,78-1,4%

Foram identificados como fatores de risco a compra de
reprodutores, principalmente sem a realizagdo de exames e sem O
conhecimento das condi¢cdes sanitarias do rebanho de origem, a ocorréncia de
abortos e a presenca de animais silvestres na propriedade. Estes resultados
mostram a necessidade da conscientizagcdo dos produtores sobre a importancia
de exigir teste de diagnéstico e conhecer as condicfes sanitarias das
propriedades de origem dos animais antes de adquirir estes animais.

O IMA realizou um novo estudo de prevaléncia de Brucella spp. que
abrange todo o territério do estado de Minas Gerais, esse estudo foi feito entre
os anos de 2010 — 2012, porém os dados ainda nédo foram publicados.

2.5. Controle e prevencao da brucelose bovina

Atualmente, todo o processo de controle e prevencao da brucelose nos
bovinos é determinado pelo PNCEBT (BRASIL, 2006). Todo o controle de
brucelose bovina, baseia-se em ac¢des de vacinagcdo em massa de fémeas com

idade entre 3 e 8 meses. Além de outras complementares e de controle de
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transito dos bovinos s&o importantes para a erradicacdo da doenca (BRASIL,
2006).

O programa do MAPA possui como meta a vacinacdo de 80% das
fémeas em idade reprodutiva. Dessa forma, haveria reducdo drastica na
frequéncia de animais ndo vacinados sera muito baixa, diminuindo a
quantidade de brucelas vivas circulantes, tornando a vacinagdo a principal
medida de controle e prevencédo da brucelose.

Para a vacinagcdo dos rebanhos, atualmente, existem disponiveis no
mercado dois tipos de vacinas. A vacina B19, produzida com amostra lisa da
bactéria Brucella spp. atenuada, para fémeas jovens. Essa vacina induz a
formacdo de anticorpos especificos contra o LPS liso e pode interferir no
diagnoéstico sorologico da brucelose, sendo que a persisténcia desses
anticorpos esta relacionada com a idade de vacinacdo. A vacina RB-51 é
elaborada com amostra de B. abortus rugosa atenuada, originada da amostra
lisa virulenta 2308 que sofreu passagens sucessivas em meio contendo
concentracfes de rifampicina. Por ser uma amostra rugosa, ndo induz a
formacgéo de anticorpos anti-LPS liso e ndo interfere no diagnostico sorologico
da doenca (BRASIL, 2006).

Para a realizacdo da vacinacdao, médicos veterinarios autbnomos sao
capacitados pelo PNCEBT. Esses profissionais sdo obrigados a informar os
orgdos de defesa sanitario estadual por meio da emissao de atestados de
vacinacdo do rebanho. Naqueles municipios onde ndo existam médicos
veterinarios interessados em realizar a imunizacdo dos animais, 0os 6rgaos de
Defesa Sanitaria Estadual deverdo assumir a responsabilidade da vacinacao
(BRASIL, 2006).

A eliminacdo das fontes de infeccdo, realizada por meio do teste
diagnéstico e sacrificio dos animais positivos, € a medida base para a obtencao
de propriedades certificadas livres de brucelose. Esse diagndstico pode ser
feito utilizando-se técnicas que identificam diretamente o agente ou por
deteccdo de anticorpos contra a Brucella spp. por métodos indiretos (BRASIL,
2006).

Os métodos diretos incluem o isolamento de agentes a partir de material

coletado de abortos como feto, contetdo estomacal de feto e placenta ou de
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secrecdes; identificacdo dos agentes através da imunohistoquimica realizada
em material de aborto fixado com formol; e deteccdo de acidos nucleicos
através da técnica de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) em material de
aborto, secrecdes e excrecdes (BRASIL, 2006).

Os métodos indiretos ou soroldgicos detectam a presenca de anticorpos
contra Brucella spp. em diversos fluidos corporais e sao classificados de
acordo com o antigeno utilizado na reacdo. Esses testes incluem os de
aglutinacao lenta; aglutinacdo com antigeno acidificado; aglutinagdo do anel do
leite; aglutinagdo de Coombs; fixacdo de complemento; imunofluorescéncia
indireta; imunodifusdo em gel; ELISA; hemdlise indireta e Western Blot
(BRASIL, 2006).

Diante da grande quantidade de testes disponiveis para o diagnostico de
Brucella spp., o MAPA, definiu os testes oficiais a serem usados no territorio
nacional, sendo eles: o Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e Anel do Leite
(TAL), como testes de triagem e o 2-Mercaptoetanol (2-ME) e a Fixacdo de
Complemento (FC) como confirmatérios (BRASIL, 2006).

O AAT é preparado com o antigeno na concentragcdo de 8%, tamponado
em pH &cido (3,65) e corado com o Rosa de Bengala. E uma prova qualitativa,
pois ndo indica o titulo de anticorpos do soro testado. A leitura revela a
presenca ou a auséncia de IgGl. O AAT detecta com maior precocidade as
infeccdes recentes, sendo, nesse aspecto, superior a prova lenta em tubos
(BRASIL, 2006).

O TAL é aplicado em misturas de leite de varios animais, uma vez que a
baixa concentracdo celular do antigeno (4%) torna-o bastante sensivel. Se
existirem anticorpos no leite, eles se combinardo com Brucella spp., formando
uma malha de complexo antigeno-anticorpo que, por sua vez, sera arrastada
pelos glébulos de gordura, fazendo com que se forme um anel azulado na
camada de creme do leite (reacdo positiva). Ndo havendo anticorpos
presentes, o anel de creme tera a coloracdo branca e a coluna de leite
permanecera azulada (reacdo negativa). Tal prova tem limitagdes, pois podera
apresentar resultados falso-positivos em presenca de leites &cidos, ou
provenientes de animais portadores de mastites ou, ainda, de animais em inicio
de lactacéo (colostro) (BRASIL, 2006).
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O 2-ME é uma prova quantitativa seletiva que detecta somente a
presenca de IgG no soro, que € a imunoglobulina indicativa de infeccao
cronica. Deve ser executada sempre em paralelo com a prova lenta em tubos
que baseia-se no fato de os anticorpos da classe IgM, degradarem-se em
subunidades pela acdo de compostos que contenham radicais tiol. Essas
subunidades ndo dao origem a complexos suficientemente grandes para
provocar aglutinacdo. Desse modo, soros com predominio de IgM apresentam
reacoes negativas nessa prova e 40 reacOes positivas na prova lenta. A
interpretacdo dos resultados é dada pela diferenca entre os titulos dos soros
sem tratamento (prova lenta), frente ao soro tratado com 2-ME. Os resultados
positivos na prova lenta e negativos no 2-ME devem ser interpretados como
reacoes inespecificas ou como devido a anticorpos residuais de vacina¢cao com
B19. Resultados positivos em ambas as provas indicam a presenca de IgG, que
sdo as aglutininas relacionadas com infeccdo, devendo 0s animais serem
considerados infectados (BRASIL, 2006).

A FC tem sido empregado em paises que conseguiram erradicar a
brucelose ou estdo em fase de erradica-la. E o teste de referéncia
recomendado pela Organizacdo Mundial de Epizootia (OIE) para o transito
internacional de animais. Detecta tanto IgG1 como IgM. Em animais vacinados
acima de 8 meses de idade, os anticorpos que fixam complemento
desaparecem mais rapidamente do que os aglutinantes (BRASIL, 2006).

Para a realizacdo dos testes de triagem, o PNCEBT habilita médicos
veterinarios autbnomos que foram aprovados nos cursos de treinamento em
métodos de diagnostico e controle de brucelose e tuberculose, previamente
reconhecido pelo MAPA. Esses profissionais, além de realizarem os testes
diagnésticos, tém como obrigacdes fazerem a comunicacdo dos rebanhos
positivos para brucelose aos 6rgados de Defesa Sanitaria Animal Estadual e de
oficializar os casos positivos junto a esses 6rgaos.

Os orgéaos de Defesa Sanitaria Animal Estadual, por sua vez, ttm como
obrigacbes o controle do transito de animais destinados a reproducédo, e a
aplicacdo de normas sanitarias para a participagdo em exposicoes, feiras,
leildbes e em outras aglomeracdes de animais, o controle da venda dos

antigenos para os testes de triagem, a realizagdo dos testes confirmatorios,
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sacrificio dos animais testados positivos e a Certificacdo de Propriedades
Monitoradas ou Livres para Brucelose (BRASIL, 2006).

Nas propriedades certificadas monitoradas para brucelose, os testes sao
realizados apenas em fémeas com mais de 24 meses e em machos
reprodutores, com periodicidade anual. S6 poderdo ingressar na propriedade
animais com dois testes negativos ou provenientes de propriedades de
condicao sanitaria igual ou superior (BRASIL, 2006).

Caso nao forem detectados animais reagentes positivos, a propriedade
recebera o certificado de monitorada para brucelose e tuberculose. Se forem
encontrados animais reagentes positivos, 0s animais ndo incluidos na
amostragem serdo submetidos a testes de diagndéstico, e todos os animais
reagentes positivos serdo sacrificados ou destruidos. Somente apds essa
etapa a propriedade receberd o certificado de monitorada para brucelose e
tuberculose (BRASIL, 2006).

Na certificacdo de propriedades livres de brucelose, a metodologia
consiste na realizacdo de testes de todo o rebanho, num intervalo de 30 a 90
dias entre testes, até que se obtenha resultado negativo em todos os animais
testados. Todos o0s animais reagentes positivos deverdo ser sacrificados ou
destruidos. Apés essa etapa, devera ser obtido um segundo teste de rebanho
negativo com intervalo de 90 a 120 dias (do primeiro) e um terceiro teste de
rebanho negativo com intervalo de 180 a 240 dias (do segundo). No ultimo
exame, a colheita deverd ser acompanhada pelo servigco oficial de defesa
sanitaria animal e os testes realizados em laboratorio oficial credenciado.
Obtidos os trés testes de rebanho negativos consecutivos, o estabelecimento
de criacdo estard apto a receber o certificado de livre de brucelose (BRASIL,
2006).

2.6. Brucelose e seguranca dos alimentos
No decorrer dos anos, as transformacdes sociais e agropecuarias,

intensificaram 0s processos produtivos no campo e aproximaram 0S seres

humanos e os animais. Esse contado fez com que aumentasse a disseminacéo
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de doencas entre animais e seres humanos ou de produtos de origem animal
para seres humanos (OTA, 2013).

As zoonoses, doencas tipicas dos animais que podem ser transmitidas
para o homem, correspondem aos maiores indices de ocorréncia dentre as
doencas de maior relevancia para a saldde publica registradas no Brasil.
Atualmente, representam cerca de 75% das doencas infecciosas emergentes
no mundo. Estudos demonstram que 60% dos patdgenos humanos sao
zoonoticos e que 80% dos patdgenos animais tém multiplos hospedeiros
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

As doencas transmitidas pelo alimento constituem um grande problema
de saude publica. A contamina¢éo do alimento pode se dar em qualquer etapa
da producdao, transporte, armazenamento ou comeércio, sendo dificil determinar
a origem desta contaminagéo. Algumas zoonoses podem ser transmitidas ao
homem pela ingestdo de produtos de origem animal, fonte indispenséavel de
proteina. O controle da qualidade higiénica e sanitaria dos alimentos previne a
transmissao de doencas.

Todos os produtos de origem animal, comestiveis e ndo comestiveis,
adicionados ou ndo de produtos vegetais, preparados, transformados,
manipulados, recebidos, acondicionados, depositados e em transito estdo sob
a obrigatoriedade da prévia fiscalizacdo, sob o ponto de vista industrial e
sanitario, incluindo, dentre outros, os animais destinados a matanca, seus
produtos e subprodutos e matérias primas (BRASIL, 1952).

Sendo a glandula maméaria um local de multiplicacdo de Brucella spp., o
leite e 0 queijo tornam-se importantes fontes de contaminacéo. Além do risco
de contagio para os manipuladores do alimento, devido as caracteristicas
mercadoldgicas, o patégeno também pode disseminar facilmente entre
consumidores distantes do local de producédo (MEYER et al., 1990).

No mundo, séo registrados 500 mil novos casos de brucelose humana
por ano (COUTO e PEDROSO, 2003), sendo que alguns desses casos
possuem a sua origem no consumo de queijo proveniente de leite cru (ZAFARI,
2005).

No Mexico, de 1990 a 1997, a média anual de ocorréncia de brucelose

humana foi de 5.363 casos novos, sendo que mais de 94% das pessoas tinham
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como origem da infeccdo o consumo de alimentos contaminados,
principalmente leite e queijos (PAHO/WHO, 1999).

Brucella spp. tem varidveis periodos de sobrevivéncia nos produtos de
origem animal, podendo sobreviver por varios meses em queijos frescos
(ZAFFARI, 2005).

Plommet et al. (1988), inocularam experimentalmente cepas de Brucella
sp. em quarenta e cinco novilhas em diferentes fases de prenhez. Apos o parto,
foram analisados o leite e os queijos Cammembert produzidos a partir desse
leite. Apdés 20 horas de producdo do queijo, a concentracdo de Brucella spp.
por grama de queijo foi 5 vezes maior do que por mL de leite apds a ordenha.
No entanto, durante a maturacéo, devido a acidificacdo do queijo, a contagem
total de bactérias diminuiu consideravelmente, ndo sendo encontrado mais
Brucella spp. nos queijos apos 18 dias de maturacao.

Ota (2013), ao pesquisar Brucella spp. em produtos lacteos produzidos
em Santa Catarina, utilizando a técnica de PCR, identificou a presenca de seis
amostras de leite cru positivas entre as seis amostras coletadas (100%) e dois
queijos crus positivos dentre um total de 84 amostras coletadas (2,38%).

Poulsen et al. (2014), ao estudarem a prevaléncia de brucelose no norte
do Equador, testou 2.561 soros de vacas e 301 soros de cabras. Nas vacas,
utilizando a técnica do Rosa de Bengala (RB), obteve-se uma prevaléncia de
7,2% de positividade. A técnica de PCR foi utilizada para testar o leite de cabra
e nédulos linfaticos, resultando em 9 e 8% de positividade respectivamente. O
teste de RB no soro das cabras demonstrou uma prevaléncia real de 17,8%.

Em dezembro de 2007, policiais de um posto da policia militar de Lima,
no Peru, deram entrada no hospital com queixas de dores nas articulacdes,
musculares e transpiracao excessiva. Em fevereiro de 2008, 13 dos 60 policiais
que trabalhavam nesse posto foram diagnosticados com brucelose aguda
baseado nos sintomas clinicos e sorologia de triagem positiva Rosa Bengala
(RB). Em marco de 2008, quatro policiais que tiveram o resultado positivo de
brucelose ha 1 més, voltaram ao hospital devido a persisténcia dos sintomas
apos o tratamento. Todos os quatro foram diagnosticados sorologicamente
positivos e dois eram suspeitos clinicamente de ter a doenga ativa com base

nos sintomas. ApOs esses testes positivos de marco, todos os policiais do
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posto foram convidados a fazerem uma triagem ativa da brucelose (ROMAN et
al.,, 2012). A Figura 3 mostra lesbes em o0ssos (A) e tecidos moles (B)

provocadas por Brucella spp. em seres humanos, respectivamente.

Figura 3. LesBes em 0ssos (A) e tecidos moles (B) causadas por Brucella spp.

em seres humanos.

A - | Adaletli, S Albayram, B Gurses, et al. Vasculopathic changes in the cerebral arterial system with neurobrucellosis.
AJNR Am J Neuroradiol, 27 (2006), p. 384—386

B - MW Al-Sous, S Bohlega, MZ Al-Kawi, J Alwatban, DR McLean. Neurobrucellosis: clinical and neuroimaging
correlation. AJNR Am J Neuroradiol, 25 (2004), p. 395-401

Cinquenta e dois policiais que trabalhavam no posto foram selecionados
para participar de um estudo de rastreamento. Onze policiais, incluindo trés
que foram diagnosticados positivos em fevereiro de 2008, ndo participaram do
estudo, trés novos policiais que ndo estavam presentes no inicio do surto
entraram no estudo. Os 10 policiais diagnosticados anteriormente mais os 3
que entraram no programa apos o surto de fevereiro, mostraram-se positivos
para brucelose entre os 52 participantes, ou seja 25% (13/52). Ao avaliar o
histérico dos policiais rastreados, 11 dos 13 policiais positivos (84,6%)
relataram ter comido queijo fresco de um supermercado da regido e 12 dos 13
(92,3%) comeram “papa a la huancaina”, prato tipico peruano que leva em sua

formulac&o leite e queijo fresco (ROMAN et al., 2012).
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Ramos et al. (2008), em um estudo epidemiolégico de infeccdo de
Brucella spp. realizado em Araguaina — TO, coletaram 645 amostras de sangue
de pessoas voluntarias que possuiam fatores de risco associados com a
Brucella spp. Das 645 pessoas testadas, 26 (2%) foram positivos para
brucelose. A associacdo significativa (p<0,05) foi encontrada entre pessoas
gue possuem contato com bovinos ou realizaram a ingestdo de leite ndo
pasteurizado, sendo que 0,4% do total de pessoas testadas relataram ter
consumido leite cru ou seus derivados nao processados termicamente.

Tenorio et al. (2008), realizaram um estudo de presenca de anticorpos
anti-Brucella spp. em grupos ocupacionais envolvidos com a criacdo de
bovinos no Municipio de Correntes — PE. Foram avaliados os fatores de risco
associados a infeccdo em humanos, utilizando a técnica do AAT. As amostras
humanas ainda foram submetidas as técnicas de SAL e 2-ME e, caso esses
testes dessem positivos, a FC foi utilizada para a confirmacdo da positividade.
Das 56 pessoas examinadas, 1,8% (1/56) foram positivas na técnica do AAT e
21,4% (12/56) na técnica da SAL, porém nenhuma das amostras foi reagente
positiva para o 2-ME. As 13 amostras positivas em AAT (1) e SAL (12) foram
submetidas a FC, ndo apresentando positividade.

Tenorio et al. (2008), ressaltam ainda em seus resultados que, apesar
das 12 amostras positivas na SAL, negativas no AAT, 2-ME e FC sugerirem
resultados negativos, esses resultados também podem ser entendidos como
infeccdes incipientes de Brucella spp. devido a caracteristica do SAL detectar
mais imunoglobulina M (IgM) do que IgG.

Em relacdo aos possiveis fatores de risco da transmisséo da brucelose
bovina para as pessoas envolvidas neste estudo, 78,6% (44/56) das pessoas
disseram que consumiam leite cru e 89,3% (50/56) consumiam derivados de
leite cru (TENORIO et al., 2008).

Makita et al. (2010), realizaram um estudo em Kampala, Uganda, com o
objetivo de determinar diretrizes para diminuir a incidéncia de brucelose no
territorio da cidade. Nesse estudo foram coletados soros de 425 vacas
pertencentes a 177 rebanhos da regido. Além disso, foram colhidos 117
amostras de leite cru e entrevistados 135 vendedores de leite. A entrevista

possuia perguntas quanto a fonte do leite, quantidade de leite vendido por dia,
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namero de dias de trabalho por semana, préaticas de tratamento térmico, modos
de transporte e destino do leite. As amostras de leite e soro dos animais foram
testadas pela ELISA.Em média, 148.924 litros de leite sdo consumidos pela
populacdo de Kampala por dia. A incidéncia de Brucella sp. no leite foi de
12,6%. A incidéncia anual de brucelose humana foi calculada em 1.009 e a
taxa incidéncia anual de 5,8% por 10.000 pessoas (MAKITA et al.,, 2010).
Quando analisados os questionarios, lojas que comercializam leite a granel
refrigerado foram apontados como os maiores contribuidores para a incidéncia
de brucelose humana, seguidos pelos vendedores ambulantes (MAKITA et al.,
2010).Como solucédo para o problema, o estudo indica que a construcdo de
centros de pasteurizacao do leite na cidade e a garantia da venda do leite dos
produtores para esses centros, reduziriam o risco de transmissao da doenca
em até 47,4% e 82,0%, respectivamente (MAKITA et al., 2010).

Em 2012, Roman et al., publicaram o primeiro caso de orquite em ser
humano causada por Brucella spp. no Equador. Na ocasidao, em 2009, um
trabalhador rural de 44 anos, envolvido no manejo de bovinos, apresentou dor
e edema no testiculo direito e dor abdominal. Apds um primeiro tratamento em
novembro de 2009 com diclofenaco sodico, naproxeno de sodio e cefadroxila
por 7 dias, 0 homem retornou ao hospital devido a continuidade das dores. Ao
retornar, o0 médico que o atendia solicitou exames para brucelose, dando
resultado positivo para Brucella spp. na prova de Aglutinacdo Lenta. No Centro
de Zoonose Internacional da Universidade Central do Equador, foram
realizados os testes do Rosa Bengala e Aglutinacdo Lenta de Wrigth, os dois
testes confirmaram a infeccao.

A suspeita de que a doenca relatada foi adquirida através do manejo do
rebanho com procedimentos veterinarios primarios como partos e inseminacao
(ROMAN et al., 2012) reforca o risco de transmiss&do zoonética de Brucella spp.
a trabalhadores envolvidos na atividade de bovinocultura e consumidores de
produtos crus provenientes de rebanhos leiteiros contaminados.

Martins (2006), ao estudar a caracterizagdo microbiolégica durante a
maturacdo do Queijo Minas Artesanal da regido do Serro, analisou amostras
coletadas em dois periodos (chuva e seca) de 8 propriedades distribuidas entre

0S municipios pertencentes a microrregido do Serro. Algumas amostras foram
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submetidas a 64 dias de maturacdo em temperatura ambiente (23 °C) e outras
sob refrigeracdo (8 °C) pelo mesmo periodo. As analises foram baseadas na
pesquisa de microrganismos exigidos no Decreto n® 42.645, de 01 de Agosto
de 2002 (MINAS GERAIS, 2002%). Brucella spp. ndo foi pesquisada nesse
estudo porque a legislagcédo vigente ndo exige a pesquisa desse patdégeno em
queijos. Porém, analises feitas em varios periodos de maturacdo ao longo de
64 dias mostraram que coliformes totais (30°C), Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, chegaram aos limites estabelecidos com 17 dias de
maturacdo, e sob refrigeracdo apds o periodo de 33 e 63 dias com queijos
produzidos no periodo da seca e das aguas respectivamente. Listeria sp. ndo
foi encontrada em nenhuma das amostras e Salmonella sp. somente em uma
amostra produzida durante o periodo das aguas e mantida sob refrigeracao.
Essa bactéria foi eliminada apés 22 dias.

Dores (2007), durante 64 dias, estudou o periodo minimo de maturagéo
em temperatura ambiente (27 °C) e sob refrigeracdo (8 °C) do Queijo Minas
Artesanal da Serra da Canastra para garantir a seguranca alimentar do
produto. Durante o estudo, Staphylococcus aureus foi 0 que permaneceu por
mais tempo nas amostras, atingindo os indices exigidos por lei com somente
22 dias de maturacdo em temperatura ambiente e 35 dias sob refrigeracéo.
Novamente Brucella spp. ndo foi pesquisada nesse estudo porque a legislacao
vigente ndo exige a pesquisa desse patdgeno em queijos.

Em 2012, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) encomendou uma revisao
sistematica da literatura cientifica publicada entre os anos de 1990 e 2010
sobre a frequéncia de brucelose humana mundial. Como metodologia, 33
bases de dados foram consultadas, relacionando 2.385 artigos sobre o tema.
Destes, 29 foram selecionados e classificados de acordo com critérios pré
estabelecidos e utilizados para escrever a revisao. A incidéncia de brucelose
humana variou muito entre os paises, provavelmente devido a fatores
demograficos, profissionais e socioecondomicos (DEAN, 2012). A tabela 2

mostra os resultados encontrados na revisao.
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Tabela 2. Incidéncia de brucelose por pais (casos por 100.000 pessoas/ano).

Incidéncia por

Pais Nivel do Estudo 100.000 por ano
Norte da Africa e
Centro Leste
Egito Sub-nacional 0,28 - 70,00
Iraque Sub-nacional 52,29 - 268,81
Iran Sub-nacional® 0,73 - 141,60
Jordania Nacional 25,70 - 130,00
Oma Sub-nacional* 11,01
Palestina Sub-nacional 8,00
Arabia Saudita Nacional 137,61
Sub-nacional 6,00 - 149,54
Turquia Sub-nacional 11,93 -49,54
Sub Sahara Africa
Chad Sub-nacional+ 34,86
Oeste Europeu
Alemanha Nacional 0,03
Grécia Sub-nacional 4,00-32,49
Italia Nacional 1,40
Asia central
Quirguistdo Nacional 88,00
Ameéricas Central e
Sul
Argentina Sub-nacional 12,84
México Sub-nacional 25,69
America do Norte
EUA Sub-nacional 0,02 -0,09

%incluiu 1 sé estudo de comunidade némade

* 56 criangas
+ comunidade ndmade

Fonte: DEAN et al., (2012).
Os resultados foram descritos em dois niveis de estudo: o subnacional

(para trabalhos realizados em regifes que ndo contemplavam todo o territorio

nacional) e o nacional (onde todo o territdrio nacional foi relatado nos estudos).

O resultado do estudo demonstra a importancia da brucelose como zoonose

mundial, muitas vezes negligenciada pelos 6rgaos de saude (DEAN et al.,

2012).

2.7. Métodos moleculares de diagnoéstico da brucelose nos alimentos

O método analitico molecular de Reagdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) em Tempo Real € uma importante ferramenta e garante um diagndstico
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seguro, rapido e preciso para amostras de alimentos (OTA, 2013). Entretanto, a
PCR classica ndo fornece informacdes sobre a viabilidade do agente no
alimento, sendo necessario, para esta confirmacéao, a realizacédo de isolamento
do agente ou outras técnicas de PCR que quantificariam apenas DNA de
agentes microbioldgicos viaveis.

Embora ndo ofereca informacdes sobre a viabilidade, as técnicas
moleculares de PCR classicas sao reconhecidas pelo PNCEBT como métodos
complementares de diagnostico, uma vez que a deteccdo de DNA de Brucella
spp. em tecidos ou alimentos, confirmados por sequenciamento de DNA,
independente de o agente estar viavel ou ndo nessas matrizes, sugeriria
fortemente a sua presenca nos rebanhos. Brucella spp. € um patégeno
endogeno, a presenca de seu DNA no alimento ou tecido, independente da
viabilidade do patégeno, denunciaria a sua possivel ocorréncia como infecgéo
nos animais do rebanho de origem.

Miyashiro et al. (2007), analisaram 192 amostras de queijo informal
provenientes do Estado de Sdo Paulo e Minas Gerais. No presente estudo, foi
realizada uma comparagao entre o processo de cultura bacteriana, a PCR e 0
desenvolvimento de uma reagdo PCR hemi-aninhado eficiente para a
diferenciacdo de amostras provenientes da vacina B-19 e de infec¢des do
campo. As 192 amostras foram negativas quando analisadas por cultura
bacteriana. Porém, 19,27% das amostras foram positivas quando utilizada a
técnica de PCR, sendo que desse total, 20, 56% dos queijos Minas frescal e
15,68% dos queijos Minas tipo curado apresentaram resultados positivos. Do
total de positivos pela técnica de PCR, quando realizada a diferenciacao entre
as estirpes da B-19 e de campo, 18,92% apresentaram-se como sendo
provenientes do campo.

Ning et al. (2012), utilizaram a técnica de PCR para avaliar o estado de
infecgdo do animal por meio da presenca de DNA de Brucella spp. em leite cru
de 816 vacas. Do total de animais testados, 55 vacas ja tinham sido
consideradas positivas no teste do AAT e 45% dessas vacas, tiveram a
confirmacéo do resultado através da utilizacdo da PCR em seus leites. No

grupo controle, foram coletadas 689 amostras de 3 propriedades consideradas
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livres de brucelose. Todos os resultados dessas fazendas deram negativos pela

técnica da PCR, demonstrando assim a especificidade do teste.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

o Estimar a prevaléncia da Brucella spp. em propriedades
produtoras de Queijo Minas Artesanal da microrregido do Serro e avaliar

os fatores associados a presenca do agente no alimento artesanal.

3.2. Objetivos Especificos

. Averiguar a presenca de Brucella spp. em Queijos Minas
Artesanais do Serro.
. Verificar a origem da cepa de Brucella spp. presente no

Queijo Minas Artesanal do Serro.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento e local do estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal para estimar a prevaléncia
de Brucella spp. em propriedades produtoras de Queijos Minas Artesanal da
microrregido do Serro. O critério utilizado para a inclusdo dos produtores na
amostra foi de estar cadastrado no IMA. As propriedades selecionadas foram
distribuidas entre os 11 municipios pertencentes a Microrregido do Serro,
sendo eles: Alvorada de Minas, Coluna, Conceicdo do Mato Dentro, Dom
Joaquim, Itambé do Mato Dentro, Materlandia, Paulistas, Rio Vermelho,
Sabinodpolis, Serra Azul de Minas, Serro (Fig. 4).
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4.2. Planejamento amostral

A amostra da populacdo-alvo para estimar o percentual de
estabelecimentos positivos para Brucella spp. foi determinada por sorteio
aleatorio de 55 (44%) queijarias entre as 125 constantes no sistema do IMA,
sendo desse total 52 cadastradas na Geréncia de certificacdo e 03 cadastradas
na Geréncia de educacao sanitaria e apoio a agroindustria familiar do IMA. Em
cada uma das propriedades sorteadas foi coletado um queijo, com tempo de
maturacéo entre 4 e 8 dias (dados dos questionarios), para representa-la (Fig.
4).

Figura 4. Mapa da distribuicdo das propriedades selecionadas para as

coletas, microrregido do Serro, Minas Gerais, 2014

Fonte: Trackmaker — André Almeida Santos Duch.

4.3. Obtencao de informacéao sobre as propriedades e os produtores

Os dados deste trabalho provém da aplicacdo de uma entrevista
usando um questionario estruturado e resultados de analises laboratoriais, que,
uma vez sistematizados, formam a base de dados do trabalho.

Foram entrevistados 55 produtores. O questionario utilizado neste

estudo possui questbes organizadas por grupo de conteudo, enfocando as
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caracteristicas socioeconémicas das familias dos produtores, e gerais da
propriedade/rebanho, da sanidade do rebanho, da producéo, da produtividade,

das questbes ambientais e das boas praticas de ordenha e producao.

4.4. Coleta de amostras de queijo

As amostras de queijo foram coletadas por equipe do estudo, 0s quais
foram capacitados para executar a coleta, armazenamento e transporte de
amostras. As coletas foram realizadas entre os meses de junho e dezembro de
2014.

As amostras continham aproximadamente 900 g, coletadas em suas
embalagens préprias. As amostras foram mantidas sob refrigeracéo (<4 °C) até
0 envio para o Laboratério de Qualidade do Leite (LQL) da Embrapa Gado de
Leite (LQL), em caixas isotérmicas com gelo reciclavel, em quantidade
suficiente para garantir a manutencao da temperatura. No LQL, as amostras
foram fracionadas em por¢cdes menores de 100 g, acondicionada em bolsas
estéreis para amostras solidas ou liquidas (INLAB), lacradas, identificadas e
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel em quantidade
suficiente para manter a temperatura < 4 °C até a chegada da amostra ao
Laboratério Nacional Agropecuéario de Pedro Leopoldo em Minas Gerais
(LANAGRO/MG/MAPA), onde foram realizadas as andlises de PCR para

Brucella spp. e sequenciamento dos produtos de DNA amplificados.

4.5 Andlises laboratoriais

Cada amostra Unica enviada e analisada no Laboratorio Nacional
Agropecuario de Pedro Leopoldo em Minas Gerais (LANAGRO/MG/MAPA)
pela Divisdo Técnica de Biosseguranca-DBIO, Laboratério de Biologia
Molecular LBM/PL, foi submetida a reacdo de amplificacdo do DNA (reacdo em
cadeia da polimerase ou PCR) direcionada ao gene eriD, o qual esta presente
de forma completa em amostra de campo de Brucella spp. e deletado

parcialmente na amostra vacinal B19.
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Primeiramente, ocorreu a extragdo do DNA da amostra de queijo de
acordo com o protocolo estabelecido pelo kit de extracdo DNeasy Mericon
Food Kit (Hilden, Alemanha).

Apbs a extracdo do DNA, foram realizadas PCR em tempo real (RTPCR)
direcionadas a duas regides do genoma (IS 128 e IS 711) de acordo com a
metodologia estabelecida por MELO et al. (2014) e “Nested PCR” direcionada o
gene eriD, ambas com o0 mesmo objetivo de detectar sequéncias de DNA de
Brucella spp., de acordo com a metologia estabelecida pelo Lanagro Pedro
Leopoldo (dados ainda nao publicados). A Nested PCR foi usada por ter uma
maior sensibilidade que a RTPCR.

Como pode existir alguma possibilidade de um resultado falso positivo
para Brucella abortus na amplificagdo do EriD, realizou-se o0 sequenciamento
do produto amplificado com o intuito de avaliar o grau de homologia com
amostras de DNA presentes em bancos de DNA. 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
(Johnson et al., 2008).

4.6. Andlises Estatisticas e epidemioldgicas

A prevaléncia da presenca de genes de amostras de campo de Brucella
spp. detectadas por PCR em queijos artesanais de propriedades da
microrregido do Serro foi determinada. No calculo estatistico, foi utilizado o
programa Epinfo para estimar o intervalo de confianca para uma proporcao (p)

com um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
5. RESULTADOS
Todas as propriedades apresentaram resultados anuais negativos

para brucelose, através do teste AAT realizada por Médicos Veterinarios

autébnomos habilitados.
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Os resultados das analises de PCR por gene ou técnica séo
apresentados na Tabela 3.
A andlise do intervalo de confianca da proporcao (p) a um nivel de

significancia de 95% (p<0,05) esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 3. Resultado das analises de PCR para detec¢éo da Brucella spp.

Brucelose
N° amostras PCR em tempo
real NESTED PCR
IS+ 128 | 1S 711
Positivo™ 17 5 5 15
Negativo 38 50 50 40
Total___| 55 [

* = n° de amostras positivas em pelo menos 1 dos testes. Algumas amostras foram
positivas em mais de um dos testes, totalizando 17 amostras positivas.

** = |S: Sequencia de inser¢do

Tabela 4. Intervalo de confianca da proporcédo (p) a um nivel de significancia de
95% (p<0,05)

Brucella sp. % positivos
N° de amostras
Positivo Negativo (p)
55 17 38 30,9

95% IC(p em %): (18,7; 43,1)

ApoOs a realizacdo das anélises de PCR nas amostras, o estudo chegou
ao numero de 17 propriedades produtoras de QMA positivas para a presenca
de Brucella spp. na microrregido do Serro MG.

Sequéncias de 353 pares de base, regido do gene EriD, do DNA de
amostras positivas para Brucella spp. pela Nested PCR (Fig. 5) foram
submetidas ao sequenciamento do DNA e analisadas no programa Blast.
Verificou-se 100% de similaridade com as sequéncias de DNA de estirpes de

Brucella spp. de campo, disponiveis no GenBank (Fig. 6). Neste caso, o valor



50

de “e” foi de 3e-179 e o percentual de cobertura de 100%. Houve também alto
grau de identidade do produto amplificado com o DNA de amostra vacinal
Brucella spp. B19. O valor de “e” foi mais alto (7e-117), mas apresentou um
percentual de cobertura mais baixo (67%, alinhamento de 238 dos 353 pares
de base analisados). Essa menor taxa de alinhamento da sequéncia de DNA
aconteceu devido a delec&o do gene eriD que esta presente na amostra vacinal
B19. Essa maior taxa de homologia com estirpes de campo evidencia que as

sequéncias amplificadas ndo se tratam de cepas vacinais.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose de produtos obtidos pela PCR

especifica para Brucella spp.

353 pb

Fonte: Antonio Augusto Fonseca Junior (LANAGRO/MG — MAPA)

2 e= potencia de 10.
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Figura 6. Alinhamento das amostras sequenciadas com amostras do GenBank.

10 20 30 40 50 60

| | [ I ! 1 [ [ | ! | !
Emostra GTTCAAGACC TTTOC ATA TTATCGOGCOA TCTTOCGCOOC AAGTOCOTCO CTACOGCAGTT TGCA
CPO10831.1 Brucolla SUIS SUTAE ..t ictnee sevsitonis asssssssss savsasssss e aidbes ebbebiss
CP007788.1 Brucella melitensis .......... ‘.c.ieaiens sesssads ssssasssss sessssdsas asassdasa
CP007764.1 Brucella abortus cssssssnes saveses svssseene vessuEsee sessssesEy
SP007759.1 Brucella canis Fhneuseaca ebawesns A ea - e eh e
SPO01579.1 Brucella microti PN E0IN0ER SR P0IBS2A I000esnesss NascENRALA Sesednense esssnane
CPO0N0709.1 Brucella ovis CPPEOIPOIE SESPIIPIIN BLessBeess PaBIALEIE iPINYRES arbeebessa oa
cPO00888.1 Brucella abortus Bl . Leiteds 480 EsEENs 5059080 NEs FEBLELEALE sibesbesEs SsseEEES

110 120 130 140 150 160

| I i ! 1 1 ' [ 1 ! | !
mostra COCGAAGAAC TTATCAAGAT COCCATOGAC TGCTGOOOCO AGGTOGOCGA ACATGOGGCA GOTG
CP010851.1 Brucella suis strat  .......... esssss Wsbesscscs sassassese sassasgss “sesese sssls
CP007768.1 Brucella melitensis ....... . cene cssassenes ssesssssse scssssesns assesssss
-P007764.1 Brucella abortus o = e S o T e e e e s O R R R = g
SPO07759.1 Brucella canis erIv e CPPHDE AT O IIIVY KT RTCREF 0450 SN Provrvey
SP001379.1 Brucella microti R . . esBesssses PedsusP e sesesEese seiveses
CPO00709.1 Brucella ovis sessssess csse 050850848 38458085408 S9PEIEALEL SssssesEs
CPO00868.1 Brucella abortus Bi .......... senn apemaRSan g BAEE SR SR esnsene umapep b

210 220 230 240 250 260

| | [ | | | | | 1 | | 1
Amostra TCGGOOGCGA ATTTGGCGAG ACGATTGCCG AATGCATGAA GCTTCAGGAT CGGCTCACCG CCGC
cP010851.1 Brucella suis strai ....... . . . .o
SP007768.1 Brucella melitensis ......... cvesed avs “ov'y edee Sevasads ivevesaann ouw
SP007764.1 Brucella abortus = .......... . canses anasanesss o saene Varesdenae aasaarsnes ases
CP007759.1 Brucella canis  Liiieiieens caeaasns . sessasees LetresE 0404 EQIEE AbPIBOLEsE Sass
SP001579.1 Brucella microtf .. iciiiin ceeiaaen .
CPO00709.1 Brucella ovis cesevue coseve
CPO00868.1 Brucella abortus Bl .......vvv covvannn

Rl e

Fonte: Blast - Antdnio Augusto Fonseca Junior

6. Discusséao

A técnica de PCR utilizada detectou a presenca de DNA do
microrganismo e o sequenciamento do produto de DNA amplificado evidenciou
tratar-se de estirpes de campo de Brucella spp. Tanto o teste de PCR como o
sequenciamento de DNA utilizados ndo comprovam a viabilidade da estirpe de
Brucella spp. no produto analisado, uma vez que as amostras possuiam de 4-8
dias de maturacdo. Porém, independente da viabilidade ou ndo, os testes
atestam a presenca deste problema sanitario no rebanho, que, de acordo com
o Decreto estadual n°® 42.645 de 05 de junho de 2002 (MINAS GERAIS,
2002a), ndo é permitido. Segundo o mesmo decreto, animais portadores de
brucelose ndo podem fornecer leite para a producao do QMA.

O periodo de maturacdo das amostras utilizadas no estudo foi inferior ao
periodo minimo estabelecido por lei para a microrregido do Serro que seria de
17 dias (dados dos questionarios). A comercializacdo de queijos com menos de
17 dias de maturacdo é pratica comum entre os produtores da regido, que
normalmente tem acontecido entre 4 e 8 dias. Estes periodos de maturagéo

nao sdo suficientes para atingir o pH necessario para a inativacao de Brucella
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spp, que seria de 4,0 para uma morte lenta e abaixo de 3,5 para uma morte
rapida das bactérias (WHO, 2006). A ocorréncias de Brucella spp. em queijos
frescos foram encontradas por outros estudos como o de Plommet et al.
(1988), quando detectou a presenca em queijos camembert em periodos
inferiores a 18 dias de maturacdo, Miyashiro et al. (2007), quando detectou a
presenca em queijos ilegais, tipo frescal e tipo curado e Ota (2013), quando
detectou a presenca em queijo colonial.

Atualmente, h4 duvidas se o periodo de 17 dias de maturacéo €é vélido
para garantir a inocuidade do Queijo Minas Artesanal do Serro em relagéo a
qualquer patdégeno, sendo necessarios mais estudos. Estudos de sobrevivéncia
da Brucella spp. ao longo do tempo de maturagao seriam importantes, uma vez
que, ao longo da maturacdo, temos o desenvolvimento de bactérias laticas e
consequentemente aumento da producdo de acido latico que potencialmente
poderia inibir o desenvolvimento de Brucella spp. nesses produtos. Plommet et
al. (1988), observou a inexisténcia de Brucella spp. viavel em queijos a partir de
18 dias de maturacéo. Dores (2006) e Martins (2007) observaram a diminuicao
da contagem bacteriana de patdgenos descritos na legislacdo ao longo do
periodo de maturagcdo, encontrando periodos que garantiram a seguranca
alimentar de 17 e 22 dias para os Queijos Minas Artesanal do Serro e da
Canastra respectivamente. Entretanto, esses pesquisadores ndo analisaram
para a presenca de Brucella spp.

A legislacdo estadual para a fabricacdo do Queijo Minas Artesanal nao
faz mencdo a andlise da presenca de Brucella spp. diretamente nos queijos, 0
gue seria algo para reflexdo dada a importancia deste agravo a saude publica.
Em Minas Gerais, 0 Unico controle disponivel, direcionado a infeccdo por
Brucella spp. no rebanho é o exigido para produtos destinados ao mercado
interno do estado de Minas Gerais (controle anual do rebanho para brucelose
por meio de exames dos animais e vacinacao de bezerras de 3 a 8 meses) e,
para as queijarias autorizadas a comercializar os seus produtos fora das
fronteiras do Estado, cobra-se a certificacdo de livres de Brucelose e
Tuberculose. Esta certificacdo é importante, porém, propriedades controladas
ou certificadas livres de brucelose ndo estdo isentas indefinidamente da

infeccéo por Brucella spp., como foi demostrado no trabalho de Soares Filho et
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al. (2012), o que demanda controles adicionais no alimento artesanal, como a
maturacado, para assegurar a inocuidade do produto ao consumidor.

A deteccdo do DNA de Brucella spp. diretamente no queijo artesanal
poderia constituir-se em uma importante ferramenta diagnostica complementar
tanto para a deteccéo deste perigo potencial no alimento como para completar
o monitoramento do “status” livre dos rebanhos. Como o exame de DNA é
muito sensivel, poderia detectar rebanhos positivos, mesmo possuindo uma
baixa prevaléncia de animais positivos eliminando o patégeno. A aplicacdo da
PCR como diagndstico para a presenca de Brucella spp. nos alimentos
derivados de leite foi avaliada por outros estudos como o de Miyashiro et al.
(2007), Ning et al. (2012), Ota (2013) e Poulsen et al. (2014), mostrando-se
como uma alternativa de teste rapido aos testes soroldgicos tradicionais para
monitoramento de Brucella spp. em rebanhos.

Para um maior controle das propriedades produtoras de Queijo Minas
Artesanal, o IMA deveria identifica-las como propriedades de risco, seguindo
protocolo semelhante ao descrito no Manual de Vigilancia Veterinaria de
Doencas Vesiculares, adotado pelo MAPA (BRASIL, 2007). Resumidamente, o
manual descreve as seguintes atividades de acompanhamento: obtencéo e
registro de informacdes epidemioldgicas relevantes; consolidacéo e analise dos
dados recolhidos; decisdo e estabelecimento dos procedimentos preventivos;
execucdo das operacoes de emergéncia e notificagcdo e divulgacdo de
comunicados com informacdes sobre a doenca e sobre os resultados das
medidas aplicadas em todos os meios disponiveis para atingir grande parte dos
envolvidos pelo sistema de vigilancia. Adicionalmente, durante os periodos de
vacinagdo do rebanho contra a febre aftosa, os fiscais estaduais poderiam
atualizar “in loco” os cadastros dos animais das propriedades e acompanhar a
vacinacdo das fémeas com idade entre 3 e 8 meses contra brucelose. Isto
daria uma maior segurancga de que a vacinacdo das bezerras realmente é feita.

Outra medida que poderia aumentar a seguranca de que os exames de
brucelose estdo sendo realizados pelos veterinarios autbnomos e de que o
“status” monitorado ou livre é de fato verdadeiro, seria 0 monitoramento dessas
propriedades com testes rapidos para deteccdo de anticorpos no leite como o

teste do anel em leite (TAL). Essas analises rapidas para detec¢édo de Brucela
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abortus no leite deveriam ser adotadas como analises de rotina nas queijarias
e, caso essa prova acusasse algum animal positivo, esta propriedade deveria
ser notificada ao IMA, seus produtos proibidos de serem comercializados e a
propriedade interditada até a realizagdo do teste confirmatério do 2-ME. Caso
confirmada a positividade da propriedade para Brucella spp., haveria o
sacrificio dos animais positivos, caso contrario, a propriedade seria
desinterditada, dando prosseguimento a producao de queijos artesanais.

O resultado de 30,9% (17/55) de amostras positivas do presente estudo
€ expressivamente superior aos 6,0% encontrados no estudo de caracterizagado
da situacdo epidemioldgica da brucelose bovina no Estado de Minas Gerais,
realizado por Goncalves et al. (2009). De forma mais detalhada, levando-se em
consideracdo somente 0s circuitos que possuem propriedades inseridas nos
municipios pertencentes a microrregido do Serro, os resultados de prevaléncia
de focos para brucelose foram: circuito 1, 4,7% e circuito 3, 6,8%. HipoOteses
para essa expressiva positividade entre as propriedades do presente estudo
podem ser levantadas. Pode-se inferir que talvez essas propriedades estejam
adquirindo animais de alta producdo de leite, supostamente positivos, sem
exigir exames sanitarios recomendados como os de brucelose e tuberculose.

O resultado do presente estudo aproxima-se mais dos 19,27% de
positividade encontrados por Myiashiro et al. (2007), utilizando testes de PCR
para a deteccdo de Brucella spp. em queijos Minas Frescal e curado,
informais, nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo. Porém, diferente do
presente estudo, que encontrou alta taxa de homologia das estirpes
encontradas com as de campo, no estudo de Myiashiro et al. (2007) 81,08%
foram linhagens de Brucella spp. vacinais B19 e apenas 18,92% foram de
campo.

Finalmente, ressalta-se que o Queijo Minas Artesanal contaminado com
Brucella spp. pode representar um risco a saude publica, devido as
caracteristicas zoonoticas dessa bactéria, como foi demonstrado no estudo de
Ramos et al. (2008), quando observou a associacao significativa (p<0,05) entre
pessoas testadas positivas para brucelose e a ingestao de leite cru ou seus

derivados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A prevaléncia de Brucella spp. em propriedades produtoras de Queijo
Minas Artesanal da microrregido do Serro foi alta (30,9%), o que pode resultar
em risco potencial a saude publica. A identificacdo de brucella spp. nos queijos,
por isolamento ou por amplificacdo e sequenciamento do DNA, podera auxiliar
0s Orgaos de defesa agropecuéaria a criar legislacdes especificas que garantam
um melhor controle sanitario do rebanho, refletindo, consequentemente, na
seguranca do leite e de seus derivados, principalmente os produzidos de
forma artesanal.

Com relacdo a brucelose, o efetivo controle sanitario do rebanho
produtor de leite € o principal caminho para a elaboracdo de um produto
artesanal, feito a partir de leite cru, seguro ao consumidor. Assim, a garantia da
implantacéo das Boas Praticas de Fabricacdo focadas no controle de zoonoses
importantes como a brucelose e tuberculose bovinas é essencial para a
qualidade sanitaria dos queijos artesanais.

Pela importancia da brucelose como zoonose e devido a sua grande
disseminagcdo no pais, € necessario tratar essas propriedades produtoras de
gueijos artesanais como “propriedades em risco”, pelo IMA e outros 6rgaos de
defesa. Essa classificacdo demandaria um maior acompanhamento por parte
dos fiscais agropecudarios no controle sanitario do rebanho produtor e na
manutencao do “status” livre de brucelose e tuberculose bovinas, fundamental
para a garantia da seguranca do alimento artesanal.

Como medidas complementares para evitar riscos de zoonoses
provenientes de produtos artesanais, como brucelose e tuberculose bovinas,
ao consumidor, sugere-se a intensificagéo da fiscalizagdo no sentido de coibir a
venda dos queijos artesanais sem o devido periodo de maturacéo.

Finalmente, acredita-se que mais trabalhos devem ser realizados para
subsidiar o MAPA e o IMA para criarem estratégias para reavaliacdo do atual

programa de combate a brucelose e a tuberculose bovina.
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