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RESUMO

Embora os queijos artesanais de leite cru (QALC) representem um importante
segmento da cadeia produtiva de alimentos no Brasil, seu consumo pode constituir
um risco a saude publica, uma vez que sdo elaborados a partir de leite néo
pasteurizado e, portanto, podem veicular agentes zoonéticos. A brucelose, causada
por bactérias do género Brucella, destaca-se nesse contexto, ainda que a investigacao
desse agente ndo seja exigida em alimentos no Brasil, de acordo com os padrdes
microbiolégicos estabelecidos pelos atos regulatérios. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) representa uma ferramenta promissora para a detec¢éo de Brucella
spp. em alimentos, porém sua aplicacdo depende da obtencdo de DNA de qualidade
e do controle de interferentes presentes nos produtos lacteos. O objetivo deste estudo
foi determinar a frequéncia de Brucella spp. em QALC provenientes de nove regides
produtoras dos estados de Minas Gerais e do Piaui, bem como avaliar fatores
epidemioldgicos potencialmente associados a ocorréncia do agente. Foram avaliadas
222 amostras de QALC, submetidas a diferentes metodologias de extracdo de DNA,
das quais foi selecionado e padronizado um protocolo baseado em tiocianato de
guanidina. A deteccdo de Brucella spp. foi realizada por nested PCR direcionada ao
gene eryD, considerando-se positivas as amostras que apresentaram o fragmento
esperado de 363 pb na segunda reacédo. Os fatores associados foram avaliados por
meio de andlises estatisticas univariadas e espaciais, considerando o local de
producéo, as contagens de coliformes totais e fecais e de Staphylococcus coagulase
positiva (SCP), a presenca de Coxiella burnetii, a época de chuvas, o periodo de
maturacdo, o grau de umidade e o pH. Fragmentos do gene eryD foram detectados
em 24 amostras (10,8%; IC 95%: 7,1-15,7%), distribuidas em quatro regides
produtoras (Serro, Araxa, Canastra e Piaui). Em nove amostras, observou-se
exclusivamente o fragmento de 469 pb, mesmo apés a segunda reacéo, sendo esses
resultados considerados inconclusivos quanto a presenca do agente. O local de
producdo apresentou associagao significativa com a ocorréncia de Brucella spp. (p <
0,0001), assim como as contagens de SCP (p = 0,03). A analise de Odds Ratio (OR)
indicou maior chance de positividade nas amostras com contagens elevadas de SCP
(p = 0,04). A frequéncia de amostras positivas diminuiu com o aumento do tempo
transcorrido desde o reconhecimento oficial das regiées como tradicionais produtoras

de queijo pelo orgdo estadual de defesa agropecuaria (p < 0,0001). As analises



espaciais identificaram dois clusters de alta densidade de amostras positivas, um em
Minas Gerais e outro no Piaui. Os resultados demonstraram a ocorréncia de DNA de
Brucella spp. em QALC provenientes de diferentes regides produtoras e reforcam a
importancia da investigacdo desse agente em alimentos produzidos com leite cru,
contribuindo para a compreenséao de aspectos epidemioldgicos relacionados a cadeia
produtiva, para o fortalecimento de acbOes de vigilancia e controle e para a
implementacdo de ag¢fes educativas continuas junto aos produtores, sob a
perspectiva de Uma S6 Saude.

Palavras-chave: Brucella spp.; queijos artesanais; leite cru; nested PCR; Uma S6

Saude.



ABSTRACT

Although raw milk artisanal cheeses (RMAC) represent an important segment
of the food production chain in Brazil, their consumption may pose a public health risk,
as they are made from unpasteurized milk and may therefore harbor zoonotic agents.
Brucellosis, caused by bacteria of the genus Brucella, is particularly relevant in this
context, although investigation of this agent is not required in foods in Brazil according
to the microbiological standards established by regulatory acts. Polymerase chain
reaction (PCR) represents a promising tool for the detection of Brucella spp. in foods;
however, its application depends on obtaining high-quality DNA and controlling
interfering substances present in dairy products. The aim of this study was to determine
the frequency of Brucella spp. in RMAC from nine producing regions in the states of
Minas Gerais and Piaui, as well as to evaluate epidemiological factors potentially
associated with the occurrence of the agent. A total of 222 RMAC samples were
evaluated using different DNA extraction methodologies, from which a guanidinium
thiocyanate-based protocol was selected and standardized. The detection of Brucella
spp. was performed by nested PCR targeting the eryD gene, with samples considered
positive when the expected 363-bp fragment was detected in the second reaction.
Associated factors were evaluated using univariate and spatial statistical analyses,
considering the production site, counts of total and fecal coliforms and coagulase-
positive Staphylococcus (CPS), the presence of Coxiella burnetii, the rainy season,
ripening period, moisture content, and pH. Fragments of the eryD gene were detected
in 24 samples (10.8%; 95% CI: 7.1-15.7%), distributed across four producing regions
(Serro, Araxa, Canastra, and Piaui). In nine samples, only the 469-bp fragment was
observed, even after the second reaction, and these results were considered
inconclusive regarding the presence of the agent. The production site was significantly
associated with the occurrence of Brucella spp. (p < 0.0001), as were CPS counts (p
= 0.03). Odds Ratio (OR) analysis indicated a higher likelihood of positivity among
samples with elevated CPS counts (p = 0.04). The frequency of positive samples
decreased with increasing time elapsed since the official recognition of the regions as
traditional cheese-producing areas by the state animal health authority (p < 0.0001).
Spatial analyses identified two high-density clusters of positive samples, one in Minas
Gerais and the other in Piaui. The results demonstrated the occurrence of Brucella

spp. DNA in RMAC from different producing regions and reinforce the importance of



investigating this agent in foods produced with raw milk, contributing to the
understanding of epidemiological aspects related to the production chain,
strengthening surveillance and control actions, and implementing continuous

educational initiatives with producers, under the One Health perspective.

Keywords: Brucella spp.; artisanal cheeses; raw milk; nested PCR.
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1 INTRODUCAO

A producédo de queijos artesanais de leite cru (QALC) representa uma atividade
de expressiva relevancia econdmica, social e cultural no Brasil, especialmente em
estados como Minas Gerais, onde esse alimento integra o patrimonio e a identidade
de diversas comunidades rurais familiares (Beninca et al., 2020; Sheleidres, 2025).
Nos ultimos anos, politicas publicas voltadas a valorizacdo desses produtos,
associadas ao reconhecimento de regifes produtoras e a implementacdo de
certificacdes oficiais, ampliaram sua visibilidade e favoreceram sua insercdo em
mercados cada vez mais abrangentes (Brasil, 2019; Brasil, 2022c). Paralelamente,
esse cenario reforca a necessidade de assegurar elevados padrdes de qualidade
microbiolégica e inocuidade, uma vez que esses alimentos sédo produzidos sem
tratamento térmico da matéria-prima e podem atuar como veiculos de transmissao de
agentes zoongticos (Benincd et al., 2020; Sheleidres, 2025).

Entre os microrganismos de importancia para a saude publica associados ao
leite cru e seus derivados, o género Brucella merece destaque. A brucelose
permanece entre as zoonoses bacterianas mais disseminadas no mundo e continua
sendo considerada uma doenca negligenciada, frequentemente subdiagnosticada e
subnotificada (Santana et al., 2020; Brasil, 2021; Bourdette; Sano, 2023).

A brucelose humana pode apresentar evolugdo prolongada e manifestacdes
clinicas que comprometem a qualidade de vida dos individuos acometidos. Quando
nao tratada adequadamente, a infeccdo pode evoluir para formas cronicas e
apresentar complicagOes, incluindo artrite, endocardite e comprometimento
neuroldgico. Além disso, episddios de recidiva podem ocorrer ap6s o tratamento,
especialmente nos primeiros meses, demandando acompanhamento clinico e, em
alguns casos, novo tratamento. O manejo da doenca requer antibioticoterapia
combinada, geralmente por periodos prolongados, de no minimo seis semanas, o0 que
pode resultar em custos relacionados ao diagndéstico, tratamento e hospitalizagéo,
além de perdas de produtividade e absenteismo laboral (Brasil, 2021; Brasil, 2025b).

Embora a principal via de infeccdo humana esteja relacionada a exposicao
ocupacional, a ingestdo de leite cru e de derivados produzidos sem pasteurizacao
representa uma importante via de transmissdao alimentar, tornando 0s queijos

artesanais um alimento de interesse para a vigilancia epidemiologica (Silva et al.,
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2018; Brasil, 2021). Apesar disso, a presenca de Brucella spp. em queijos ainda é
pouco investigada quando comparada a de outros microrganismos tradicionalmente
monitorados nesse tipo de alimento, como Staphylococcus coagulase positiva (SCP),
Escherichia coli e Salmonella spp.

No Brasil, a investigacdo de Brucella spp. ndo integra os padrdes
microbioldgicos exigidos para alimentos estabelecidos pela Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n°® 724/2022 (Brasil, 2022a) e pela Instrucdo Normativa (IN) n°
161/2022 (Brasil, 2022b). Consequentemente, informagdes sobre a ocorréncia desse
agente em queijos artesanais permanecem escassas, dificultando a estimativa de sua
real frequéncia e a compreenséao dos fatores relacionados a sua presenca. Soma-se
a isso a complexidade do diagndéstico microbiolégico da brucelose, que exige
infraestrutura laboratorial especializada e nivel de biosseguranca 3 (NB-3), o que
limita sua aplicacdo em estudos de vigilancia (Islam et al., 2023).

Nesse contexto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) representa uma
ferramenta promissora para a deteccdo de Brucella spp. em matrizes alimentares
complexas, como os queijos. Além da elevada sensibilidade e especificidade, essas
técnicas possibilitam a identificacdo do DNA bacteriano independentemente da
viabilidade do microrganismo, ampliando as possibilidades de investigacéo
epidemioldgica em alimentos produzidos a partir de leite cru (Paula et al., 2015; Islam
et al., 2023). Entretanto, a obtencéo de resultados confiaveis depende da adoc¢do de
protocolos eficientes de extracdo de DNA capazes de superar as limitagdes inerentes
as matrizes lacteas, caracterizadas pela elevada concentracdo de lipidios, proteinas
e compostos potencialmente inibidores da PCR (Benitez-Velasquez et al., 2024;
Pressure BioSciences, s.d.).

Diante desse cenario, o presente estudo prop6s a padronizacdo de um
protocolo de extracdo de DNA e a deteccédo de Brucella spp. por nested PCR em
QALC provenientes de diferentes regides produtoras dos estados de Minas Gerais e
do Piaui. Adicionalmente, buscou investigar fatores associados a ocorréncia do
agente, contribuindo para a compreensao de aspectos epidemioldgicos relacionados
a cadeia produtiva desses alimentos. Espera-se que os resultados obtidos ampliem o
conhecimento sobre a ocorréncia de Brucella spp. em queijos artesanais brasileiros,
fornecendo subsidios cientificos para o fortalecimento da vigilancia em alimentos e
para o aprimoramento das politicas publicas voltadas a seguranca dos produtos

lacteos. Além disso, os dados gerados poderdo contribuir para futuras discussdes
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acerca da inclusdo de patdgenos zoonoéticos negligenciados em programas de
monitoramento microbiolégico de alimentos, bem como para o desenvolvimento de
estratégias integradas de prevencdo, educac¢do sanitaria e controle, fundamentadas
nos principios de Uma Sé Saude (One Health).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia de Brucella spp. em QALC oriundos de nove regides
produtoras dos estados de Minas Gerais e Piaui e identificar potenciais fatores
associados a presenca do patégeno por meio de andlises estatisticas univariadas e

analises espaciais.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar metodologias, selecionar e padronizar um protocolo eficiente de
extracdo de DNA total a partir de queijo artesanal de leite cru, uma matriz
complexa, visando a obtencédo de material genético com rendimento, pureza e
integridade adequados para as rea¢gdes moleculares subsequentes;

¢ Investigar a presenca de Brucella spp. em 222 amostras de QALC por meio da
técnica nested PCR direcionada ao gene eryD;

e Determinar a frequéncia de amostras positivas para Brucella spp. em nove
regides tradicionais produtoras de queijo avaliadas no estudo (oito em Minas
Gerais e uma no Piaui);

e Avaliar fatores epidemiol6gicos potencialmente associados a ocorréncia de
Brucella spp. em QALC produzidos por agroindustrias rurais familiares (ARF),

por meio de andlises estatisticas univariadas e andlises espaciais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura apresentada neste trabalho aborda aspectos
relacionados as Doencas de Transmisséo Hidrica e Alimentar (DTHA), com enfoque
nos QALC, na sua seguranc¢a microbiolégica e na ocorréncia de Brucella spp., além
dos fundamentos e metodologias aplicados a deteccdo desse patdgeno em leite e

derivados.

3.1 OCORRENCIA E IMPACTO DAS DOENCAS DE TRANSMISSAO HIDRICA E
ALIMENTAR

A seguranca de alimentos representa um dos temas centrais de destaque no
contexto da saude publica. Instituicdes como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
e os Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos
monitoram e divulgam regularmente dados referentes a incidéncia de DTHA, bem
como aos agentes patogénicos envolvidos e aos surtos associados ao consumo de
alimentos contaminados (Albert et al., 2024).

De acordo com dados da OMS, aproximadamente 600 milhdes de pessoas em
todo o mundo, o que corresponde a quase uma em cada 10 pessoas, sdo acometidas
por DTHA apds consumo de alimentos contaminados, resultando em cerca de 420 mil
Obitos anualmente. Destaca-se que 40% desses casos acometem criancas menores
de cinco anos, com um total estimado de 125 mil mortes por ano. Do ponto de vista
financeiro, anualmente, paises de baixa e média renda enfrentam perdas econémicas
estimadas em 110 bilhdes de délares, decorrentes de impactos na produtividade e de
despesas médicas relacionadas a ingestdo de alimentos contaminados ou improprios
para o consumo, em razdo da potencial presenca de perigos fisicos, quimicos ou
biol6gicos (OMS, 2024; National Safety Institute, 2025).

Entre 2007 e 2020, o Brasil registrou, em média, 662 surtos anuais de DTHA,
totalizando 156.691 pessoas afetadas, com uma média de 17 doentes por surto.
Desses casos, 22.205 resultaram em hospitalizacbes e 152 Obitos foram
contabilizados no periodo. Entretanto, esses dados podem subestimar a magnitude
real das DTHA no pais, considerando a ocorréncia de subnotificacéo desses eventos,
0 que sugere que 0 numero de pessoas acometidas possa ser superior ao registrado
nos sistemas oficiais de vigilancia (Brasil, 2021; Oliveira; Ferreira, 2021; Peresi et al.,

2024). O Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN), ferramenta
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utilizada no pais para o registro e o monitoramento de doencas e agravos de
notificacdo compulsoria, foi implementado gradualmente a partir de 1993 e
regulamentado oficialmente em 1998 (Brasil, s.d.b).

Embora as DTHA desempenhem um papel significativo na morbidade e na
mortalidade global, continuam sendo um tema frequentemente negligenciado. Essas
enfermidades comprometem o desenvolvimento socioeconémico ao sobrecarregar os
sistemas de salde, impactar negativamente as economias nacionais e afetar setores
como o turismo e o comércio. Os dados disponiveis evidenciam a necessidade de
politicas publicas eficazes voltadas para a prevencdo e para o controle dessas
doencas. A seguranca de alimentos, nesse contexto, representa uma
responsabilidade coletiva que exige a colaboracdo entre diferentes autoridades
nacionais e a adocao de uma abordagem multissetorial baseada no conceito de Uma
S6 Saude (Albert et al., 2024; OMS, 2024).

3.2 QUEIJOS ARTESANAIS DE LEITE CRU NO CONTEXTO BRASILEIRO

Os QALC configuram-se como um elemento tradicional presente em diversas
culturas ao redor do mundo, assumindo relevancia ndo apenas alimentar, mas
também social, cultural e econémica. No Brasil, sua producao representa uma pratica
histérica profundamente enraizada, responsavel por preservar saberes locais e
conectar geragdes, aliada ao fortalecimento da identidade geogréfica dos territorios
produtores. Inserida majoritariamente no ambito da agricultura familiar, essa atividade
constitui importante fonte de renda em areas rurais, contribuindo para a subsisténcia
de inumeras familias. Nesse sentido, a fabricacdo desses queijos favorece a
diversificacao dos sistemas produtivos, amplia o valor agregado dos produtos lacteos
e atua de forma estratégica no desenvolvimento regional, ao valorizar préticas
tradicionais e reforgar a singularidade dos territérios (Beninca et al., 2020; Sheleidres,
2025).

A relevancia cultural dos QALC pode ser evidenciada por iniciativas de
reconhecimento institucional que valorizam seus modos tradicionais de produ¢ao. No
Brasil, destacam-se o0s queijos Minas artesanais (QMA) produzidos em regidées como
Serro, Serra da Canastra e Serra do Salitre, cujos saberes e praticas foram
reconhecidos como Patrimonio Cultural Imaterial pelo Instituto do Patriménio Historico
e Artistico Nacional (IPHAN) desde 2008. Esse reconhecimento ressalta a importancia

desses produtos como expressdes culturais que transcendem o aspecto produtivo,
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incorporando valores historicos, identitarios e simbdélicos associados aos territorios
onde séo elaborados (IPHAN, 2008; Brasil, 2024b).

Mais recentemente, os Modos de Fazer o QMA alcancaram projecao
internacional ao serem inscritos, em 2024, na Lista Representativa do Patrimonio
Cultural Imaterial da Humanidade da Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Educacado, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO), apds candidatura apresentada pelo
IPHAN em 2023. Esse processo, articulado com entidades representativas e 6rgaos
publicos, reforca o reconhecimento desses saberes como patriménio coletivo,
tornando o QMA um exemplo emblematico no contexto nacional quanto a valorizacao

de praticas tradicionais associadas a producao de alimentos (Brasil, 2024b).

3.2.1 Territorialidade e particularidades regionais dos queijos artesanais de leite

cru

A diversidade dos QALC no pais decorre principalmente das particularidades
regionais e das condi¢des produtivas dos territérios onde séo fabricados. Elaborados,
em geral, em &reas delimitadas, esses alimentos incorporam caracteristicas
vinculadas a fatores como clima, altitude, relevo, solo e recursos hidricos, que
influenciam diretamente a qualidade da matéria-prima. Nesse contexto, destaca-se o
conceito de terroir, entendido como a expressao singular resultante da interacao entre
condicdes edafoclimaticas, praticas tradicionais e microbiota local, especialmente as
bactérias laticas, conferindo identidade prépria a cada produto (Chaves et al., 2021;
Bastos et al., 2024, Brasil, 2025a).

Como consequéncia dessas interagdes, os QALC apresentam variacdes fisico-
qguimicas e sensoriais que refletem tanto as condi¢cdes geoclimaticas quanto os
saberes locais. No cenario nacional, Minas Gerais ocupa posicdo de destaque,
reunindo 10 microrregides produtoras de QMA oficialmente reconhecidas, que
compreendem Araxa, Campos das Vertentes, Cerrado, Diamantina, Entre Serras da
Piedade ao Caraca, Serra da Canastra, Serra do Salitre, Serras da Ibitipoca, Serro e

Tridangulo Mineiro, como ilustra a Figura 1 (Cardoso et al., 2023; Bastos et al., 2024).
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Figura 1 - 10 microrregides produtoras de QMA oficialmente reconhecidas
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Fonte: Emater (2023).

Embora cada territorio apresente especificidades préprias, observa-se a
presenca de um elemento tecnolégico comum, representado pelo uso do fermento
endoégeno denominado “pingo”, obtido a partir do soro de queijos produzidos
anteriormente e constituido predominantemente por bactérias acido-laticas e outros
microrganismos adaptados as condigbes locais. Além de contribuir para as
caracteristicas sensoriais proprias dos queijos de cada regido, sua atividade
fermentativa promove a producédo de acido latico, favorecendo a reducdo do pH e
podendo exercer efeito inibitdério sobre microrganismos indesejaveis por meio da
competi¢cao por nutrientes e da produgéo de substancias antimicrobianas (Teodoro et
al., 2022; Cardoso et al., 2023).

No Piaui, a producdo artesanal de queijos apresenta estreita relagdo com a
agricultura familiar, com destaque para o queijo de Coalho. Dados do Censo
Agropecuario de 2006 indicaram a fabricacéo de 225 toneladas de queijo provenientes
da agricultura familiar no estado, volume integralmente atribuido ao municipio de Luis
Correia. Na regido, a atividade estd presente em comunidades rurais e constitui
importante fonte de renda, com comercializagdo em circuitos locais e regionais, que
alcancam municipios do Piaui e estados vizinhos (Araujo et al., 2011). Um estudo
realizado posteriormente na regido de Parnaiba, Piaui, confirmou a permanéncia
dessa atividade e sua relevancia econbmica para as familias produtoras, com
fabricacdo de aproximadamente 190 kg de queijo por dia, comercializados, em sua

maior parte, no mesmo dia (Nascimento et al., 2019).
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3.2.2 Marco regulatorio dos queijos artesanais

Conforme disposto na Lei Federal n° 13.860/2019 (Brasil, 2019),
regulamentada pelo Decreto Federal n® 11.099/2022 (Brasil, 2022c), 0 queijo artesanal
é definido como aquele obtido por meio de métodos tradicionais, com énfase na
valorizac&o e na vinculacéo territorial, regional ou cultural. A sua producéo deve seguir
protocolos especificos de elaboracdo determinados para cada tipo e variedade,
assegurando o emprego de boas praticas agropecuarias e de fabricacao.

Nesse contexto, o Decreto Federal n°® 11.099/2022 (Brasil, 2022c) estabeleceu
0S requisitos para a concessao dos selos de identificacdo destinados aos produtos
artesanais de origem animal, entre eles o selo Arte e 0 selo Queijo Artesanal. O selo
Arte é atribuido aos produtos elaborados de forma artesanal, com caracteristicas e
métodos proprios, tradicionais, culturais ou regionais, enquanto o selo Queijo
Artesanal destina-se especificamente aos queijos produzidos segundo métodos
tradicionais e vinculados a valorizagdo territorial, regional ou cultural, conforme
definido pela Lei n° 13.860/2019 (Brasil, 2019). Além de conferir reconhecimento
oficial as especificidades desses produtos, a concessao dos selos possibilita sua
comercializacdo em ambito nacional, desde que associados ao selo do servico oficial
de inspecdo, ampliando as oportunidades de mercado para a producdo artesanal
(Brasil, 2022c).

3.3 SEGURANCA MICROBIOLOGICA DE QUEIJOS ARTESANAIS DE LEITE CRU

Embora a legislacdo brasileira vigente estabeleca normas para a producéo e
comercializacdo de QALC (Brasil, 2019; Brasil, 2022c), ainda persistem
questionamentos acerca da seguranca microbiolégica desses produtos. O leite cru,
por ndo ser submetido & pasteurizacdo, pode conter diferentes grupos de
microrganismos, incluindo agentes patogénicos capazes de constituir riscos a saude
do consumidor. Ademais, esses alimentos demandam maior atencdo quanto as
condicdes higiénico-sanitérias ao longo da cadeia produtiva, uma vez que o processo
de fabricacdo envolve intensa manipulacdo da matéria-prima e do produto final,
aumentando a suscetibilidade a contaminacdo microbiologica. Dessa forma, a
seguranca de alimentos permanece como um dos principais pontos de debate
relacionados aos queijos elaborados com leite cru (Beninca et al., 2020; Malik; Fatima,
2021).



27

Estudos voltados a avaliacdo da qualidade microbiolégica de queijos
produzidos com leite ndo pasteurizado frequentemente relatam a presenca de
microrganismos patogénicos de relevancia para a saude publica, com destaque para
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli. Esses
achados reforcam a preocupacao relacionada as condi¢cdes higiénico-sanitarias de
processamento desses alimentos, visto que tais microrganismos podem atuar como
indicadores de contaminagéo fecal e de falhas durante a fabricagdo dos queijos
(Okura; Moacir, 2010).

Nesse contexto, Okura e Moacir (2010), ao analisarem 50 amostras de queijos
produzidos com leite cru e néo registrados no Servico de Inspecédo Federal (SIF),
provenientes de municipios do Triangulo Mineiro, observaram coliformes a 45 °C
acima do limite estabelecido pela legislacdo (< 5,0 x 102 NMP/g) em 72% das
amostras avaliadas. Adicionalmente, entre 0s microrganismos da familia
Enterobacteriaceae identificados nas amostras, destacaram-se diferentes géneros,
incluindo E. coli (48,8%), Proteus (41,4%), Providencia (8,4%) e Enterobacter (1,4%).
Esses resultados evidenciam a ampla disseminacao de enterobactérias em produtos
elaborados a partir de leite ndo pasteurizado.

Além das enterobactérias, relatos frequentes da presenca de Staphylococcus
aureus nesses produtos também sdo encontrados na literatura. Em um estudo
conduzido com queijos coloniais da regido Sul do Brasil, foram observadas contagens
de S. aureus com valor acima do limite estabelecido pela legislacdo em todas as
amostras analisadas (102 UFC/g) (Beninca et al., 2022). Achados semelhantes foram
reportados em estudos internacionais, nos quais se verificou a ocorréncia de
Enterobacteriaceae, especialmente E. coli, bem como de estafilococos coagulase
positivos em queijos produzidos a partir de leite cru (Serrano et al., 2018; Costanzo et
al., 2020).

Entretanto, outros agentes etiolégicos de relevancia para a saude publica
também podem estar associados ao consumo de produtos elaborados com leite n&o
pasteurizado, embora ainda recebam menor atencéo cientifica quando comparados
aos patdgenos bacterianos tradicionalmente investigados (Silva et al., 2024). Entre
esses microrganismos, destacam-se Mycobacterium bovis, Coxiella burnetii e
espécies do género Brucella, reconhecidos pelo potencial zoondtico e pela

capacidade de transmisséao por alimentos de origem lactea (Silva et al., 2013; Silva et
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al., 2018; Bezerra et al., 2019; Béjaoui et al., 2022; Silva et al., 2022; Duch et al.,
2025).

Nesse cenério, Silva et al. (2013), ao avaliarem 189 pacientes diagnosticados
com tuberculose, identificaram trés casos de coinfec¢ao por M. bovis e Mycobacterium
tuberculosis, dos quais dois estavam relacionados ao consumo de queijos produzidos
a partir de leite cru. Os autores também observaram baixa prevaléncia de 1,6% de M.
bovis entre os isolados analisados, sugerindo possivel subestimacdo da frequéncia
real desse agente pelos servigos de saude locais e evidenciando a necessidade de
maior vigilancia epidemiolégica voltada as enfermidades transmitidas por alimentos.

De maneira semelhante, Duch et al. (2025) investigaram amostras de QALC
provenientes de diferentes regifes de Minas Gerais e do Piaui e identificaram 25% de
positividade para Coxiella burnetii. A ocorréncia do microrganismo foi mais frequente
em amostras submetidas a periodos prolongados de maturacao (p < 0,01), além de
ter sido observada associacdo espacial entre areas com produtos contaminados e a
exposicdo humana a bactéria. Esses achados reforcam a importancia do
monitoramento microbiolégico de derivados lacteos artesanais, especialmente sob a
perspectiva integrada da abordagem Uma S6 Saude.

Estudos conduzidos no Brasil e em outros paises tém demonstrado a
ocorréncia frequente de Brucella spp. em queijos elaborados sem pasteurizacdo. Silva
et al. (2018) identificaram positividade de 30,9% para Brucella spp. em amostras de
QMA. Resultados semelhantes foram descritos por Bezerra et al. (2019), que
confirmaram, por meio da técnica de PCR, a presenca do género Brucella em 20%
dos queijos artesanais comercializados no municipio de Parnaiba, Piaui.
Posteriormente, Silva et al. (2022), ao avaliarem amostras de QMA provenientes da
regido do Serro, em Minas Gerais, detectaram DNA de Brucella spp. em 17 das 55
amostras analisadas, além de relatarem o isolamento de Brucella abortus viavel em
uma das amostras por cultivo microbiolégico. No ambito internacional, Béjaoui et al.
(2022) também observaram elevada ocorréncia desse microrganismo ao investigarem
102 amostras de queijo artesanal fresco provenientes de diferentes regides da
Tunisia, nas quais 69,6% apresentaram resultado positivo para Brucella spp.

A seguranca microbioldgica dos queijos elaborados com leite cru também esta
relacionada ao periodo de maturacdo. No ambito federal, o periodo de 60 dias era
estabelecido como referéncia para a maturacdo desses produtos (Brasil, 1996). A

Instrucdo Normativa MAPA n° 30, de 7 de agosto de 2013 (Brasil, 2013), passou a
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admitir a reducdo desse periodo, desde que estudos técnico-cientificos
comprovassem que a alteracdo ndo comprometeria a qualidade e a inocuidade dos
queijos. A partir dessa possibilidade, estudos realizados em diferentes regides de
Minas Gerais subsidiaram a definicdo de periodos especificos de maturagdo pelo
Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), atualmente estabelecidos em 14, 17 ou 22
dias, conforme a regido produtora (Minas Gerais, 2024a).

Embora esses estudos tenham fornecido subsidios importantes para a
regulamentacdo dos periodos de maturacdo, sua avaliacdo da seguranca
microbioldgica esteve predominantemente relacionada a microrganismos indicadores
e patdgenos tradicionalmente investigados em alimentos, ndo contemplando
necessariamente agentes zoondticos como Brucella spp., Mycobacterium bovis e
Coxiella burnetii. Essa limitacdo é relevante, uma vez que a maturacao promove
alteracdes de pH, atividade de agua, umidade, concentracdo de sal e composicéo da
microbiota, que podem reduzir a viabilidade de determinados microrganismos
(Fonseca et al., 2022), porém os efeitos dessas altera¢cdes podem variar de acordo
com o agente e com as caracteristicas do queijo (Starikoff et al., 2016).

No caso de Brucella spp., evidéncias experimentais demonstram que a
maturacdo pode reduzir a viabilidade do agente, porém o tempo necessario para sua
eliminacdo pode variar conforme a carga inicial e as condi¢cdes do processo. Em
estudo experimental com QMA, Mussi (2018) observou auséncia de B. abortus entre
8 e 15 dias de maturacdo quando utilizada menor concentragdo do patdgeno,
enguanto, para maior carga inicial, foram necessarios entre 22 e 29 dias para que 0
agente ndo fosse mais detectado. Além disso, a deteccdo de Brucella spp. em QMA
maturados e a recuperacdo de B. abortus viavel em uma das amostras analisadas
demonstram que a ocorréncia do agente ndo pode ser desconsiderada mesmo em
produtos submetidos a maturagdo (Silva et al., 2022). Dessa forma, embora a
maturagao constitua uma importante barreira a sobrevivéncia microbiana, os periodos
atualmente estabelecidos para diferentes regides ndo devem ser interpretados,
isoladamente, como garantia de eliminacao de agentes zoondticos cuja resisténcia e
comportamento durante esse processo ainda nao estejam suficientemente
caracterizados.

Outro aspecto relevante relacionado a seguranca microbiolégica dos QALC
refere-se a implementacdo do selo Arte e do selo Queijo Artesanal. Embora essas

certificacOes representem avancos na valorizacdo e ampliacdo da comercializagéo
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desses produtos (Brasil, 2022c), sua presenca pode transmitir ao consumidor uma
percepcdo de seguranca plena, ainda que produtos elaborados com leite nao
pasteurizado possam constituir riscos a saude quando contaminados por agentes
patogénicos (FDA, 2024). Diante disso, a certificacdo deve estar associada a
manutencao de condicdes higiénico-sanitarias e microbiolégicas adequadas ao longo

da cadeia produtiva, de modo a reduzir as implicacdes para a saude publica.
3.4 BRUCELOSE

Os topicos seguintes abordardo a brucelose a partir de seu histérico,
caracteristicas gerais do género Brucella, aspectos epidemiol6gicos e mecanismos de

transmissao, com enfoque nas manifestacdes clinicas humana e bovina.
3.4.1 Historico e descoberta do género Brucella

Os primeiros relatos cientificos relacionados a brucelose datam da segunda
metade do século XIX, periodo em que a enfermidade passou a despertar maior
interesse da comunidade académica. Em 1859, o médico militar britanico Jeffery Allen
Marston descreveu pela primeira vez as manifestagfes clinicas da doenga em
humanos, na ilha de Malta, denominando-a “febre gastrica remitente do
Mediterraneo”. Posteriormente, em 1887, o agente etioldgico foi identificado por David
Bruce, que isolou o microrganismo a partir do baco de um soldado falecido e o
denominou Micrococcus melitensis. Esse achado representou um importante avanco
para a compreensao da enfermidade, que passou a ser conhecida também como febre
de Malta (Solera; Castario, 2008).

Nos anos seguintes, importantes descobertas contribuiram para a elucidagéo
da epidemiologia e das formas de transmissdo da doenca. Em 1897, o médico e
veterinario dinamarqués Bernhard Bang identificou B. abortus ao investigar casos de
aborto contagioso em bovinos na Dinamarca, enfermidade que posteriormente ficou
conhecida como “doenga de Bang”. Ja em 1905, Themistocles Zammit demonstrou a
presenca da bactéria no sangue de cabras, enquanto William Horrocks detectou o
microrganismo no leite desses animais, evidenciando o carater zoonatico da brucelose
e aimportancia do consumo de leite contaminado na transmissdo da doenca aos seres

humanos (Solera; Castafio, 2008; Currier, s.d.).
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Na década de 1920, a bacteriologista norte-americana Alice Catherine Evans
estabeleceu a relacdo entre as espécies bacterianas identificadas em humanos e
animais, propondo a denominagé&o do género Brucella em homenagem a David Bruce.
Ao longo do século XX, novas espécies foram sendo descritas em diferentes
hospedeiros, como Brucella ovis em ovinos, Brucella canis em caes e, posteriormente,
cepas isoladas de mamiferos marinhos. Essas descobertas ampliaram o
entendimento sobre a diversidade do género Brucella e sua relevancia tanto para a
saude animal quanto para a saude publica (Solera; Castafio, 2008; Currier, s.d.).

3.4.2 Caracteristicas gerais de Brucella spp.

As bactérias do género Brucella pertencem a familia Brucellaceae, ordem
Rhizobiales e classe a-Proteobacteria, sendo caracterizadas como cocobacilos Gram-
negativos intracelulares facultativos. Atualmente, sdo reconhecidas dez espécies
integrantes do género, morfologicamente indistinguiveis entre si, cujas denominacoes
sdo atribuidas de acordo com seus hospedeiros primarios, como B. abortus em
bovinos e B. canis em cées. Essas bactérias estdo associadas principalmente a
animais domeésticos, incluindo bovinos, ovinos, caprinos, suinos e caninos, sendo B.
abortus a espécie de maior relevancia no Brasil, responsavel pela maioria das
infeccbes, especialmente em razdo da expressiva dimensdo do rebanho bovino
nacional. Estruturalmente, apresentam medidas variando entre 0,6 e 1,5 um de
comprimento e entre 0,5 e 0,7 um de largura (Solera; Castafio, 2008; Ficht, 2010;
Santana et al., 2020; Possa et al., 2021; Reboul et al., 2021; Brasil, 2024a).

Sdo bactérias aerdbias, imoveis, ndo hemoliticas, ndo esporuladas, nao
capsuladas e nao toxigénicas, apresentando metabolismo predominantemente
oxidativo. Em relacdo as caracteristicas bioquimicas, sdo catalase positivas e
geralmente oxidase positivas. Além disso, a maioria das espécies possui capacidade
de reduzir nitrato a nitrito, com excec¢ao de B. ovis e algumas cepas de B. canis
(Solera; Castarfio, 2008).

3.4.3 Aspectos epidemioldgicos da brucelose

A brucelose € reconhecida como uma das zoonoses bacterianas mais
disseminadas no mundo, apresentando ampla distribuicdo geografica e epidemiologia
dindmica no espaco e no tempo. Trata-se de uma doenca infecciosa causada por
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bactérias do género Brucella, capazes de acometer diferentes espécies animais
domésticas, silvestres e aquéticas, além dos seres humanos. Também conhecida
como “Febre de Malta”, “Febre do Mediterraneo” ou “Febre Ondulante”, a enfermidade
possui relevancia tanto para a saude animal quanto para a saude publica, sendo
considerada uma importante DTHA (Santana et al., 2020; Brasil, 2021; Bourdette;
Sano, 2023).

A brucelose apresenta carater endémico em diversas regiées do mundo, com
maior prevaléncia observada em paises da bacia do Mediterraneo e Peninsula
Arabica. Entretanto, casos da doenca ja foram registrados em praticamente todos os
continentes, demonstrando sua capacidade de adaptacdo a diferentes climas,
ecossistemas, biomas e compartimentos ambientais. Além disso, a enfermidade esta
associada a impactos econdmicos significativos, especialmente em paises
subdesenvolvidos e de baixa renda, devido as perdas produtivas nos rebanhos e aos
prejuizos relacionados a saude humana (Santana et al., 2020; Bourdette; Sano, 2023;
Padua; Leal, 2024).

Apesar de sua relevancia epidemioldgica, a brucelose permanece classificada
entre as doencas negligenciadas, sendo frequentemente mal diagnosticada e
subnotificada em diversos paises, incluindo o Brasil. A limitada disponibilidade de
informacBes diagndsticas contribui para a persisténcia da doenca e dificulta a
implementacg&o de medidas efetivas de controle e vigilancia. Dessa forma, a brucelose
continua sendo considerada um importante problema de saude publica mundial,
demandando acles integradas entre os setores de saude humana, animal e
ambiental, no contexto de Uma S6 Salude (Santana et al., 2020; Bourdette; Sano,
2023).

No Brasil, o controle da brucelose bovina integra as medidas preconizadas pelo
Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose Animal
(PNCEBT), que inclui a vacinagdo como importante estratégia sanitaria. As vacinas
oficialmente utilizadas no pais sdo a B19, empregada na vacina¢ao de fémeas bovinas
e bubalinas com idade de 3 a 8 meses, e a RB51, aplicada exclusivamente em
bovinos, ambas aprovadas pela Organiza¢cdo Mundial de Saude Animal (OIE) (Brasil,
2024a).

A vacina B19, composta por cepa lisa atenuada de B. abortus, induz a producéao
de anticorpos especificos, podendo interferir nos testes sorologicos empregados no

diagndstico da brucelose. Em contrapartida, a vacina RB51, produzida a partir de uma
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cepa rugosa atenuada, ndo induz a formacéo de anticorpos anti-LPS liso, motivo pelo
qual ndo é detectada pelos métodos laboratoriais sorologicos atualmente disponiveis

no mercado, desenvolvidos para cepas lisas de Brucella spp. (Brasil, 2024a).
3.4.4 Brucelose humana

A brucelose humana caracteriza-se por um periodo de incubacéo variavel,
geralmente entre 5 e 60 dias, e por manifestacdes clinicas iniciais inespecificas, o que
dificulta seu diagnadstico diferencial. Trata-se de uma enfermidade multissistémica que
pode acometer diferentes 6rgaos, apresentando quadro clinico de inicio agudo ou
insidioso. Os sintomas mais comuns incluem febre intermitente (quadro classico),
continua ou remitente, sudorese noturna, calafrios, cefaleia, fadiga, mal-estar
generalizado, mialgia, artralgia e perda de peso (Brasil, 2021). Em decorréncia da
semelhanca clinica com outras doencas infecciosas, a brucelose é frequentemente
subdiagnosticada, tornando a suspeita clinica um fator essencial para a solicitacédo de
exames laboratoriais confirmatérios (Schmitt et al., 2017; Brasil, s.d.a).

Além das manifestacdes sistémicas predominantes, alguns pacientes podem
apresentar sinais gastrointestinais, como nauseas, vémitos e desconforto abdominal,
especialmente quando a infeccdo ocorre pela ingestdo de leite ndo pasteurizado ou
de produtos lacteos contaminados. Nessas circunstancias, embora de forma menos
frequente, podem ainda ser observadas complicacdes gastrointestinais mais graves,
como ileite, colite e peritonite bacteriana espontéanea (Brasil, 2021).

Ademais, em casos mais graves ou na auséncia de tratamento adequado, a
doenca pode evoluir para formas crénicas e debilitantes, com comprometimento dos
sistemas nervoso, cardiovascular e musculoesquelético. Entre as principais
complicagbes descritas estdo endocardite, meningite, neurobrucelose, artrite e
espondilite, podendo a enfermidade persistir por meses ou anos, ou até mesmo levar
ao Obito. No Brasil, a brucelose apresenta importante carater ocupacional,
acometendo principalmente trabalhadores rurais, médicos veterinarios, tratadores de
animais, vacinadores e profissionais vinculados a cadeia produtiva de carne e leite
(Brasil, 2021).

O tratamento da brucelose humana € realizado com antibioticoterapia
combinada, devido a capacidade do agente de persistir no organismo e ao risco de

falha terapéutica e recidiva. De acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes
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Terapéuticas do Ministério da Saude, para adultos e criancas maiores de 10 anos, séo
recomendados esquemas a base de doxiciclina associada a aminoglicosideos, como
estreptomicina ou gentamicina, ou, alternativamente, doxiciclina associada a
rifampicina, geralmente por 42 dias. O acompanhamento clinico apos o tratamento
deve ser mantido por, no minimo, um ano, considerando a possibilidade de recidiva
(Brasil, 2025b).

3.4.5 Brucelose bovina

Nos bovinos, a brucelose manifesta-se principalmente por disturbios
reprodutivos, sendo o aborto no terco final da gestacdo o principal sinal clinico da
doenca, frequentemente associado a retencdo de placenta em decorréncia de
placentite necrética. B. abortus apresenta tropismo pelo sistema reprodutivo e pela
glandula mamaria, onde pode estabelecer infec¢des persistentes. Essa afinidade esta
relacionada, entre outros fatores, a presenca de eritritol em tecidos reprodutivos,
particularmente na placenta e no Gtero gestante, favorecendo a multiplicacdo do
agente nesses locais. A infeccdo da glandula maméaria também possibilita a
eliminacdo de Brucella spp. pelo leite, que pode constituir importante fonte de
disseminacdo do agente (Xavier et al., 2009; Barbier et al., 2017; Carvalho et al.,
2023).

Em machos adultos, podem ocorrer orquite e epididimite, comprometendo a
fertiidade dos animais. Embora os abortos tendam a diminuir apds a primeira
ocorréncia devido ao desenvolvimento de resposta imunolégica celular, outros
impactos reprodutivos permanecem relevantes, como nascimento de bezerros fracos
ou mortos. Dessa forma, além dos prejuizos econdmicos a pecuaria, a permanéncia
de animais infectados nos rebanhos representa importante fonte de disseminacao do

agente e risco a saude publica (Brasil, 2024a; Scharff, Meneguelli, 2024).
3.4.6 Transmissao da brucelose

A transmissao da brucelose ao ser humano ocorre principalmente por meio do
contato direto ou indireto com animais infectados e seus produtos derivados. As
principais vias de infeccdo estdo relacionadas a exposicdo ocupacional,
especialmente pelas vias respiratéria e cutdnea. Além disso, outras formas de

transmissdo menos frequentes incluem inoculagédo acidental do agente durante
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procedimentos vacinais; transmissdo perinatal, por via transplacentaria,
amamentacdo ou contato com secrecfes infectantes durante o parto; e, mais
raramente, transmissdo inter-humana por meio de relacbes sexuais, transfusdes
sanguineas e transplantes de 6rgaos e tecidos (Brasil, 2021).

Entre as diferentes formas de transmissao, a via alimentar apresenta grande
relevancia para a saude publica, especialmente devido ao consumo de leite cru e
derivados lacteos produzidos sem tratamento térmico. Tais produtos, a exemplo do
QALC, podem atuar como importantes veiculos de disseminacao de Brucella spp.,
representando risco potencial de infeccdo aos consumidores. Dessa forma, o controle
sanitario da cadeia produtiva do leite e as boas praticas de fabricacdo constituem
medidas fundamentais para a prevencdo da brucelose humana (Silva et al., 2018;
Brasil, 2021). A Figura 2 ilustra as principais vias de transmisséo da brucelose entre

bovinos e humanos.

Figura 2 - Fontes de infeccéo e vias de transmissao da brucelose bovina
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Fonte: Elaborado pela autora com base em informagdes de Torrico (2023).

3.5 EXTRACAO DE DNA EM MATRIZES COMPLEXAS: FUNDAMENTOS E
LIMITACOES

De acordo com a norma internacional 1ISO 24276:2006 (1SO, 2006), a extracédo
de DNA é definida como a “separacdo do DNA dos demais componentes de uma
amostra-teste”. A selegdo do método deve considerar a natureza da matriz analisada,

bem como a finalidade das analises posteriores. Nesse contexto, o objetivo central
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desta fase metodologica é obter material genético em quantidade e pureza adequadas
para as aplicacdes pretendidas (Prins et al., 2024).

Independentemente da abordagem adotada, esse processo envolve etapas
fundamentais. A etapa inicial consiste na lise celular por meios quimicos, enziméticos
ou fisicos, visando a ruptura das membranas e a liberacdo do conteudo intracelular.
Posteriormente, realiza-se a remocdo de contaminantes, como proteinas, lipidios e
RNA, por tratamentos especificos. Por fim, o material genético € precipitado,
submetido a secagem e ressuspendido em solucdo apropriada, de forma a preservar
sua integridade e viabilizar andlises subsequentes (Cancellare et al., 2021).

As metodologias disponiveis diferenciam-se principalmente quanto aos
mecanismos de separacao e purificacdo. A extracdo organica utiliza solventes, como
fenol e cloroférmio, promovendo a separacao de fases apds centrifugacéo, na qual o
DNA permanece na fase aquosa, enquanto proteinas e lipidios séo transferidos para
a fase organica. Em contraste, métodos ndo organicos, como o salting out, baseiam-
se na precipitacao de proteinas por elevadas concentracdes salinas, mantendo o DNA
em solucao até sua recuperagao por precipitacao alcodlica. Por sua vez, abordagens
fundamentadas na adsorcdo em fase sdlida, como aquelas que empregam silica ou
particulas magnéticas, exploram a afinidade do DNA por superficies sélidas na
presenca de sais caotrépicos, permitindo sua ligacéo, lavagem e posterior eluicédo, o
que resulta em material com elevado grau de pureza (Gupta, 2019).

A extragcdo de DNA a partir de matrizes como leite e queijo, consideradas
biologicamente complexas, € frequentemente desafiadora em funcédo dos elevados
teores de lipidios e proteinas, que interferem nas etapas de lise celular e precipitacdo
do material genético. Adicionalmente, a baixa celularidade dessas amostras resulta
em menor rendimento de DNA quando comparado a outras matrizes. Além disso, a
presenca de enzimas, como lipases, proteases e nucleases, pode comprometer a
integridade do DNA caso ndo sejam adequadamente inativadas por reagentes

especificos (Benitez-Velasquez et al., 2024; Pressure BioSciences, s.d.).
3.5.1 Tiocianato de Guanidina

Diante dessas limitagdes, torna-se fundamental a selegdo criteriosa de
reagentes e de abordagens capazes de garantir a obtencdo de DNA com qualidade e

guantidade adequadas para aplicacdes em biologia molecular, como a PCR. Nesse
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contexto, a utilizacdo de métodos baseados em tiocianato de guanidina destaca-se
como uma estratégia robusta e amplamente empregada, uma vez que promove a lise
celular, a desnaturacdo de proteinas e a inativacdo de nucleases, favorecendo a
obtencdo de material genético integro (BenchChem, 2025).

O tiocianato de guanidina atua como um potente agente caotrdpico, capaz de
desestabilizar macromoléculas por meio da ruptura de interacdes, como ligacdes de
hidrogénio, em solugbes aquosas. Essa propriedade permite a desnaturacgéo eficiente
de proteinas e enzimas degradativas, como DNases e RNases, que poderiam
comprometer a integridade do DNA. Além disso, tampdes de lise contendo esse
composto promovem a solubilizacdo dos constituintes celulares, liberando os acidos
nucleicos e protegendo-os contra degradacao enzimatica (BenchChem, 2025).

Devido a essas caracteristicas, métodos baseados em tiocianato de guanidina
tém sido amplamente aplicados na extracdo de acidos nucleicos a partir de diferentes
matrizes complexas, incluindo amostras clinicas, ambientais e forenses, bem como
materiais de interesse viroldgico (BenchChem, 2025). Assim, sua aplicagdo em
matrizes alimentares, como queijos e leite, mostra-se promissora, especialmente
frente aos desafios inerentes a esse tipo de amostra (Duthoit et al., 2003; Callon et al.,
2007; Delbés et al., 2007). Dessa forma, sua capacidade de promover lise eficiente
aliada a inativacdo de enzimas degradativas o torna uma alternativa viavel e eficaz

para protocolos de extracdo de DNA em diferentes contextos laboratoriais.
3.5.2 Avaliacédo espectrofotométrica da qualidade do DNA

A avaliagdo da qualidade do DNA extraido por espectrofotometria baseia-se na
analise da absorbancia da luz ultravioleta em diferentes comprimentos de onda,
especialmente em 260, 280 e 230 nm. Os acidos nucleicos apresentam maxima
absorcdo em 260 nm, enquanto proteinas absorvem preferencialmente em 280 nm e,
dessa forma, a razdo A260/A280 é amplamente utilizada como indicador de pureza
em relacdo a contaminacdo proteica. Para DNA gendmico, valores préoximos a 1,80
sao considerados indicativos de alta pureza, ao passo que valores inferiores sugerem
a presenca de proteinas. No entanto, esse parametro deve ser interpretado com
cautela, uma vez que sua sensibilidade pode variar conforme a concentragdao do DNA,
sendo menos eficaz na deteccdo de contaminantes em amostras mais concentradas
(Thermo Fisher Scientific, 2024; Koetsier; Cantor, 2025).
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Adicionalmente, a razdo A260/A230 € empregada para avaliar a presenca de
contaminantes quimicos oriundos dos reagentes de extracao e purificacdo, como sais
caotropicos, fenodis, detergentes e &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), que
absorvem luz na faixa de 230 nm. Valores ideais situam-se, em geral, entre 1,80 e
2,20, sendo considerados mais sensiveis para detectar contaminacéo quimica do que
a razdo A260/A280. Reducbes nessa razdo indicam a presenca residual desses
compostos, os quais podem interferir em reagfes enzimaticas subsequentes, como a
PCR, comprometendo a eficiéncia das analises moleculares. Assim, a interpretacédo
conjunta das razdes A260/A280 e A260/A230 constitui uma etapa essencial para a
validacéo da qualidade do DNA antes de sua utilizacdo em aplicacfes biotecnoldgicas
(Thermo Fisher Scientific, 2024; Koetsier; Cantor, 2025).

3.6 METODOLOGIAS PARA DETECCAO DE Brucella spp. EM LEITE E DERIVADOS

A deteccdo de Brucella spp. em leite e derivados pode ser realizada por
diferentes abordagens analiticas, que se distinguem quanto aos principios
metodoldgicos, sensibilidade, especificidade e aplicabilidade. De modo geral, essas
metodologias compreendem técnicas microbiologicas, sorolégicas e moleculares,
cada uma com vantagens e limitacdes proprias, sendo frequentemente empregadas
de forma complementar em estudos epidemiolégicos e no diagndéstico da brucelose
(Islam et al., 2023).

Os métodos microbiol6gicos baseiam-se no cultivo e isolamento de Brucella
spp. a partir das amostras analisadas. De acordo com o Procedimento Operacional
Padréo (POP) para cultivo e identificacdo do género Brucella, estabelecido pela Unido
Europeia (EURL, 2021a), a semeadura de amostras de origem animal, incluindo leite
e derivados, como queijos (Silva et al., 2022), deve ocorrer em meios de cultura
seletivos. Essa seletividade é essencial quando ha possibilidade de contaminacgéo por
microrganismos interferentes, sendo obtida pela adi¢do de antibidticos ou antifingicos
(EURL, 2021a) ou pelo uso de formula¢des comerciais, como o 4gar ou caldo Brucella
(Miyashiro, 2004).

As condi¢des de incubacdo também s&o determinantes para o crescimento da
bactéria. Considerando que algumas cepas apresentam dependéncia de COzq,
recomenda-se a inoculagdo de cada amostra em, no minimo, quatro placas, sendo

metade incubada em atmosfera ambiente e a outra metade em condicbes
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enriquecidas com 5% a 10% de CO:2. A incubacgédo é conduzida a 37 + 2 °C, com o
aparecimento de colénias em meios solidos geralmente observado apoés trés dias. A
partir desse periodo, as culturas devem ser examinadas rotineiramente,
preferencialmente até o décimo dia, de modo a possibilitar a detec¢éo e o subcultivo
de coldnias suspeitas antes que sejam sobrepostas por contaminantes ou que as
amostras sejam descartadas como negativas (EURL, 2021a).

As colbnias de Brucella spp. apresentam morfologia caracteristica, sendo
tipicamente circulares, com diametro entre 1 mm e 2 mm, margens regulares, aspecto
translicido e coloracdo semelhante ao mel pdalido quando observadas sob luz
transmitida. Em observacdo superior, tendem a apresentar aspecto convexo e
coloragéo branco-perolada (EURL, 2021a).

Apesar de serem considerados confirmatérios e padrao-ouro para o
diagnéstico, os métodos microbioldgicos apresentam limitacdes relevantes.
Destacam-se a necessidade de microrganismos viaveis nas amostras testadas, 0 uso
de meios de cultura especificos, bem como a exigéncia de infraestrutura com nivel
adequado de biosseguranca (nivel 3), devido ao risco de infec¢cdo ocupacional.
Adicionalmente, fatores como condi¢des apropriadas de armazenamento e transporte
rapido das amostras sdo essenciais para o0 sucesso da técnica. A baixa sensibilidade
em amostras com reduzida carga bacteriana, aliada ao tempo prolongado para
obtencdo de resultados, também restringe sua aplicabilidade (Dadar et al., 2019;
EURL, 2021a).

Entre os métodos soroldgicos, destaca-se o teste do anel do leite (TAL; do
inglés Milk Ring Test, MRT), amplamente empregado como ferramenta de triagem em
programas de controle e vigilancia epidemiologica da brucelose em rebanhos leiteiros.
Essa prova baseia-se na interacdo entre anticorpos especificos presentes no leite e
antigenos corados, geralmente com hematoxilina. Como os anticorpos anti-Brucella
encontram-se predominantemente adsorvidos aos glébulos de gordura, a reacao
antigeno-anticorpo resulta na formagéo de um anel colorido na camada de creme, que
ascende a superficie durante o periodo de incubacdo (Paula et al.,, 2015; EURL,
2021b).

No contexto de monitoramento sanitario, o TAL pode ser aplicado em amostras
coletadas diretamente de tambores ou tanques de expansao, sendo particularmente
atil em rebanhos certificados como livres da doenca. Apesar de sua praticidade, custo

relativamente baixo e aplicabilidade em larga escala, o método apresenta limitaces
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importantes, como a ocorréncia de resultados falso-positivos associados a presenca
de outras infeccfes ou a vacinacdo com a cepa B19, preconizada pelo PNCEBT, bem
como de resultados falso-negativos, que podem ocorrer em grandes populacdes
devido ao efeito de diluicdo (Paula et al., 2015; Gupta et al., 2022).

Os métodos moleculares, especialmente a PCR e suas variacfes, tém sido
amplamente empregados na deteccéo direta do DNA de Brucella spp. em produtos
lacteos. Essas técnicas se destacam pela elevada sensibilidade e especificidade,
permitindo a identificacdo do material genético do agente mesmo em baixas
concentracdes e independentemente da viabilidade bacteriana, o que representa uma
vantagem significativa em comparacdo aos métodos microbiolégicos tradicionais.
Além disso, sua aplicabilidade em diferentes matrizes, como leite, queijos, tecidos e
secrecbes animais, bem como a possibilidade de processamento de um grande
namero de amostras, reforcam sua relevancia em estudos epidemiolégicos e no

diagnéstico laboratorial (Paula et al., 2015; Islam et al., 2023).

3.6.1 Reacdo em cadeia da polimerase: Fundamentos e Principios

A PCR é uma técnica amplamente utilizada em biologia molecular, que
possibilita a amplificacdo exponencial de sequéncias especificas de DNA. Essa
metodologia baseia-se na replicacdo in vitro de um segmento-alvo, permitindo a
obtencdo de um grande namero de copias, denominadas amplicons, mesmo a partir
de amostras degradadas, submetidas a armazenamento prolongado ou com baixa
concentracdo de DNA. Em funcéo dessa elevada sensibilidade, a PCR tornou-se uma
ferramenta fundamental para a deteccdo e analise de material genético (Lorenz, 2012;
Kombo, 2025).

O desenvolvimento da PCR representou um avanco significativo na biologia
molecular moderna. O conceito inicial foi proposto na década de 1970. Entretanto, a
técnica foi efetivamente descrita e aplicada por Kary Mullis em 1985, durante seu
trabalho na Cetus Corporation. Um marco essencial para sua consolidacdo foi a
introducdo de uma DNA polimerase termoestavel, isolada da bactéria Thermus
aquaticus, denominada Taq DNA polimerase. Essa enzima apresenta resisténcia a
altas temperaturas, o que possibilitou a automacéo do processo, tornando a técnica

mais eficiente e reprodutivel. Desde entdo, a PCR tem sido extensivamente
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empregada em diagndstico molecular, identificacdo de patégenos, analises genéticas
e estudos forenses (Lorenz, 2012; Kombo, 2025).

A PCR fundamenta-se na repeticdo ciclica de trés etapas principais:
desnaturacao, anelamento e extensao. Inicialmente, o DNA de dupla fita € submetido
a altas temperaturas, promovendo a separacdo das fitas complementares. Em
seguida, os primers se ligam a regides especificas do DNA molde, delimitando o
fragmento a ser amplificado. Por fim, a DNA polimerase sintetiza novas fitas a partir
dos dNTPs disponiveis na reagcéo. A execuc¢do controlada das etapas da PCR ocorre
em termocicladores que, por meio de rapidas variacdes térmicas, permitem que a
sucessado de ciclos resulte na amplificacdo exponencial do segmento-alvo (Lorenz,
2012; Kombo, 2025).

Para a execucdo da técnica, sdo necessarios reagentes especificos, incluindo
um conjunto de primers, DNA polimerase termoestavel, dNTPs, tamp&o de reacao,
DNA molde e &agua estéril. Os primers, ou oligonucleotideos iniciadores, séo
projetados para se anelar as regides flanqueadoras da sequéncia-alvo, sendo
responsaveis pela especificidade da amplificacao. A eficiéncia da reacao depende do
equilibrio adequado entre esses componentes, bem como da auséncia de substancias
inibidoras (Lorenz, 2012; Kombo, 2025).

Para garantir a confiabilidade dos resultados, € necessaria a inclusdo de
controles nas reacdes de PCR. O controle positivo contém a sequéncia-alvo e atua
como referéncia para avaliagdo do desempenho da reacéo, sendo constituido por
material genético do organismo de interesse. O controle negativo contém &acido
nucleico carreador, mas nao a sequéncia-alvo, sendo utilizado para verificar a
especificidade da reagdo, uma vez que a ocorréncia de amplificagéo indica possivel
contaminagdo ou amplificacdo inespecifica. O controle sem molde (no-template
control — NTC), também denominado branco, é preparado mediante substituicdo do
DNA por agua ou tampéo, com a finalidade de detectar contaminagdes provenientes
de reagentes ou do ambiente laboratorial (Bustin et al., 2025).

A PCR convencional, embora largamente utilizada, pode apresentar limitacdes
relacionadas a amplificagdo néo especifica, decorrente do anelamento de primers em
regides nédo intencionais do DNA molde. Esse fenbmeno pode resultar em produtos
indesejados, comprometendo a sensibilidade, a especificidade e a interpretacdo dos
resultados. Nesse contexto, foram desenvolvidas variacdes da técnica com o objetivo

de minimizar essas limitacées e aumentar a eficiéncia da amplificacéo (Bello, 2023).
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3.6.1.1 Nested PCR

A PCR aninhada (nested PCR) configura-se como uma evolu¢cdo da PCR
convencional, desenhada para elevar os niveis de sensibilidade e especificidade ao
reduzir a ocorréncia de bandas inespecificas. Essa abordagem baseia-se na
realizacdo de duas reacOes consecutivas, nas quais o0 produto da primeira
amplificacéo é utilizado como molde para a segunda (Bello, 2023; Kombo, 2025).

Na etapa inicial, um primeiro conjunto de primers amplifica uma regiao mais
ampla do DNA alvo, gerando um produto primario que contém a sequéncia de
interesse. Em seguida, esse produto é submetido a uma segunda reacéo, utilizando
um novo conjunto de primers, denominados internos, que se ligam a regifes
localizadas dentro do fragmento previamente amplificado, conforme esquematizado
na Figura 3. Esse processo sequencial atua como um mecanismo adicional de
verificacdo, elevando a especificidade da reacdo e reduzindo significativamente a
amplificacéo inespecifica (Izadi et al., 2014; Shen, 2019; Bello, 2023).

A utilizacdo de dois pares de oligonucleotideos permite a realizacdo de um
maior niamero de ciclos de amplificacdo, aumentando a sensibilidade da técnica,
especialmente na deteccdo de alvos presentes em baixas concentracdes.
Adicionalmente, essa estratégia contribui para a reducdo do ruido de fundo e da
interferéncia causada por contaminantes ou substancias inibidoras presentes na
amostra, assegurando a obtencdo de resultados mais confidveis (Green; Sambrook,
2019; Shen, 2019; Bello, 2023).

Apesar dessas vantagens, a técnica apresenta vulnerabilidades, como o
elevado risco de contaminagdo cruzada ou ambiental por aerossoéis durante a
transferéncia do produto entre as reacfes de PCR, o0 que exige rigoroso controle
experimental e o emprego de boas praticas laboratoriais. Além disso, a realizacéo de
duas rodadas de amplificacdo pode aumentar a probabilidade de introducao de erros
na sequéncia gerada. Assim, a aplicagdo da nested PCR requer planejamento
cuidadoso, otimizacéo das condi¢des experimentais e ado¢cdo de medidas de controle
de qualidade, a fim de garantir a acuracia dos resultados obtidos (Shen, 2019; Bello,
2023).
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Figura 3 - Representacado do principio da nested PCR
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Fonte: Shen (2019).
3.6.1.2 O alvo genético: gene eryD

Neste estudo, o gene eryD foi selecionado como alvo molecular por codificar
um regulador transcricional fundamental no metabolismo do eritritol em Brucella spp.
Esse gene encontra-se localizado no segundo cromossomo do microrganismo e
integra o operon eryABCD, um conjunto de genes associado ao catabolismo desse
carboidrato. Os produtos desse operon incluem a eritritol quinase (EryA), duas
desidrogenases putativas (EryB e EryC) e o regulador EryD, responsavel pelo controle
preciso da expressdo génica nessa via metabdlica (Rodriguez et al., 2012; Tabibnejad
et al., 2016).

O gene eryD é considerado altamente conservado, estando presente na
maioria dos isolados do género Brucella. Contudo, em cepas vacinais atenuadas,
podem ocorrer alteracdes estruturais que comprometem sua identificacdo molecular.
A cepa Brucella abortus B19, amplamente utilizada na vacinagcéo bovina, apresenta

uma delecdo de aproximadamente 702 pares de bases no operon do eritritol, 0 que
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afeta diretamente a regido 3’ do gene eryC e a regiao 5’ de eryD (Sangari et al., 1994;
Rodriguez et al., 2012; Tabibnejad et al., 2016; Silva et al., 2018; Gadhari et al., 2025).

Essas modificagbes genéticas podem resultar na perda dos sitios de
anelamento dos primers, impedindo a amplificagdo do alvo nessas linhagens
especificas. Dessa forma, a visualizacdo de bandas na nested PCR direcionada ao
gene eryD confirma a deteccdo de Brucella spp. nas amostras analisadas. Por outro
lado, a auséncia de amplificacdo nao deve ser interpretada isoladamente como um
resultado negativo, pois pode indicar a presenca de cepas vacinais, como a B19, que
nao sao identificadas por este sistema devido as delecdes na regido alvo (Sangari et
al., 1994; Rodriguez et al., 2012; Tabibnejad et al., 2016; Silva et al., 2018; Gadhari et
al., 2025).

3.6.1.3 Interferentes da PCR em matrizes lacteas: mecanismos e estratégias de

mitigacao

Produtos lacteos apresentam composicdo complexa, contendo substancias
que podem interferir no desempenho de técnicas moleculares, como a PCR. Entre os
principais inibidores associados a essa matriz destacam-se lipidios, proteinas, ions
calcio e compostos residuais provenientes do processo de extracdo de DNA, como
fenol, etanol e dodecilsulfato de sodio (SDS). Adicionalmente, enzimas proteoliticas,
como a plasmina, bem como componentes oriundos de meios de cultura utilizados no
enriqguecimento microbiol6gico, também podem comprometer a eficiéncia da
amplificacéo (Quigley et al., 2012; Schrader et al., 2012; Kase; Pfefer, 2016).

De modo geral, os inibidores de PCR formam um grupo heterogéneo de
substancias, predominantemente organicas, que atuam por diferentes mecanismos,
afetando direta ou indiretamente a atividade da DNA polimerase (Schrader et al.,
2012). A gordura constitui um fator particularmente relevante em produtos como
gueijos e iogurtes, devido ao seu elevado teor lipidico. Embora seu efeito inibitorio
sobre a PCR ja tenha sido demonstrado, sua acao pode variar conforme a composicéo
da amostra e as condi¢Oes experimentais (Kase; Pfefer, 2016).

Os ions célcio, por sua vez, podem reduzir a eficiéncia da reagdo ao competir
com o magnésio pelos sitios de ligacdo na DNA polimerase. Considerando a
importancia do magnésio como cofator essencial, sua indisponibilidade compromete

a atividade enzimatica. Ademais, proteases como a plasmina podem degradar a DNA
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polimerase, ao passo que compostos organicos, como o fenol, promovem a
desnaturacao proteica desta enzima (Schrader et al., 2012).

Estratégias podem ser empregadas para minimizar tais interferéncias. O
incremento de magnésio na reagdo atenua o efeito dos ions calcio. A atividade de
proteases pode ser reduzida pela adicdo de agentes quelantes durante a extracao de
DNA, como o EDTA, que se ligam a ions metalicos bivalentes essenciais a atividade
enzimatica, impedindo a atuacdo destes como cofatores necessarios a estabilizacédo
do sitio ativo e a catélise, o que resulta na inativacdo dessas enzimas. Dessa forma,
a otimizacao das condicdes da PCR, especialmente quanto a composi¢cao da reacao,
aliada a protocolos eficientes de extracdo de DNA que considerem a presenca de
inibidores, é fundamental para a adequada execucdo dessa metodologia molecular
(Schrader et al., 2012; BenchChem, 2026).
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4 MATERIAL E METODOS

O desenho do estudo, os procedimentos adotados para a obtencdo das
amostras, a extracdo de DNA, a preparacdo de controle positivo, a deteccdo de
Brucella spp. por nested PCR e as andlises epidemioldgicas e espaciais empregadas
neste estudo sdo descritos nos tépicos a sequir.

4.1 DESENHO, LOCAL DO ESTUDO E PLANEJAMENTO AMOSTRAL

Do conjunto de ARF distribuidas em nove regides tradicionais produtoras de
gueijo, selecionou-se o total de 222 amostras de QALC obtidas ao longo dos anos de
2014, 2017, 2018 e 2022. A definicdo desse quantitativo e sua distribuicdo amostral
visaram viabilizar estimativas representativas e confiaveis acerca da frequéncia e dos
fatores associados a presenca de Brucella spp. na populacdo estudada. O
delineamento compreendeu oito regides de amostragem localizadas no estado de
Minas Gerais, incluindo Serro, Triangulo Mineiro, Canastra, Cerrado, Serra do Salitre,
Araxa, Entre Serras da Piedade ao Caraca e Campo das Vertentes (n = 203); e uma
regido no estado do Piaui (n = 19). As ARF produzem os queijos a partir do leite obtido
nas respectivas propriedades rurais onde estdo estabelecidas.

Para fins de analise, as regides produtoras foram codificadas de R1 a R9 de
acordo com a ordem cronoldgica de seu reconhecimento oficial pelo 6rgao estadual
de defesa agropecuaria. As oito regides de Minas Gerais receberam as codificacfes
R1 a R8, sendo R1 a primeira regido reconhecida oficialmente e R8 a mais
recentemente reconhecida. A regido do Piaui, codificada como R9, ainda ndo possuia
reconhecimento oficial no periodo de realizacdo das coletas e, portanto, atribuiu-se a
ela um tempo igual a zero. Os coédigos atribuidos as regides produtoras estao

apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Cadigos e respectivas regides produtoras de queijo artesanal de leite cru

Cdédigo Regiado Produtora
R1 Serro
R2 Cerrado
R3 Araxa
R4 Canastra
R5 Campo das Vertentes
R6 Triangulo Mineiro
R7 Serra do Salitre
R8 Entre Serras da Piedade ao Caraca
R9 Piaui

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

4.2 ORIGEM, COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE QUEIJOS
ARTESANAIS DE LEITE CRU

As amostras de QALC utilizadas na pesquisa molecular para deteccdo de
Brucella spp. foram disponibilizadas pelo IMA e pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), unidade Meio-Norte. As amostras cedidas pelo IMA sdo
provenientes de coletas oficiais realizadas no ambito das acdes de fiscalizagcéo
conduzidas pelo servico de inspecado estadual.

A coleta, o acondicionamento e o transporte das amostras foram executados
pelo servico oficial de defesa agropecuaria e pela Embrapa, em conformidade com
procedimentos técnicos padronizados e previamente estabelecidos pelos respectivos
orgaos. As amostras foram acondicionadas em embalagens apropriadas, identificadas
individualmente e transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, sob
refrigeracdo (4 °C), de modo a preservar suas caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas.

Apés a chegada aos laboratérios das instituicbes parceiras (IMA e Embrapa
Meio-Norte), as amostras permaneceram sob condicdes controladas de
armazenamento e, posteriormente, foram encaminhadas ao Laboratorio de
Microbiologia do Leite (LML), da Embrapa Gado de Leite, localizado em Juiz de Fora,
Minas Gerais, onde foram mantidas sob congelamento até a realizacdo da extracdo

de DNA e analises moleculares descritas a seguir.
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4.3 EXTRACAO DE DNA TOTAL EM AMOSTRAS DE QUEIJO

A escolha do protocolo para extracdo de DNA total a partir de amostras de
gueijo baseou-se na necessidade de obtencédo de material genético com qualidade e
rendimento adequados para as analises subsequentes. Para isso, diferentes
metodologias de extracdo foram previamente avaliadas, empregando distintos
reagentes e condi¢cdes experimentais.

Nesse contexto, foram testadas variadas composi¢cdes e concentracdes de
tampdo de lise alimentar, utilizado nas etapas iniciais de protocolos de extracdo de
DNA a partir de alimentos, bem como diferentes enzimas, além da Proteinase K,
incluindo RNAse e lisozima. Também foram avaliadas substancias capazes de
promover a agregacao e precipitacdo do DNA, como acetato de amonio, acetato de
sédio, etanol e alcool isopropilico.

Adicionalmente, foi utilizado um kit comercial destinado a extracdo de acidos
nucleicos virais, baseado na tecnologia de beads magnéticas para purificacdo do
material genético, com a finalidade de explorar alternativas que proporcionassem
resultados satisfatérios quanto a pureza, quantidade e integridade do DNA.

Com base nos resultados obtidos nos testes preliminares, selecionou-se um
protocolo de extracdo de DNA a base de tiocianato de guanidina, elaborado a partir
da adaptacdo de metodologias descritas na literatura (Cocolin et al., 2001; Duthoit et
al., 2003; Callon et al., 2007; Delbes et al., 2007; Zhang et al., 2007; Ponzoni et al.,
2009).

Para a execucao do procedimento, foram preparadas as seguintes solugdes:
solugéo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4; tamp&o de lise composto por
SDS a 2%, brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) a 2%, NaCl a 1,4 M, EDTA a 20
mM, Tris-HCl a 100 mM (pH 8,0) e tiocianato de guanidina a 4 M; solucao de tiocianato
de guanidina a 4 M; proteinase K na concentragdo de 20 mg/mL; mistura
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1); e etanol a 70%.

As etapas do protocolo de extragdo de DNA baseado em tiocianato de

guanidina estao esquematizadas na Figura 4.



Figura 4 - Etapas do protocolo de extracdo de DNA a base de tiocianato de

guanidina
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Pesagem de 0,5 g de queijo em microtubos tipo Eppendorf de
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Vértex por 30 segundos;

Centrifugagao a 8.000 g por 10 minutos a 4 °C;
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Adigao de 150 pl de tampao de lise ao pellet;

Adigéo de 50 pl de Tiocianato de Guanidina 4 M e
homogeneizagao;

Adigao de 5 pl de Proteinase K;

Incubagédo a 56 °C por 1 hora com agitagéo a cada 10-15
minutos;

Incubagao a 65 °C por 10 minutos para reforgar a lise quimica;
Centrifugacao a 10.000 g por 5 minutos a 4 °C e transferéncia
do sobrenadante para novo tubo.
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Adicao de 150 pl de Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico
(25:24:1);

Homogeneizagdo suave por inverséo e centrifugagdo a 12.000
g por 10 minutos a 4 °C;

Transferéncia da fase aquosa (superior) para novo tubo;
Adicao de 150 pl de Cloroférmio, seguida de homogeneizagao;
Centrifugagdo a 12.000 g por 5 minutos a 4 °C;

Transferéncia da fase aquosa para novo tubo.
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4. Precipitagdo e lavagem do DNA

« Adigdo de 0,7 volumes de Alcool Isopropilico 100%, seguida de
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« Incubagdo a -20 °C por 30 minutos;

« Centrifugacao a 14.000 g por 15 minutos a 4 °C;

« Descarte do sobrenadante e lavagem do pellet com 200 pl de
etanol 70%;

« Secagem completa do pellet a 25 °C;

« Ressuspensao do DNA em 50 pl de agua Milli-Q® e
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5. Controle de qualidade do DNA

« Corrida em gel de agarose 1% para avaliar a integridade do
DNA;

« Quantificagdo em Nanodrop;

9 « DNA puro ideal: A260/A280 entre 1,8-2,0.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Ao final do procedimento, a qualidade e o rendimento das amostras foram
avaliados por espectrofotometria em equipamento NanoDrop™ (Thermo Scientific,
EUA). Adicionalmente, realizou-se eletroforese em gel de agarose a 1% para
verificagéo da integridade do DNA, conduzida a 90 V, utilizando marcadores de peso
molecular de 1 kb (Promega®, Madison, EUA) e A.

4.4 PREPARACAO DE CONTROLE POSITIVO A PARTIR DE CULTURAS DE

Brucella abortus

Com a finalidade de obter um controle positivo para a PCR, foram utilizadas
culturas inativadas de B. abortus, fornecidas pelo Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria de Minas Gerais (LFDA/MG), integrante da rede do Ministério da
Agricultura e Pecuéaria (MAPA). O material foi disponibilizado em volume de 10 mL,
acondicionado em tubos do tipo Falcon e enviado sob refrigeragdo. Uma das culturas
correspondia a uma cepa de campo desse microrganismo, identificada como “T2”,
com concentracdo de 6,7 x 10° UFC/mL, enquanto a outra referia-se a cepa B19,
com concentracéo de 5,01 x 10*° UFC/mL.

Para utilizacdo nas reagdes de PCR, foram realizadas diluicbes seriadas de
ambas as culturas até 10, atingindo concentracées da ordem de 104 UFC/mL. O
monitoramento das dilui¢cdes foi realizado segundo a escala de McFarland, que estima
a concentracao celular com base na turbidez das suspensdes, por comparacao visual
com padrdes estabelecidos. Apds esse procedimento, as amostras foram mantidas
sob congelamento até o momento de uso.

Posteriormente, procedeu-se a nested PCR, conforme primers e condi¢des
descritos a seguir, com o objetivo de verificar a eficiéncia das diluicbes por meio da
deteccdo de bandas de amplificacdo, viabilizando sua utilizacdo como controle

positivo nas reacdes aplicadas as amostras em estudo.

4.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A PCR foi empregada para a amplificacdo de sequéncias especificas de DNA,
visando a deteccéo de Brucella spp. nas amostras analisadas. Para tal, foi adotada a

estratégia de nested PCR direcionada ao gene eryD, conforme descrito a seguir.
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4.5.1 Nested PCR direcionada ao gene eryD

A partir do DNA obtido na etapa 4.3, previamente quantificado e ajustado para
a concentracdo aproximada de 40 ng/uL, procedeu-se a amplificacdo por PCR. Na
primeira etapa da nested PCR, foram utilizados os primers Bru.eryD.469.F (5'-
CTTCAACCATTTTGGCCATC-3) e Bru.eryD.469.R (5'-
CTTGTCCATCAGGCTTTGCT-3’), visando a amplificagdo de um fragmento alvo de
469 pb. Na etapa subsequente, empregaram-se os primers Bru.eryD.363.F (5'-
GCCGCTATTATGTGGACTGG-3) e Bru.eryD.363.R (5-
GATCGTAGTCGTCCGGGTTA-3’), destinados a amplificagdo de um fragmento de
363 pb (Silva et al., 2018).

A nested PCR foi conduzida com a utilizacdo de kit comercial de PCR
(Promega®, Madison, EUA). Para cada uma das duas reacdes que compdem a
técnica, foi adotado volume final de 25,0 pL por amostra. Os reagentes empregados,
bem como suas concentracfes nas solucdes estoque e na reacdo, além de suas

respectivas proporc¢des no volume final, estédo apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 - Composicao da reacédo de PCR e concentracdes finais dos reagentes

Reagente Concentracéo na Concentracéo na Volume (uL)
solugao estoque reacao

Agua - q.s.p. 12,7
Tampao 5X 1X 50
MgCl2 25 mM 4 mM 4.0
dNTP (mix) 10 mM 0,08 mM 0,2
Primer Forward 10 pM 0,2 uM 0,5
Primer Reverse 10 pM 0,2 uM 0,5
Taq DNA Polimerase 5 U/uL 0,02 U/uL 0,1
DNA 40 ng/puL 3,2 ng/uL 2,0
Total 25,0

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Nota: g.s.p. = quantidade suficiente para.

O protocolo de termociclagem compreendeu uma etapa inicial de desnaturacao
a 95 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos compostos por desnaturacdo a 95 °C por
40 segundos, anelamento a 60 °C por 40 segundos e extensdao a 72 °C por 40
segundos, e finalizada por uma etapa de extensao a 72 °C por 4 minutos.
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4.5.2 Eletroforese em gel de agarose das reacdes

As reacfes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Em
cada poco, foram aplicados 20 pL por amostra. A corrida eletroforética foi realizada
em tampéo TBE 1 X (0,09 M Tris base; 0,09 M acido bérico; 0,1 mM EDTA, pH 8,0),
sob voltagem inicial de 80 V até a migracdo das amostras e do marcador molecular
para fora dos pogos, seguida de aumento para 100 V. Adicionalmente, foi utilizado
marcador de peso molecular de 100 pb (Promega®, Madison, EUA) para estimativa
do tamanho dos fragmentos amplificados.

Para a visualizacdo dos resultados, os geéis foram corados com brometo de
etidio, e as bandas foram observadas sob luz ultravioleta, utilizando sistema de
fotodocumentacao.

4.6 ANALISES EPIDEMIOLOGICAS E ESPACIAIS

A frequéncia de amostras de QALC positivas para Brucella spp. foi determinada
adotando-se um intervalo de confianca (IC) de 95%, sendo este resultado utilizado
como critério de triagem para a identificacdo de ARF positivas para o patégeno. A
avaliacao dos fatores associados a positividade dos queijos foi realizada por meio do
teste qui-quadrado e, quando apropriado, do teste exato de Fisher, com o auxilio do
software Epi Info (versédo 3.5.1; CDC, Atlanta, EUA), fixando-se o nivel de significancia
em 0,05.

Como parte desse delineamento, as amostras de QALC coletadas para este
estudo foram submetidas a analises bacterianas, quantificacédo do teor de umidade
(%) e pH, além do registro dos periodos de maturacéo. Para a execucéo das analises,
as amostras foram categorizadas em contagens microbianas baixas (em
conformidade) e altas (em desacordo) para os seguintes grupos: coliformes totais,
coliformes termotolerantes (fecais) e SCP, de acordo com a legislacdo especifica
(Minas Gerais, 2024Db).

A variavel "periodo de maturacao”, originalmente coletada como uma variavel
guantitativa (medida em dias inteiros), foi posteriormente categorizada utilizando o
valor da mediana (9 dias) como ponto de corte, sendo o mesmo procedimento seguido
para as variaveis "grau de umidade" e "pH". A escolha da mediana, correspondente
ao segundo quartil, reflete a tendéncia central dos dados e possibilita uma
classificacdo binaria equilibrada. Essa categorizacdo foi elaborada especificamente
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para subsidiar as duas principais abordagens estatisticas realizadas neste estudo: o
teste qui-quadrado e as analises espaciais. O teste qui-quadrado requer variaveis
categoricas e ndo pressupde a normalidade dos dados, enquanto a analise espacial
também aplica categorizacbes baseadas em quartis para variaveis quantitativas,
tornando a mediana um ponto de referéncia consistente e metodologicamente
adequado para ambas as etapas.

Para os queijos produzidos e coletados nos anos de 2017 e 2018 (n = 99),
avaliou-se a potencial associacao entre as proporc¢des de positividade para Brucella
spp. e o tempo decorrido desde o reconhecimento oficial da regido até o momento da
fabricacdo dos queijos. Essa andlise de tendéncia linear foi executada na plataforma

Epitools (https://epitools.ausvet.com.au/trend). A selecdo exclusiva das amostras

desse biénio justificou-se pela proximidade de suas datas de fabricacdo e coleta, o
gue resultou em um periodo homdlogo de armazenamento sob congelamento e,
conseguentemente, no processamento e na manipulagéo laboratorial simultaneos.

Adicionalmente, procedeu-se a determinacdo do Odds Ratio (OR) para a
variavel "local de producdo” na plataforma OpenEpi (versao 3.01; Dean AG, Sullivan
KM, Soe MM), aplicando-se a correcdo de Haldane como fator estatistico de ajuste.
O calculo do OR foi restrito as variaveis que apresentaram significancia estatistica (p
< 0,05).

As malhas territoriais (unidades da federacdo, microrregides e limites
municipais) e os dados de populagdo estimada foram obtidos junto ao Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (https://www.ibge.gov.br/). Para a

avaliacdo espacial dos dados, foram empregadas trés abordagens complementares:
mapas coropléticos para a visualizacdo da distribuicdo do numero de amostras
positivas por municipio; estimativa de densidade de Kernel (EDK) para delimitacao de
aglomerados de ocorréncia de amostras positivas e de notificagbes humanas; e
analises de varredura espacial (Scan) para a identificacdo de aglomerados espaciais
com significancia estatistica.

A EDK foi aplicada para identificar a formagdo de aglomerados de ARF com
QALC positivos para Brucella spp., utilizando funcdo quadratica, célculo de densidade
e raio adaptativo. Complementarmente, a varredura espacial (Scan) foi realizada sob
o modelo de Bernoulli (analise espacial pura) para detectar aglomerados

estatisticamente significativos.


https://epitools.ausvet.com.au/trend
https://www.ibge.gov.br/
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A elaboracao dos mapas coropléticos foi conduzida no software ArcGIS (versao

10.4) (https://www.arcgis.com/index.html), categorizando a distribuicdo espacial dos

casos em quartis nas classes: "Sem casos" (cor branca), "Baixo" (cor verde), "Médio"
(cor amarela) e "Alto" (cor vermelha). O processamento, a modelagem e a
visualizacdo dos dados espaciais foram executados nos softwares ArcGIS, TerraView

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

Por fim, para explorar potenciais sobreposi¢des espaciais entre a ocorréncia de
Brucella spp. em queijos artesanais e a exposicdo humana ao patdégeno, foram
utilizados dados oficiais de notificacdo de casos humanos de brucelose registrados no
Brasil (DATASUS/SINAN) abrangendo o periodo de 1998 a 2022. A partir desses
dados, realizaram-se analises de aglomerados espaciais para mapear a distribuicao
e a concentracdo das notificagdes humanas nas regioes avaliadas. Em seguida, essas
analises de aglomerados foram sobrepostas e comparadas espacialmente com 0s
aglomerados de queijos identificados como positivos para Brucella spp., visando
localizar &reas de concordancia geogréfica entre a contaminagcdo do alimento e a

ocorréncia de casos humanos.


https://www.arcgis.com/index.html
http://www.dpi.inpe.br/terralib5/wiki/doku.php
https://www.satscan.org/
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5 RESULTADOS

Os parametros de concentracdo e pureza do DNA extraido, bem como a
avaliacao de sua integridade, a selecéo do controle positivo, os resultados da nested
PCR direcionada ao gene eryD e os fatores epidemioldgicos e espaciais associados

a ocorréncia de Brucella spp. sdo apresentados nos topicos a seguir.

5.1 PARAMETROS DE CONCENTRACAO E PUREZA DO DNA EXTRAIDO

O Apéndice A apresenta os resultados da avaliacdo espectrofotométrica,
realizada em NanoDrop™, dos parametros de concentracdo e pureza do DNA

extraido das amostras.
5.2 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA APOS EXTRACAO

A Figura 5 apresenta o perfil eletroforético em gel de agarose a 1% do DNA
obtido a partir da realizacdo de diferentes métodos de extracdo. Nos pocos 1 e 12,
foram aplicados marcadores de peso molecular A (lambda) e 1 kb, respectivamente.
O marcador A corresponde ao genoma completo do bacteriéfago lambda, exibindo um
fragmento de aproximadamente 48.502 pb; enquanto o marcador de 1 kb (Promega®,
Madison, EUA) possui como limite superior um fragmento de aproximadamente
10.000 pb, permitindo a estimativa do tamanho dos fragmentos observados.

O poco 3 corresponde ao DNA obtido pelo método baseado em tiocianato de
guanidina, o qual, dentre os procedimentos avaliados, apresentou melhor
desempenho quanto a integridade e detectabilidade do material genético no gel,
resultado também observado para a amostra aplicada no poco 2, proveniente de um
protocolo de extracao de DNA a base de fenol/cloroférmio. Com base nesses achados,
a selecao do método mais adequado fundamentou-se na relagdo entre desempenho
e viabilidade operacional, sendo priorizado o procedimento com tiocianato de

guanidina em fungéo de sua eficiéncia e custo-beneficio.
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Figura 5 - Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% para avaliacdo da integridade
do DNA extraido. Amostras de DNA extraidas a partir de diferentes protocolos foram
aplicadas do poco 2 ao 11, com destaque para 0 poco 3, que corresponde ao DNA
obtido pelo método a base de tiocianato de guanidina. (M) Marcadores de peso

molecular aplicados nos pocos 1 (A) e 12 (1 kb - Promega®)

48.500 pb

10.000 pb
—) P

<4

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A presenca de arraste ao longo do gel, observada nos pocos 2 e 3, pode ser
atribuida a fatores como a elevada quantidade de DNA aplicada, especialmente no
poco 3, considerando a alta concentracédo obtida pelo método baseado em tiocianato
de guanidina, frequentemente superior a 1.000 ng/uL. Adicionalmente, a ocorréncia
de fragmentacdo parcial do DNA, bem como a presenca residual de compostos
oriundos do processo de extragcéo, podem contribuir para esse padréao. Esses fatores
interferem na mobilidade eletroforética das moléculas, resultando no arraste

observado.
5.3 AVALIACAO E SELECAO DO CONTROLE POSITIVO

Previamente a submissdo das amostras a nested PCR, os controles positivos
preparados para as reacfes foram testados isoladamente. Tal etapa visou atestar a
viabilidade do material e assegurar o uso racional dos reagentes, em observancia ao

principio da parcimonia na gestdo de recursos laboratoriais. A Figura 6 ilustra os
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resultados desta avaliacdo, na qual a amostra de Brucella abortus (T2), na diluicdo 10
5, exibiu os fragmentos esperados em ambas as etapas da reacdo: 469 pb na primeira
amplificagéo e 363 pb na subsequente. Tais achados confirmam a aplicabilidade da
amostra como controle positivo para o protocolo. No primeiro po¢o de cada gel,

utilizou-se o marcador de peso molecular de 100 pb (Promega®, Madison, EUA).

Figura 6 - Perfil eletroforético dos produtos da nested PCR para deteccéo de
Brucella spp. (A) Banda de 469 pb (poco 3) referente a primeira reacao. (B) Banda
de 363 pb (poco 3) referente a segunda reacdo. (1) Marcador de peso molecular
(100 pb - Promega®). (2) NTC. (3) Cepa de campo T2, diluicdo 10°. (4) Cepa de
campo T2, diluicdo 10°6. (5) Cepa vacinal B19, diluicdo 10-°. (6) Cepa vacinal B19,

diluicdo 106, (7) Amostra de DNA de queijo. (8) Pogo sem amostra

1 2 3 456 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

- M M

469 pb
363 pb

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

5.4 RESULTADOS DA TESTAGEM DAS AMOSTRAS POR NESTED PCR PARA
DETECCAO DE Brucella spp.

Os resultados da nested PCR direcionada ao gene eryD para deteccao de
Brucella spp. estdo apresentados na Figura 7. As amostras foram consideradas
positivas quando exibiram bandas de 363 pb em gel de agarose a 1,5%, apds a
segunda reacdo da técnica. Para comparacdo e estimativa do tamanho dos
fragmentos amplificados, foi utilizado marcador de peso molecular de 100 pb

(Promega®, Madison, EUA), aplicado no primeiro ou no ultimo poco de cada gel.
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Figura 7 - Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% da segunda reacao de
nested PCR para deteccéo de Brucella spp. em amostras de queijo. (A) NTC no
poco 2, controle positivo no pogo 3 e amostras testadas aplicadas nos pocos 4 a 20.

(B) Amostras testadas aplicadas nos pocos 2 a 17, pocgos 18 a 20 sem amostras. (C)
NTC no poco 1, controle positivo no poco 2, amostras testadas aplicadas nos pocos

3 a 16. (M) Marcador de peso molecular (100 pb - Promega®)

——

12345678 9101112131415161718 1920

1234567 8 91011121314151617

= 469 pb
363 pb

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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N&o se constatou evidéncia de inibicdo da PCR, conforme demonstrado pela
amplificacdo bem-sucedida do DNA de Brucella spp. nas amostras de queijo
naturalmente positivas intercaladas entre as amostras testadas. Fragmentos do gene
eryD de Brucella spp. foram detectados em 24 amostras de QALC (10,8%; IC 95%:

7,1-15,7%), como demonstra a Tabela 1.
5.4.1 Amplificac&o exclusiva do fragmento de 469 pb na nested PCR

Em nove amostras submetidas a nested PCR, observou-se exclusivamente a
presenca do fragmento de 469 pb, mesmo apés a segunda reacao, conforme ilustrado
na Figura 7C, nos pocos 9 e 12. Tais amostras foram computadas como negativas,
compondo 0 grupo que apresentou apenas 0 amplicon precursor ou auséncia de

bandas, de acordo com o descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados da analise molecular de amostras de QALC

Categoria ) _
Perfil Eletroforético N.° de Amostras Percentual (%)
da Amostra
o Presenca de banda de
Positiva 24 10,81
363 pb
Negativa Apenas banda de 469 pb 9 4,05
) Auséncia dos fragmentos
Negativa 189 85,14

esperados

Total 222 100

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

5.5 FATORES EPIDEMIOLOGICOS E ANALISE ESPACIAL DE Brucella spp.

A distribuicédo da frequéncia de amostras de QALC positivas para Brucella spp.
em relacdo as variaveis explicativas avaliadas esta apresentada na Tabela 2. Os
locais de producao e as contagens de SCP apresentaram associacao estatisticamente
significativa com a positividade para Brucella spp. (p < 0,05). Entre as regides
avaliadas, a R9 apresentou a maior frequéncia de amostras positivas, seguida pelas
regides R3, R1 e R4. Em contrapartida, ndo foram identificadas amostras positivas
nas regides R2, R5, R6, R7 e R8.

Adicionalmente, embora sem atingir significancia estatistica ao nivel de 5% (p

= 0,09), observou-se uma tendéncia de maior positividade para Brucella spp. em



60

amostras que apresentaram contagens mais elevadas de coliformes totais (UFC/q)
(Tabela 2).

Tabela 2 - Analise univariada para positividade de Brucella spp. em queijos
artesanais de leite cru, Brasil, 2014, 2017, 2018 e 2022

o Positivos Odds Ratio
Variaveis Total Valor p
(%) (IC 95%)
Local de producao < 0,0001
R1 135 10 (7,40) 3,43
R2 10 0 (00,00) 1,00
R3 13 1(7,70) 4,92
R4 25 1 (4,00) 2,51
R5 10 0 (00,00) 1,00
R6 6 0 (00,00) 3,15
R7 1 0 (00,00) 13,67
R8 3 0 (00,00) 5,86
R9 19 12 (63,20) 68,33
Coliformes totais (UFC/g)ab 0,09
10 a 5.000 136 6 (4,40) -
5.100 a 15.000.000 56 6 (10,70) -
Coliformes fecais (UFC/g)ab 0,41
1 a 500 155 9 (5,80) -
600 a 1.500.000 37 3(8,10) -
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g)2P 0,03
10a 1038 119 4 (3,40) 1,00

> 103 73 8 (11,000 3,53 (1,02-12,20)
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Coxiella burnetii ® 0,56
N3o 124 18 (14,50) -
Sim 30 4 (13,30) -
Epoca de chuvas® 0,37
N3o 118 15 (12,70) -
Sim 99 8 (8,10) -
Periodo de maturacao (dias)® 0,13
0a9 80 15 (18,80) -
10 a 46 77 7 (9,10) -
Grau de umidade (%)2° 0,37
20,39 a 40,65 95 4 (4,20) -
40,72 a 58,10 95 8 (8,40) -
pHa’b 0,57
4,00 a 4,89 62 4 (6,50) -
4,90 a 5,36 55 4 (7,30) -

2 Andlises ndo realizadas nos queijos de Coalho, Piaui; ® analises néo realizadas em todas
as amostras de QMA.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A analise de OR confirmou a for¢a da associacdo entre as contagens de SCP
e a presenca de Brucella spp. Os queijos classificados como impréoprios para o
consumo devido a altas contagens de SCP, de acordo com a legislagao (Minas Gerais,
2024b), apresentaram uma chance de positividade para Brucella spp. de 3,53 vezes
a do grupo de referéncia com baixas contagens de SCP (OR = 3,53; IC 95%: 1,02-
12,20; p = 0,04). Quanto ao local de producéo, a regidao R9, que registrou a maior
frequéncia de contaminagdo (63,20%), apresentou uma chance de ocorréncia de
Brucella spp. de 68,33 vezes a das regides R2 e R5, onde nenhuma amostra positiva
foi detectada (OR = 68,33; p < 0,0000001) (Tabela 2).

A frequéncia de amostras de QALC positivas para Brucella spp. diminuiu

progressivamente com o aumento do tempo transcorrido desde o reconhecimento
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oficial das regibes como tradicionais produtoras de queijo pelo 6rgdo estadual de
defesa agropecuaria. Essa tendéncia linear decrescente foi estatisticamente
significativa (inclinagdo = —0,0346; p < 0,0001), indicando uma reducéo estimada de
3,46 pontos percentuais na frequéncia de positividade para cada ano adicional apés

o reconhecimento da regido (Grafico 1).

Grafico 1 - Tendéncia linear inversa entre a propor¢cao de queijos artesanais de leite
cru positivos para Brucella spp. e os escores de tempo de reconhecimento
(inclinagdo = -0,0346; p < 0,0001). Os escores 4, 14, 15 e 16 correspondem ao
tempo decorrido (em anos) entre o reconhecimento oficial da regido e a fabricacéo

da amostra de queijo, Brasil, 2017 e 2018

Scatter plot of category proportions with regression line
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4 14 15 16
Years since recognition as traditional producing regions {ordinal scores)

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A Figura 8 apresenta a distribuicdo espacial das ARF processadoras de QALC
de Minas Gerais e do Piaui, com resultados positivos e negativos para Brucella spp.
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Figura 8 - Distribuicdo espacial das ARF processadoras de QALC com resultados
positivos e negativos para Brucella spp. em dois estados brasileiros, Minas Gerais e
Piaui, nos anos de 2014, 2017, 2018 e 2022
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A Figura 9 mostra a ocorréncia de dois clusters de alta densidade, identificados
por EDK, para QALC positivos para Brucella spp. em ARF de uma regido produtora
de QMA, localizada em Minas Gerais (B), e em uma regido produtora de queijo
artesanal de Coalho, no estado do Piaui (E). Os mapas coropléticos evidenciam
municipios com relatos de casos humanos de brucelose nas faixasde Oalede 2 a
3 casos notificados no periodo de 1998 a 2022 na regido produtora R9 (Figura 9F),
gue também apresentou, de forma sobreposta, ARF produtoras de queijos positivos

para Brucella spp. (Figura 9D).
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Figura 9 - Andlise de EDK e densidade de clusters de Brucella spp. em ARF de
Minas Gerais e Piaui, Brasil, e mapas coropléticos da distribuicdo de casos humanos
e de amostras de queijo positivas. (B) Aplicagdo de EDK para QMA positivos para
Brucella spp. em agroindustrias de oito regides produtoras em Minas Gerais e uma
regido produtora de queijo artesanal de Coalho no estado do Piaui (E). Mapas
coropléticos da distribuicdo de casos humanos de brucelose em Minas Gerais (C) e
no Piaui (F), acumulados no periodo de 1998 a 2022. Mapas coropléticos da

distribuicdo de QALC positivos para Brucella spp. em Minas Gerais (A) e no Piaui
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6 DISCUSSAO

A discussao dos resultados contempla, inicialmente, a eficiéncia do método de
extracdo de DNA empregado e, posteriormente, a ocorréncia de Brucella spp. nos
QALC, sua distribuicdo espacial, os fatores associados a sua deteccéo e os resultados

inconclusivos observados na anéalise molecular.
6.1 METODO DO TIOCIANATO DE GUANIDINA

A aplicacdo do método baseado em tiocianato de guanidina na extracdo de
DNA a partir de queijo artesanal produzido com leite cru evidencia sua eficacia frente
as limitacdes inerentes a matrizes lacteas complexas. Esse tipo de alimento apresenta
elevada concentracdo de lipidios e proteinas, como a caseina, que frequentemente
dificultam as etapas de lise celular e purificacdo do material genético (Benitez-
Velasquez et al., 2024; Pressure BioSciences, s.d.). Ainda assim, a observacéo de
bandas de elevado tamanho molecular no gel de agarose, proximas a posicdo do
marcador A, indica que o procedimento foi eficaz na obtencdo de DNA com adequada
integridade estrutural.

Embora os valores médios da razdo A260/A280 tenham variado entre 1,43 e
1,76, situando-se abaixo do intervalo considerado ideal (=1,80) (Thermo Fisher
Scientific, 2024; Koetsier; Cantor, 2025), o material obtido mostrou-se apto, permitindo
a deteccéo de Brucella spp. por nested PCR.

Esse desempenho pode estar relacionado as elevadas concentracdes de DNA
obtidas a partir dos queijos, que possibilitaram a diluicho das amostras antes das
analises. A diluicdo constitui uma estratégia classica em biologia molecular para
mitigar a acdo de inibidores da PCR, especialmente em matrizes complexas, como
produtos lacteos (Wang et al., 2017; Sidstedt et al., 2020). Dessa forma, os resultados
demonstram que o método baseado em tiocianato de guanidina foi suficientemente
robusto para a obtencdo de DNA adequado a aplicacdo em diagndstico molecular,

mesmo em condi¢Oes desafiadoras.

6.2 OCORRENCIA, DISTRIBUICAO ESPACIAL E FATORES ASSOCIADOS A
DETECCAO DE Brucella spp. EM QUEIJOS ARTESANAIS DE LEITE CRU

O DNA de Brucella spp. foi detectado em 10,8% das amostras de queijo

analisadas (IC 95%: 7,1-15,7%), com ocorréncia em quatro regides (Serro, Araxa,
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Canastra e Piaui). No cenario nacional, investigacdes prévias apontaram frequéncias
de positividade semelhantes em queijos, como os 13,16% observados em S&o Paulo
(Kobayashi et al., 2017) e os 20,00% na regido da Parnaiba, Piaui, identificados por
isolamento e confirmados por PCR em amostras coletadas em diferentes pontos de
comercializacdo (Bezerra et al., 2019). Em produtos informais, caracterizados pela
producdo e comercializacdo a margem do sistema oficial de inspecdo sanitaria, a
presenca do patégeno atingiu 19,27% em amostras de S&o Paulo e Minas Gerais
(Miyashiro et al., 2007) e 21,21% em queijos de leite bovino e bubalino, em sua maioria
comercializados sem inspecao oficial, na Amazobnia brasileira, abrangendo o Para,
Amapa e Rondoénia (Silva et al., 2016).

No presente estudo, a regido do Serro (MG) apresentou 7,40% de amostras
positivas para a bactéria (n = 135), valor inferior aos 30,90% reportados anteriormente
em QMA nessa mesma localidade (n = 55) (Silva et al., 2022). Em contrapartida, a
regido R9, correspondente ao estado do Piaui, destacou-se com a maior proporcao
de deteccado do género entre as areas avaliadas (63,20%). Esse percentual supera 0s
22,50% constatados em queijos tradicionais de leite cru na Turquia (Altun et al., 2016),
mas assemelha-se aos achados em produtos tradicionais do Ira (60,86%) (Izadi et al.,
2014) e em queijos frescos artesanais da Tunisia (69,60%) (Béjaoui et al., 2022).

Diante da variabilidade observada nesses cenarios, este se consolida como um
dos estudos mais abrangentes sobre Brucella spp. em QALC até o momento no Brasil,
destacando-se tanto pela dimensao amostral e temporal (nUmero de amostras e anos
de coleta) quanto pela abrangéncia geografica. Nao obstante, as investigacdes sobre
esse patdégeno em territério nacional permanecem limitadas. Em ambito global, a
brucelose configura-se como uma grande preocupacéo de saude publica, com uma
estimativa conservadora, baseada em evidéncias, de 2,1 milhdes de casos humanos
anuais. Embora a maior parte desse 6nus e dos fatores de risco se concentre nas
regides da Africa e da Asia, areas dentro das Américas e da Europa permanecem sob
alerta constante (Laine et al., 2023).

A infeccdo humana por Brucella spp. ocorre principalmente por meio da
exposicdo ocupacional via contato com animais infectados ou inalacdo de aerossois
(Brasil, 2021). Embora vias alternativas sejam descritas, a rota alimentar associada
ao consumo de lacteos néo pasteurizados apresenta grande relevancia para a saude

publica, especialmente em regides endémicas onde falhas higiénicas na pecuaria e
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no manuseio de alimentos amplificam o risco de disseminacédo (OMS, 2020; Brasil,
2021).

Surtos e infec¢cdes humanas tém sido amplamente vinculados a ingestao de
leite cru e derivados, a exemplo dos QALC, que atuam como importantes veiculos do
patogeno. Historicamente, essa associacdo é evidenciada na Espanha por maltiplos
episodios decorrentes do consumo de queijos frescos e artesanais ndo pasteurizados,
englobando desde surtos familiares até eventos epidémicos com 81 casos registrados
(Monsalve et al., 1996; Martinez et al., 2003; Colmenero et al., 2011). Além disso, o
comércio internacional de produtos informais, como queijos importados do México
para os Estados Unidos, e o papel de reservatérios selvagens na Europa, a exemplo
do ibex alpino (Capra ibex), reforcam a persisténcia global e a vulnerabilidade da
cadeia de laticinios frente a esse microrganismo (Mick et al., 2014; LAC DPH, 2026).

Diante disso, a cadeia de producao de queijos artesanais no Brasil mostra-se
vulneravel a contaminacdo por Brucella spp. Vacas infectadas desempenham um
papel critico na manutencdo desse risco biolégico, uma vez que 0 microrganismo
apresenta tropismo pelo sistema reprodutor e tecido mamario, persistindo em
linfonodos supramamarios e glandulas mamarias, o que resulta na eliminacéo
continua ou intermitente da bactéria no leite (Jansen et al., 2020; Carvalho et al.,
2023). Portanto, embora globalmente a maioria dos casos humanos decorra da
ingestdo de lacteos ndo pasteurizados de cabras ou ovelhas, a persisténcia e a
eliminacdo do agente por bovinos acendem o alerta no cenéario nacional, dada a
centralidade e a magnitude dessa espécie na pecuaria leiteira brasileira (OMS, 2020).

As amostras de QALC também foram avaliadas quanto a presenca de outros
contaminantes. Os resultados indicaram que 29%, 19% e 38% do total avaliado
ultrapassaram os limites estabelecidos pela legislacdo para coliformes totais,
coliformes fecais e SCP, respectivamente, corroborando os achados de Firmo et al.
(2023). Observou-se uma associacao estatisticamente significativa entre a presenca
de Brucella spp. e a contaminacao por SCP (p = 0,03), cujo principal representante é
Staphylococcus aureus, um agente causador frequente de mastite em animais
leiteiros. Houve ainda uma proximidade do nivel de significancia para a associagéo de
Brucella spp. com coliformes totais (p = 0,09), que sao indicadores classicos de falhas
higiénico-sanitarias durante a producdo do queijo. Juntos, esses dados evidenciam
lacunas na saude animal, nas praticas de higiene e na seguranca microbiolégica do

produto (Costanzo et al., 2020; Hammad et al., 2022). Esse cenario justifica o fato de
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o leite e os produtos lacteos ocuparem a quarta posicao entre as principais fontes de
surtos de DTHA no Brasil no periodo de 2014 a 2023 (Brasil, 2024c).

Além disso, a ocorréncia de Brucella spp. nos queijos variou entre as regides,
apresentando uma relacao inversa com o tempo decorrido desde o reconhecimento
oficial da regido como produtora tradicional. Constatou-se que 0s queijos provenientes
de regides nao reconhecidas, como a R9, ou de reconhecimento recente exibiram
propor¢cdo de contaminagdo superior a observada nos queijos oriundos de areas ja
consolidadas. Esse padrao sugere o impacto positivo do suporte técnico continuo
oferecido pela Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER).
Acredita-se que a regularidade da assisténcia técnica promova uma maior adesao as
Boas Préaticas Agropecuarias (BPA) e de Fabricagcdo (BPF) nas agroindustrias
familiares, elevando a seguranca do produto.

No cenario nacional, a eficacia dessas medidas € bem documentada. No
Parana, Perin et al. (2021) observaram reducdes significativas nas contagens
bacterianas e de células sométicas em uma propriedade familiar ap6s adequagdes no
manejo e higiene de ordenha. Da mesma forma, em Minas Gerais, Melo (2025)
constatou que o treinamento dos colaboradores e o ajuste na rotina de ordenha
reduziram a Contagem em Placa Padrdo (CPP) de 1.489,5 UFC/mL para 255,25
UFC/mL, além de diminuir a Contagem de Células Somaticas (CCS), reforcando a
importancia da orientacao técnica na base produtora.

Esse impacto também é observado na etapa de processamento em pequena
escala. Ao avaliarem a capacitacdo de produtores artesanais de queijo nas BPF,
Ramén et al. (2018) verificaram que o treinamento direcionado corrigiu as falhas
higiénicas iniciais tanto na desinfeccdo de utensilios quanto nos habitos dos
manipuladores, reduzindo de forma expressiva 0s niveis de contaminacao
microbiolégica no produto final.

As analises espaciais permitiram identificar dois clusters de alta densidade
relacionados a ocorréncia de Brucella spp. em queijos, sendo um localizado em Minas
Gerais e outro no Piaui. A concentracédo de amostras positivas em uma area do Piaui,
estado que ndo possui territérios produtores oficialmente reconhecidos e submetidos
a mecanismos especificos de regulamentacao e fiscalizacdo, evidencia a importancia
de acdes institucionais voltadas ao reconhecimento, acompanhamento e organizacao
da producado artesanal como estratégias de prevencao e controle da circulacdo do

agente na cadeia produtiva. Em Minas Gerais, embora a atividade seja tradicional e
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conte com territérios produtores consolidados, a identificacdo de um cluster demonstra
gue a ocorréncia de Brucella spp. permanece como um desafio sanitario, reforcando
a necessidade de aprimoramento continuo das BPA e das BPF (Minas Gerais, 2020).

Adicionalmente, a sobreposicdo espacial entre areas com registros de casos
humanos de brucelose e areas com ocorréncia de Brucella spp. nos queijos constitui
um importante alerta epidemiolégico. Embora essa sobreposicao, isoladamente, nao
permita estabelecer uma relacao direta entre a presenca do agente nos alimentos e a
notificacdo de casos humanos, o padrdo observado suscita a hipétese de que a via
alimentar possa contribuir para a transmissdo da brucelose na populacdo. Nesse
sentido, os achados ressaltam a necessidade de maior atencdo a brucelose no ambito
da saude publica, considerando seu carater zoonético e a possibilidade de exposi¢ao
humana por meio do consumo de produtos lacteos contaminados (Islam et al., 2023).

Diante dos achados, a PCR pode constituir uma ferramenta complementar de
triagem para a investigacado de Brucella spp. em QALC, com potencial para apoiar a
tomada de decisédo pelos érgaos de fiscalizacdo e direcionar acdes de vigilancia e
controle. Dessa forma, os resultados obtidos podem contribuir para o aprimoramento
de politicas publicas voltadas a seguranca dos alimentos, a prevenc¢ao de zoonoses e
a protecdo da saude publica, fortalecendo a integracdo entre as acdes de vigilancia

sanitaria e de salude animal sob a perspectiva de Uma Sé Saude.
6.2.1 Resultados inconclusivos na detecgdo molecular de Brucella spp.

Em algumas amostras, observou-se a amplificacdo de um fragmento de 469 pb
na primeira etapa da nested PCR, porém sem a subsequente obten¢éo do fragmento
de 363 pb esperado na segunda reacao, razéo pela qual esses resultados nao foram
considerados positivos para Brucella spp. Nao foram identificados, na literatura
consultada, relatos de situacdo semelhante envolvendo esse padrao de amplificacao
em ensaios de nested PCR para deteccdo de Brucella spp. Esse achado pode estar
relacionado a limitagGes especificas da etapa de amplificagéo interna. A nested PCR
€ dependente da utilizacdo do produto da primeira reagdo como molde para uma
segunda amplificacdo com primers internos e, embora essa estratégia aumente a
sensibilidade e a especificidade do ensaio, a eficiéncia da segunda reacao pode ser
influenciada pela quantidade e pela qualidade do DNA-alvo disponivel (Lorenz, 2012;
Bello, 2023; Kombo, 2025).
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Em matrizes complexas, a presenca residual de compostos inibidores também
pode reduzir a eficiéncia da PCR e contribuir para resultados falso-negativos, mesmo
quando houve amplificagcdo na etapa inicial (Schrader et al., 2012). Além disso,
variagdes na sequéncia da regido-alvo podem comprometer o anelamento dos primers
internos e, consequentemente, impedir a formacao do produto esperado, uma vez que
incompatibilidades entre primer e molde podem reduzir substancialmente o
desempenho da amplificacéo (Bru et al., 2008). Assim, a auséncia do fragmento de
363 pb pode refletir uma limitacéo técnica ou analitica da segunda etapa da reacao,
nao sendo possivel, com base nesse resultado isolado, confirmar a presenca de

Brucella spp. nas amostras.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A padronizacdo do protocolo de extracdo de DNA baseado em tiocianato de
guanidina mostrou-se adequada para a obtencdo de material genético a partir dos
QALC e possibilitou a realizagdo das analises moleculares subsequentes. A
recuperacdo de DNA com integridade estrutural satisfatoria reforca a eficiéncia do
procedimento diante das limitacbes inerentes a extracao de material genético a partir
de matrizes lacteas complexas. A aplicacao desse protocolo, associada a nested PCR
direcionada ao gene eryD, permitiu a investigacao da ocorréncia de Brucella spp. nas
amostras avaliadas.

A deteccédo de Brucella spp. ocorreu em 10,8% das amostras, distribuidas em
quatro regides produtoras (Serro, Araxa, Canastra e Piaui). Esse resultado apresentou
relacdo inversa com o tempo decorrido desde o reconhecimento oficial das regifes
como produtoras tradicionais, com maiores propor¢cdes de positividade em regides
nao reconhecidas ou de reconhecimento mais recente. Esse achado pode refletir
lacunas ainda existentes na adocéo de medidas de salde animal, higiene e seguranca
microbiolégica ao longo da cadeia produtiva. Além disso, foi identificada associagao
significativa entre a presenca de Brucella spp. e as contagens de SCP (p = 0,03),
sendo observada maior frequéncia de positividade entre as amostras com contagens
mais elevadas desse grupo microbiano. Embora néo significativa, também foi
observada tendéncia de maior positividade nas amostras com contagens elevadas de
coliformes totais (p = 0,09). Em conjunto, esses achados reforcam a importancia do
aprimoramento continuo das praticas sanitarias na producao de QALC, especialmente
por meio da assisténcia técnica regular, que pode favorecer a adog¢édo das BPA e de
BPF e, consequentemente, contribuir para a seguranga dos produtos. As analises
espaciais complementaram esses achados ao evidenciarem a formacgéo de clusters
de alta densidade de amostras positivas em Minas Gerais e no Piaui, contribuindo
para a identificacdo de areas que podem demandar maior atencdo das autoridades
sanitarias.

Nesse contexto, a educacdo sanitaria destaca-se como estratégia
complementar as acdes de vigilancia e controle da brucelose na producéo de queijos
artesanais. A¢des educativas continuas, voltadas a sensibiliza¢éo dos produtores e a
percepcao dos riscos associados a presenca de Brucella spp., podem favorecer a

adocdo de medidas de prevencdo e controle, incluindo o manejo sanitario dos
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rebanhos, a vacinacao, o correto destino de materiais provenientes de abortamentos
e partos, o uso de equipamentos de protecao individual e o cumprimento das BPA e
das BPF. Dessa forma, esta pesquisa pode subsidiar a¢cdes integradas de educacéo
sanitaria, vigilancia e prevencao, contribuindo para a melhoria da qualidade e
seguranca dos QALC e para o fortalecimento de estratégias fundamentadas no
conceito de Uma SO Saude, que reconhece a interdependéncia entre a saude

humana, animal e ambiental.
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APENDICE A — Parametros de concentracéo e pureza das amostras avaliados
por espectrofotometria (NanoDrop ™)

Amostra [ ] ng/uL A260/A280
94 176,60 2,01
95 110,30 1,98
96 252,60 1,66
97 287,85 1,82
98 312,19 1,80
99 465,99 1,88

100 566,09 1,92
101 196,54 1,73
102 1035,20 1,61
103 2071,41 1,62
106 170,10 1,77
107 84,64 1,55
110 528,90 1,71
123 302,13 1,57
124 153,56 2,12
125 16,20 2,08
126 212,03 1,67
127 51,68 1,90
128 42,87 1,50
149 199,74 1,72
152 108,06 1,64
155 217,60 1,59
156 291,53 1,69
193 473,09 1,22
194 374,50 1,47
195 339,05 1,59
196 292,00 1,45
197 124,47 1,47
198 381,00 1,64
199 42,50 1,20
204 99,17 1,57
206 29,30 1,84
207 159,65 1,40
223 79,19 1,50
231 234,55 1,63
232 184,85 1,47
233 982,35 1,23
234 261,55 1,86
235 128,04 1,41
236 173,03 1,39
237 296,10 1,56
244 192,09 1,63
245 308,70 1,71
246 152,22 1,50
272 39,98 1,31
278 297,91 1,65
279 207,68 1,83
280 187,83 1,77
281 153,59 1,64
282 45,45 1,93
283 182,22 1,63
284 86,3 1,87
285 239,11 2,01




Amostra [ ] ng/uL A260/A280
286 82,45 1,80
287 189,28 1,77

1245 420,87 1,78
1247 296,20 1,63
1248 512,58 1,50
1249 220,30 1,67
1250 270,44 1,75
1251 140,90 1,43
1252 107,99 1,49
1253 404,25 1,64
1254 216,23 1,78
1287 5,65 3,98
1288 303,91 1,53
1289 439,29 1,60
1290 258,55 1,49
1291 26,20 1,85
1292 535,66 1,43
1293 230,92 1,82
1323 343,49 1,49
1324 225,14 1,34
1325 355,08 1,57
1326 291,45 1,49
1327 434,43 1,64
1328 10,13 2,49
1329 557,03 1,55
1330 458,95 1,71
1331 330,61 1,76
P1 63,16 1,88
P2 61,10 1,72
P3 77,47 1,65
P4 42,26 1,76
P5 43,02 1,53
P6 226,23 1,54
P7 76,51 1,86
P9 117,65 1,49
P10 742,14 1,73
P11 84,12 1,58
P12 26,42 1,77
P13 423,76 1,51
P14 31,24 1,83
P15 448,97 1,60
P16 342,77 1,53
P17 120,91 1,46
P18 22,32 1,94
P19 57,52 1,69
P20 99,12 1,76
FI0138 226,33 1,35
FIO139 683,85 1,64
FIO140 188,97 1,04
FIO141 438,54 1,28
Fl0142 368,37 1,25
FlO181 194,46 1,53
F10182 52,11 1,62
FIO0183 124,17 1,29
FI0184 138,79 1,23
F10222 291,57 1,50
F10223 120,38 1,40
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Amostra [ 1 ng/pL A260/A280
F10232 291,84 1,52
FI0233 242,29 1,36
F10269 57,78 1,09
FI0270 42,21 1,27
FlO271 305,43 1,83
FI0272 92,05 1,47
FIO0273 363,20 1,71
FIO274 95,03 1,23
FIO275 239,82 1,47
FIO286 370,43 1,11
FIO352 222,32 1,55
FIO356 190,13 1,22
FIO384 85,00 1,66
FIO385 191,95 1,89
FIO386 49,99 1,66
FIO387 1009,53 1,64
FIO388 340,72 1,25
FIO390 395,12 1,14
FIO391 516,96 1,35
FIO393 275,50 1,03
F10429 49,76 1,35
FlO0452 239,06 1,83
FIO453 300,08 1,67
FI0470 277,59 1,85
FlO471 262,99 1,59
FlO472 316,31 1,44
FIO473 88,21 1,60
FIO515 284,83 1,21
FIO524 307,08 1,54
FIO525 55,80 1,33
FIO526 6,69 1,78
FIO527 52,73 1,70
FIO528 150,72 1,62
FIO529 340,12 1,32
FIO596 252,60 1,25
FIO597 286,58 1,12
FIO598 342,90 1,16
FIO599 314,67 1,53
FIO600 281,10 1,84
FIO621 247,36 1,49
FIO652 427,00 1,61
FIO653 746,33 1,37
FIO654 154,59 1,05
FIO655 163,45 1,03
FIO656 159,58 1,00
FIO657 379,23 1,48
FIO721 277,25 1,95
FIO722 454,34 1,66
FIO733 441,98 1,33
FIO758 515,72 1,36
FIO759 116,73 1,11
FIO760 218,97 1,64
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Amostra [ ] ng/uL A260/A280
FIO761 248,81 1,72
FIO762 196,73 1,32
FIO763 230,72 1,36
FIO764 545,21 1,38
FIO767 355,53 1,55
Z0001 122,88 1,70
Z0002 214,07 1,66
Z0003 364,03 1,38
Z0004 110,50 1,78
Z0005 490,19 1,57
Z0006 561,12 1,31
Z0007 573,89 1,76
Z0008 1358,40 1,50
Z0009 217,38 2,21
Z0010 500,52 1,80
Z0011 241,70 1,95
Z0012 137,24 2,11
Z0013 402,26 2,03
Z0014 500,37 1,81
Z0015 267,29 2,11
Z0016 383,48 1,73
Z0017 238,76 2,08
Z0018 252,44 1,73
Z0019 233,74 1,73
Z0020 388,88 2,06
Z0021 527,43 1,91
20022 254,24 1,47
Z0023 363,68 1,55
20024 501,51 1,81
Z0025 1051,32 1,73
720026 497,28 1,94
20027 250,40 1,80
70028 556,25 1,74
70029 809,31 1,88
Z0030 886,23 1,94
Z0031 263,04 1,86
70032 1136,09 1,02
Z0033 29,48 1,91
Z0035 426,56 1,75
Z0036 357,40 1,87
Z0037 527,60 1,86
Z0038 989,45 1,94
Z0039 1334,96 1,91
Z0040 293,43 1,79
20041 351,53 1,65
20042 231,89 1,83
720043 348,94 2,02
20044 1267,72 1,14
20045 147,79 1,71
Z0046 429,42 1,74
20047 1659,95 1,10
720048 155,48 1,91
Z0049 494,76 1,61
Z0050 280,99 1,79
Z0051 182,42 1,75
Z0052 390,61 1,77
Z0053 235,11 1,88
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Amostra [ ] ng/uL A260/A280
Z0054 357,70 1,76
Z0055 124,73 1,89
Z0056 959,65 1,40




