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Resumo- O Queijo Minas Artesanal (QMA) e o Coalho artesanal sado produzidos
tradicionalmente com leite cru. Ainda que seja respeitado o tempo de maturagéo previsto
na legislagéo, sao necessarios cuidados com a sanidade do gado, com o ambiente, com o
atendimento a boas praticas de producéo e fabricagéo, e com a verificagdo da segurancga do
produto final. Com esses cuidados as chances da presenga de patdgenos potencialmente
perigosos aos humanos em queijos artesanais reduzem significativamente. Utilizou-se PCR
para detectar Campylobacter spp. e Coxiella burnetiiem DNA total extraido de 100 amostras
de queijos artesanais provenientes de dois estados, Minas Gerais e Piaui. Esses patégenos
causam nos humanos a Sindrome de Guillain-Barré e a Febre Q, respectivamente. Para a
deteccao do género Campylobacter foi utilizado primer especifico para aregiao 16S rRNA, e
para C. burnetii os primers tiveram como alvo a regidao 1S1111. Nao foram obtidos resultados
comprobatérios para Campylobacter. Entretanto, 28 amostras de queijos artesanais foram
positivas para DNA de C. burnetii.

Termos para indexagao: Campylobacter, Coxiella burnetii, queijo artesanal, PCR, leite
Cru, zoonose.

Detection of pathogens by PCR in whole DNA of Minas Artisanal and
Coalho cheese made from raw milk

Abstract- Minas Artisanal (MAC) and artisanal Coalho cheese are traditionally produced
using raw milk. Even if the ripening time is met, care is needed with the health of the
livestock, the environment, compliance with good production and manufacturing practices,
and checking the safety of the final product. With these precautions, there is a significant
reduction of the presence of hazardous pathogens to humans in artisanal cheeses. PCR
was used to detect Campylobacter spp. and Coxiella burnetii in whole DNA extracted
from 100 samples of artisanal cheeses from two states, Minas Gerais and Piaui. These
pathogens cause Guillain-Barré Syndrome and Q Fever in humans, respectively. To detect
the Campylobacter genus, a specific primer was used for the 16S rRNA region, and for C.
burnetii the primers targeted the IS1111 region. No supporting results for Campylobacter
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have yet been obtained. However, 28 artisanal cheese samples were positive for C. burnetii
DNA.

Index terms: Campylobacter, Coxiella burnetii, Artisanal Cheese, raw milk, zoonosis.
Introducgao

Os queijos artesanais produzidos no Brasil tém grande importancia econémica, social
e cultural nas regides em que sao produzidos. Por outro lado, o fato de serem produzidos
com leite cru os torna um risco em potencial para a saude publica. Isso se deve ao fato
de que diversos microrganismos patogénicos, tais como Campylobacter, Coxiella burnetii,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella podem ser
encontrados nesse tipo de queijo e causar danos a saude daqueles que o consomem.

Segundo o The European Food Safety Authority (EFSA), o consumo de leite cru e
seus derivados é a segunda fonte mais comum de transmissdo do Campylobacter para os
humanos e este € um dos principais patégenos transmitidos por alimentos em todo o mundo
(European Food Safety Authority, 2022). Campylobacter € uma bactéria patogénica que
causa um quadro de gastroenterite e pode levar a sérias complicagées como a sindrome de
Guillain-Barré. Ainda que seja de grande importéncia zoonaotica, a campilobacteriose ainda
€ subestimada em diversas regides do mundo, incluindo o Brasil.

Por outro lado, C. burnetii tem distribuigdo mundial e causa uma importante zoonose
chamada Febre Q. Essa afecgao passou a ser mais estudada apds um surto de grande
magnitude na Holanda entre 2007 e 2010. Esse € um microrganismo extremamente
resistente devido a sua capacidade de formar estruturas semelhantes a esporos; também
devido a essa caracteristica, é transmitida principalmente por aerossois. A infeccido de
humanos ocorre principalmente via aerégena, mas a ingestao de leite e derivados também
séo fontes possiveis de contaminacgao.

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de Campylobacter e C. burnetii
em queijo coalho e QMA, detectados por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
aplicada em DNA total extraido de amostras de queijos, produzidos em quatro regides de
Minas Gerais e na regido de Parnaiba, Piaui. Os resultados que a seguir sdo expostos
vao ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) contidos na Agenda
2030, proposta pela Organizagédo das Nacgdes Unidas, da qual o Brasil é signatario,
contribuindo para o alcance dos seguintes objetivos especificos: ODS 1 - Erradicagao da
pobreza: Acabar com a pobreza em todas as suas formas, em todos os lugares; ODS 2 -
Erradicacdo da fome: acabar com a fome, alcancar a seguranga alimentar e melhoria da
nutricdo e promover a agricultura sustentavel; ODS 3 - Saude de qualidade: Assegurar uma
vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as idades.

Material e métodos

Para avaliar a prevaléncia e fatores associados a Campylobacter spp. e C. bunertiiem
queijos artesanais, 100 amostras de queijos artesanais foram selecionadas, sendo extraido
o DNA total das mesmas por meio do método tradicional com uso de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico, de acordo com Darwish et. al (2009), com algumas modificagdes. Em seguida,
as amostras foram quantificadas no espectrofotémetro NanodropTM ND-1000 (Thermo
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Fischer Scientific Inc, Waltham, MA, EUA). A PCR foi conduzida com o DNA extraido das
amostras de queijo na concentragao de 20 ng/pl.

As amostras foram coletadas no periodo de outubro de 2017 a abril de 2018, sendo
81 amostras de QMA provenientes de agroindustrias familiares rurais de processamento de
queijos (AFR) registradas no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), de quatros regides
produtoras tradicionais do estado de Minas Gerais: Serro, Canastra, Tridngulo, Cerrado.
Nenhuma AFR do Piaui estava registrada no 6rgao sanitario estadual.

Para o ensaio da PCR convencional foram utilizados primers direcionados a regiao
16S rRNA, especificos para o género de Campylobacter spp. (Linton et al., 1997), e para
regiao 1S1111, especificos para C. bunetii (Mares-Guia et al., 2018). Por fim, os produtos
das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1%) corados com brometo
de etidio e fotografados sob luz ultravioleta.

Avaliamos possiveis tendéncias lineares por meio do teste do qui-quadrado entre
as proporg¢oes das variaveis positividade para C. burnetii e tempo de cadastro de cada
microrregido produtora no IMA*.

As AFRs foram georreferenciadas. A analise de estimativa de densidade do kernel
(KDE) foi realizada para identificar clusters de AFR com queijos artesanais positivos para
C. burnetii, e um mapa de varredura espacial (Scan) foi desenhado para identificar clusters
espaciais com significancia estatistica. O processamento e analise dos dados foram
realizados utilizando ArcGIS**.

Resultados e discussao

Durante o estudo nao foi detectado Campylobacter spp. nos queijos analisados,
entretanto novos experimentos seréo realizados futuramente com o objetivo de aumentar a
sensibilidade dos ensaios.

No caso de C. burnetii foi detectado fragmento do gene I1S1111 em 28 amostras
de queijos artesanais. Além disso, houve uma diferenga significativa na positividade entre
as microrregides produtoras (p=0,04): Serro (17%), Canastra (40,0%), Tridngulo mineiro
(20%), Cerrado (62,50%) e Piaui (36,84%). Adicionalmente, percebeu-se uma tendéncia
linear significativa para positividade de C. burnetii em queijos artesanais produzidos nas
regides Serro, Canastra, Triangulo Mineiro, Cerrado e Piaui, conforme a ordem de cadastro
em 6rgaos de fiscalizagao estaduais de MG (IMA), do mais antigo para o mais novo, estando
os queijos do Piaui ndo cadastrados em qualquer orgéao estadual (Figura 1.).

Ao analisar a distribuicdo espacial de AFR com queijos artesanais positivos para
C. burnetii (Figura 2), verificou-se maior concentracdo de cluster nas microrregides do
Serro, Canastra e Cerrado. Atualmente, as trés microrregides possuem o maior numero
de estabelecimentos registrados no IMA e, consequentemente, maior representatividade
em volume de producdo. Este cenario sugere que o patdégeno esta entrando na cadeia
de producao do leite por meio do rebanho leiteiro ou de contaminagcdo ambiental, e que
este patdgeno esta amplamente presente nos rebanhos bovinos leiteiros das respectivas
regides.

*Disponivel em: https://epitools. ausvet. com.au/trend

**Disponivel em: http://www.arcgis.com/
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Esta alta positividade em queijos pode aumentar o risco de contaminagdo do
consumidorviaingestdo, umavez que C. burnetiisobrevive em queijos artesanais submetidos
a longos periodos de maturagdao. Além disso, esses resultados podem funcionar como
indicador de possiveis contaminagdes ocupacionais humanas durante a propria fabricagao
do queijo artesanal.

Diante disso € importante desenvolver medidas de controle e prevencido mais
rigorosas direcionadas a saude animal, leite cru e em agroindustrias produtoras de queijos
feitos de leite cru de modo a garantir a seguranga deste alimento.
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Figura 1. Tendéncias lineares crescentes de positividade de C. burnetii em queijos por ordem de cadastro em 6rgéos de
fiscalizagdo estaduais de MG (IMA), sendo os queijos do Piaui ainda ndo cadastrados em qualquer érgao estadual. Slope

= 0,062 (p = 0,025), Qui-quadrado de Pearson = 9.88 (valor de p = 0,04). 1, Serro; 2, Triangulo; 3, Canastra; 4, Cerrado;
5, Piaui.
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Figura 2. Distribuicdo espacial de agroindustrias familiares rurais de processamento de queijo Minas artesanal feito de
leite cru. Positivo (triangulos vermelhos) e negativo (circulos verdes) para Coxiella burnetii em quatro regides produtoras
tradicionais, Minas Gerais, Brasil, 2018. Produzido com o software ArcGIS.

Conclusoes

Embora os resultados ndo sejam conclusivos quanto a presenca de Campylobacter,
ha evidéncias que indicam que este patdégeno pode contaminar queijo de leite cru. Diante
disso, sdo necessarios estudos complementares para deteccdo de Campylobacter em
queijos artesanais.

No caso do C. burnetii, os resultados indicam que ha uma grande possibilidade da
presencga deste patégeno em queijos feitos de leite cru, uma vez que a PCR convencional
foi suficiente para detectar seu DNA nas amostras, indicando também a possibilidade de
0 patdégeno estar disseminado no rebanho leiteiro, nas agroindustrias e nos produtores,
consequentemente, um potencial risco aos consumidores.
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