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RESUMO: Introducao: Realizou-se um
estudo para se caracterizar a situagcéo epi-
demioldgica do microrganismo patogénico
Brucella spp. em leite in natura e queijos
de coalho artesanal provenientes de agro
industrias familiares produtoras de quei-
jos, no Nordeste Brasileiro. Os produtos de
origem animal, como lacteos e seus e deri-
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vados, podem contribuir para o surgimento
de doengcas em humanos; principalmente
quando obtidos de animais infectados e que
ndo tenham sido submetidos a tratamen-
to térmico. As bactérias do género Brucella
spp. representam um perigo biologico e com
grande importancia para a saude Unica. Me-
todologia: Foram amostradas 18 amostras
de leite cru e 18 amostras de queijo coalho,
submetidas a reagdo em cadeia da polimera-
se (PCR) com primer genérico para Brucella
spp, forward 5’- TCAGGCGCTTATAACCGA-
AG-3’ e reverse 5-ATCTGCGCATAGGTCT-
GCTT-3’. Resultados: Nao se constatou o
DNA de bactérias do género Brucella spp.
nessas 18 amostras de leite e 18 amostras
de queijo. Discussao: Atribui-se a nao de-
teccdo de DNA nas amostras pesquisadas a
fatores sugestivos, tais como: a maior par-
te dos animais ja terem sido testados para
brucelose (teste triagem Rosa Bengala) com
resultados nao reagentes; e, também, pelo
fato do estado do Rio Grande do Norte regis-
trar imunizacdo antibrucélica muito baixa (<
5%) até o ano de 2018, geragdo em que se
encontram as atuais matrizes testadas. Con-
clusodes: O resultado negativo ndo preconi-
za a real situagcdo epidemiolégica da brucelo-
se bovina no Rio Grande do Norte; contudo,
evidéncia a qualidade dos queijos de coalho
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fabricados e comercializados na regido estudada, podendo ser considerado seguro em relacao
a bactéria pesquisada.
PALAVRAS-CHAVE: queijo de coalho; leite in natura; Brucella spp; alimento seguro; satde Unica.

MOLECULAR SURVEILLANCE AS ATOOL TO DETECT BRUCELLA SPP., IN
MILK AND ARTISANAL COALHO CHEESES IN RIO GRANDE DO NORTE,
BRAZIL

ABSTRACT: Introduction: A study was carried out to characterize the epidemiological situation
of the pathogenic microorganism Brucella spp. in raw milk and artisanal Coalho cheese from
family cheese-producing agro-industries in Northeast Brazil. Animal products, such as dairy
products and their derivatives, can contribute to the development of diseases in humans;
especially when obtained from infected animals and that were not thermally treated. Bacteria
of the genus Brucella spp. represent a biological hazard and with great importance for One
health. Methodology: 18 samples of raw milk and 18 samples of coalho cheese were sampled,
observed by polymerase chain reaction (PCR) with a generic primer for Brucella spp, forward
5-TCAGGCGCTTATAACCGAAG-3 and reverse 5'- ATCTGCGCATAGGTCTGCTT-3'. Results:
DNA from bacteria of the genus Brucella spp. was not found in these 18 samples for raw milk and
18 samples of Coalho cheese. Discussion: The non-detection of DNA in the samples surveyed
is attributed to suggestive factors, such as: most of the animals already have been tested for
brucellosis (Rose Bengal screening test) with non-reactive results; and, also, due to the fact
that the state of Rio Grande do Norte registers very low anti-brucella immunization (< 5%) until
2018, generation in which the current lactating cows are found. Conclusions: The negative
result of the tests does not reflect the real epidemiological situation of bovine brucellosis in Rio
Grande do Norte; however, assure the quality of the milk and coalho cheeses tested, which can
be considered safe in relation to the researched bacteria.

KEYWORDS: Coalho cheese; raw milk; Brucella spp; safe food; One health.

INTRODUCAO

A atividade leiteira vem aumentando rapidamente nos paises em desenvolvimento e
proporcionando contribuicoes significativas para a saude, nutricao, meio ambiente e meios
econdmicos de subsisténcia. No entanto, os produtos de origem animal, principalmente
leite e seus derivados, pode ser importante via de transmisséao de agentes zoonéticos para
humanos (GRACE; WU; HAVELAAR, 2020).

O queijo de coalho artesanal € um produto lacteo cru que é consumido em larga
escala na regido Nordeste brasileiro (MEDEIROS et al., 2020). Os queijos artesanais, feitos
a partir de leite cru, sdo considerados produtos tradicionais no Brasil e em outras culturas ao
redor do mundo, sendo reputados como uma estratégia de reproducéo social e econémica
sob a responsabilidade de agricultores familiares. Esse tipo de queijo é produzido pela adi¢do
de coalho ao leite podendo ser de origem animal, vegetal ou microbiana; sendo que a maioria
dessas iguarias artesanais ndo passa por tratamento térmico e/ou maturagao e representam
fonte em potencial na transmissé@o de patdgenos biolégicos (MENEZES, 2011).
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Nesse cenario, a producdo artesanal de queijos nem sempre atende as boas
praticas de fabricacéo estabelecidas pela legislacao vigente no Brasil (BRASIL, 2019) e os
requisitos ndo sdo atendidos especificamente em relagéo a higiene, o que torna o consumo
desses produtos um perigo potencial na transmisséo de agentes infecciosos (BRASIL,
2022a). No que diz respeito ao “fazer artesanal”’, necessario para a concessao dos selos
Arte e Queijo Artesanal, as queijeiras atendem ao que estd preconizado na legislagéo.
Esses produtos tém propriedades sensoriais Unicas, diferenciadas e inerentes a regiéo,
tradicdo ou cultura onde sé@o produzidos e esses selos agregam valor aos produtos de
origem animal e permitem a livre comercializagdo em territério nacional, caracterizando
esses produtos como singular e genuino (BRASIL, 2022b).

Aforma mais comum de transmissé&o da brucelose para humanos € a ingestéo de leite
e seus derivados nao beneficiados, principalmente quando obtidos de animais infectados.
Bactérias do género Brucella spp. se alojam nas glandulas mamarias e linfonodos supra
mamarios de animais infectados, sendo o leite desses animais considerado uma fonte de
patogenos (MOSLEMI et al., 2018).

A infeccdo de humanos por bactérias do género Brucella spp. através do consumo
de produtos lacteos representa um sério perigo biolégico, com grande importancia para
a salde Unica (BEJAOUI; BEN ABDALLAH; MAAROUFI, 2022). A presenca desses
microrganismos em queijos de coalho artesanais €& preocupante, do ponto de vista
sanitario; pois, a ingestéo de lacteos é uma das principais formas pelas quais as pessoas
podem se infectar com esse microrganismo (BEZERRA et al., 2019). Além disso, as perdas
econbmicas provocadas pela brucelose bovina sdo decorrentes de abortamentos, baixos
indices reprodutivos, aumento do intervalo entre partos, diminuicdo da producao de carne
e leite, morte de bezerros e interrupcao de linhagens genéticas. Estimativas mostram que
a infecgdo é responsavel pela diminuicdo de 20 a 25% da producgéo de leite, 10 a 15% da
producao de carne, 15% de perda de bezerros em decorréncia de abortamentos, aumento
de 30% da taxa de reposicéo de animais e aumento do intervalo entre partos de 11,5 para
20 meses (MACEDO DE OLIVEIRA et al., 2013).

A cadeia produtiva de leite e derivados constitui uma atividade econémica e social de
elevada importancia para o Estado do Rio Grande do Norte (RN). Ela gera ocupacéo e renda,
e produz diariamente alimento na forma de leite ou derivados. Em relagdo as queijeiras
artesanais, ha mais de trés centenas em funcionamento, especialmente no Territorio Seridd
onde foram notificadas a existéncia de 314 unidades (SEPLAN-RN, 2016a). Culturalmente
esse espaco geografico € representado pela atual Regido Geogréfica Intermediaria de
Caico, a qual produz 98,8 bilhdes de litros de leite/ano, equivalente a 43,32% do leite do
RN, e & uma das trés regides intermediarias do estado brasileiro do RN. E composta por
24 municipios, distribuidos em duas regibes geograficas imediatas: Caicé e Currais Novos
(IBGE, 2017).
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Visando fortalecer essa atividade, foi firmado entre o Governo do RN e o Banco
Mundial “O Projeto RN Sustentavel” (SEPLAN-RN, 2016b) com investimentos na ordem
de R$23.000.000,00 (vinte e trés milhdes de reais), os quais vém financiando Projetos de
Iniciativas de Negocios Sustentaveis para organizacdes associativas da cadeia produtiva do
Leite e derivados da Agricultura Familiar, com estimulo a producéo primaria, beneficiamento
e insercdo dos produtos no mercado, bem como, a adequacao de agroindustrias (queijeiras)
da agricultura familiar no Territério Seridd. Especificamente nesse Territorio, objetiva-se
a estruturagdo das agroindustrias (queijeiras), de propriedade de agricultores familiares
ligados a uma cooperativa da agricultura familiar, com vistas a regularizagéo junto aos
6rgaos competentes para obtencéo do selo de inspecéo sanitaria, podendo ser na esfera
municipal, estadual ou federal.

O objetivo deste estudo foi instituir o procedimento de Vigilancia molecular como
ferramenta para detecgéo de Brucella spp., em leite e queijos artesanais produzidos no Rio

Grande do Norte, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e selecio dos estabelecimentos

O estudo foi realizado em estabelecimentos produtores de queijos artesanais,
apoiados pela parceria entre o Estado do RN e o Banco Mundial por meio de Projetos de
Iniciativas de Negocios Sustentaveis para organizacdes associativas da cadeia produtiva do
Leite e derivados da Agricultura Familiar, com estimulo a produgéo primaria, beneficiamento
e insercdo dos produtos no mercado, bem como, a adequacao de agroindustrias (queijeiras)
da agricultura familiar no Territério Seridd, financiando subprojetos no Territério Seridd, onde
o Plano de Negbcios englobe cooperativas e seus cooperados (queijeiras), sendo permitido
o valor maximo de R$350.000,00 (trezentos e cinquenta mil reais) por participante. Esses
estabelecimentos se diferenciam das queijeiras tradicionais por possuirem edificacbes
recém-construidas, ou em fase final de construgdo, com suas instalagcdes planejadas
especificamente para a producdo de queijos, dotadas de equipamentos feitos em aco
inoxidavel e com leiaute de producéo bem definido (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura arquitetdnica padronizada e equipamentos inoxidaveis das agro industrias
familiares, produtoras de queijos de coalho artesanais, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

FONTE: o autor

O critério de selecdo utilizado nesta pesquisa foi o de incluir somente aqueles
estabelecimentos que produzissem queijo de coalho artesanal, elaboradas com leite cru,
0 que resultou na selecdo de 18 queijeiras. Predominantemente o material deste estudo
(83,3%) foi obtido na regiao intermediaria Caico; 11,1% na regido Natal; e, 5,6% na regido
intermediaria Mossordé (Figura 2).
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Figura 2 — Agro industrias familiares, produtoras de queijos de coalho artesanais, no estado do Rio
Grande do Norte, Brasil.

FONTE: o autor
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Obtencao das amostras

As amostras foram obtidas no més de fevereiro de 2023, nas unidades selecionadas.
A amostragem constou de 3 etapas bem definidas: 1) colheita de leite cru, 30 ml; 2) amostras
de queijo fresco 30 gramas, coletados até oito dias pés fabricagcdo, ambas em tubos Falcon
50 ml previamente identificados e estéreis; esse material foi mantido sob refrigeragcdo em
caixa isotérmica com posterior congelamento (-18°C) até a realizacdo das analises. 3)
por ultimo, a aplicagdo de um questionario estruturado para se conhecer melhor o perfil
socioeconémico dos responsaveis pelos estabelecimentos produtores; também sobre as
praticas de manejo dos rebanhos; e por fim, sobre a cadeia produtiva em estudo. Os dados
obtidos nesse levantamento irdo coadjuvar com a discussao dos resultados da pesquisa.

As analises foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Campus Patos.

Teste molecular

O DNA total das amostras de leite e de queijo foram extraidos, por meio do kit
DNeasy blood and tissue (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo as recomendactes do
fabricante. Foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers genérico
para Brucella spp, com os iniciadores forward 5- TCAGGCGCTTATAACCGAAG-3’ e
reverse 5- ATCTGCGCATAGGTCTGCTT-3’ seguindo o protocolo de Ratushma et al.
(2006). O DNA extraido da vacina R19 foi utilizado como controle positivo e agua ultrapura
como controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste molecular ndo constatou a presenca do DNA bacteriano do género Brucella
spp. has 18 amostras de leite cru e nas 18 amostras de queijo de coalho artesanal. Resultado
semelhante no Brasil foi encontrado por Andretta (2019) que pesquisaram em 53 amostras
de queijo artesanal Serro, semiduro e maturado, proveniente da regido sudeste. Diferente
Miyashiro (2007) encontraram em 19,27% (37/192) DNA de amostra de campo e DNA vacinal
em queijo informal, tipo minas frescal e minas curado, na regiéo sudeste. E de Silva (2016)
identificaram na regido Amazonica DNA de amostra de campo e DNA vacinal em 21,21%
(14/66), a pesquisa realizada em queijos tipo mugarela, queijo minas frescal, queijo minas,
provolone, coalho, manteiga, cabacinha e queijo temperado de origem bovina e bubalina.

O resultado encontrado neste estudo pode estar relacionado a dois fatores principais
sugestivos, sobre os quais discorreremos a seguir: 1) a maioria do material analisado ter
sido obtido de animais sorologicamente testados e com resultados nédo reagentes; e, 2) ao
historico de baixas taxas de imunizacdo antibrucélica de fémeas bovinas, cepa B19, na
area estudada.
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O primeiro item esté relacionado a sanidade do rebanho, considerando-se que mais
da metade das propriedades ja testaram seus animais para brucelose, teste rosa bengala,
e classificados como ndo reagentes. Através da aplicagéo de questionario sistematizado,
obteve-se informacgbes de que a metade (09/18) dos entrevistados ja haviam testado cem
por cento de seus rebanhos; inclusive, um deles possuindo a condicdo de rebanho com
certificagé@o livre para as doencas do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e Tuberculose — PNCEBT. As outras situagdes detectadas foram 16,6% (03/18)
com parte dos rebanhos com os testes ja realizados e 38,9% (07/18) com animais sem
testagem, ainda. Algumas dessas queijeiras, pois, estavam em fase de licenciamento no
periodo da pesquisa e trabalhando para implementar as exigéncias legais.

Apesar de se tratar de um requisito legal, conforme o artigo 6° da Lei 13.860 de 2019,
Brasil (2019), a elaboracao de queijos artesanais a partir de leite cru fica restrita a queijaria
situada em estabelecimento rural certificado como livre de tuberculose e brucelose, de
acordo com as normas do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
da Tuberculose Animal (PNCEBT), ou controlado para brucelose e tuberculose por érgao
estadual de defesa sanitaria animal, no prazo de até 3 (trés) anos a partir da publicacéo
desta Lei, sem prejuizo das demais obrigac¢des previstas em legislagéo especifica.

Constata-se um outro fato que certamente influenciou a ndo deteccdo do DNA
bacteriano vacinal. Estarelacionado a baixissima taxa de imunizagéo de fémeas bovinas com
vacina B19 no territério pesquisado. Em averiguagao retrospectiva em dados secundarios,
analisados para se estimar a taxa de cobertura vacinal da vacinagéo antibrucélica com a
cepa B19 e disponibilizados pelo Instituto de Defesa e Inspe¢éo Sanitaria do Rio Grande do
Norte (IDIARN), comprovou-se ser vil a utilizagdo desse imunobiolégico pelos pecuaristas
do estado, apesar de ser um procedimento compulsoério.

A situagcao presente é preocupante; pois, ainda que tenha ocorrido um incremento
progressivo na taxa de imunizagéo de 2,9% em 2015 a 5,9% em 2018, chegou a alcangar
51,6% em 2019. Porém, provavelmente em virtude da recente pandemia, registra-se
reducdo nessa taxa da cobertura vacinal, baixando para 18,9% e 11,6% nos anos 2020
e 2021, respectivamente. Esses dados colhidos junto ao 6rgao do Servico Veterinario
Estadual concordam com o que esta publicado no Diagnostico Situacional do PNCEBT,
cuja taxa minima aceitavel dever ser 80% de animais vacinados (BRASIL, 2020).

Avacinacéo de bezerras, com a vacina B19, gera resultados econémicos vantajosos,
como relato por Ferreira (2023) no estado de Ronddnia, regido Norte do Brasil, para cada
US$ 1,00 investido no controle da doenga, gerou um retorno de US$ 1,7 para o setor
socioecondmico, com a reducdo da prevaléncia de rebanhos infectados de 35,2%, para
12,3% e das fémeas soropositivas de 6,22% para 1,9%, apds um bem-sucedido programa
de vacinagéo de fémeas jovens, em 2004 a vacinagéo de 80%, nos anos seguindo continuo
acima desse valor, atingindo 88% em 2014.
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Um questionario epidemiol6gico sistematizado foi aplicado para se conhecer o perfil
socioeconémico e o nivel de conhecimento do pessoal responsavel pela elaboracéo desses
queijos artesanais. Sobre o nivel de escolaridade dos proprietarios pelos estabelecimentos o
perfil é otimista, pois todos frequentaram, pelo menos, o ensino fundamental; a maioria deles
respondeu ter cursado o ensino fundamental completo 83,3% (15/18 e trés estdo cursando
ensino superior. Ndo houve registros de analfabetos no grupo entrevistado. Certamente,
esse nivel educacional possibilita haver avangos no nivel de conhecimento tedrico sobre a
atividade; segundo se constatou nas entrevistas o fato de todos eles terem participado de
treinamento ou capacitacao sobre produgdo segura de queijos e boas praticas de fabricacéo.

Avaliando-se o apoio em relagdo a assisténcia técnica, direcionada aos profissionais
e a sua atividade produtiva, 100% (18/18) receberam treinamentos, sendo o Servico
100% (18/18) deles recebem assisténcia técnica direcionada a sua atividade produtiva;
sendo o Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (Sebrae) citado como
o principal fomentador desse suporte técnico. O fornecimento desses servicos também
€ disponibilizado por 6rgaos publicos e do setor privado, ou por mais de um deles. Em
concordancia com Simdes (2021) consideramos ser de extrema importancia estimular
programas governamentais de apoio aos agricultores familiares para o cumprimento das
regulamentacdes ecolodgicas, podendo se afirmar que a politica de assisténcia técnica e
extensdo rural € um instrumento de geragéo de renda no Brasil.

De acordo com a regulamentacéo vigente (Brasil, 2022b), sobre a elaboragéo e a
comercializagéo de produtos alimenticios de origem animal produzidos de forma artesanal,
devem possuir qualificagéo técnica em boas praticas agropecuarias na produgéo artesanal
e na fabricagdo de produtos artesanais. A valorizagdo dos produtos locais, tradicionais e
artesanais sdo muitos e envolvem uma cadeia organizada por diferentes atores e suas
competéncias: produtores, técnicos, pesquisadores, instituicbes de fomento e fiscalizagdo
e consumidores (SANTOS; CRUZ; MENASCHE, 2012).

No tocante a renda familiar, observou-se ser variada. A maioria deles 61,1% (11/18)
informaram ter remuneragéo na faixa de um a trés salarios minimos, vigentes no periodo
da entrevista. Desses, dois informaram ter renda inferior a um salario minimo. A atividade
de produzir queijos representava pelo menos cinquenta por cento da renda das familias
(11/18), de maneira que para duas delas a atividade respondia por 100% da receita da
familia. A producéo artesanal de queijos € importante no meio rural do Agreste e Sertéo
nordestino, ao dinamizar a economia em municipios de pequeno porte, constituindo em
renda principal ou na complementagéo da renda das familias, contribui para a circulagéo de
renda no préprio municipio e desacelera o éxodo rural (MENEZES, 2011).

Todos os estabelecimentos incluidos neste estudo eram produtores Queijo de
Coalho Artesanal; contudo, somente trés eram exclusivos a esse produto. Constatou-se
que a maioria deles era produtora dos queijos de coalho e de manteiga 66,6% (12/18).
O Queijo de Coalho é entendido como um alimento identitario, produzido e consumido
no espago geografico nordestino e ultrapassa fronteiras demandado pelos migrantes que
buscam no consumo desse produto uma aproximacgéao ao seu territério (MENEZES, 2011) .
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Um dado preocupante foi o de saber o baixo valor agregado ao queijo produzido.
A grande maioria 77,7% (14/18) declarou agregar até R$ 30,00 (trinta reais) para cada
quilograma do produto. A minoria 22,2% (04/18) consegue agregar um valor maior, variando
de R$ 30,00 a R$ 60,00 (sessenta reais). Tal fato pode ser atribuido a apresentagdo dos
queijos ao consumidor; uma vez que grande parte desses produtores (14/18) produzem e
comercializam em embalagens com peso igual ou maior a 500 gramas.

Obteve-se informacdes sobre o volume de soro obtido nesses estabelecimentos, cujo
volume declarado variou. A maioria 83,3% (15/18) declarou alcan¢ar um volume de 2.500 a
15.000 litros/més. Foi constatado que esse subproduto do leite € destinado, na sua grande
maioria, para alimentag¢éo animal. Os estabelecimentos 94,4% (17/18) informaram destina-
lo a alimentacéo. Foi relatado ainda a utilizagéo do soro lacteo para a elaboracéao de queijo
ricota 16,6% (03/18). De acordo com (PAULA et al., 2012), o uso desse subproduto pode
ser melhor utilizado, uma vez que a tecnologia de fabricacdo empregada na elaboragéo da
bebida lactea é simples, de baixo custo e ndo necessitando de grandes investimentos para
ser implementada. Desse modo, a utilizagdo do soro de leite proveniente da fabricacéo
de queijo de Coalho para elaboragdo de bebida lactea, agrega valor nutritivo e pode gerar
receitas, podendo ser uma alternativa viavel para o aproveitamento ecoldgico racional e
sustentavel do soro.

CONCLUSOES

A ferramenta de vigilancia molecular ndo detectou a presenca de Brucella spp. em
amostras de leite utilizados para fabricagéo de queijos artesanais e possibilitou se conhecer
o perfil socioeconémico, as praticas de manejo dos animais envolvidos e o conhecimento
técnico dos responsaveis acerca da cadeia de queijo de coalho artesanal.

Além disso, proporcionou confirmar a auséncia de estudos sistematizados
e oficialmente validados pelo Servico Veterinario Oficial que indiquem a verdadeira
prevaléncia da doenc¢a no Rio Grande do Norte e comprovar a baixissima cobertura vacinal
das fémeas com idade compreendida entre 3 a 8 meses.

Os resultados evidenciaram a qualidade dos queijos de coalho fabricados e
comercializados na regido estudada, podendo serem considerados relativamente seguros.

Espera-se que os resultados nesta pesquisa possam subsidiar melhorias nas
praticas de produgao animal, bem como na elaboragao de produtos e derivados; além disso,
encorajar 0s 6rgaos de defesa sanitéria e inspe¢édo animal a executarem suas prerrogativas

em relacéo ao que esta posto na legislacao vigente.
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