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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi estimar a prevaléncia de Coxiella burnetii em Queijo Minas
Artesanal da microrregido do Serro e identificar os fatores associados a presenca desse
microrganismo nas propriedades estudadas. Foram sorteados aleatoriamente 55 produtores
cadastrados no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) para participar da pesquisa. Os
produtores responderam a um questionario e foi coletada uma amostra de queijo de cada
propriedade para representa-la. Nas amostras de queijo coletadas, foram realizadas as analises
de Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR) para C. burnetii e sequenciamento dos produtos de
DNA amplificados. Os dados provenientes das entrevistas e resultados das analises
laboratoriais, uma vez sistematizados, formaram a base de dados do trabalho. A presenca de
DNA de C. burnetii foi considerada a variavel dependente e as variaveis explicativas foram
divididas em trés grupos hierarquicos: distal (socioecondmicas e demograficas), intermediario
(producdo de queijo) e proximal (caracteristicas do rebanho, producdo de leite e ordenha). Os
fatores associados a presenca de C. burnetii nos queijos foram identificados por anélises de
regressdo logistica univariada e multivariada. Do total de amostras analisadas (n = 53), cinco
(9,43%) apresentaram DNA de C. burnetii confirmado por sequenciamento. Os fatores
associados com a presenca de DNA de C. burnetii nos queijos foram: uso do pingo (soro-
fermento) para a fabricacdo dos queijos (OR= 12,09), tipo de ordenha (OR= (16,45) e nimero
de vacas em lactacdo (OR= 1,05). As variaveis que permaneceram no modelo final como
explicativas para presenca de C. burnetii nos queijos foram: nimero de vacas em lactacéo,
tipo de ordenha e uso do pingo. A presenca de DNA de C. burnetii nos queijos artesanais
enfatiza, por um lado, a necessidade de medidas de controle mais rigorosas para que essa
bactéria ndo esteja presente nos rebanhos de propriedades produtoras de queijos artesanais.
Por outro lado, o conhecimento dos fatores associados a presenca de C. burnetii nos queijos
artesanais podera auxiliar no estabelecimento de medidas preventivas e na criacdo de novas
normas e legislacdo para a producdo de queijos artesanais, j& que essa lacuna na legislacéo

seria algo para reflexdo, dada a importancia da febre Q para a satde publica.

Palavras-chave: Coxiella burnetii. Febre Q. Zoonose. Queijo Minas Artesanal. Seguranca do

alimento



ABSTRACT

The objective of this study was to estimate the prevalence of Coxiella burnetii in Artisan
Minas cheese of region of Serro and identify the factors associated with the presence of this
organism in the properties studied. Were drawn at random 55 registered producers in the
Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA) to participate in the research. The producers
responded to a questionnaire and was collected a sample of cheese at a property to represent
her. The cheese samples collected, the analysis of reaction of polymerase chain reaction
(PCR) to C. burnetii and sequencing of amplified DNA products. Data from the interviews
and results of laboratory tests, once organized, form the basis of work data. The presence of
DNA of C. burnetii was considered as the dependent variable and the explanatory variables
were divided into three groups: hierarchical distal (socioeconomic and demographic),
intermediate (cheese production) and proximally (characteristics of the herd, milk production
and milk). The factors associated with the presence of C. burnetii in cheeses were identified
by analysis of univariate and multivariate logistic regression. Of the total samples analyzed (n
= 53), five (9.43%) presented DNA of C. burnetii confirmed by sequencing. The factors
associated with the presence of DNA of C. burnetii in cheeses were: use of the pingo (serum-
baking) for the manufacture of the cheeses (OR = 12.09), type of milking (OR = (16.45) and
number of lactating cows (OR = 1.05). The variables that remained in the final model as
explanatory for the presence of C. burnetii in cheeses were: number of lactating cows,
milking and type use the pingo. The presence of DNA of C. burnetii in artisanal cheeses
emphasizes, on the one hand, the need for more stringent control measures so that this
bacteria is not present in flocks of artisanal cheese-producing properties. On the other hand,
the knowledge of the factors associated with the presence of C. burnetii in artisanal cheeses
may assist in establishing preventive measures and the creation of new standards and
legislation for the production of artisanal cheeses, since this gap in the legislation would be

something for reflection, given the importance of Q fever to public health.

Keywords: Coxiella burnetii. Q Fever. Zoonosis. Artisan Minas Cheese. Food security
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1. INTRODUCAO

O queijo Minas Artesanal € um dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no
Brasil, sendo a principal atividade geradora de renda para a agricultura familiar, agregando
valor ao leite produzido. Além disso, caracteriza a identidade sociocultural do estado, sendo
considerado patrimonio historico imaterial da humanidade pelo Instituto do Patrimdnio
Historico e Artistico Nacional (IPHAN, 2008). Atualmente, Minas Gerais possui sete
tradicionais microrregides produtoras de queijo Minas Artesanal reconhecidas pela Empresa
de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER) e cadastradas no Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA).

A producdo de queijo Minas Artesanal é caracterizada pela utilizacdo de leite cru, o
que pode representar um grande risco a saude dos consumidores, por ser uma matéria prima
potencialmente veiculadora de microrganismos zoono6ticos.

Coxiella burnetii € uma bactéria zoonoética que pode infectar uma grande variedade de
animais, entre eles, os bovinos. Esse microrganismo geralmente ndo causa manifestacdes
clinicas nestes animais, mas pode ser transmitido ao ser humano por meio da inalagdo de
aerossdis contaminados originarios da urina, fezes, leite, liqguido amni6tico ou pela ingestdo
de leite cru proveniente de animais infectados (CDC, 2016).

No ser humano, a infeccdo por C. burnetii causa uma doenca denominada febre Q.
Essa doenca possui um amplo espectro de manifestagcdes clinicas, podendo ir desde uma
doenca febril limitada até a pneumonia, hepatite, endocardite e meningoencefalite. Em
mulheres infectadas durante a gravidez pode causar aborto espontaneo, parto prematuro ou
recém nascido com baixo peso (CDC, 2016).

A via de entrada do agente no ser humano pode determinar, em parte, a manifestacao
clinica predominante. Quando a contaminacdo ocorre por meio de aerosséis contaminados, a
manifestacdo clinica mais frequente é a pneumonia; quando ocorre por meio da ingestdo de
leite cru ou seus derivados, € mais frequente a hepatite (ANGELAKIS; RAOULT, 2010).

Uma das caracteristicas mais importantes de C. burnetii € a sua elevada resisténcia ao
calor, & dissecacdo e a muitos desinfetantes, permitindo a este microrganismo sobreviver por
um longo periodo no ambiente e se manter infeccioso. Essa alta resisténcia associada a alta
viruléncia, fizeram com que esta bactéria seja considerada uma possivel arma de
bioterrorismo classificada como agente de categoria B. Estudos mostram que apenas uma
unica celula de C. burnetii inalada pode produzir doenca clinica (RAOULT; MARRIE, 1995;
RAOULT et al., 1993).
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Por outro lado, o fato dessa bactéria apresentar alta resisténcia térmica fez com que os
parametros de tempo e temperatura da pasteurizagdo ‘“‘alta temperatura por tempo curto”
(HTST) empregados no mundo fossem definidos ap6s estudos sobre o tempo e temperatura
necessarios para eliminacdo de C. burnetii e Mycobacterium tuberculosis (LENNETTE et al.,
1952).

Com a legalizagéo da producdo e comercializagdo do queijo Minas Artesanal, estudos
sobre a presenca de C. burnetii nesse produto tornam-se altamente relevantes, ja que este tipo
de queijo por ser produzido com leite cru pode ser uma das fontes de contaminacdo do ser
humano. A febre Q é considerada um importante problema de saude pablica em diversos
paises, no Brasil € uma doenca negligenciada com poucos estudos disponiveis, principalmente
aqueles envolvendo alimentos.

Lamas et al. (2013) analisaram a presenga de C. burnetii em pacientes operados para
endocardite no periodo entre 1998-2009, em um hospital referéncia em cirurgia cardiaca no
Rio de Janeiro, e demonstraram que das 51 véalvulas testadas, uma foi positiva para C.
burnetii. Em outro estudo semelhante Siciliano et al. (2006) analisaram um total de 61
pacientes com diagnostico de endocardite e encontraram um positivo para C. burnetii.
Siciliano et al. (2008) relataram um caso grave de endocardite por C. burnetii em um homem
de 41 anos, natural do estado da Bahia, associado ao trabalho com gado bovino e consumo
habitual de leite cru, que apresentou desfecho fatal.

Mares-Guia et al. (2016) verificaram por PCR a presenca de C. burnetii em amostras
de sangue de pacientes clinicamente suspeitos de dengue. Dos 272 pacientes analisados, 166
(61,3%) tiveram confirmacéo para dengue e nove (3,3%) foram diagnosticados com febre Q.

De janeiro de 2001 a junho de 2004, 726 pacientes febris foram examinados para
infecgdes rickettsiais, foram encontrados 16 casos (2,2%) de infeccdo por C. burnetii. A
manifestacdo clinica mais frequente (8 casos - 50%) foi sindrome gripal, seguida pela
pneumonia, febre de origem indeterminada e sindrome mononucleose simile (dois casos -
12,5%) e por fim linfoadenite (um caso - 6,3%) e espondilodiscite associada a osteomielite
(um caso - 6,3%) (COSTA, 2006).

Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi estimar a prevaléncia de C. burnetii
em queijo Minas Artesanal de uma importante regido produtora do Brasil. Além disso,
identificar os fatores de risco para a presenca desse microrganismo nas propriedades

estudadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. QUEIJOS ARTESANAIS NO BRASIL

A origem do queijo artesanal no Brasil data do periodo colonial, quando os
portugueses tentaram reproduzir, no estado de Minas Gerais, 0 famoso queijo portugués Serra
da Estrela. No entanto diferencas ambientais como clima, relevo e pastagens, além de
ingredientes adaptados da prépria regido, como o tipo de coalho e fermentos utilizados,
diferiram o queijo fabricado no Brasil do queijo portugués (DORES, 2013; PIRES, 2013).

A producdo de queijos artesanais é uma atividade tradicional em muitas regides do
Brasil e € a principal geradora de renda para a agricultura familiar, agregando valor ao leite
produzido. Além disso, caracteriza a identidade sociocultural de diversos estados e regides
brasileiras.

Existe, no Brasil, uma producdo expressiva de queijos artesanais, porém, por ter sido
considerada uma atividade informal por muito tempo, constitui uma atividade pouco
documentada e as estatisticas sobre sua producdo sdo escassas. Estima-se que o segmento de
queijos artesanais no pais represente 40% do total de queijos produzidos (DORES, 2013).

A principal caracteristica da producdo dos queijos artesanais brasileiros € a utilizacéo
de leite cru o que, por um lado, desenvolve sabor e aroma diferenciados dos fabricados a
partir de leite pasteurizado, mas, também, pode representar o risco de ser potencial veiculador
de microrganismos zoonoticos.

Devido a importancia econdmica e social do queijo artesanal no Brasil, em 2011, foi
legalizada sua producdo e comercializacdo por meio da Instrucdo Normativa n® 57 (BRASIL,
2011) substituida pela Instrugdo Normativa n® 30 (BRASIL, 2013). Desde entdo diversos
estudos tém sido realizados para diagnosticar o quadro atual desses queijos para que nao
representem risco a salde do consumidor. Esses estudos também visam a melhoria da
qualidade do produto para que a tradicdo da producdo de queijos artesanais seja mantida,
assim como a garantia da sustentabilidade deste seguimento da agroindustria familiar.

Dentre os varios queijos produzidos artesanalmente, destacam-se aqueles que ja se
tornaram conhecidos como tipicos de determinadas regides ou estados. Assim, a denominagéo
dos queijos, muitas vezes, esta ligada ao seu local de origem ou de maior producdo. As
principais regides produtoras e 0s respectivos queijos artesanais sdo: i) o0 queijo Minas

Artesanal, produzido no estado de Minas Gerais; ii) o queijo coalho, produzido na regido
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Nordeste do Brasil; iii) 0 queijo Serrano, produzido na regido Sul do Brasil e iv) o queijo

Marajo, produzido na regido Norte do Brasil.

2.1.1. Queijo Minas Artesanal

O queijo Minas Artesanal provavelmente é o queijo mais tradicional e antigo do
Brasil, com sua origem na colonizagdo portuguesa (IPHAN, 2006; DIAS, 2010). A producao
de queijo Minas Artesanal € uma atividade tradicional em varios municipios de Minas Gerais.
Essa producdo, além de ser a principal atividade geradora de renda de vérios produtores
agricultores familiares, caracteriza a identidade sociocultural do estado. O processo de
fabricacdo do queijo Minas Artesanal foi considerado pelo Instituto do Patrimdnio Histérico e
Acrtistico Nacional (IPHAN) como patriménio histérico imaterial da humanidade em 2008
(IPHAN, 2008).

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 coagulagéo
somente a quimosina de bezerro pura e no ato da prensagem somente o0 processo 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 histérica e
cultural da regido do Estado onde for produzido."

Além do coalho e do sal, os produtores de queijo Minas Artesanal utilizam um
fermento enddgeno, comumente conhecido como pingo, como coadjuvante na producao.
Diariamente, apds enformagem e salga do queijo, parte do soro eliminado é coletado e
adicionado a producdo subsequente. O pingo é composto por um grupo de bactérias lacto-
fermentativas tipicas de cada regido que confere ao queijo caracteristicas sensoriais
diferenciadas.

A partir de estudos sobre o processo tradicional de fazer o queijo e de sua importancia
histdrica e cultural, a Empresa de Assisténcia Técnica de Minas Gerais (EMATER-MG) e o
Instituto Mineiro de Agropecuéaria (IMA) determinaram as principais regides produtoras de
queijo Minas Artesanal. As regides oficialmente reconhecidas pela producédo séo: Serra da
Canastra, Serro, Cerrado, Araxa, e, mais recentemente, Campo das Vertentes (MINAS
GERAIS, 2009), Triangulo Mineiro (MINAS GERAIS, 2014a) e Serra do Salitre (MINAS

GERAIS, 2014b). O mapa com as regides produtoras esta representado na Figura 1.
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Figura 1 — Mapa das microrregides produtoras de Queijo Minas Artesanal
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Fonte: EMATER, 2014

Poucos sdo os estudos sobre as tecnologias de producdo das regides do Campo das
Vertentes, Triangulo Mineiro e Serra do Salitre. Para as demais regides, sabe-se que 0S
queijos sdo fabricados basicamente com a mesma tecnologia. Estudos demonstram que a
principal diferenca entre os queijos fabricados nas regides de Araxa, da Canastra, do Cerrado
e do Serro esta no fato de, na regido do Serro, a prensagem manual ser realizada sem o auxilio
de tecido, ao contrario das outras trés regides (PINTO, 2004; MARTINS, 2006; DORES,
2013). Porém as caracteristicas finais do queijo variam conforme a regido do estado onde é
produzido. Na figura 2 esta representado o fluxograma de producdo e apontada a principal

diferenca de fabricacéo de acordo com a regido em que € produzido o queijo.



Figura 2 — Fluxograma de producao do Queijo Minas Artesanal
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** 14 dias de maturagao para a regido de Araxa, 17 dias de maturagdo para a regido do Serro e 22 dias de maturagdo para as

demais regides.

Fonte: Adaptado de Araudjo (2004), Martins (2006) e Dores (2013)
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2.1.2.  Queijo Minas Artesanal do Serro

Na segunda metade do século XVIII, com a decadéncia do ciclo do ouro, 0 municipio
do Serro intensificou sua atividade agropecuaria e, nesse momento, a producdo de queijos
aumentou significativamente representando uma das principais fontes de renda do municipio
pela qualidade e pelo volume produzido. A cidade do Serro disseminou a producdo de queijo
para as cidades vizinhas.

A microrregido do Serro fica localizada em uma &rea montanhosa, na regido do Alto
do Jequitinhonha, no estado de Minas Gerais. A regido possui clima Tropical de Altitude, com
temperatura média em torno de 20°C, com chuvas bem distribuidas entre os meses de
setembro a marco, altitude variando de 600 a 1200 metros e um relevo com aproximadamente
11% de éarea plana, 22% de area ondulada e 67% de area montanhosa (MINAS GERAIS,
2002a).

Entre os fatores que historicamente induziram os produtores de leite da regido a
converterem sua producdo em queijo, esta o isolamento da area e o reduzido numero de
estradas de rodagem, que ainda hoje representa um sério problema ao desenvolvimento dos
municipios da regido (MINAS GERAIS 2002a).

As caracteristicas peculiares do queijo do Serro se ddo por um conjunto de fatores
como: altitude, clima, umidade do ar, alimentacéo das vacas, que contribuem diretamente no
grupo de bactérias que proporcionam sabor ao queijo. Sabe-se que 0s capins nativos,
principalmente o meloso, interferem na consisténcia do queijo e que as pastagens formadas
artificialmente devem ser conjugadas com o capim nativo para a preservacdo das
caracteristicas do leite (PIRES, 2003).

Motivado por toda a histéria e tradicdo da regido do Serro, em 2002, por meio da
Portaria 546 do IMA (MINAS GERAIS, 2002b) foi delimitada a microrregido do Serro como
produtora de queijo Minas Artesanal. De acordo com esta Portaria, a microrregido é composta
pelos municipios de Alvorada de Minas, Conceicdo do Mato Dentro, Dom Joaquim,
Materlandia, Rio Vermelho, Sabinopolis, Santo Antonio do Itambé, Serra Azul de Minas e
Serro. Em 2003, a Portaria 591 (MINAS GERAIS, 2003) incluiu o municipio de Paulistas a
microrregido e, em 2011, a Portaria 1.152 (MINAS GERAIS, 2011) incluiu 0 municipio de
Coluna a mesma (Figura 3).
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Figura 3 — Mapa da Microrregido do Serro produtora de queijo Minas Artesanal

1 — Conceicdo do Mato Dentro; 2 — Alvorada de Minas; 3 — Dom Joaquim; 4 — Serro; 5 — Sabin6polis; 6 — Alvorada de

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

Fonte: Duch (2015)

2.2. INOCUIDADE MICROBIOLOGICA DOS QUEIJOS ARTESANAIS

Os queijos artesanais sd@o produzidos a partir de leite cru e, dessa forma, apresentam
uma microbiota bastante diversificada, podendo ser constituida de microrganismos desejaveis
e indesejaveis. As bactérias &cido-lacticas (BAL) constituem importante exemplo de
microrganismos desejaveis presentes nos diferentes tipos de queijo. No entanto
microrganismos indesejaveis deteriorantes e/ou patogénicos também podem estar presentes
nos queijos, em funcéo de problemas sanitéarios do rebanho e de contaminagdes resultantes de
higiene deficitéaria relacionada a todo o processo de producdo, desde a obtencdo do leite,
passando pela fabricacdo do queijo até o consumo do produto final.

Os principais entraves para a comercializacdo dos queijos artesanais sdo relacionados a
seguranca do alimento, pois, por estes ndo passarem por nenhum tratamento térmico, 0 risco
de serem veiculadores de microrganismos patogénicos resulta em importante questdo de saude
publica (LOGUERCIO e ALEIXO, 2001). Esses produtos artesanais podem conter
microrganismos de diversas fontes (animal, ambiente, ser humano) (ZAFFARI et al., 2007).

Virios estudos (LOUGUERCIO e ALEIXO, 2001; ARAUJO, 2004; PINTO, 2004;
MARTINS, 2006; BORGES, 2006; RESENDE, 2010; DORES, 2013) sobre a qualidade
microbiologica de queijos artesanais foram realizados para entender a real situagcdo deste
alimento e seus riscos para a saude do consumidor. Dentre 0s principais microrganismos

patogénicos frequentemente pesquisados e detectados estdo: Escherichia coli, coliformes



23

fecais, Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus. Esses patdgenos sdo
muitas vezes encontrados em nimeros acima dos limites estabelecidos pela legislacao.

A legislagéo brasileira destinada aos queijos artesanais (BRASIL, 2011) estabelece
padrdo para alguns dos microrganismos patogénicos, porém, para esse produto, séo
necessarias medidas de seguranca ainda mais rigorosas, principalmente no que diz respeito a
microrganismos zoonoticos. Os patdgenos zoonOticos sdo muito pouco pesquisados em
queijos artesanais e, portanto, muito pouco encontrados, pois a legislacéo vigente ndo exige a
pesquisa desses patdgenos, dando a errbnea impressao de que ndo sdo um problema.

As zoonoses, doencas tipicas dos animais que podem ser transmitidas para o ser
humano correspondem aos maiores indices de ocorréncia entre as doencas de maior
relevancia para a satde publica registradas no Brasil. Atualmente, representam cerca de 75%
das doencas emergentes no mundo. Adicionalmente, estudos demonstram que 60% dos
patdgenos humanos sdo zoondticos e que 80% dos patdgenos animais tém multiplos
hospedeiros (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Algumas zoonoses podem ser transmitidas
ao ser humano pela ingestdo de produtos de origem animal como, por exemplo, 0 queijo
fabricado a partir de leite cru.

Entre microrganismos zoonoéticos que podem ser veiculados pelos queijos artesanais
devem ser destacados: Brucella spp., Mycobacterium bovis e Coxiella burnetii. A glandula
mamaria dos bovinos é um local de multiplicacdo dessas bactérias. Dessa forma, o leite cru e
seus derivados, incluindo diversos queijos artesanais, tornam-se importantes veiculos para o0s
gue os consomem crus, além de incorrer em risco de contdgio para os manipuladores do
alimento.

Mycobacterium bovis é um agente que causa a tuberculose animal, mas pode afetar
também o ser humano, causando a tuberculose zoondtica. Silva et al. (2014) encontraram, em
trinta amostras de queijo Coalho Artesanal adquiridas no municipio de Parnaiba (PI), trés
amostras (10%) positivas para M. bovis utilizando a técnica de PCR em tempo real.

Brucella spp. é o agente causador da brucelose, zoonose que pode ser transmitida do
animal para o ser humano. Duch (2015), estudando queijo Minas Artesanal da regido do
Serro, encontrou 30,9% (17/55) de amostras positivas para Brucella spp. utilizando analises
de Reacédo de Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA. Todas as amostras de
queijos foram provenientes de rebanhos testados e controlados por meio de exames
sorologicos anuais para o monitoramento de Brucella spp., segundo determinacdo da
legislagéo vigente, e apresentaram atestados de controles negativos de veterinarios autbnomos
habilitados.
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Coxiella burnetii € o agente causador da febre Q, zoonose que pode ser transmitida do
animal para o ser humano. Ainda ndo existem estudos sobre essa bactéria em queijos

artesanais no Brasil.

2.3. FEBRE Q

2.3.1. Etiologia

2.3.1.1. Caracterizacao do agente etioldgico

A febre Q é causada pela bactéria C. burnetii. Inicialmente C. burnetii foi denominada
Rickettsia burnetii por apresentar caracteristicas semelhantes as da familia Rickettsiaceae,
como ser uma bactéria intracelular obrigatdria, ter um ectoparasita como reservatorio
(carrapato) e ndo poder ser cultivada em meio axénico. No entanto, na década de 1980, o
processo taxondmico alterou esta definicdo porque a analise da sequéncia 16S rRNA da
bactéria revelou que C. burnetii pertence a subdivisdo gama de Proteobactéria e a familia
Coxiellaceae (RAOULT et al., 2005), enquanto as bactérias do género Rickettsia pertencem
ao grupo alfa-1 de Proteobactéria.

C burnetii € uma pequena bactéria Gram negativa, intracelular obrigatéria e
pleomorfica (0,2 a 0,4 um de largura, 0,4 a 1 um de comprimento). Apresenta uma parede
celular tipica de bactéria Gram-negativa. No entanto, no que diz respeito a coloracdo de
Gram, nem sempre cora como esperado. Dessa forma, o método de Gimenez (GIMENEZ,
1964) é indicado na coloracdo de C. burnetii. Este microrganismo possui um pequeno
cromossomo de formato circular com cerca de 5 Mbp (ANGELAKIS e RAOULT , 2010).

C. burnetii apresenta duas variagcbes morfoldgicas distintas: uma variante de pequenas
células (Small Cell Variant — SCV) e uma variante de grandes células (Large Cell Variant —
LCV). Estas formas podem ser diferenciadas pelo tamanho, morfologia e pelos
peptidoglicanos constituintes da parede celular (OYSTON e DAVIES, 2011). SCV séo
consideradas formas vegetativas de resisténcia (esporos) de C. burnetii ao meio extracelular e
LCV a forma metabolicamente ativa e sensivel ao stress ambiental. SCV podem manter-se
viaveis por longos periodos fora do hospedeiro, pois apresentam alta resisténcia a radiagéo
ultravioleta, dissecacdo, calor, pressdo, estresse osmotico e oxidativo e a muitos desinfetantes
(MC CAUL e WILLIAMS, 1981; ARRICAU-BOUVERY e RODOLAKIS, 2005).
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A resisténcia muito elevada, possivelmente relacionada ao seu processo de
esporulacdo, € uma das caracteristicas mais importantes de C. burnetii e permite a este
organismo resistir no ambiente por um longo periodo e permanecer infeccioso. Além da
elevada resisténcia a agentes fisico-quimicos, C. burnetii apresenta ainda um elevado poder
infectante. Estudos mostram que apenas uma Unica célula da bactéria inalada pode produzir
doenca clinica (RAOULT e MARRIE, 1995; RAOULT et al., 1993). Estas caracteristicas
levaram o Center for Disease Control and Prevention (CDC) a classifica-la na categoria B da
lista de agentes passiveis de serem usados como arma bioldgica (CDC, 2016).

2.3.1.2. Fases antigénicas

C. burnetii apresenta variacdes antigénicas semelhantes a variagdo lisa-rugosa da
familia Enterobacteriaceae. Os lipopolissacéarideos (LPS) da parede celular sédo os
responsaveis pela variacdo de fase antigénica (fase | e fase Il). Entretanto ao contrario do que
acontece com as Enterobacteriaceae a variacdo de fase € irreversivel (BOARBI et al., 2015).

A variagdo de fase ocorre no curso da infeccdo e é determinante para o diagnostico
sorologico da febre Q, para distinguir infeccdes agudas e crénicas pela presenca do anticorpo
anti-C. burnetii em fase Il ou em fase I, respectivamente.

A fase | é naturalmente encontrada nos animais infectados, artropodes ou seres
humanos, corresponde ao LPS de variacdo lisa, é altamente contagiosa, uma Unica célula da
bactéria é suficiente para infectar o ser humano (ANGELAKIS e RAOULT , 2010). A fase Il

corresponde ao LPS de variacdo rugosa e € menos virulenta que a bactéria na fase 1.

2.3.2 Distribuicdo Geograéfica

A febre Q é uma zoonose com ampla distribuicdo mundial. C. burnetii esta presente
em todos os paises do mundo, exceto Nova Zelandia (EFSA, 2010).

Na maioria dos paises desenvolvidos, esta infeccdo foi amplamente descrita. Na
Franca e na Alemanha, por exemplo, a doenca é considerada um importante problema de
salde publica.

Nos paises em desenvolvimento, informagdes sobre a febre Q sdo escassas e limitadas
a estudos de soroprevaléncias e relatos de casos. Provavelmente devido a falta de diagnostico

e ndo a menor incidéncia.
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Epelboin et al. (2016) realizaram uma extensa revisdo da literatura disponivel sobre a
febre Q nos paises da América Latina e mostraram que sete paises nunca relataram casos de
febre Q (Belize, Costa Rica, Guatemala, Guiana, Honduras, Paraguai e Suriname); trés nao
relataram nada desde 1990 (Bolivia, Panama e Venezuela); sete paises relataram uma ou duas
publicacBes desde 1990 (Argentina, Chile, EI Salvador, Peru, Trinidad, Uruguai). Coldmbia,

México e Brasil publicaram mais estudos.

2.3.3. Histérico

Em 1935, Edward Derrick foi convidado a investigar um surto de doenca ndo identificada
que afetava trabalhadores de abatedouros em Brisbane, Queensland, na Austrélia, os principais
sintomas relatados eram febre, cefaléia e mal estar. Casos esporadicos da doenca continuaram a
ocorrer regularmente, Derrick comegou a descrever a doenca, adotando em 1937 o termo “febre
Q" (,,Q" para o termo ,,query™) para descrevé-la. ApoOs tentativas frustradas de isolamento,
especulou-se que se tratava de um agente viral. A hipotese da origem rickettsial da doenca foi
levantada por MacFarlane Burnet e Mavis Freeman, a partir da analise de amostra de material
infeccioso enviado por Derrick. Subsequentemente Burnet e Freeman apds reproduzirem a
infeccdo em cobaias e outros animais,observaram vacuolos intracelulares preenchidos com
material granular em diversas seccdes de baco coradas pela hematoxilina-eosina. O estudo
histopatolégico permitiu a visualizacdo de numerosos pequenos bastonetes que pareciam de
natureza rickettsial.

Independente do trabalho de Derrick, em 1935, Gordon Davis, do laboratério Rocky
Mountain em Hamilton, Estados Unidos, ao investigar a ecologia da febre maculosa observou que
carrapatos causavam uma resposta febril nas cobaias nos quais eles se alimentavam. Como o
quadro clinico observado nestes animais ndo sugeria febre maculosa. Em 1938, Cox conseguiu
cultivar o agente infeccioso em ovos embrionados. Uma ligacdo definitiva entre o agente desse
estudo e 0 agente da febre Q australiano se estabeleceu quando no ano de 1938, Rolla Dyer,
diretor do National Institute of Health, EUA, infectou-se com o organismo com o qual Cox e
Davis trabalhavam em Hamilton. A inoculacdo do agente da febre Q australiano, enviado por
Burnet, em cobaias que em seguida foram desafiadas com cepas isoladas do sangue de Dyer
possibilitou demonstrar a existéncia de imunidade cruzada. Essa imunidade foi um indicativo de
que os agentes eram, de fato, isolados de um unico microrganismo. Em homenagem a Cox e
Burnet, que identificaram o agente da febre Q como uma nova espécie de rickettsia essa foi

denominada Coxiella burnetii.
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Desde entdo a febre Q € mundialmente relatada tanto em casos animais quanto em
humanos. A primeira descricdo da febre Q no Brasil foi em 1953, em S&o Paulo (BRANDAO
etal., 1953).

2.3.4. Patogenia

2.3.4.1. Infeccdo no ser humano

A apresentacdo clinica da febre Q no ser humano é extremamente variavel, podendo
variar de doenca assintomatica a fatal. A infeccdo pode se manifestar como doenca aguda ou
cronica. Aproximadamente 60% dos casos de febre Q sdo assintomaticos. Entre os pacientes
sintomaticos, a maioria (95%) experimentard uma doenca leve, sem a necessidade de
hospitalizacdo. Pacientes hospitalizados representam apenas 2% dos individuos infectados, e
apenas 1 em cada 10 deles (0,2% do total) desenvolve a febre Q cronica (MAURIN e
RAOULT, 1999).

A febre Q aguda sintomética é inespecifica e possui um amplo espetro de
manifestacdes clinicas, podendo ir desde uma doenca febril limitada até pneumonia, hepatite e
miocardite (COSTA et al., 2006; CUNHA et al. 2009). A manifestacdo mais frequente é
provavelmente uma doenca febril autolimitada associada de intensa cefaleia.

Em um estudo realizado de janeiro de 2001 a junho de 2004, 726 pacientes febris
foram examinados para infeccdes rickettsiais. Foram encontrados 16 evidéncias soroldgicas
(2,2%) de infeccdo por C. burnetii e a manifestacdo clinica mais frequente (8 casos - 50%) foi
sindrome gripal, seguida pela pneumonia, febre de origem indeterminada e sindrome
mononucleose simile (dois casos - 12,5% cada) e, por fim, linfoadenite (um caso - 6,3%) e
espondilodiscite associada a osteomielite (um caso - 6,3%) (COSTA et al., 2006).

A sindrome gripal que caracteriza a maioria dos casos de febre Q aguda pode ser
facilmente confundivel com vérias doencas, por exemplo, dengue e outras viroses de grande
circulacdo no Brasil. Por este motivo, muitas vezes a febre Q passa despercebida e o paciente
nédo faz o tratamento correto, ndo recebe medicagdo apropriada e pode ter a doenga agravada
(Figura 4). Além disso, pelos motivos acima citados ndo se conhece a verdadeira incidéncia
da doenga.

Mares-Guia et al. (2016) verificaram por PCR a presenca de C. burnetii em amostras
de sangue de pacientes clinicamente suspeitos de dengue. Dos 272 pacientes analisados, 166

(61,3%) tiveram confirmagé&o para dengue e nove (3,3%) foram diagnosticados com febre Q.
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Os fatores que contribuem para essa variagao na apresentacéo clinica da febre Q séo:
(i) o local da infeccdo, via aerossois ou via digestiva; (ii) a dose de inoculacdo de C. burnetii;
(iii) a variante infectante, que pode apresentar diversos potenciais de viruléncia; e iv) fatores
relativos a pessoa infectada, principalmente o estado imunolédgico do paciente (MAURIN e
RAOULT, 1999).

A via de infeccdo em humanos pode determinar, em parte, a manifestacdo clinica
predominante. Pneumonia é mais frequente quando a infec¢do ocorre por meio de aerossois
contaminados. A hepatite é a manifestacdo clinica predominante quando a infec¢éo ocorre por
meio da ingestdo de leite cru ou seus derivados (ANGELAKIS e RAOULT, 2010). A
gravidade da febre Q pode estar associada a dose do indculo, no geral, doses elevadas podem
estar associadas a miocardite (MAURIN e RAOULT, 1999). Finalmente, fatores relacionados
a pessoa infectada, em especial o estado imunoldgico, decorrentes de imunodepressdo ou
mesmo gravidez, podem influenciar o curso da infeccdo, incluindo a evolugdo para a doenca
cronica (MAURIN e RAOULT, 1999).

A febre Q é considerada crbnica a partir da persisténcia da manifestacdo clinica por
mais de seis meses. I1sso ocorre em aproximadamente 5% dos pacientes infectados por C.
burnetii e pode se desenvolver meses ou anos apos a doenca aguda. As apresentacdes clinicas
decorrentes da infeccdo cronica geralmente sdo: endocardite, infecgbes valvulares, infecgoes
osteoarticulares, hepatite crénica, infeccdes pulmonares cronicas, aborto (ANGELAKIS e
RAOQULT, 2010). Normalmente o coracdo € o 6rgdo mais envolvido e a endocardite ocorre

geralmente em pacientes com lesdo valvular prévia ou em paciente imunocomprometidos.



Figura 4- Histdria natural da febre Q humana na auséncia de tratamento
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2.3.4.2. Infeccdo nos animais

A infeccdo por C. burnetii ocorre em uma grande variedade de animais, incluindo
ruminantes, animais domésticos e também animais silvestres (MAURIN e RAOULT, 1999;
CDC 2016). Esse microrganismo encontra-se amplamente disseminado na natureza, tendo
como principais reservatdrios carrapatos, aves e mamiferos. Apesar de qualquer animal destes
grupos ser uma potencial fonte de infeccdo para o ser humano, é o contato com mamiferos

domésticos, principalmente bovinos, ovinos, caprinos que constitui a base fundamental da
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epidemiologia da infeccdo humana por C. burnetii (ANGELAKIS e RAOULT, 2010).

Em contraste com o que acontece no ser humano, nos animais, infecgfes por C.
burnetii geralmente sdo assintomaticas. Como raramente se regista febre nos animais, alguns

autores defendem que a designacdo apropriada para a febre Q nos animais seria de coxielose

(LANG, 1988; MAIA, 2016).

Embora seja normalmente assintomatica, nos mamiferos pode causar aborto tardio,

parto prematuro e natimortalidade. Essas manifestagcdes sdo mais comuns em caprinos. Na
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maioria dos casos, 0 aborto ocorre no final da gestacdo, sem sinais clinicos especificos, até
que o aborto esteja prestes a acontecer, como observado com brucelose (MAIA, 2016). Os
bovinos clinicamente infetados desenvolvem com frequéncia mastites, retengdo placentaria e
metrite (ANGELAKIS e RAOULT, 2010).

A taxa de aborto pode variar de 3 a 80%, embora altas taxas de aborto sejam raramente
observadas, exceto em alguns rebanhos caprinos (MAIA, 2016). Em rebanhos bovinos, muitas
vezes, 0 nimero de fémeas que aborta pode ndo ser suficiente para alertar o produtor de que
existe algum problema e os casos clinicos humanos € que revelam muitas vezes a infeccdo do
rebanho (MAURIN e RAOULT, 1999).

2.3.5. Fontes de infeccdo e vias de transmissao

Na natureza existem dois ciclos epidemiologicos da febre Q: i) nos animais
domesticos, principalmente bovinos ovinos e caprinos, mas também pode ocorrer em cdes e
gatos; ii) em animais silvestres e seus ectoparasitas, principalmente carrapatos (Figura 4). Os
animais silvestres sdo considerados reservatorios naturais do agente, enquanto os animais
domésticos constituem a base epidemioldgica da doenca no ser humano.

A via mais comum de transmissdo da doenca dos animais silvestres para 0s animais
domesticos é a via aerdgena. Os animais silvestres eliminam C. burnetti nos produtos de
parto, urina e fezes e através da inalacdo de aerossois ou poeira contendo o agente ou do
contato com o ambiente contaminado os animais domeésticos podem se infectar. A grande
resisténcia desse microrganismo aos fatores ambientais assegura sua persisténcia no ambiente
por um longo periodo de tempo e pode infectar os animais domésticos. Os animais domésticos
também podem contrair a infeccdo por meio de carrapatos infectados procedentes de animais
silvestres.

Apesar de gqualquer animal infectado ser uma potencial fonte de infec¢do para o ser
humano, é o contato com mamiferos domésticos, principalmente bovinos, ovinos, caprinos
que constitui a base fundamental da epidemiologia da infeccdo humana por C. burnetii
(ANGELAKIS e RAOULT, 2010).

O principal modo de transmissdo de C. burnetii dos animais para os seres humanos é
por meio da inalacdo de aerossois ou poeira contendo esporos do agente, do contato direto
com os animais infetados e dos seus produtos ou com o ambiente contaminado por esses. Os
animais eliminam o microrganismo na urina, fezes, leite, liquido amniédtico, placenta e

produtos de abortamento.
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C. burnetii, como ja mencionado anteriormente, € um microrganismo muito resistente
as condicdes ambientais e pode mostrar-se viavel e infeccioso na natureza por um longo
periodo de tempo além de poder ser dispersado pelo vento. Assim, a febre Q pode ocorrer por
meio de infeccBes indiretas, em pacientes sem qualquer contato evidente com 0s animais, 0 que
torna dificil o diagnostico pela auséncia de epidemiologia compativel.

Outra possivel forma de transmissao de C. burnetii dos animais para 0s seres humanos
é através da ingestdo de leite cru contaminado ou de seus derivados (FISHBEIN e RAOULT,
1992). O papel dos produtos lacteos ndo pasteurizados, como 0s queijos, na transmissdo da
febre Q para humanos, ainda é controverso (FISHBEIN e RAOULT, 1992; HATCHETTE et
al., 2001; MALTEZOU et al., 2004; CAPUANO et al., 2012; HIRAI et al., 2012; ELDIN et
al., 2013; GALE et al., 2015; GALIEIRO et al., 2016). Mesmo assim o0 CDC adverte que uma
das medidas preventivas para evitar a febre Q é ndo consumir leite cru e seus derivados.

Apesar de C. burnetii ter sido isolada de carrapatos, é improvavel que a transmissao da
febre Q por artrépodes em humanos seja significativa, mas estes desempenham um papel
significativo na transmissdo de C. burnetii entre os vertebrados silvestres (ANGELAKIS e
RAOQULT, 2010). A transmissdo sexual de C. burnetii foi demonstrada experimentalmente em
camundongos infectados. No entanto este modo de transmisséo ainda ndo foi comprovado em
seres humanos e animais silvestres (MAURIN e RAOULT, 1999).

Figura 5 — Esquema ilustrando o ciclo de C. burnetii

AMBIENTE

“/

Fonte: Maurin & Raoult, 1999; Fournier et al, 1998; Angelakis & Raoult, 2010; Mares-
Guiaetal., 2016
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O amplo espectro de reservatdrios de C. burnetii e sua resisténcia a fatores ambientais,

conforme mencionado previamente, torna o rastreamento da fonte de infec¢do muito dificil.

2.3.6. Situacédo no Brasil

Apesar de ser considerada uma zoonose de distribuicdo mundial, h& poucos relatos de
febre Q no Brasil. Acredita-se que essa seja uma doenca pouco diagnosticada e possivelmente
subnotificada em nosso pais (SICILIANO et al., 2008).

As escassas informacBes sobre a evidéncia sorolégica em humanos e animais se
restringem aos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo. O quadro 1 a
apresenta um resumo dos estudos sobre febre Q no Brasil.

A primeira descricdo da febre Q no Brasil foi em 1953, em Séo Paulo. Foram
estudadas 643 pessoas, sendo 473 funcionérios de frigorifico e 170 funcionarios de uma
fabrica de vidro. Oito (1,69%) dos funcionarios do frigorifico foram positivos para febre Q e
dois (1,76%) dos funcionarios da fabrica de vidro foram positivos. (BRANDAO et al., 1953).
Ribeiro-Neto et al. (1964) estudaram 200 ordenhadores e tratadores de rebanhos bovinos da
regido do Vale do Paraiba, S&o Paulo e 17 foram positivos para febre Q.

Riemann et al. (1974) realizaram uma investigacdo epidemioldgica com pessoas
ligadas a Faculdade de Medicina Veterinaria de Davies na Califérnia e a Faculdade de
Medicina Veterinaria de Belo Horizonte, Minas Gerais para comparar a prevaléncia e fatores
associados a febre Q. De 219 pessoas testadas no Brasil 48 (22%) apresentaram anticorpo
contra C. burnetii. de 138 pessoas testadas na California 14 (10%) apresentaram anticorpo
contra C. burnetii. Os fatores associados a disseminacdo da doenca de animais para humanos
foram: i) grau de contato com animais; ii) consumo de produtos lacteos ndo pasteurizados; e
iii) duracdo da residéncia rural. Em 1975, os mesmos autores, realizaram um estudo em Belo
Horizonte e encontraram, entre 144 trabalhadores de abatedouros que participaram do estudo,
42 (29%) de soropositivos para C. burnetii. Neste mesmo estudo, foram testados 156 bovinos,
sendo que 45 (29%) deles apresentaram anticorpos para C. burnetii (RIEMAN et al. 1975).

Mais recentemente foram realizados novos estudos envolvendo a febre Q. Costa et al.
(2006) estudaram, de janeiro a junho de 2004, 726 pacientes febris foram selecionados para
investigacbes de infecgdes rickettsiais como parte de um protocolo especifico para
investigacdo etiologica em Juiz de Fora, Minas Gerais. As amostras de soro foram testadas
por técnica indireta de microimunofluorescéncia e foram detectados 16 casos (2,2%) de
infecgéo por C. burnetii.
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Siciliano et al. (2006) analisaram um total de 61 pacientes com diagndstico de
endocardite e detectaram um positivo para C. burnetii. Adicionalmente, Siciliano et al. (2008)
relataram um caso grave de endocardite por C. burnetii em um homem de 41 anos, natural do
Estado da Bahia, que apresentou desfecho fatal. Ele trabalhava com gado bovino e consumia
leite cru habitualmente.

Lamas et al. (2009), ao analisarem amostras de soro de pacientes HIV reativos,
atendidos em servico de saude na regido de Jacarepagua, Municipio do Rio de Janeiro,
identificaram quatro pacientes do sexo feminino com anticorpos anti- C. burnetii e uma das
pacientes referia contato com material de parto de uma cadela.

Em 2008, foi identificado no municipio de Itaborai, Rio de Janeiro, o primeiro caso de
febre Q confirmado por analise molecular em um paciente com febre de origem obscura ha
mais de 40 dias. Com o objetivo de rastrear o foco da infeccdo, foram realizadas analises em
amostras dos familiares e animais do paciente. A esposa do paciente e dois dos 13 cées da
propriedade apresentaram sororreatividade (LEMQOS, 2011).

Em 2010, um homem de 33 anos do Rio de Janeiro, foi internado em um hospital
privado com sintomas de febre, mialgia e tosse seca. O paciente foi tratado com varios tipos
de antibidticos, porém ndo respondeu ao tratamento. As amostras de lavagem de sangue e
broncoalveolar foram analisadas utilizando técnicas de cultura e foram negativas para as
bactérias e fungos usuais. Amostras de soro foram testadas para por PCR para C. burnetii e
apresentaram resultado positivo. Foi obtida uma historia epidemioldgica detalhada e a
exposicdo a cdes e gatos, alguns deles parturientes, foi identificada durante os dois anos
anteriores a doenca. Durante este tempo, apds uma doenca grave semelhante a gripe, 0
paciente desenvolveu poliartrite seronegativa (ROZENTAL et al., 2012).

Mares-Guia, et al. (2016) verificaram a presenca de C. burnetii em amostras de sangue
de pacientes clinicamente suspeitos de dengue pela técnica de PCR. No total, 272 pacientes
foram analisados, sendo que 166 (61,3%) tiveram a confirmacgdo para dengue, nove (3,3%)
foram diagnosticados com febre Q. Um dos pacientes apresentou infeccdo pelos dois
patogenos. Essa taxa de deteccdo de C. burnetii encontrada em pacientes que apresentam
febre ndo é desprezivel e deveria ser levada em consideracdo pelo setor saude. A febre Q
deveria ser incluida no diagndstico diferencial da dengue. Os resultados de estudos deste
topico mostram a ocorréncia de infeccdo por C. burnetii no Brasil, tanto em animais como em

seres humanos, e reforcam a necessidade de mais estudos e de vigilancia da febre Q no pais.



Quadro 1 — Resumo dos casos de febre Q publicados no Brasil

Referéncia Eséargg”d 0 Positivos Contexto Método
Brand&o et al., 1953 Séo Paulo 10 In_vest'|ga(;ao entre 473 pessoas (47,3 funmonquos de Soroldgico
frigorifico e 170 funcionarios de fabrica de vidro)
. x Investigacdo com 200 ordenhadores e tratadores de -
Ribeiro-Neto et al., 1964 Séo Paulo 17 rebanhos bovinos Sorologico
Investigacdo epidemiologica com 219 pessoas
Riemann et al., 1974 Minas Gerais 48 associadas a Faculdade de medicina veterinaria de Soroldgico
Belo Horizonte
Riemann et al., 1975 Minas Gerais 42 Investigacdo com 144 trabalhadores de abatedouros Soroldgico
Costa et al., 2006 Minas Gerais 16 Izré\gastlgagao com 726 pacientes febris entre 2001- Sorolégico
Siciliano et al., 2006 Sé&o Paulo 1 Investigacdo entre 61 pacientes com endocardite Soroldgico
Siciliano et al., 2008 Sa%;ﬁl;m/ 1 Relato de caso de endocardite e com desfecho fatal Sorolégico
Lamas et al., 2009 Rio de Janeiro 4 Soroprevaléncia entre 125 pacientes HIV positivos Soroldgico
. . Caso de febre de mais de 40 dias de duragédo
Lemos et al., 2011 Rio de Janeiro 1 associada a trombocitose. PCR
Investigacdo em  pacientes operados para
Lamas et al., 2013 Rio de Janeiro 1 endo_card|te no pgnodo e_zntre_1998-2,009, em um PCR
hospital referéncia em cirurgia cardiaca. Foram
testadas 51 valvulas
Investigagdo de C. burnetii a partir de amostras de
lavagem de sangue e broncoalveolar de um paciente
com pneumonia grave apds tratamento com
Rozental et al., 2012 Rio de Janeiro 1 metotrexato, resultando no diagndstico molecular PCR
de febre Q em um paciente que teve foi
diagnosticado com poliartrite seronegativa activa
dois anos antes.
Mares-Guia et al., 2016 Rio de Janeiro 9 Investigacao entre 272 casos suspeitos de dengue PCR
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2.4. FEBRE Q E PRODUTOS LACTEOS

A forma de liberacdo de C. burnetii difere entre as espécies de animais, o leite é a
principal forma de liberacdo de C. burnetii em bovinos e caprinos, entretanto em ovelhas a
bactéria é liberada principalmente nas fezes e muco vaginal (RODOLAKIS et al., 2007). As
celulas alvo desse microrganismo sdo macrofagos e mondcitos e quando ocorre mastite nos
animais uma grande quantidade de macrdfagos é liberada podendo aumentar ainda mais a
liberacdo de C. burnetii (BARLOW et al., 2008).

O papel dos produtos lacteos ndo pasteurizados na transmissdo da febre Q para
humanos ainda é muito controverso. Cerf e Condron (2006) em sua revisao sistematica sobre
a febre Q contestaram a designacdo de C. burnetii como patdgeno transmitido por alimentos,
bem como, o fato da pasteurizacdo ser baseada neste patdgeno. Entretanto, diversos outros
autores acreditam na transmissdo oral de febre Q (CAPUANO et al., 2012; GALE et al.,
2015)

Capuano et al. (2012) afirma que é plausivel que a ingestdo de produtos lacteos possa
constituir também uma causa de infeccdo humana, principalmente devido a alta resisténcia de
C. burnetii que poderia sobreviver por um logo tempo no alimento.

Gale et al. (2015) realizaram simulac@es de andlise de risco e concluiram que os riscos
para o ser humano da transmissdo de C. burnetii pelo consumo de lacteos ndo pasteurizados
ndo deve ser desprezado apesar dele ser menor em comparacdo com a inalacdo de aerossois
contaminados.

A febre Q pode ser causada por multiplos genétipos e nem todos séo infecciosos para
o ser humano. Segundo Pearson et al. (2014) o gendtipo circulante nos Estados Unidos é o
ST20, neste pais existe uma alta prevaléncia de coxielose em bovinos entretanto, poucos casos
de febre Q humana. A conclusdo dos autores é que esse gendtipo é pouco infeccioso para
seres humanos, porém os autores alertam que ndo se sabe se 0 ST20 € o principal gendtipo
bovino no mundo.

Por outro lado, o genotipo MST33 ja foi detectado em amostras clinicas de seres
humanos, cabras e ovelhas. Tilburg et al. (2012) comprovaram que cabras e ovelhas sdo
fontes de um surto de febre Q na Holanda. No mundo existem poucos estudos de
genotipagem, portanto, a informacdo sobre uma possivel prevaléncia global do gendtipo
MST33 é insuficiente.

Embora exista a controvérsia em relagdo ao papel dos produtos lacteos néo

pasteurizados na transmisséo da febre Q, alguns estudos vém sendo realizados com o objetivo
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de detectar a presenca de C. burnetii em produtos lacteos. Capuano et al. (2012) detectaram
em um total de 169 amostras de queijos produzidos com o leite de diferentes espécies animais
uma prevaléncia geral de 21,3%, variando entre espécies (39% em queijo de leite de vaca,
26% em queijo de leite de pequenos ruminantes e 6,9% em queijo de leite de bufala). Galieiro
et al. (2016) analisaram 84 amostras de queijo produzidos com leite ndo pasteurizado e
detectaram 27 (32,14%) positivos para C. burnetii.

Como o método de detec¢do do patdgeno utilizado nos referidos estudos foi a PCR,
gue ndo permite a discriminacdo entre bactérias vivas e mortas, ndo foi possivel confirmar a
viabilidade de C. burnetii. Esse método é utilizado em muitos estudos porque o isolamento
desse microrganismo é dificil, demorado e requerer um laboratério com nivel de seguranca 3
(NB-3) com pessoal altamente treinado e qualificado. Dessa forma, a detec¢do de C. burnetii
geralmente é baseada em métodos moleculares como PCR, nesses casos.

Um estudo realizado na Franca por Eldin et al. (2013) analisou 70 amostras de queijos
produzidos com leite ndo pasteurizado e encontrou 40 (57,14%) positivos para C. burnetii
pela técnica de PCR. Posteriormente as amostras positivas por PCR foram inoculadas em
fibroblastos de pulmdo embrionario humano e nao foi encontrada nenhuma célula viavel.
Como os autores nao especificaram o numero de dias de maturacdo dessas amostras e 0s
queijos artesanais franceses, geralmente, passam por longo periodo de maturacdo, é possivel
que o tempo prolongado de maturacdo tenha inativado a bactéria.

Hirai et al. (2012) analisaram a presenga de C. burnetii em queijos do mercado de
Toquio e encontraram, em um total de 147 amostras, 28 (19,05%) positivas por PCR.
Analisaram a viabilidade inoculando camundongos com as amostras positivas e todas foram
consideradas negativas. Porém os autores ndo relatam se os queijos foram produzidos a partir
de leite cru. Capuano et al. (2012) sugeriram que as amostras utilizadas por Hirai et al. (2012)
sejam de produtos industriais e que, devido ao processo de pasteurizacdo, as bactérias tenham
sido inativadas. Os autores alertam, ainda, que 0s queijos artesanais produzidos com leite ndo
pasteurizado precisam de maior atencdo por serem uma possivel causa de transmissdo de C.
burnetii para o ser humano.

Ao contrario de Eldin et al. (2013) e Hirai et al. (2012), que avaliaram que 0 consumo
de queijo ndo representa um risco para a saude publica pela transmissdo de C. burnetii porque
ndo encontraram o patdégeno viavel nas amostras estudadas, Babudieri e Moscovici (1950) e
Spika (1958) avaliaram a sobrevivéncia de C. burnetii em queijos contaminados com o
patogeno e relataram que a bactéria permaneceu viavel por 17 e 42 dias de maturagéo,

respectivamente. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos para saber a viabilidade de C.
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burnetii em queijos, principalmente nos queijos artesanais brasileiros que, apesar da
determinacdo da legislacdo, praticamente ndo sdo maturados, sendo consumidos quase
frescos.

Loftis et al. (2010) confirmaram a viabilidade de C. burnetii por passagem em
camundongos de duas amostras de leite ndo pasteurizadas e positivas por PCR.

Apesar de a relagdo de causa-efeito entre 0 consumo de lacteos ndo pasteurizados e o
desenvolvimento da doenca clinica no ser humano ainda ndo estar totalmente comprovada
(EFSA, 2010), h& evidéncias epidemioldgicas de casos de febre Q em que o consumo de
lacteos ndo pasteurizados foi a causa mais provavel.

Fishbein e Raoult (1992) relataram um surto de febre Q entre pacientes e funcionarios
de uma instituicdo psiquiatrica na Franca. Alguns pacientes e funcionarios deixavam a
instituicdo diariamente para trabalhar em uma fazenda em que cabras eram criadas para a
producdo de queijo feito com leite cru. As taxas da doenca foram significativamente maiores
entre pessoas que trabalhavam na fazenda e consumiam produtos a base de leite ndo
pasteurizado do que entre as que trabalhavam na fazenda, mas ndo consumiam produtos nao
pasteurizados. Os autores concluiram que a associacdo entre a exposicdo a aerossois
contaminados e o consumo de lacteos ndo pasteurizados aumenta o risco de contrair a febre
Q.

Outro estudo investigou a incidéncia da febre Q entre 1.200 criancas hospitalizadas na
Grécia. A doenca em fase aguda foi diagnosticada em oito (0,67%) dos pacientes. A analise
multivariada mostrou que as criangas que relataram consumo de queijo artesanal apresentaram
maiores chances para esta doenca (MALTEZOU et al., 2004).

Signs et al. (2012) relataram um surto de febre Q em Michigan (EUA) que envolveu
um pequeno grupo de individuos consumidores regulares de leite ndo pasteurizado. Shah et al.
(2015) descreveram o caso de uma mulher de 52 anos, também em Michigan, com febre Q
cronica que se manifestou como endocardite. Histdrico subsequente identificou que a paciente
consumia leite cru proveniente de uma vaca infectada por C. burnetii como a provavel fonte
do contagio.

Embora a relacdo entre febre Q e consumo de lacteos ndo pasteurizados ainda ndo
esteja totalmente provada, existem fortes evidéncias epidemioldgicas de que esta seja uma das
rotas de transmissdo da doenca para o ser humano. Por este motivo, € de suma importancia
controlar a infeccdo por C. burnetii em rebanhos e, em especial, em rebanhos que tenham sua

producdo destinada a fabricacéo de produtos artesanais.
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2.5 FATORES DE RISCO PARA C. burnetii EM ANIMAIS

Os fatores de risco associados a infeccdo por C. burnetii em populagdes animais
podem estar relacionados ao animal, ao rebanho, a fatores ambientais ou a regido. Entre os
principais fatores associados aos animais, podem ser citados: idade, ordem de parto e raca. Os
fatores relacionados ao rebanho sé&o: tamanho, densidade populacional, tipo de exploracao,
sistema de producdo, contato com outros animais, ingresso de novos animais, inseminacéo
artificial, entre outras praticas zootécnicas e sanitarias. Com relacdo aos fatores ambientais,
constata-se uma tendéncia sazonal da doenca. Com relacdo a regido, deve ser observada a
proximidade de fazendas com histérico da doenca.

Muitos autores relataram a associa¢do entre infeccdo por C. burnetii e medidas de
tempo como idade e ordem de parto (MC CAUGHEY et al., 2010; SCHIMMER et al., 2011;
BOTTCHER et al., 2011; GARCIA-ISPIERTO et al., 2011; PAUL et al., 2012). Observa-se
associacdo entre a infeccdo e 0 aumento da idade em animais, isso porque a probabilidade de
ser infectado pela bactéria, se presente, aumenta com o tempo de exposicdo (PAUL et al.,
2012).

Outro fator de risco para infeccdo por C. burnetii relatado por varios autores foi raca
(MC CAUGHEY et al., 2010; RYAN et al., 2011; PAUL et al.,, 2012). Esses estudos
demonstram que o risco de uma vaca ter a doenca variou entre as ragas, com maior risco em
vacas Holandesas do que Jersey (MC CAUGHEY et al., 2010; PAUL et al., 2012). No
entanto 0 motivo dessa variacdo aparente na susceptibilidade da raca é desconhecido. A
variacao genotipica entre racas € uma possivel explicacdo que precisa ser investigada (PAUL
etal., 2012).

Considerando os fatores relacionados ao rebanho, varios estudos encontraram uma
associacdo entre tamanho do rebanho e infeccdo por C. burnetii, sendo maior o risco de
infeccdo em rebanhos maiores ((MC CAUGHEY et al., 2010; SCHIMMER et al., 2011,
RYAN et al., 2011; PAUL et al., 2012; VAN ENGELEN et al., 2014). Essa observacdo pode
ser explicada pelo aumento da probabilidade de transmissdo em rebanhos com numero
elevado de animais (PAUL et al., 2012) bem como com maior circulagdo de pessoas que
trabalham e visitam a fazenda (SCHIMMER et al., 2011). Além disso, como a principal via de
transmissdo é aerogena e 0 maior contato entre os animais facilita a transmisséo via aerossois,
quanto maior for a densidade populacional, maior sera a possibilidade de transmissdo da

infecgéo por C. burnetii.
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Com relacgéo ao tipo de exploragdo como fator de risco, algumas pesquisas mostram
que rebanhos de producdo leiteira apresentam prevaléncias mais elevadas para infeccéo
comparadas aos rebanhos de corte. Mc Caughey et al. (2010) estudaram 723 rebanhos,
divididos entre rebanhos leiteiros e de corte, e constataram que ser de rebanho leiteiro foi um
fator de risco para infeccao por C. burnetii. Os animais dos rebanhos leiteiros eram duas vezes
mais propensos a serem soropositivos. Provavelmente devido a particularidades de manejo, ao
contato mais préximo dos animais e @ maior vida Util.

O sistema de criagdo também pode atuar como fator de risco para a presenca de C.
burnetii no rebanho (CAPUANO et al., 2001; PAUL et al., 2012). Os animais criados em
sistema extensivo apresentaram maior probabilidade de serem positivos para C. burnetii,
porque esse sistema provavelmente promove maior contato aleatério entre os animais. Além
disso, os animais criados dessa forma tém mais possibilidade de contato com o ambiente
infectado (PAUL et al., 2012).

A inseminacdo artificial foi um fator de risco relatado por Schimmer et al. (2011),
mas, segundo 0s autores, pode ser um marcador indireto de praticas de manejo adotadas por
grandes fazendas.

Alguns estudos indicam que a presenca de cdes e gatos pode ser um fator de risco
associado a infeccdo por C. burnetii no rebanho (CANTAS et al., 2011; SCHIMMER et al.,
2011), o que sugere que tais animais facilitem a introducdo ou propagacdo do patdégeno no
rebanho.

Em geral, a compra de novos animais € um fator de risco bem conhecido para a
introducdo de doencas infecciosas em rebanhos. Van Engelen et al. (2014) e Paul et al. (2012)
observaram que a compra de novos animais com estado de doenca desconhecido e a auséncia
da pratica da quarentena representam um fator de risco substancial para a introducéo de C.
burnetii no rebanho.

Diversas praticas relacionadas a higiene foram identificadas em varios estudos como
fatores de risco importantes para presenca de C. burnetii no rebanho. Paul et al. (2012)
observaram que boas precaucdes higiénicas tomadas pelo veterinario antes de entrar no
estabulo foram significativamente associadas com chances reduzidas de presenca de C.
burnetii no rebanho. Os veterinarios do rebanho podem atuar como transportadores mecanicos
e transferir o patdgeno dos rebanhos infectados para os ndo-infectados. Cantas et al. (2011)
identificaram que a frequéncia de limpeza do ambiente em que as vacas ficavam foi
considerado um fator de protecdo para infec¢do por C. burnetii. Van Engelen et al. (2014)

constataram que limpar as camas das vacas pelo menos uma vez ao dia foi associado
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negativamente a presenca de C. burnetii no rebanho. Estas poderiam ser medidas indiretas de
praticas de higiene em geral.

As boas préaticas de higiene sdo uma importante forma de reduzir o risco de
propagacdo de doengas infecciosas. Para C. burnetii, a pratica de remo¢do do ambiente de
residuos de parto, fezes, urina e excre¢des do trato genital reduz a transmissdo da bactéria
para outras vacas do rebanho.

Alguns estudos demonstram uma variacdo sazonal na ocorréncia de infecgédo por C.
burnetii, com animais em maior risco no verdo (YANASE et al., 1997; CANTAS et al., 2011,
PAUL et al., 2012). Nusinovici et al. (2015) relataram a precipitacdo como fator protetor para
a infeccdo por C. burnetii em rebanhos na Suécia. A variacdo sazonal na ocorréncia de febre
Q em humanos também foi relatada por varios autores. Na maioria dos estudos, a incidéncia
foi maior na primavera e no inicio do verdo (TISSOT-DUPONT et al., 1999;
HELLENBRAND et al., 2001).

Com relacdo a regido em que a fazenda esta inserida, Schimmer et al. (2011)
encontraram uma relagdo positiva entre a presenca de C. burnetii e fazendas localizadas até 8
km de proximidade de fazendas positivas. Os autores afirmam que é muito provavel que isso
ocorra devido a inalacdo de aerossois contaminados. Nusinovici et al. (2015) relataram que
para 0s rebanhos localizados em areas com alta velocidade do vento e paisagem aberta o risco

de infeccdo aumentou significativamente.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Estimar a prevaléncia de C. burnetii em queijo Minas Artesanal da Microrregido do Serro e
identificar os fatores de risco para a presenca desse microrganismo nas propriedades
estudadas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a presenca de DNA de C. burnetii em amostras de queijo Minas Artesanal

proveniente da microrregido do Serro.

e Realizar analises descritivas da populacao do estudo.

e Realizar analise de distribuicdo de frequéncia.

e Identificar os fatores de risco para a presenca de C. burnetii.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DELINEAMENTO E LOCAL DO ESTUDO

Foi realizado um estudo de corte transversal para estimar a prevaléncia de Coxiella
burnetii em propriedades produtoras de queijos Minas Artesanal de uma importante regido
produtora do Brasil e avaliar fatores associados a presenca do patégeno nos rebanhos
estudados. O critério utilizado para a inclusdo dos produtores na amostra foi de estar

cadastrado ou certificado no IMA.

4.2. PLANEJAMENTO AMOSTRAL

A amostra da populacdo-alvo para estimar o percentual de estabelecimentos positivos
para Coxiella burnetii foi determinada por sorteio aleatério de 55 (44%) queijarias entre as
125 cadastradas que no periodo das coletas constavam no sistema do IMA. Em cada uma das
propriedades sorteadas foi coletado um queijo para representa-la, ja que cada partida era feita
com 0 mesmo conjunto de leite oriundo da mesma propriedade. Foram realizadas coletas no

periodo entre Junho e Dezembro de 2014.

4.3. COLETA DE DADOS SOBRE AS PROPRIEDADES E PRODUTORES

Foram aplicados questionarios estruturados aos 55 produtores participantes do estudo.
O questionario utilizado possui questbes organizadas por grupo de conteudo, enfocando
caracteristicas socioeconémicas das familias dos produtores, e gerais da propriedade/rebanho,
da sanidade do rebanho, da producdo, da produtividade, das questdes ambientais e das boas
praticas de ordenha e producéo.

Os dados provenientes da entrevista e resultados de analises laboratoriais, uma vez

sistematizados, formam a base de dados do trabalho.

4.4, COLETA DAS AMOSTRAS DE QUEIJOS

As amostras de queijo foram coletadas pela equipe do estudo, que foi capacitada para
executar a coleta, armazenamento e transporte de amostras. Os queijos coletados pesavam, em
média, 900 g e foram coletados em suas proprias embalagens (embalagem plastica
termoencolhivel)

Os queijos foram mantidos sob refrigeracdo (<4°C) até o envio para o Laboratorio de
Qualidade do Leite (LQL) da Embrapa Gado de Leite, em caixas isotérmicas com gelo

reciclavel, em quantidade suficiente para garantir a manutencdo da temperatura. No LQL, as
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amostras foram fracionadas em porcGes menores de 100 g, acondicionada em bolsas estéreis
para amostras solidas ou liquidas (INLAB), lacradas, identificadas e enviadas ao Laboratério
de Hantaviroses e Rickettsioses da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Para este envio as
amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel em quantidade
suficiente para manter a temperatura < 4°C até ao laboratorio de destino, onde foram
realizadas as andlises laboratoriais: PCR para C. burnetii e sequenciamento dos produtos de
DNA amplificados.

4.5 ANALISE DA DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS

Foram realizadas anélises de distribuicdo de frequéncias para observar se havia uma
diferenca na distribuicdo de frequéncias das amostras positivas no total de amostras estudadas
em duas faixas equidistantes do centro do municipio do Serro até a amostra mais distante

coletada.

4.6. ANALISES MOLECULARES

4.6.1. Extracdo de DNA
As amostras de queijo coletadas foram submetidas a analise molecular utilizando o kit
comercial para extracdo de DNA em tecido (QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen®) de

acordo com as instrugdes do fabricante.

4.6.2. Amplificacdo de DNA

Apos a extracdo do DNA este foi utilizado em ensaios de PCR convencional para
detectar C. burnetii (Quadro 2). O DNA de C. burnetii foi detectado com iniciadores
especificos de C. burnetii projetados para amplificar o gene 1S1111, localizado em uma regiéo
conservada do genoma da bactéria.

A amplificacdo de DNA foi realizada utilizando Platinum Tag DNA polimerase. O
tamanho da amostra foi de 4 puL para PCR1 e 2 pL para PCR2. A reagédo continha 2,5 pL de
tampdo PCR 10x, 0,6 pL de primer 10 mM, 0,75-2 pL de MgCl, 50 mM, 0,25
desoxinucleotideos (20 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato), 0,1 pL de Platinum Taq
DNA polimerase (5U/ pL Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e agua livre de nucleases

(Promega, Madison, W1, EUA). O sucesso da amplificacdo foi verificado por migragédo em
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gel agarose 1,5% e coloracéo do gel com solucdo de GelRed ™ (Biotium, Hayward, CA,
EUA).

Quadro 2 — Primers utilizados para deteccdo de Coxiella burnetii

. ] . Tamanho do Temperatura de
Primers Sequencias (5 -3 )
fragmento anelamento
*QBT -1 TATGTATCCACCGTAGCCAGC
687 pb 60 °C

*QBT -2 CCCAACAACACCTCCTTATTC
**QBT N3+ | AAGCGTGTGGAGGAGCGAACC

. 440 pb 66 °C
**QBT N4- CTCGTAATCACCAATCGCTTCGTC

! Nested PCR/ *Hoover et al.(1992) / **Sequéncias de nucleotideos desenhadas no Laboratério de
Hantaviroses e Rickettsioses, ainda em fase de publicacdo

4.6.3. Sequenciamento do DNA

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o kit ilustra GFX RCR DNA
and Gel Band Purification® (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction® v.3.1 para purificacdo o kit BigDye® X-
Terminator Purification (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com as
recomendagOes do fabricante. As analises foram realizadas com um ABI Prism 3730XL, 96
capilares (Applied Biosystems) e as sequéncias de nucleotideos foram analisadas utilizando o

software MEGA 6. Uma sequéncia consenso foi estabelecida pelo mesmo software.

4.7. VARIAVEIS DO ESTUDO

A presenca de DNA de C. burnetii nos queijos foi a variavel dependente e as variaveis
explicativas foram agrupadas em trés niveis hierarquicos visando andlises multivariadas de
regressdo logistica:
i) distal (caracteristicas socioecondmicas e demograficas): residéncia no estabelecimento
rural, renda proveniente da venda de queijos, outras rendas, nivel de instrugdo, mao de obra,
assisténcia técnica e tipo de assisténcia;
i) intermediario (producdo de queijo): utiliza pingo, utiliza rala, para quem vende o queijo, a
pessoa que ordenha é a mesma que fabrica o queijo e quem fabricou o queijo;
iif) proximal (caracteristicas do rebanho, produgdo de leite e ordenha): pré dipping, pos
dipping, linha de ordenha, tipo de ordenha, caracteristica do rebanho (fechado ou compra

animais), contato com outros bovinos e numero de ordenhas.
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4.8. ANALISES ESTATISTICAS E EPIDEMIOLOGICAS

A prevaléncia de queijos positivos para C. burnetii (PCR e sequenciamento do DNA)
na amostra analisada foi determinada. No calculo estatistico, foi utilizado o programa Epinfo
para estimar o intervalo de confianca para uma propor¢édo (p) com um nivel de significancia
de 95% (p<0,05).

Foram realizadas andlises descritivas das variaveis qualitativas e quantitativas.
Analises de regressdo logistica univariada e multivariada foram realizadas para avaliar 0s
fatores de risco para presenca de C. burnetii nos queijos.

Nas analises multivariadas, modelos tedricos com trés niveis hierarquicos foram
construidos de acordo com Victora et al. (1997).

O software SPSS versao 20.0 foi utilizado para as analises de regressdo logistica. O

ajuste do modelo foi avaliado com o teste Hosmer e Lemeshow.

4.9. COMITE DE ETICA
Esta pesquisa foi inserida na Plataforma Brasil e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa. Os produtores assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, que lhes

assegura sigilo e confidencialidade das informacGes.
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5. RESULTADOS

5.1. DESCRICAO DA POPULACAO

A tabela 1 apresenta as caracteristicas socioeconémicas e demograficas qualitativas
descritivas da populacdo estudada. A maioria dos produtores reside no estabelecimento rural
(84,1%) e a maior parte da renda familiar é proveniente da venda de queijos (84,1%). A méo

de obra é familiar em 68,2% das propriedades e em 27,3% tem empregados fixos contratados.
A tabela 2 apresenta as caracteristicas relativas a producéo de queijos (variaveis qualitativas).
Para a producéo de queijo 21 produtores (47,7%) utilizam o pingo, sorofermentado. A rala é
utilizada por 68,2% dos produtores com diferentes frequéncias de

utilizag&o.

A tabela 3 apresenta as caracteristicas descritivas relativas a caracteristicas do
rebanho, producdo de leite e ordenha. A ordenha é mecénica canalizada em 40,9% das
propriedades estudadas. O rebanho é fechado, ou seja, ndo compra animais em 36,4% das
propriedades estudadas. Dos produtores que compram animais 92,85% (26/28) ndo exigem
nenhum documento dos vendedores. Em 70,4% das propriedades estudadas existe contato dos
animais da propriedade com os da propriedade vizinha, seja por cerca ou por utilizarem o
mesmo touro.

A tabela 4 apresenta as caracteristicas descritivas das varidveis quantitativas. Os
queijos coletados apresentavam entre dois e oito dias de maturacdo e o tempo de maturacao
médio que os produtores esperam para vender 0S queijos para consumo varia entre trés e oito
dias.

O numero de familiares envolvidos com a producdo de queijo varia entre zero,
nenhum familiar envolvido na producéo somente funcionarios contratados, e quatro.

Os rebanhos sdo constituidos por 6 a 91 vacas em lactacao, produzindo entre 50 e
1.597 litros de leite, com média de 280,9 litros. Produzindo em média 28 queijos diarios de

aproximadamente um quilograma.



47

Tabela 1. Caracteristicas socioecondmicas e demogréaficas descritivas da populacédo do estudo

(variaveis qualitativas)

Caracteristica n (%)

A maior parte da renda familiar é proveniente da venda de queijos

Néo 6 (13,6)
Sim 37 (84,1)
Ignorado 1(2,3)

Nivel de instrucdo do produtor

Analfabeto 1(2,3)
Fundamental completo 13 (29,5)
Fundamental incompleto 7(15,9)
Lé e escreve 3(6,8)
Médio completo 10 (22,7)
Médio incompleto 7(15,9)
Superior completo 3(6,8)

Mao de obra recebe treinamento
Nao 1(2,3)
Sim 43 (97,7)

Tipo de assisténcia técnica

Privada 16 (36,4)
Pdblica 11 (25,0)
Piblica e privada 2(45)

N4o se aplica (ndo tem assisténcia técnica) 15 (34,1)
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Tabela 2. Caracteristicas descritivas da producado de queijos da populacédo do estudo (variaveis
qualitativas)

Caracteristica n (%)

Utiliza rala
Nio 14 (31,8)
Sim 30 (68,2)

Pra quem vende o queijo produzido

Atravessador 11 (25,0)
Cooperativa 27 (61,4)
Cooperativa e atravessador 2 (4,5)
Cooperativa e consumidor 1(2,3)
Mercearias, padarias e pequenos mercados 3(6,8)

Quem fabricou o queijo

Homem 34 (77,3)
Homem e mulher 2 (4,5)

Mulher 8 (18,2)
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Tabela 3. Caracteristicas descritiva do rebanho, producdo de leite e ordenha da populacéo do

estudo (variaveis qualitativas)
Caracteristica n (%)

Lavagem Ubere

Teta de todas as vacas sempre 40 (90,9)
Teta e Ubere de todas as vacas sempre 2 (4,5)
Teta somente se estiver suja 2 (4,5)

Pés dipping

Néo 30 (68,2)
Sim 13 (29,5)
Ignorado 1(2,3)

Linha de ordenha
N&o 35 (79,5)
Sim 9(20,5)

Caracteristica rebanho

Compra animais 28 (63,6)
Completamente fechado 16 (36,4)

Contato com outros bovinos

Contato por cerca 27 (61,4)
Contato por cerca e utiliza mesmo touro do vizinho 4 (9,0)
N&o acontece 5(11,4)

Ignorados 8 (18,2)
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Tabela 4- Caracteristicas descritivas da populagdo do estudo (variaveis quantitativas)

Caracteristica Valor 25% Mediana  75% Valor Moda Média
minimo Maximo
Dias de maturacgdo queijo 2 3 4 5 8 4 4,48
coletado
Numero de pessoas da familia 1 2 3 4 6 3 2,95
Ndmero de familiares envolvidos 0 1 2 2 4 2 1,72
na produgdo de queijo
Tempo cadastro no IMA (anos) 1 4 5 6,5 12 6 51
Idade produtor 19 43,5 54 68 81 21 54,06
Producéo de leite /dia (litros) 50 100 245 350 1597 350 280,95
Vacas em lactagdo 6 17 28,5 40 91 20 29,80
Vacas secas 0 8 12 20 42 10 14,14
Total de bovinos 24 56 80 100 280 80 90,31
Ultima compra de animais 0 0 3 10 60 0 8,68
(meses)
Ultima manutencao das teteiras 0 1 3 8 33 0 5,43
(meses)
Média queijos produzidos/dia 7 16 33,5 40 198 35 35,37
Tempo médio de maturacao para 3 4 4 8 8 4 5,68

venda (dias)

5.2 PESQUISA DE C. burnetii E DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS

Das 55 amostras de queijo coletadas, duas amostras apresentaram quantidade de DNA
insuficiente. Do total de amostras analisadas (n = 53), cinco (9,43%) apresentaram DNA de C.
burnetii confirmado por sequenciamento.

A andlise de distribuicdo de frequéncias mostrou que ndo houve uma diferenca
significativa (p=0,9743) na distribuicdo de frequéncias das amostras positivas no total de
amostras estudadas (Figura 5) em duas faixas equidistantes desde o centro do municipio do

Serro até a amostra mais distante coletada.
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Figura 6 — Distribuicdo espacial dos resultados positivos e negativos para C. burnetii das

amostras de queijo Minas Artesanal coletadas na microrregido do Serro
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5.3 ANALISE DE FATORES DE RISCO

A tabela 5 apresenta os resultados da analise de regressao logistica univariada. As
variaveis uso do pingo, tipo de ordenha, producdo de leite e vacas em lactacdo apresentaram
associacdo (p < 0,05) com a presenca de C. burnetii nos queijos Minas Artesanal da

Microrregido do Serro.



Tabela 5 — Andlise univariada para presenca de C. burnetii nos queijos Minas Artesanais da
microrregido do Serro

Reside no estabelecimento rural
Sim
Nao

0,4865

Nivel de instrucéo
Analfabeto a fundamental completo
Meédio incompleto a superior completo

Assisténcia técnica
Sim
Nao

1,00
0,4815

Familiares produgéo
0 a 2 pessoas
3 a4 pessoas

0,5437

6 0 1,00

Utiliza rala
Sim
Nao

29 1 1,00 0,1072

Produgdo média de queijos

7 a 16 queijos 11 0 1,00 -
17 a 33 queijos 10 1 3,63 0,292
34 a 40 queijos 12 0 0,92 0,668
41 a 198 queijos 2

Linha de ordenha
Nao
Sim

0,1803

Tipo de ordenha*
Manual e balde ao pé
Mecanica canalizada

0,0225

Vacas em lactagdo* 0,015
6 a 17 vacas 12 1,00 -

18 a 28 vacas 10 3,947 0,199
29 a 40 vacas 14 0,862 0,909
41 a 91 vacas 0,152

w oo

52

*Variaveis incluidas na analise multivariada / ** Das 5 amostras positivas somente 4 produtores responderam o questionario
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A tabela 6 apresenta os resultados da anélise de regressdo logistica multivariada. As
variaveis que permaneceram no modelo final para um melhor ajuste foram: uso do pingo, tipo

de ordenha e vacas em lactacao.

Tabela 6 — Analise multivariada para presenca de C. burnetii nos queijos Minas Artesanais da
microrregido do Serro

Variavel Coeficiente Valor p (modelo)
Uso (,:i\loégmgo Referéncia
. 18,176
Sim
Tipo de ordenha
Manual e balde ao pé Referéncia
Mecénica canalizada 19,659 0.002

Vacas em lactacgéo

6 a 17 vacas Referéncia
18 a 28 vacas 18,170
29 a 40 vacas -1,420
41 a 91 vacas 19,268

Sumario do modelo: Cox & Snell R Square=0,359; Nagelkerke*s R Square=0,786; Teste de Hosmer e Lemeshow
Qui-quadrado=0,000 (p=1,000); Score teste para significancia do modelo= 17,484 (p=0,002)
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia de C. burnetii em Queijos Minas Artesanais da microrregido do Serro
foi estimada em 9,43%. Do conhecimento da equipe do estudo, este é o primeiro trabalho
realizado para estimar a prevaléncia de C. burnetii em queijos artesanais no Brasil. No
mundo, existem poucos estudos que analisaram a presenca dessa bactéria em queijos
produzidos com leite cru (HIRAI et al., 2012). Galieiro et al. (2016) analisaram 58 amostras
de queijos ndo pasteurizados produzidos na Italia e encontraram 10 (17,24%) positivos para
C. burnetii. Outro estudo também realizado na Italia analisou um total de 169 amostras de
queijo produzidas com leite de diferentes espécies animais e encontrou uma prevaléncia geral
de 21,3%, variando entre as espécies: 39% em queijo de leite de vaca, 26% em queijo de leite
de pequenos ruminantes e 6,9% em queijo de leite de bdfala (CAPUANO et al., 2012). Na
Franca, Eldin et al. (2013) analisaram 70 amostras de produtos lacteos produzidos a partir de
leite ndo pasteurizado e encontraram 40 (57,14%) amostras positivas para C. burnetii.

Embora a exposicao humana a C. burnetii por inalacdo de aerossois contaminados seja
a principal via de transmissdo da febre Q, é plausivel que a ingestdo de queijo feito de leite
cru possa constituir uma causa de infeccdo humana, principalmente devido a alta resisténcia
de C. burnetii (CAPUANO et al., 2012). O papel dos produtos lacteos ndo pasteurizados na
transmissao da febre Q para humanos ainda é controverso e poucos dados estdo disponiveis
para avaliar o risco de infeccdo ligada ao consumo de queijos artesanais (CAPUANO et al.,
2012; HIRAI et al., 2012; ELDIN et al., 2013).

A presenca de C. burnetii vidvel em leite cru comercialmente disponivel ja foi relatada
(GALIEIRO et al., 2016) e, apesar de a ligacdo causa-efeito entre o consumo de lacteos nédo
pasteurizados e o desenvolvimento da doenga clinica ainda ndo estar totalmente comprovada
(EFSA, 2010), ha evidéncias epidemioldgicas de casos de febre Q em que o consumo de
lacteos ndo pasteurizados foi a causa mais provavel (FISHBEIN E RAOULT, 1992;
HATCHETTE et al., 2001; MALTEZOU et al., 2004; SIGNS et al., 2012; SHAH et al., 2015;
GALE et al., 2015). O caso mais recente ocorreu em Michigan (EUA) em 2011 e envolveu
cinco individuos consumidores regulares de leite ndo pasteurizado (SIGNS et al., 2012).

Em um ensaio experimental em que leite bovino e de ovelha foram artificialmente
contaminados com C. burnetii antes da fabricagéo do queijo, Babudieri e Moscovici (1950)
relataram que a bactéria sobreviveu em queijo produzido a partir de leite bovino contaminado

por um periodo de 17 dias de matura¢ao enquanto no queijo produzido com leite de ovelha, C.
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burnetii ndo permaneceu viavel no mesmo periodo. Em outro estudo semelhante, Spika
(1958) avaliou a viabilidade de C. burnetii em queijos naturalmente contaminados e verificou
que a bactéria permaneceu viavel até 42 dias de maturagdo, ndo sendo mais detectavel com 49
dias de maturacéo.

Por outro lado, estudo realizado por Eldin et al. (2013), na Franca, ndo encontrou
celulas viaveis de C. burnetii em produtos l&cteos positivos por PCR. Entretanto a realidade
da producdo e comercializacdo dos queijos artesanais franceses ndo é comparavel a brasileira,
ja que eles passam por periodo de maturacdo extenso e a maioria dos queijos brasileiros é
consumida com pouca ou nenhuma maturacdo. Segundo Gale et al. (2015), é possivel que a
combinacdo de tempo de maturacdo e forma de processamento (pH mais baixo e tempos de
maturacdo mais longos) na fabricacdo de queijos ndo seja propicia para a sobrevivéncia de
C. burnetii.

Para os queijos do presente estudo, apesar da legislacdo determinar um periodo de 17
dias de maturacdo (MINAS GERAIS, 2013), segundo respostas dos proprios produtores, o
queijo € comercializado entre trés e oito dias de maturacdo. Dessa forma, 0s queijos
analisados no contexto desse estudo poderiam constituir uma fonte de exposicdo humana a C.
burnetii viavel.

Como, para a producdo de Queijo Minas Artesanal, a legislacdo determina que o leite
utilizado deve ser limitado ao produzido na prépria fazenda (MINAS GERAIS, 2011), se a
bactéria esta presente no queijo, conclui-se que a propriedade € positiva para C. burnetii.

Dessa forma, a realizagdo desta pesquisa possibilitou conhecer a prevaléncia de
infeccdo dos rebanhos que tém o leite destinado a producdo de queijos artesanais. Esse
conhecimento é importante, pois além do risco de transmissdo da febre Q pelo consumo do
queijo contaminado, existe a possibilidade de transmisséo, via aerossdis contaminados, para
ordenadores, tratadores, médico veterinario, manipuladores e, também, outras pessoas que
vivam proximas a propriedade (MC QUISTON e CHILDS, 2002).

Para evitar a transmisséo da febre Q, tanto via consumo de queijo quanto inalagédo de
aerossois contaminados, € necessario controlar a infeccdo por C. burnetii nos animais o que
demandou estudar os fatores de risco associados a presenca da bactéria nos rebanhos do
presente estudo.

Os fatores que permaneceram no modelo final como explicativos para presenca de C.
burnetii nos queijos foram: nimero de vacas em lactacéo, tipo de ordenha e uso do pingo. Um
maior 0 numero de vacas em lactacdo representou um fator de risco para a presenca de C.

burnetii no queijo. Esse resultado esta de acordo com outros estudos ((MC CAUGHEY et al.,
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2010; SCHIMMER et al., 2011; RYAN et al., 2011; PAUL et al., 2012; VAN ENGELEN et
al., 2014). Esse achado pode ser explicado pelo aumento da probabilidade de transmisséo
com o aumento do nimero de animais no rebanho (PAUL et al., 2012) bem como pela maior
circulacdo de pessoas que trabalham e visitam a fazenda (SCHIMMER et al., 2011). Além
disso, pode estar relacionado a maior densidade populacional, j& que a principal via de
transmissao € aerdgena e 0 maior contato entre os animais facilita a transmissao via aerossois.
Adicionalmente, rebanhos maiores podem apresentar diferentes praticas de gestdo que sejam
favoraveis a uma infeccdo por C. burnetii (VAN ENGELEN et al., 2014).

Outro fator que se mostrou associado a presenca de C. burnetii nos queijos foi o tipo
de ordenha. As propriedades que utilizam ordenha mecénica canalizada apresentaram maior
chance de serem positivas para C. burnetii em relacdo aquelas que utilizam ordenha manual
ou mecanica balde ao pé. As praticas de gestdo, o0 comportamento das vacas e as estruturas de
contato sdo obviamente diferentes entre rebanhos com ordenha automaética e rebanhos com
ordenha manual (JACOBS e SIEGFORD, 2012).

O uso do pingo para a producdo dos queijos também foi um fator associado a presenca
de C. burnetii. A legislacdo que regulamenta o processo de producdo do Queijo Minas
Artesanal (MINAS GERAIS, 2011) determina que, na fabricacdo do queijo Minas Artesanal,
uma das etapas € a adicdo do pingo. Apesar disso, 52,3% dos produtores ndo utilizam tal
ingrediente para a fabricacdo do queijo. No entanto o motivo da associacdo entre o uso do
pingo a presenca de C. burnetii ainda € desconhecido e precisa ser investigado mais
profundamente. Uma possivel explicacdo é que o pingo, que, muitas vezes, fica, de um dia
para 0 outro, em recipiente aberto e sem protecdo, podendo ser entdo contaminado.

Na producdo de queijos artesanais, € muito comum e permitido pela propria legislacao
que o local de producdo seja anexo ao estabulo e ao local de ordenha. Dessa forma, os animais
estariam proximos ao local de produgdo dos queijos. Como esses eliminam C. burnetii na
urina, fezes, leite, liqguido amnidtico, placenta e produtos de abortamento, poeira contendo
esporos do agente poderiam contaminar 0 pingo e posteriormente o queijo.

C. burnetii pode sobreviver por muito tempo em solo e poeira e permanecer viavel
(FRANGOULIDIS, 2010). Varios autores relatam via aerosséis como tendo um papel
importante na disseminacdo de C. burnetii (KARAGIANNIS et al., 2009; PORTEN et al.,
2006; GILSDORF et al., 2007; TISSOT DUPONT et al., 2004). Em um surto de febre Q na
Holanda as pessoas que viviam dentro de 2 km de uma grande fazenda de cabras leiteiras
infectadas apresentaram um risco de infec¢gdo muito maior que as que vivem a mais de 5 km
de distancia (SCHIMMER et al., 2010).
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Dessa forma, € possivel levantar a hipdtese de que o0 vento possa carrear o patdgeno ao
ambiente de producdo dos queijos, contaminando o pingo. Entretanto, como nesse estudo nédo
foram realizadas andlises do pingo ndo pode-se afirmar que o pingo estava contaminado.

No presente estudo 0s rebanhos em que novos animais eram inseridos nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos rebanhos fechados. Na literatura existem
estudos que relatam a associagdo entre introdugdo de novos animais e a presenca de C.
burnetii no rebanho (PAUL et al., 2012; VAN ELGELEN et al., 2014). Provavelmente, ndo
ter encontrado essa associacdo se deve ao pequeno tamanho da amostra e também a baixa
prevaléncia.

Os resultados do presente estudo servem de alerta para os setores da agricultura e
salde sobre a necessidade de controle de zoonoses para que 0S queijos artesanais sejam
seguros ao consumidor. Esta integracdo de setores facilita uma visdo mais global da producgéo
e da comercializacdo de queijos artesanais, nas quais deve haver um equilibrio dos aspectos
socioecondmicos, historico-culturais, nunca deixando de lado a prevencdo e defesa da salde

do consumidor.
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7. CONCLUSAO

A prevaléncia de C. burnetii em propriedades produtoras de queijo Minas Artesanal da
Microrregido do Serro foi de 9,43% (5/53), 0 que pode resultar em risco potencial para a
saude publica. Porém ainda séo necessarios mais estudos para saber 0 genotipo de C. burnetii
presente na regido e se esse € infeccioso para o ser humano. Além disso, sd0 necessarios
estudos para saber a viabilidade dessa bactéria nesses queijos e o impacto da mastite por C.
burnetii em propriedades produtoras artesanais.

Os fatores de risco para a presenca de C. burnetii nos queijos foram: nimero de vacas
em lactacdo, tipo de ordenha e uso do pingo.

Os resultados do presente estudo alertam para a necessidade de integracdo entre 0s
setores da Agricultura e da Saude, pois a prevencdo da febre Q no ser humano depende do

controle desta zoonose nos animais.
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