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USO DE METODOS BACTERIOLOGICO E MOLECULAR NO
DIAGNOSTICO DATUBERCULOSE BOVINA, A PARTIR DE LESOES EM
CARCACAS DE BOVINOS PROVENIENTES DE MATADOUROS
FRIGORIFICOS NO ESTADO DO CEARA

RESUMO

A tuberculose bovina é uma doenca zoonotica de evolucdo crdnica ocasionada pelo
Mycobacterium bovis e no Brasil existem inquéritos epidemioldgicos estaduais ou
regionais com prevaléncia variada. Devido a escassez de dados no estado do Ceard,
essa pesquisa objetivou detectar do Mycobacterium bovis por métodos bacterioldgico e
molecular em lesGes sugestivas de tuberculose em carcacas de bovinos abatidos em
matadouro-frigorificos com inspecdo estadual. Durante o periodo de agosto de 2017 a
janeiro de 2019, o servico de inspecdo oficial inspecionou 59.512 bovinos em trés
matadouros-frigorificos no estado do Ceara, dos quais foram enviadas 48 amostras de
46 animais variando entre pulméo, linfonodos e figado. Desses animais, 34 eram
fémeas e 12 machos. No isolamento bacterioldgico, 14,5% (7/48) das amostras
apresentaram crescimento de col6nias pequenas, arredondadas, bordas irregulares,
superficie granular, coloracdo creme-amareladas e crescimento disgbnico em meio de
cultura Stonebrink-Leslie, com tempo médio de crescimento de 32 dias. Essas
amostras foram submetidas a coloracdo de Ziehl-Neelsen e todos os esfregacos
evidenciaram bacilo alcool-acido resisente. A PCR multiplex identificou todos os sete
isolados como M. bovis, sendo que seis das amostras positivas eram de fémeas e uma
de macho. Foi possivel a identificacdo de M. bovis através da associacdo entre 0s

exames post mortem, bacteriologico e PCR multiplex, fornecendo informagdes sobre a



13

doenca nas regides estudadas no Ceara e contribuindo para adocdo de medidas de

controle e erradicacdo da tuberculose bovina no Estado.

Palavras-chave: BAAR. Diagnostico. Epidemiologia. PCR multiplex. Mycobacterium

bovis.

USE OF BACTERIOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS IN BOVINE
DATUBERCULOSIS DIAGNOSIS FROM INJURIES IN CATTLE CARCASES
FROM REFRIGERATING SLAUGHTERHOUSE IN THE STATE OF CEARA

ABSTRACT

Bovine tuberculosis is a chronic zoonotic disease caused by Mycobacterium bovis and
in Brazil the prevalence is not yet known in detail, only state or regional
epidemiological surveys with varying results. However, the state of Ceara has a need
for epidemiological information on the disease. This research aimed at detecting
Mycobacterium bovis by bacteriological and molecular methods in lesions suggestive
of tuberculosis and other lymphadenitis of bovine carcasses slaughtered in
slaughterhouses with state inspection. During the period from August 2017 to January
2019, the official inspection service inspected 59,512 cattle in 3 slaughterhouses in the
state of Ceara, from which samples were sent from 46 animals, located in the lungs,
lymph nodes and liver of slaughtered cattle. Of these samples, 34 were from females
and 12 males. In bacteriological isolation, 14.5% (7/48) of the samples showed growth
of small, rounded colonies, irregular edges, granular surface, yellowish-cream color
and dysgenic growth in Stonebrink-Leslie culture medium, with average growth time

of 32 days. These samples were submitted to Ziehl-Neelsen staining and all smears
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showed acid-fast.bacillus. The multiplex PCR identified all seven isolates as M. bovis,
with six of the positive samples being from females and one from males. It was
possible to identify M. bovis quickly through the association between post-mortem,
bacteriological and multiplex PCR tests, providing epidemiological information about
the disease in Ceard and contributing to the adoption of control and eradication

measures against bovine tuberculosis in the State.

Keywords: acid fast bacilli. Diagnosis. Epidemiology. Multiplex PCR.
Mycobacterium bovis.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina (TB) é uma doenga de evolucdo cronica causada pelo
Mycobacterium bovis (M.bovis) (CHIU et al., 2019). Caracteriza-se por apresentar
lesbes nodulares granulomatosas de desenvolvimento progressivo denominados
tubérculos e podem localizar-se em qualquer 6rgao ou tecido, sendo, mas comumente
observados nos pulmdes, pleura e linfonodos adjacentes, figado, bago e intestino
(VORDERMEIER et al., 2012; OIE, 2019).

M. bovis faz parte do Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e as espécies
pertencentes a este complexo diferem das demais por apresentarem homologia em
comum, com 99,9% de similaridade na sequéncia de seu acido desoxirribonucleico
(DNA) e por conterem elementos de insercdo repetitivos, como a sequéncia de
insercéo 6110 (1S6110) (SANTIAGO; MUNOZ; MARTINEZ, 2014).

A etiologia da tuberculose comecou a ser desvendada no final do século XIX, no ano
de 1882, quando Robert Koch isolou Mycobacterium tuberculosis em lesdes de
pessoas acometidas pela doenca (FRANCIS, 1958). Apo6s a descoberta de Koch, a
tuberculose caracterizava-se como a principal causa de morte no mundo, além de
serem observadas lesdes semelhantes entre 0s homens e os bovinos e outros animais
domesticos (MCFADYEAN, 1888). Em 1898, Theobald Smith isolou o
Mycobacterium bovis em les6es tuberculosas de bovinos (FRANCIS, 1958) sendo
considerado a primeira fonte de infeccdo em humanos. No entanto, a doenca tem sido

relatada em muitos outros animais domesticados e selvagens (OIE, 2019).

A principal forma de transmissdo do microrganismo € por via respiratoria, sendo que a
densidade animal contribui para o aumento do risco de infeccdo, podendo este fator
estar relacionado com a maior prevaléncia da doenca no gado leiteiro estabulado, e a
menor prevaléncia no gado de corte, 0s quais sdo criados em sistema extensivo e
abatidos precocemente (SKUCE; ALLEN; McDOWELL, 2012). Essa enfermidade
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ocasiona perdas econdmicas para a pecuaria, devido a diminuicdo na producéo de leite

e condenacéo da carcaca no exame post mortem (WATERS et al., 2014).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2016 ocorreram
147.000 novos casos de tuberculose zoonotica e 12.500 mortes foram atribuidas a
doenca (FAO, OIE, OMS, 2017), constituindo um problema de salde publica

pincipalmente em paises em desenvolvimento (AHAMAD et al., 2017).

A inspecdo sanitaria em matadouros-frigorificos é de grande importancia, pois evita
que carnes contaminadas cheguem a mesa do consumidor (SILVA, 2015). Alguns
paises como Estados Unidos, Canada, Cuba, Australia e a maioria da Europa
continental estdo eliminando animais contaminados pela doenga no processo de abate
sanitario, levando assim a reducdo da tuberculose bovina nos rebanhos (AYELE et al.,
2004). No Brasil, devido a importancia da tuberculose bovina, em 2001 o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu o Programa Nacional de
Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) com o objetivo de

diminuir o impacto negativo dessas zoonoses nas saudes humana e animal.

O diagnostico da tuberculose bovina pode ser realizado por método direto (isolamento
e identificacdo do agente etiol6gico), conhecido como “padrdo ouro” ¢ o indireto, por
meio de pesquisas da resposta imunoldgica do hospedeiro ao agente etioldgico que
pode ser humoral ou celular (PACHECO et al., 2009). Estudos vém evidenciando o
uso de métodos moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) na
deteccdo de M. bovis em lesdes sugestivas de tuberculose, permitindo assim, uma
maior acuracia e significativa reducdo no tempo para obtencdo do resultado, em
comparacdo ao isolamento (CARDOSO et al., 2009). O método recomendado pelo
PNCEBT para o diagnostico da tuberculose € o teste alérgico tuberculinico (método
indireto), que provoca uma reacdo de hipersensibilidade tardia, imunologicamente
especifica, mediada por linfocitos T sensibilizados, que possibilita a identificacdo de
animais infectados pelo M. bovis (MOTA et al., 2008).

A tuberculose bovina é uma doenca de grande importancia, por ser uma zoonose

cosmopolita que ocasiona grandes prejuizos econémicos e a auséncia de informacdes
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sobre a prevaléncia, corrobora com a manutencéo do agente no rebanho bovino. Desta
forma, o levantamento epidemioldgico pela tuberculinizagdo associado a inspecdo de
carcacgas pela Inspecdo Estadual, e exames bacterioldgicos e moleculares, propiciardo
melhor entendimento da epidemiologia da doenca, contribuindo para seu controle e

erradicacéo.

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Determinar a ocorréncia da tuberculose bovina nas Regides Metropolitana do Cariri e
Sertdo Central no Estado do Ceard, a partir de lesdes suspeita de tuberculose ou de
outras linfadenites em bovinos abatidos em matadouros-frigorificos com inspecéao

estadual.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Etiologia

Mycobacterium bovis (M. bovis), agente da tuberculose bovina pertence ao género
Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae ordem Actinomycetales (PAES; FRANCO,
2016). Sdo bacilos curtos aerdbicos, imoveis, incapazes de formar esporos, flagelos e
medindo de 0,5 a 10 um de comprimento por 0,2 a 0,7 um de largura (PALOMINO et
al., 2007; QUINN et al., 2007).

A espécie que ocasiona tuberculose em humanos e animais faz parte do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), o qual € composto pelas espécies:
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii,

Mycobacterium  bovis, Micobacterium microti, Mycobacterium caprae e
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Mycobacterium pinnipedii. M. tuberculosis é o agente responsavel pela tuberculose em
humanos, M. bovis é o agente casual da tuberculose em bovinos, podendo
ocasionalmente infectar seres humanos (ARIAS, 2018). Essas espécies, apresentam
semelhanca em nivel de DNA e do gene 16s rRNA (Acido Ribonucleico Ribossomal),
diferindo nas caracteristicas fenotipicas, patogenicidade e preferéncia por hospedeiro
(ARANAZ et al.,2003).

Outros agentes que causam tuberculose em animais e no homem e ndo pertencem ao
(MTBC) séo as denominadas micobactérias ndo tuberculosas, formadas pelo complexo
Mycobacterium avium-intracellulare, o qual abrange duas espécies: M. avium e M.
intracellulare. M. avium é subdividido em quatro subespécies: ssp. avium, ssp.
paratuberculosis, ssp. silvaticum e ssp. hominisuis. Caracterizadas como
microrganismos ndo patogénicos para os bovinos e bubalinos, mas ocasiona reacfes
cruzadas inespecificas, interferindo nos testes de tuberculinizacdo (DVORSKA et al.,
2004).

M. avium pode causar tuberculose em varias espécies de aves e 0 M. avium ssp.
paratuberculosis é o agente etiolégico da doenca de Johne, uma doenca crénica que
pode levar a uma enterite granulomatosa em ruminantes. O M. avium ssp.
paratuberculosis também tem sido isolado em tecidos de pacientes humanos com a

doenca de Crohn, patogenicidade para essa espéecie (GOLLNICK et al., 2007).

O alto conteudo lipidico presente na parede celular de M. bovis, determinar o tipo de
coloracdo usada para Vvisualizagdo microscopica (ARIAS, 2018). Para sua
caracterizacdo tintorial é utilizado o método de coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN),
sendo assim, quando corados pela fucsina a quente ndo se descora pela acdo do alcool
cloridrico, conferindo-lhe a caracteristica de bacilos &lcool-acido resistentes (BAAR)
(HEINEMANN et al., 2008).

Essa resisténcia € ocasionada possivelmente pelo acido micolico presente na parede
celular dessas micobactérias e, quando ligados ao peptideoglicano formam uma
barreira periférica hidrofobica capaz de se ligar e reter fucsina a certos lipidios da

parede, adquirindo a cor vermelha durante a coloragdo ZN. As bactérias que nao retém
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fucsina sdo coradas pelo azul de metileno (ARAUJO, 2004; COSTA, 2008;
HEINEMANN et al., 2008).

Em relacdo a bacteriologia, M. bovis necessita de 60 a 90 dias de incubagdo a uma
temperatura de 37°C para crescimento até a visualizacdo das colénias (BRASIL, 2008;
GORMLEY et al., 2014) de coloracdo creme-amareladas, pequenas, arredondadas,
com bordas irregulares e superficie granular em meios de cultura Stonebrink-Leslie,
sendo este considerado padrdo ouro para cultivo, produzido a base de ovo e piruvato.
M. bovis apresenta dificuldade de crescimento em meios glicerinados diferente do M.
tuberculosis que apresenta desenvolvimento 6timo a base de glicerina como 0 meio
Lowenstein- Jensen (ALZAMORA FILHO et al.,, 2014; O’REILLY; DABORN,
1995).

Em relacéo a sua resisténcia, M. bovis permanece viavel em estabulos, pastos estercos
por até dois anos, em produtos de origem animal contaminado e dgua por um ano. O
bacilo é sensivel a desinfetantes como fendlicos, alcool e, sobretudo ao hipoclorito de
sodio, a acdo do desinfetante vai depender do tempo de exposicdo, temperatura,
presenca de matéria organica e concentracdo. O bacilo ndo é eliminado por meio de
compostos contendo amonia quaternario e clorexidine, porém, o calor imido a 60°C
mata rapidamente e o0s processos de pasteurizacdo lenta e rdpida contribui para
eliminacdo das micobactérias presentes em produtos lacteos (MORRIS; PFEIFEER;
JACKSON, 1994; MOTA, 2014).

3.2 Epidemiologia

A ocorréncia da TB pode ser modificada dependendo do sistema de criacdo, praticas
sanitarias e tecnologicas adotadas (FURLANETTO et al., 2012). A infec¢do por M.
bovis nos paises em desenvolvimento ainda representa um grande risco para a saude
publica, pois, mesmo os bovinos sendo o principal reservatorio do microrganismo,
esses podem ser observados em outros animais domesticos ou silvestres em humanos
(ROCHA et al., 2012).
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Em relacdo a distribuicdo geografica da doenca, existem paises desenvolvidos que
restringiram ou eliminaram a TB dos rebanhos bovinos. Entretanto, de janeiro de 2017
a junho de 2018, de 188 paises que declaram ocorréncia de tuberculose bovina a OIE,
apenas (44%) relataram a presenca da doenca. A maior prevaléncia de tuberculose
bovina esta na Africa e em algumas partes da Asia, embora a doenca também seja
encontrada em paises da Europa e das Américas (OIE, 2019). Paises da Unido
Europeia para serem considerados livres da doenga, devem manter a prevaléncia da
tuberculose abaixo de 0,1% por um tempo minimo de seis anos sucessivos. Para 0s
paises avaliados ndo livres, como a Espanha, é necessario a implementacdo de um
sistema de vigilancia com testes tuberculinicos recorrentes no rebanho, retirada dos
animais reatores e monitoramento de carcacas em matadouros-frigorificos pela
inspecdo veterindria (GARCIA-SAENZ et al., 2015).

No Brasil foi instituido, em 2001, o Programa Nacional de Controle e Erradicacéo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), posteriormente atualizado pela Instrucao
Normativa n°10/2017, com a finalidade de diminuir a prevaléncia dessas doencgas por

meio de aplicacdo de medidas sanitarias, visando erradicacao.

Uma das principais barreiras para controle da tuberculose em bovinos é a presenca de
reservatérios de M. bovis na fauna silvestre. Espécies selvagens como texugos,
gambaés, javalis, veados e outras representam um reservatorio do agente, assim, a
circulacdo desses animais difunde a doenca para 0s animais domésticos. Paises como
Nova Zelandia, Irlanda e Reino Unido tentam erradicar a tuberculose bovina onde ha
reservatorio desses animais (ANAELOM et al., 2010; GORMLEY; CORNER, 2012).

Um estudo sobre a situacdo epidemioldgica da TB foi realizado pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em treze Unidades Federativas

Brasileira que representam 75% do rebanho (Fig.1).
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Figura 1. Prevaléncia de focos de tuberculose bovina em propriedades e de animais

bovinos reagentes aos testes de tuberculinizacdo nos diferentes estados brasileiros.

Focos em propriedades

Animais positivos

Estado Referéncia
(UF) % IC 95% % IC 95%
RO 23 15-35 0,12 0.06-025 Vendrame etal. 2016
GO 343  220-467 0.3 010-049  Rochaetal, 2016
MT 13 07-24 012  003-044  Néspolietal, 2016
MS 13  072-237 0035 0017-0069 Guedesetal, 2016
DF 0,36 0.0-20 0,05 0.0-04 Ribeiro et al, 2016
ES 7.6 57-99 0.7 0.3-1,1 Galvis et al., 2016
MG 425  336-515 056  046-0,66  Barbierietal, 2016
sP 9.0 7.8-105 13 09-17 Dias et al., 2016
PR 215  131-300 042  004-081 Silva et al., 2016
sC 0,50 0074-093 0,06 0.0-012  Velosoetal, 2016
RS 2.8 1.8-4,0 0.7 04-10  Queirozetal, 2016
BA 16 1.0-26 0,21 0.07-060 Bahiense etal, 2016
PE 287  182-450 062  029-129  Limaetal, 2016

O estudo demostrou que a situacdo epidemioldgica da tuberculose bovina apresenta
diferenca dentro e entre os estados (BAHIENSE et al., 2016; BARBIERI et al.,2016;
DIAS et al., 2016; GALVIS et al., 2016; GUEDES et al., 2016; LIMA et al., 2016;
NESPOLI et al., 2016; QUEIROZ et al., 2016; RIBEIRO et al.,2016; ROCHA et al.,
2016; SILVA et al., 2016;VELOSO et al., 2016; VENDRAME et al., 2016).

Ferreira Neto et al. (2016) realizaram uma avaliacdo do PNCEBT no Brasil quinze

anos apos sua implementacdo e identificaram que estados como Espirito Santo, norte

de Séo Paulo, sul de Minas Gerais e sul de Goiés, que sdo areas com grande producao

leiteira, possuem as maiores prevaléncias de tuberculose bovina. Os pesquisadores
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relataram que fatores como alta producdo de leite, principalmente em fazendas que
apresentam maior sofisticacdo na producdo e maior concentragdo de fémeas, entrada
de animais sem realizagdo de testes tuberculinicos possam estar associados ao aumento

da doenga no rebanho.

Para identificar os aspectos epidemioldgicos na regido de Quixeramobim (CE) 248
fémeas lactantes foram testadas através do teste Tuberculinico Cervical Comparado
(TCC), as quais se mostraram negativas ao teste. Entretanto, o pesquisador relatou que
este resultado ndo pode sustentar a auséncia da doenca na regido avaliada, apenas
afirmar que essa amostra ndo era positiva, pois existem alguns fatores que podem ter
contribuido para esse resultado, como a agdo voluntdria dos participantes das
propriedades e a seca, que podem contribuir para eliminagdo dos animais mais
debilitados precocemente (NASCIMENTO, 2014).

A realizacdo de inquéritos epidemioldgicos por meio da inspecdo sanitaria em
matadouros-frigorificos € de grande importancia para evitar a propagacdo da doenca a
populacdo humana, pelo consumo de carne contaminada, tanto em paises com indices
de prevaléncia baixa como elevada (DOMINGO; VIDAL; MARCO, 2014). Biffa et al.
(2012) avaliaram 337 carcagcas com lesdes sugestivas de tuberculose durante a
inspecdo oficial de 3.322 bovinos abatidos em cinco frigorificos localizados na Etidpia
e relataram que as lesdes mais frequentes estavam nos pulmdes e linfonodos

respiratérios (50,9%), seguidos por linfonodos mesentéricos e intestinais (16,5%).

Alzamora Filho et al. (2014) avaliaram 825.394 bovinos em matadouros-frigorificos
no estado da Bahia, com inspecéo oficial, dos animais avaliados 180 apresentaram
lesGes sugestivas de tuberculose com crescimento em meio de cultura em 25 (13,9%) e
14 (56%) dos isolados foram confirmados pela técnica de PCR multiplex como M.

bovis.

No estado de Mato Grosso, Carvalho et al. (2015), avaliaram 41.193 bovinos durante a
inspecdo post mortem, onde 0,48% das carcagas apresentaram lesdes suspeitas de
tuberculose bovina. No cultivo bacterioldgico, foi isolado 1,5% das amostras e M.

bovis foi confirmado no PCR multiplex em 7% das amostras bacterioldgicas. Os testes
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de diagndsticos moleculares como o PCR tém contribuido nos estudos
epidemiologicos da tuberculose bovina auxiliando no diagnostico juntamente com 0s
testes intradérmicos ou bacterioldgicos (CARVALHO et al., 2014).

3.3 Tuberculose zoondtica

A tuberculose em humanos € causada principalmente pelo Mycobacterium
tuberculosis, entretanto, a tuberculose bovina originada por M. bovis pode ser
subestimada em seres humanos como causa da tuberculose de origem zoondtica, por
ndo realizar diagndstico diferencial de Mycobacterium tuberculosis e M. bovis
(OLEA-POPELKA et al., 2016). Alguns fatores predisponentes podem levar ao
desenvolvimento da doenca em seres humanos como o consumo de leite contaminado
sem os devidos tratamentos térmicos, contato com aerossois de animais doentes
(SICHEWO et al., 2019) e consumo de carne bovina cozida inadequadamente (SAIDU
et al., 2015). No Brasil, os abatedouros clandestinos municipais que ndo seguem as
normas sanitarias expostas pela lei, apresentam um alto risco de contaminacdo por M.
bovis através da ingestdo da carne (GARRO et al., 2011). Os grupos ocupacionais que
lidam diretamente com os animais como magarefes, médicos veterinarios, pecuaristas
sdo considerados grupos com maior risco de desenvolver a doenga (UNE; MORI,
2007).

Estima-se que M. bovis é responsavel por 0,5 a 7,2% dos casos de tuberculose humana
em paises desenvolvidos e por 10 a 15% de novos casos nos paises em processo de
desenvolvimento (DE LA RUA-DOMENECH, 2006). Avaliacbes sobre a ocorréncia
da tuberculose bovina em humanos séo de extrema importancia, especialmente devido
a falta de informacdo onde a tuberculose bovina é endémica. Em 2018, foram
diagnosticados 72.788 novos casos de tuberculose humana no Brasil, de acordo com
dados do Ministério da Saude, dos quais 4.559 casos foram registrados no estado do
Ceara, sem informac@es de pacientes com tuberculose causada por M. bovis (BRASIL,
2019).
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Em muitos casos o diagnostico ineficiente da tuberculose por M. bovis em seres
humanos pode levar ao um tratamento ineficaz, considerando que o tratamento da
tuberculose zoonotica é complexo porque M. bovis € resistente a pirazinamida, um dos
medicamentos essenciais no tratamento da tuberculose humana. Os sintomas clinicos
causados tanto por M. tuberculosis e M. bovis sdo dificeis de diferenciar, tornando a
tuberculose zoonotica subdiagnosticada (WHO, FAO, OIE, 2017). Rahman et al.
(2015) coletaram amostras de escarros de pacientes com tuberculose e de leite em
bovinos com sinais de TB para pesquisar a existéncia de M. bovis através da PCR. A
amplificacdo por PCR do fragmento de DNA de Mycobacterium bovis foi encontrada
em 12,33% (37/300) das amostras de bovinos e em 6,67% (6/90) do escarro, indicando

a possibilidade da transmissdo zoonética.

Bapat et al. (2017), em um estudo para avaliar a incidéncia da tuberculose bovina em
diferentes populagbes da india Central e os fatores que podem levar ao
desenvolvimento da doenca, concluiram que a mesma esta presente principalmente na
populacdo humana que mantem contato préximo com os animais. Segundo Khattak et
al. (2016), a informacdo sobre a tuberculose bovina em seres humanos a partir do
contato com animais € negligenciada. Por isso, esses autores realizaram um estudo
com trabalhadores de matadouros, acougues, médicos veterinarios e assistentes
veterinarios para avaliar a ocorréncia da tuberculose zoondética no Peshawar, Paquistéo
e perceberam que as informacdes sobre os riscos da doenca entre alguns desses grupos
eram escassas e a auséncia do uso de equipamentos de protecdo, propiciou um maior

risco em desenvolver a enfermidade, principalmente em trabalhadores de matadouro.

Uma abordagem intersetorial e multidisciplinar de satde Unica que envolva a salde
animal, humana e ambiental sdo importantes para enfrentar os desafios colocados pela
tuberculose zoondtica e outras enfermidades que tenham relagdo entre animais e seres
humanos (OLEA-POPELKA; FUJIWARA, 2018).
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3.4 Imunopatogenia

As alteraces patoldgicas geradas na infeccdo por TB estdo associadas a interacdo
entre 0s mecanismos de defesa do hospedeiro, fatores de viruléncia do microrganismo
e o equilibrio entre as respostas imunoldgicas e 0s processos inflamatorios. A doenca
forma um processo inflamatorio caseoso-necrosante granulomatoso cronico que afeta
principalmente os pulmdes e os linfonodos regionais, por ser a via respiratoria a
principal forma de infeccdo, porém, outros 6rgdos também podem ser comprometidos
como 0ssos, articulac@es, intestino e sistema nervoso central (DOMINGO; VIDAL,;
MARCO, 2014).

Apds entrar em contato com o hospedeiro, o agente é fagocitado pelos macrofagos que
sdo os sitios primarios da divisdo intracelular de M. bovis no local da infeccéo.
Entretanto, quando a resposta imune é ineficiente e ndo consegue eliminar a
micobacteria, o patégeno multiplica-se no interior dos macréfagos ocasionando lise
destes, ocorrendo liberacdo dos microrganismos, que serdo fagocitados na corrente
sanguinea por outros macrofagos que ndo foram ativados (BRASIL, 2006). A lise
celular causada nos macréfagos induz a liberagdo de quimiocinas e citocinas fazendo
com que outras células migrem para o local da infeccdo (PALMER et al., 2019). As
células T apresentam grande importancia na primeira linha de defesa contra 0s

patdgenos invasores e na formacédo da resposta imune adaptativa (HAYDAY, 2000).

Uma reacdo de hipersensibilidade tardia é estimulada pelo sistema imune com a parada
da propagacédo bacilar, ocasionando destruicdo tecidual do hospedeiro por meio de
necrose de caseificacdo, na tentativa em extinguir ou mesmo limitar o crescimento de
M. bovis levando a formagéo de granulomas (DOMINGO; VIDAL; MARCO, 2014).
A morfologia microscépica do granuloma tuberculdide caracteriza-se por uma regido
central de necrose caseosa, cercada por macrofagos, celulas epitelioides, células
gigantes de Langerhans multinucleadas, linfécitos, células plasmaticas ocasionais,
envoltos por uma capsula fibrosa (PALMER et al., 2019) que pode ter sua estrutura
alterada de acordo com o grau da infeccdo, apresentando um nivel de fibrose mais

acentuado em les@es cronicas (Warren et al., 2006).
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De acordo com o desenvolvimento das lesBes, apos o individuo ser contaminado, as
lesBes iniciais distinguidas como complexo primario podem permanecer estaveis ou
progredir para a forma miliar, quando acomete todo sistema (RADOSTITS et al.,
2002).

3.5 Transmissao

A tuberculose bovina pode ser transmitida de diferentes formas, podendo ocorrer entre
individuos da mesma espécie ou espécies distintas (NUGENT, 2011). O bovino
contaminado € a principal fonte de infeccdo para o rebanho, podendo transmitir a
doenca principalmente pela via respiratoria por meio de aerossois, e para que iSso
aconteca, é necessario o contato proximo entre esses animais (CORNER, 2006). A
infeccdo pela via digestiva nos bovinos pode ocorrer, entretanto € considerada
secundaria a respiratéria, devido a poucos relatos de bovinos apresentando lesGes
mesentéricas (NEILL et al., 1994). Os animais podem se infectar indiretamente atraves
do meio ambiente por meio do contato com fezes, urina, agua, solo e pastagem
contaminada com M. bovis (CUNHA et al., 2019).

Um fator de risco importante para que a doenca seja introduzida no plantel é a
aquisicdo de novos animais sem a realizacdo da tuberculinizacdo, assim, como a
densidade animal, que aumenta a probabilidade de transmissdo principalmente nos
rebanhos leiteiros, devido a uma maior aproximacdo durante as ordenhas
(GOODCHILD; CLIFTON-HADLEY, 2001; BAHIENSE et al., 2016).

Outra rota de transmissdo importante para os bovinos sdo os animais silvestres, 0s
quais atuam como reservatorio de M. bovis, e dificultam o processo de erradicacdo da
doenca nos rebanhos devido a interacdo entre as espécies (CORNER; MURPHY;
GORMLEY; 2011).

A contaminacdo humana por M. bovis pode ocorrer através do consumo de produtos de
origem animal contaminados pelo microrganismo e de forma direta quando h4 um

contato proximo com aerossdis de animais infectados (OIE, 2017). O risco de
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transmissdo aumenta principalmente para pessoas que lidam diretamente com 0s
animais como veterinarios, magarefes, inspetores de frigorificos e produtores rurais
(VALENTE; VALE; BRAGA, 2011).

3.6 Sinais clinicos

Os bovinos acometidos por M. bovis podem apresentar sinais clinicos como
emagrecimento progressivo, febre, fraqueza, inapeténcia, quando o sistema
respiratério estd envolvido, apresentam tosse Umida, que piora durante exercicios e
dispnéia ou taquipnéia (UNE; MORI, 2007). A tuberculose acomete frequentemente o0s

pulmdes e linfonodos do sistema respiratério (SANCHEZ et al., 2011).

Alguns testes podem ser realizados durante a analise clinica, para verificacdo dos
sintomas como a compressdo na regido da faringe para verificar a presenca de tosse
cronica, sendo indicativo de uma broncopneumonia, auscultacdo e percussdo do torax
para detectar areas de siléncio e ruido. A disfagia e respiracdo ruidosa podem estar
presentes devido a aumento dos linfonodos retrofaringeos. Alguns animais podem
apresentar outros sinais clinicos extrapulmonar como aumento de volume na parte
superior dos quartos posteriores do Ubere, aumento de volume nos linfonodos
supramamarios, podendo esta relacionado com a forma mastitica da doenca, sendo um
grande problema de salde publica devido a disseminacdo da enfermidade através do
leite contaminado (RADOSTITS et al., 2002).

3.7 Métodos de diagndstico

O uso de técnicas diagnosticas utilizando amostras de tecido de animais supostamente
infectados para deteccdo de M. bovis, tem colaborado para o controle e erradicacdo da
doenca (COSTA et al., 2013). Os métodos de diagndsticos da tuberculose podem ser
divididos em métodos diretos os quais determinam a presenca do agente etioldgico no
material bioldgico, como testes bacterioldgicos, histopatoldgicos e moleculares e em

métodos indiretos, que pesquisam a resposta gerada pelo animal ao agente etioldgico,
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podendo ser humoral com producéo de anticorpos circulantes ou celular, mediada por
linfécitos e macrofagos (CORNER, 1994; CAGIOLA et al., 2004).

O diagnostico clinico associado ao teste tuberculinico é utilizado constantemente a
campo. O teste consegue na maioria das vezes identificar a doenca em estagio cronico,
a onde os animais apresentam um decrescimo da sensibilizacdo alérgica
(SAKAMOTO et al., 2008). Outros métodos utilizados com frequéncia para detec¢do
da tuberculose em bovinos e bubalinos é a bacteriologia e histopatologia (BRASIL,
2006).

A inspecdo post mortem das amostras de carcacas bovinas nos frigorificos é um
método de grande importancia para controle da tuberculose bovina (KU et al.,2018).
Entretanto, Furlanetto et al. (2012) relataram que mesmo sendo uma técnica
fundamental, no momento da avaliacdo macroscépica pode ocorrer dificuldades na
deteccdo e identificacdo das lesdes, desta forma, o uso de métodos complementares
como exames bacterioldgico, histopatoldgico, e molecular podem complementar a

inspecdo post mortem, melhorando o diagndéstico da tuberculose.

3.7.1. Diagnostico Clinico

A tuberculose pode apresentar-se geralmente cronica em bovinos e estes mostrarem-se
sadios, mas no estagio inicial da doenca pode apresentar-se como aguda e progressiva,
por isso, o diagndstico pelo exame clinico pode insensivel e com baixa especificidade
(UNE; MORI, 2007; GORMLEY etal., 2014).

Um dos métodos mais utilizados, principalmente a campo, é o diagnéstico clinico
associado a tuberculinizacdo. O teste também pode identificar animais com
tuberculose crénica, os quais podem apresentar um decréscimo da sensibilizacédo

alérgica, podendo, muitas vezes, chegar a anergia (BRASIL, 2006).

O diagnostico com base apenas nos sinais clinicos pode ser dificultoso, pois a

quantidade de animais com evidéncia clinica pode ser restrito ou ausente, sendo a
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maioria diagnosticado por testes de rotina ou achados nos matadouros (COUSINS,
2001).

3.7.2 Diagnostico Imunologico

O teste de diagnostico imunologico oficial para tuberculose bovina € o teste alérgico
cutaneo (CASAL et al., 2015), sendo considerado um método de referéncia pela
Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) e utilizado como ferramenta basica em
programas de controle e erradicacdo da TB em todo o mundo, apresentando boa
sensibilidade e especificidade quando o procedimento é executado de forma
padronizada em todas as etapas, podendo diagnosticar infecgOes recentes (BRASIL,
2006).

Apresenta a vantagem de ser um método econdmico, seguro e rapido (MOTA et al.,
2008), entretanto, apresenta algumas limitagdes como dificuldades na administracao e
interpretacdo dos resultados, necessidade de uma segunda visita a propriedade, baixo
grau de padronizacéo e teste de acuracia variavel (DE LA RUA-DOMENECH et al.,
2006), bem como, dificuldades em detectar a doenca em fémeas que estdo no periodo
de periparto, estagios iniciais ou tardios da doenga, devido ao periodo de incubacdo e
anergia, respectivamente, e desnutricdo. Animais testados com frequéncia podem
tornar-se dessensibilizados, por apresentarem capacidade diminuida para responder a
um novo teste alérgico, devido a uma deficiéncia temporaria do sistema imunoldgico
(BRASIL, 2006).

Para realizacdo do teste de diagnostico alérgico-cutaneo da TB, é utilizada a
tuberculina Purified Protein Derivative- Derivado Proteico Purificado (PPD), um
extrato proteico adquirido por precipitacdo de proteinas apdés o cultivo de
micobactérias em meio sintético, ocasionando uma reacdo de hipersensibilidade tardia
tipo IV no animal sensibilizado (MONAGHAN et al., 1994). Em 48 a 72 horas, a
regido de inoculacdo pode mostrar-se endurecida e hiperémica, se o0 animal apresentar
a doenca, que ocorre pela reacdo das células T sensibilizadas com as proteinas PPD
avaria e bovina (TORTORA; FUNKE; CASE, 1998). Para aplicacdo da tuberculina,

sdo utilizados trés métodos intradérmicos, como o teste da prega caudal, cervical
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simples e comparativo (BRASIL, 2006). O Teste Cervical Simples (TCS) é adotado
como prova de rotina, o Teste da Prega Caudal (TPC) é empregado exclusivamente em
bovino de corte, sendo o Teste Cervical Comparativo (TCC) o teste confirmatério ou
utilizado como prova de rotina em rebanhos com historico de reacGes inespecificas
(BRASIL, 2016).

Existem outros testes diagndsticos imunoldgicos como a dosagem do IFN-y que
fundamenta-se na deteccdo da resposta imunoldgica precoce mediada por células
(RAMOS; SILVA; DELLAGOSTIN, 2015) e o ensaio de imunoadsor¢do enzimatico
ou ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indireto, que mensura a ligagao de
anticorpos especificos a um antigeno (DE LA RUA-DOMENECH, 2006).

3.7.3 Diagndstico post mortem

A deteccdo das lesBes post mortem sugestivas de tuberculose bovina é realizada
principalmente durante a inspecdo sanitaria em matadouros-frigorificos e no
procedimento de necropsia quando o animal vem a Obito em fazendas, seja por
tuberculose ou outra patologia (KANTOR; RITACCO, 2006; PAIXAO et al., 2008). A
inspecdo nos matadouros-frigorificos brasileiros é regulamentada pelo Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) da divisao
de normas técnicas do Departamento de Inspecdo dos Produtos de Origem Animal
(DIPOA) do MAPA, aprovado em marco de 1952, sendo constantemente reavaliado
(BRASIL, 2017).

Para que os achados post mortem sejam eficientes, é importante um entendimento dos
locais mais provaveis do surgimento das lesdes sugestivas de tuberculose (MILIAN-
SUAZO et al., 2000). Os linfonodos (mediastinicos, retrofaringeos, bronquiais,
parotideos, cervicais, inguinais superficiais e mesentéricos), pulmdo e figado
apresentam lesédo em 95% dos casos (BRASIL, 2006). Biffa et al. (2012), em estudo
realizado na Etiopia, observaram que os pulmdes e os linfonodos associados ao
sistema respiratorio apresentaram uma maior frequéncia de lesdes, seguido dos

linfonodos intestinais e mesentéricos.
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Em relacdo a aparéncia da lesdo, pode variar com o desenvolvimento da infeccédo
(PAIXAO et al., 2008). Amostras de carcacas abatidas durante a inspe¢io sanitaria em
matadouros-frigorificos podem apresentar nddulos granulomatosos de aspectos
purulento ou caseoso, com presenca de capsula fibrosa ou apresentar calcificacdo no

centro da lesdo com ranger durante o corte (SOUZA et al., 2016).

As lesdes geradas pelo microrganismo ndo séo patognomonicas da doenca (BRASIL,
2006), pois existem outros patégenos como Corynebacterium spp. e Streptococcus
spp. que apresentam lesdes macroscépicas similares a TB (FURLANETO et al., 2020).
Por isso, é necessario um treinamento mais intensivo dos agentes, 0s quais podem

confundir as lesdes tuberculosas com outras patologias (MENDES et al., 2013).

3.7.4 Diagndstico histopatologico

Os diagnosticos histopatologicos sdo empregados para contornar a desvantagem da
demora nos resultados bacterioldgicos e em paises em desenvolvimento com elevada
incidéncia de tuberculose e restricbes financeiras. Técnicas histopatoldgicas como
hematoxilina-eosina (HE) e o método de Ziehl-Neelsen (ZN) sdo utilizados como
métodos complementares no diagnéstico da TB bovina. Embora a histopatologia seja
um método rapido e sensivel, carece de especificidade (STEWART et al., 2013;
FRANCA et al., 2016).

Na técnica de coloracdo por hematoxilina-eosina ocorre acumulo de macréfagos com
formacéo de células gigantes de Langerhans, circundadas por linfocitos, plasmacitos,
fibrose periférica e necrose caseosa central, formando um granuloma (NEILL et al.,
1994).)

A coloracdo de Ziehl-Neelsen consiste em pesquisar a presenca de bacilos alcool
acidos resistentes, os quais podem reter o material aquecido por fucsina ap6s o
tratamento de alcool-acido, podendo ser observados ao microscopio (MARAIS et al.,
2008). Outras micobactérias podem compartilhar das mesmas propriedades tintoriais e,

portanto, sdo identificadas como bacilos alcool-acidos resistentes pela coloracdo de
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Ziehl-Neelsen dificultando diagnostico (SEVILLA et al., 2015). A observacdo da
presenca de bacilos alcool-acido resistentes so é possivel em concentracfes superiores
a 10° bactérias por mL (ZANINI, 2002).

3.7.5 Diagndstico bacteriolégico

O isolamento priméario é o método de diagnostico confirmatorio definitivo considerado
para tuberculose bovina, podendo levar de 30 a 90 dias para crescimento (BRASIL,
2006). A técnica pode ser realizada utilizando amostras de lesbes sugestivas de
tuberculose bovina as quais serdo semeadas em meios de cultura a base de piruvato
como o Stonebrink-Lesslie (ST) que estimula o crescimento de M. bovis, € em meios
Lowenstein-Jensen (LJ), que contém glicerol e favorece o crescimento de M.
tuberculosis (KANTOR; RITTACO, 1994). O meio escolhido para cultivo interfere no
tempo de crescimento da micobactéria, a qual apresenta um desenvolvimento mais
lento em meios solidos quando comparado a inoculagdo em meios liquidos
(MARCONDES et al., 2006), além de influenciar na taxa de recuperacdo da cultura
microbiologica (YATES et al., 2017).

Antes de ser semeada nos meios de cultura, a amostra deve passar por processos de
descontaminacdo, devido a provavel presenca de microrganismos menos exigentes que
apresentam crescimento mais acelerado que M. bovis, consumindo os nutrientes do
meio e tornando seu isolamento inviavel (AMBROSIO et al., 2008). Diferentes
reagentes quimicos descontaminantes acidos ou basicos sdo utilizados para este fim
com protocolos distintos. Os métodos mais comuns sdo: Petroff, Petroff modificado,
cloreto de 1-Hexadecilpiridinio (HPC), lauril sufato de sodio, &cido oxalico, o de
Corper e Stone modificado (fosfato trissodico a 23% e fosfato monossodico a 20%) e o
de Kubica e Dye (NALC-NaOH) (DUARTE, 2010).

Assim, com objetivo de comparar trés métodos de descontaminacdo, Medeiros et al.
(2011) observaram uma maior recuperacdo de bacilos nas amostras com o metodo
Hexadecilpiridino (HPC) a 0,75 % em relacdo aos outros descontaminantes utilizados.

Furlanetto et al. (2012) utilizaram o método Petroff para descontaminacdo de amostras



34

e observaram mais quantidade de coldnias quando comparado ao HPC. Ambrosio et al.
(2008) analisaram trés tratamentos de descontaminacdo, que foram o NaOH a 4%
(Método Petroff), Acido Sulfurico (H,SO,4 al2% e Cloreto de 1-Hexadecilpiridinio
(HPC) a 1,5%. Para o tratamento controle foi utilizada solucdo salina a 0,9%. O HPC
proporcionou uma menor taxa de contaminacao (3%) quando comparado ao controle
(88%), NaOH (33%) e H,SO, (21,7%). Em relacdo ao sucesso do isolamento, o
método HPC foi melhor (40%) que o controle (3%), o hidroxido de sddio (NaOH)
13% e acido sulfurico (H,SO4) 1,7%. Indicando que o HPC é uma alternativa ao

método de Petroff.

E Importante que todas as etapas do processo, desde a escolha das amostras de tecidos
no exame post mortem, selecdo do meio de cultura e condigbes empregadas para
cultivar o microrganismo, tenham sido desempenhadas de forma ideal, pois contribui
para a sensibilidade e especificidade do método e o sucesso do diagndstico
(GORMLEY et al., 2014). O método pode apresentar baixa sensibilidade, podendo
estar relacionada com algumas etapas do processo como a descontaminacgdo, que além
de destruir contaminantes pode ocorrer perdas de bacilos, aumentando assim 0s
resultados falso-negativos e o tempo prolongado para obter isolamento e identificacéo
bioguimica do agente (CONER, 1994).

3.7.6 Diagnostico molecular

As técnicas moleculares tem sido implementadas no diagnostico da TB como um teste
auxiliar a cultura microbiologica, para deteccdo de DNA do bacilo em amostras de
tecido (LORENTE-LEAL et al., 2019). As técnicas sdo baseadas em sua maioria na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e tem como alvo polimorfismos especificos,
sequéncias de insercdo e as regides de diferenca gendmica de Mycobacterium spp.
(REDDINGTON et al., 2011).

A PCR foi descoberta no inicio em 1986 por Kary Banks Mullis e Faloona, tendo sido
reconhecida como importante avanco cientifico, por permitir inUmeras vezes e em

pouco tempo, a amplificacdo in vitro de uma sequéncia alvo de &cido nucleico atraves
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do uso da enzima Taq polimerase, tornando possivel a identificacdo do DNA
bacteriano (ANDRADE, 1993).

A PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade para identificar agentes
infecciosos, ndo sendo necessario que 0s microrganismos estejam viaveis na amostra
bioldgica. A técnica consiste em duplicar fitas de DNA in vitro através de modificagdo
de temperatura. Sendo necessario para sua realizacdo desoxinucleotideos (ANTPs) do
DNA (A-T-C-G), primers ou sequéncias de iniciadores especificos, DNA polimerase
termoestavel, DNA extraido da amostra clinica, um cofator para atividade da Tag
DNA polimerase que é o cloreto de magnésio (MgCl,), um tampéo, geralmente cloreto
de potassio (KCI), para conservar pH e condicdo adequada para atividade enzimética e
agua ultrapura, como diluente (HAAS; TORRES, 2016). Assim, para se obtenha
sucesso com o emprego da técnica, é importante a escolha correta dos marcadores
moleculares que serdo detectados e amplificados, assim como, a sequéncia de primes
utilizado e extracdo de DNA de qualidade (SAKAMOTO et al., 2008).

Quando ha necessidade de distincdo e identificacdo das espécies do complexo M.
tuberculosis, pode ser empregada a técnica de PCR multiplex, que tem se mostrado
uma ferramenta Gtil, como utilizada por Alzamora Filho et al. (2014), associada a
inspecdo post mortem de rotina, demonstrando ser uma técnica promissora para a
vigilancia da tuberculose bovina em abatedouros, contribuindo para o sucesso do
programa de erradicacdo dessa enfermidade. Spositto et al. (2014) com objetivo de
diferenciar M. bovis de M. tuberculosis, utilizaram PCR multiplex e confirmaram ser
uma técnica benéfica para diferenciagdo de micobactérias do Complexo

Mycobacterium tuberculosis.

Warren et al. (2006) utilizaram a técnica fundamentada em regides de diferenca (RD1,
RD2, RD4, RD9 e RD12), onde o tamanho do produto gerado na amplificacao,
correspondem a auséncia ou presenca das regides de diferenca (RD). Essas regides
foram desenvolvidas para a identificacdo das espécies do Complexo Mycobacterium
tuberculosis, resultantes da PCR multiplex. O autor destaca que este protocolo permite
a diferenciacdo mais precisa, tornando-o adequado para fins de rotina de vigilancia e

laboratorios.
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4 CONTROLE E PREVENCAO

Alguns paises ja erradicaram ou alcangaram bons niveis de controle da tuberculose em
bovinos, como 0s paises europeus e norte-americanos, assim como a Australia e a
Nova Zelandia. No entanto, existem paises em que a situacdo epidemioldgica da
doenca € mal compreendida (FERREIRA NETO, 2018).

Em todo o mundo, o controle da TB se d& pela identificacdo das fontes de infeccéo,
por meio de testes tuberculinicos com posterior abate dos animais reagentes, bem
como a realizacdo de testes antes da entrada de novos animais no rebanho. Os animais
devem ser testados na origem e logo apds a entrada no quarentenario da unidade de
criacdo, respeitando-se o intervalo minimo de 60 dias entre os testes. Em relagcdo aos
produtos de origem animal destinados ao consumo humano, a principal forma de
controle é através da inspecdo sanitaria da carne e derivados, pasteurizacdo ou
esterilizacdo do leite e derivados, diminuindo os riscos de transmissdo de M. bovis ao
homem (BRASIL, 2006).

Entretanto, a grande dificuldade no controle e erradicacdo da doenca € a presenca de
reservatério de animais silvestres, uma vez que o reservatorio é frequentemente mal
observado e dificil de gerenciar (KAO; CARTER; AUSTERMAN, 2016).

No Brasil a execucdo do PNCEBT implica em métodos para o controle ou mesmo a
erradicacdo da tuberculose no pais, os quais incluem certificacdo de propriedades
livres ou monitoradas da doenca, com adesdo voluntaria dos produtores; controle do
transito de animais; normas sanitarias para participacdo de bovinos em eventos
pecuarios, incluindo exposicdes, feiras e leildes; credenciamento e capacitacdo de
médicos-veterinarios; diagndstico e apoio laboratorial com participacdo do servico
veterinario oficial (SVO); e educacdo sanitaria (BRASIL, 2016).

Neto et al. (2019), realizaram um estudo em 48 propriedades no estado do Espirito
Santo, para determinar a prevaléncia e os fatores de risco da TB por meio de teste
tuberculinico cervical simples e teste cervical comparativo. Concluiram que o

principal fator de risco para a TB foi a aquisicdo de novos animais e, sobretudo,
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quando estes ndo eram testados para a doenca antes de serem introduzidos na

propriedade.

Para o controle da tuberculose bovina, além da implantacdo de um programa sanitario
no rebanho bovino, devem-se adotar medidas educativas com a populacéo, a exemplo
da utilizacdo de equipamentos de protecdo individual dos trabalhadores que lidam com
animais, especialmente na industria da carne (THOEN; LOBUE; KANTOR, 2006). A
vacinacdo e o tratamento da tuberculose bovina, ndo podem ser adotados até o
momento como forma de controle da doenca, todo animal com diagndstico positivo
deve ser eliminado com abate sanitario em matadouros-frigorificos que possuem
inspecdo sanitaria (BRASIL, 2006).
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Os resultados obtidos serdo apresentados em forma de artigo cientifico, o qual sera
submetido para publicacdo na Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, desta forma, a formatacdo do manuscrito aqui apresentado seguird as

normas da revista.

5 ARTIGO CIENTIFICO

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DO Mycobacterium bovis
EM LESOES TECIDUAIS DE BOVINOS ABATIDOS EM MATADOUROS-
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi pesquisar Mycobacterium bovis em lesbes sugestivas de
tuberculose nas carcacas de bovinos no Estado do Ceara, por meio dos testes de
diagnostico bacteriolégico e molecular. Entre agosto de 2017 e janeiro de 2019, o
servico de inspecdo Estadual (SIE) inspecionou 59.512 bovinos, destes 7,4%
(44/59.512) apesentaram lesdes sugestivas. Desses animais foram enviadas 68 amostras,
as quais estavam localizadas no pulméo 4,5% (31/68), linfonodos 2,9% (20/68), figado
2,0% (14/68) e carcaca 0,4% (3/68). Ao realizar o isolamento bacteriolégico, 15,9%
(7/44) dos bovinos evidenciaram crescimento de col6nias nas amostras. Os esfregacos
dos isolados foram submetidos a coloracdo de Zielh-Neelsen e todos confirmaram
bacilo alcool &cido resistente. A reacdo em cadeia da polimerase identificou todos os
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isolados 100% (7/7) como M. bovis. A associacdo das técnicas de diagndstico permitiu
identificar a presenca do agente no Estado e a andlise molecular demostrou ser uma
técnica benéfica no monitoramento da tuberculose bovina, podendo ser utilizada como
um metodo auxiliar no programa de controle e erradicacdo da tuberculose bovina no

Estado do Ceara.

Palavra-chave: Diagndstico. Epidemiologia. Mycobacterium ssp. PCR multiplex.

Isolation and molecular identification of Mycobacterium bovis in tissue lesions of

cattle slaughtered in slaughterhouses located in the State of Ceara

ABSTRACT

The objective of the research was to identify Mycobacterium bovis in lesions suggestive
of tuberculosis in bovine carcasses in the State of Ceard, by means of bacteriological
and molecular diagnostic tests. Between August 2017 and January 2019, the State
inspection service (SIE) inspected 59,512 cattle, of which 7.4% (44 / 59,512) presented
suggestive lesions. Of these animals, 68 samples were sent, which were located in the
lung 4.5% (31/68), lymph nodes 2.9% (20/68), liver 2.0% (14/68) and 0.4% carcass
(3/68). When performing bacteriological isolation, 15.9% (7/44) of bovines showed
colony growth in the samples. The smears of the isolates were submitted to Zielh-
Neelsen staining and all confirmed bacillus acid resistant alcohol. The polymerase chain
reaction identified all isolates 100% (7/7) as M. bovis. The association of diagnostic
techniques allowed to identify the presence of the agent in the State and the molecular
analysis proved to be a beneficial technigue in the monitoring of bovine tuberculosis,
and can be used as an auxiliary method in the bovine tuberculosis control and

eradication program in the State of Ceara.

Keyword: Diagnosis, multiplex PCR, Mycobacterium ssp, Epidemiology.
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INTRODUCAO

A tuberculose bovina (TB) é uma doenca de evolucdo crbnica causada pelo
Mycobacterium bovis (M. bovis) (CHIU et al., 2019), caracterizada por lesdes nodulares
granulomatosas de desenvolvimento progressivo, denominado tubérculos e séo
comumente observadas nos pulmdes, pleura, linfonodos adjacentes, figado, baco e
intestino (VORDERMEIER et al., 2012; OIE,2019). Sendo considerada uma das causas
de perdas econémicas importantes ao setor agropecuario, podendo originar morte dos
animais, reducé@o no ganho de peso, diminui¢do na producdo de leite e descarte precoce
de animais de alto valor zootécnico (PACHECO et al., 2009; AHAMAD et al., 2017).

M. bovis possui uma ampla cadeia de hospedeiros, podendo, ocasionar tuberculose
zoondtica, sendo transmitida, sobretudo, por meio do consumo de produtos de origem
animal infectado, principalmente em regides em que a sanidade alimentar é deficiente.
O risco de transmissdo é maior para trabalhadores ocupacionais, devido o contato direto
com 0s animais, ja que o patdgeno pode ser transmitido também por aerossoéis (OIE,
2020). Neste contexto, a inspecdo sanitaria em matadouros-frigorificos € uma
ferramenta de grande importancia para a identificacdo de lesdes sugestivas da doenca e
rastreamento de focos, auxiliando a vigilancia sanitéaria da tuberculose (SOUZA et al.,
2016). Alguns paises como Estados Unidos, Canada, Cuba, Australia e a maioria da
Europa continental demostraram que o monitoramento em frigorificos é importante para
eliminacdo de animais infectados pela doenca, podendo levar a reducdo da tuberculose
bovina nos rebanhos (AYELE et al., 2004). No Brasil, em 2001, um Programa Nacional
de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) foi instituido pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) com o0 objetivo de
diminuir os impactos negativos dessas zoonoses na salde humana e animal, (BRASIL,
2017). No estado do Ceara, mesmo com a presenca de fatores que indique a existéncia
da doenca em determinados rebanhos, ndo existem dados oficiais na agencia de defesa
do estado, havendo necessidade de intensificacdo na fiscalizag@o sanitaria nos rebanhos
e nos matadouros-frigorificos. Um estudo realizado no estado do Ceara utilizando
técnica de genotipagem molecular em conjunto com isolamento bacteriol6gico

confirmou a presenca de M. bovis no estado, segundo os autores, a pesquisa pode
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contribuir para criacdo de um banco de dados para posteriores estudos epidemioldgicos.
(NASCIMENTO, 2014; FERREIRA et al., 2020).

O diagnostico da tuberculose bovina pode ser realizado por meio de isolamento e
identificacao do agente etioldgico no material biologico, conhecido como “padrao ouro”
(PACHECO et al., 2009). Entretanto, estudos vém evidenciando o uso de métodos
moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) na detecgdo de M. bovis
em lesdes sugestivas de tuberculose, permitindo assim, uma maior acurécia, contribuido
para o controle e erradicacgdo da tuberculose bovina (CARDOSO et al., 2009 ; COSTA
et al., 2013). Técnicas como a PCR multiplex tem mostrado uma ferramenta benéfica,
associada a inspecdo post mortem de rotina e isolamento bacterioldgico, evidenciando
ser um método promissor para a vigilancia sanitaria da tuberculose bovina
(ALZAMORA FILHO et al., 2014). Sendo assim, foi realizado um estudo com o
objetivo de identificar a presenca de Mycobacterium bovis em carcacas de bovinos com
lesGes caracteristicas de tuberculose, observadas durante a inspecdo post mortem em
matadouros-frigorificos com servigo de inspecao oficial no estado do Ceard, utilizando
como diagnostico confirmatorio o método molecular associado ao teste bacteriologico.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de agosto de 2017 a janeiro de 2019, 59.512 bovinos foram
inspecionados em trés frigorificos com Servico de Inspecdo Estadual (SIE), situados nos
municipios de Maracanal, lguatu e Juazeiro do Norte. As lesdes sugestivas de
tuberculose foram coletadas durante a inspecdo das carcacas bovinas pelo inspetor
Médico Veterinario e acondicionadas em coletores universal estéril contendo solucao
saturada de borato de sodio (Na;B,0O;+10H,0, 140g/L) como meio conservante, o qual
preserva micobactérias por até 60 dias em temperatura ambiente (RICHARDS e
WRIGHT, 1983). As amostras com até 30 dias em solugdo saturada de borato, foram
encaminhadas para o Laboratério de Micobacterioses da Universidade Estadual de
Santa Cruz (LAMVET-UESC) para isolamento e identificagdo de micobactérias. As
lesbes sugestivas de tuberculose bovina foram descontaminadas pelo cloreto de 1-
hexadecilpiridinio (HPC) a 1,5%, inoculadas nos meios de cultura Stonebrink-Leslie e
Lowenstein-Jensen e incubadas a 37°C por até 90 dias e avaliadas semanalmente para

identificacdo de crescimento de coldnias sugestivas de micobactérias (RODRIGUEZ,
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2005; BRASIL, 2008). Foi realizada coloragdo de Ziehl-Neelsen nas col6nias isoladas
nos meios de cultura para confirmacdo das caracteristicas tintoriais de bacilo &lcool-
acido resistente (BAAR). Desses isolados caracterizados como BAAR, foi realizada
extracdo do DNA. Para identificacdo do Mycobacterium bovis, foi realizada PCR
multiplex, segundo protocolo descrito por Warren et al. (2006), incluindo os desenhos
dos primers que sdo baseados nas regides gendmicas de diferenga do complexo
Mycobacterium tuberculosis: RD1, RD4, RD9 e RD12. A amplificacdo do material
genético foi realizada em um volume final de 25 pL. com 0,2U de Taq DNA polymerase
(HotStarTaq plus DNA polymerase, QIAGEN), tampédo de PCR 1X, tampéo Q 1X, 2,8
puL de H0, 2 uL. MgCly, 4 uL. de NTP e 0,5 pL de cada primer. O controle positivo foi
obtido no Laboratorio de Micobacterioses da Universidade Estadual de Santa Cruz -
(LAMVET-UESC) e para controle negativo agua ultra pura, para avaliar o surgimento
de contaminantes. As areas de pré- PCR e PCR foram realizadas em locais separados.
As condigOes da reacdo no termociclador SimpliAmp (applied biosystems by life
technologies) para amplificagio do DNA foram: 95°C por 5 minutos (fase de
desnaturacdo); 45 ciclos de 94°C por um minuto, 62°C por um minuto e 72°C por um
minuto (fase de anelamento); seguidos por uma fase de extensdo final a 72°C por 10
minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese (60V/cm) em
gel de agarose 3% em tampdo TBE 1X e visualizados por coloracdo com SYBR Safe
10.000 vezes diluido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 59.512 bovinos sadios inspecionados ao exame ante mortem, 44 bovinos
apresentaram lesdes sugestivas. Destes, foram enviadas ao laboratério 68 lesdes
sugestivas de tuberculose bovina durante o exame post mortem, obtidas durante a rotina
de abate pelo servico de inspecdo oficial. O método de diagndstico por meio da
inspecdo sanitaria auxilia na identificacdo de lesbes macroscopicas de tuberculose
bovina em regifes com elevada prevaléncia e contribui em reduzir a ocorréncia da
doenga nos bovinos e na transmissdo a seres humanos e outros animais (CORNER,
1994). No presente estudo, a investigacdo de lesdes sugestivas por meio da inspecéo,

mostrou - se uma ferramenta eficiente para identificacdo de M. bovis e rastreamento de
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focos da doenca na regido de estudo. De acordo com SOUZA et al (2016), a inspegéo
deve ser realizada por profissionais capacitados para diminuir erros durante a deteccéo e

ndo gerar danos sanitarios ao consumidor.

As lesbes macroscopicas sugestiva de tuberculose bovina enviada para analise durante o
estudo estavam localizadas no pulméo (31), linfonodos (20), figado (14) e carcaca (3).
Dados similares ao de Saidu et al. (2015), que inspecionaram 800 bovinos em
matadouros na Nigéria e observaram que as lesbes estavam distribuidas no pulméo,
linfonodos e outros tecidos. Souza et al. (2014) avaliando a frequéncia de lesdes
macroscopicas de bovinos abatido no estado de Minas Gerais, observaram ocorréncia de
lesbes semelhantes. O’REILLY; DABORN (1995) descrevem que a maior frequéncia
das lesdes em sistema respiratdrio evidencia a importancia da transmissao do bacilo pela
via respiratéria, principalmente em animais que vivem em confinamento. Sendo assim,
os dados encontrados no estudo, onde a maior porcentagem de lesbes foi observada no
pulmédo, demonstra que a forma pulmonar pode ser uma via importante de transmissao
no estado do Ceard. Considerando a cultura como método padrdo de diagndstico de
tuberculose (CORNER, 1994), ao realizar o isolamento bacteriolégico no presente
estudo, 15,9% (7/44) dos bovinos que apresentaram amostras com lesdes sugestivas,
exibiram crescimento de colonias de coloracdo creme-amarelada, pequenas,
arredondadas, bordas irregulares, superficie granular em meio de cultura Stonebrink-
Leslie e o tempo médio observado para crescimento das colénias foi de 32 dias, sendo
minimo de 23 dias e 0 maximo de 74 dias (Fig.1). Alzamora Filho et al. (2014)
demostraram resultados semelhantes em meio de cultura Stonebrink-Leslie, com tempo

médio para o aparecimento das coldnias de 34 dias.
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Figura 1. Col6nias em meio Stonebrink- Leslie com 32 dias de cultivo (A) e apds 60 dias de
cultivo (B).

A selecdo dos meios de cultura disponiveis, procedimentos de descontaminagdo e
condicdes de incubacdo sdo fatores importantes, pois, podem interferir no resultado do
isolamento bacteriano (IKUTA et al., 2016). Yates et al. (2017) observaram que a
quantidade de bacilos nas amostras e o tempo de conservacdo destas até o
processamento pode influenciar na taxa de recuperacdo da cultura microbioldgica,
podendo levar a resultados falso negativo. Sendo assim, no presente estudo todos os

métodos utilizados para o processamento da cultura mostraram ser eficientes.

As amostras que apresentaram crescimento de coldnias foram submetidas a coloragédo
de Ziehl-Neelsen, visto que todos os esfregacos evidenciaram a presenca de bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR). Souza et al. (2016), utilizaram a técnica de Ziehl-
Neelsen, para avaliarem 28 amostras com les6es em linfonodos bovinos, sendo que
13,6% demonstraram bacilos alcool &cidos resistentes (BAAR), resultado semelhante ao

presente estudo.

Pela PCR multiplex, o Mycobacterium bovis foi identificado em 7/7 (100%) dos
isolados de acordo com o perfil de amplificacdo dos produtos esperados para a
micobactéria, dos quais apresentam amplificacdo dos fragmentos relativos as regides
RD1 (146pb), RD4 (268pb), RD9 (108pb), RD12 (306pb) (Fig.2).
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6. €08 (25 €40 M

RD12
306pb —

RD4
268pb -

RD1
146pb

RD9
108pb —

Figura 2. Perfil de amplificagdo de Mycobacterium bovis por PCR multiplex de isolados de
cultivo bacteriano. M, marcador de peso molecular 100bp; CN, controle negativo (dgua ultra-
pura); CP, controle positivo Mycobacterium bovis; C01, C02, C04, C06, C08, C25 e C40,

amostras positivas para M. bovis.

A técnica de PCR multiplex em associagcdo com a cultura bacteriolégica mostrou-se
valiosa para a confirmacdo da tuberculose bovina podendo ser utilizada para
rastreamento e diferenciacdo de outras micobacterioses, assim como alcancado por Asil
et al. (2013) que utilizou a técnica de PCR multiplex para detectar a tuberculose bovina
no estado de Darfur do Sul, Suddo. A utilizacdo da PCR multiplex como um método
complementar para identificacdo de M. bovis, aumenta a seguranca dos resultados,
garantindo confiabilidade no diagndstico. Furlanetto et al. (2012) em um estudo
realizado no estado de Mato Grosso, empregando a PCR multiplex para identificacdo de
M. bovis, demostraram ser uma técnica benéfica, podendo ser utilizada para auxiliar a

vigilancia de tuberculose bovina em frigorificos.

Com o objetivo de Identificacdo e diferenciacdo entre as micobactérias utilizando PCR
multuiplex, Ramos et al. (2018) avaliaram 31 (56,4%) amostras com lesdes sugestivas
de tuberculose, e destas, M. bovis foi identificado em 13 (41,9%) das amostras e
Mycobacterium spp. identificadas em 18 (58,1%). Os autores apontaram que 0O
isolamento e identificacdo de M. bovis e Mycobacterium spp em carcagas de bovinos,
implica que os seres humanos estdo expostos ao risco de infeccdo. Sendo assim, devido

as consequéncias impresumiveis causadas pela infecgdo por M. bovis na saide animal e
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humano, a caracterizacdo molecular pode corroborar no controle e erradicacdo da
doenca (CAZOLA et al., 2015).

Levando em consideragdo o sexo dos animais, os resultados dos isolados positivos na
PCR apresentaram 0,17% (6/7) para fémeas e 0,08% (1/7) para machos. Esses
resultados estdo em conformidade com os dados apresentados por Ahmad et al. (2017)
em um estudo realizado na Nigéria, os quais observaram 226 lesbes sugestivas de
tuberculose, sendo que destas 79 eram provenientes de machos e 147 de fémeas.
Admitindo o descrito por Acha e Szyfres, (2001) em que as fémeas leiteiras s&o mais
susceptiveis em adquirir a doenca do que os bovinos de corte, 0s quais sdo abatidos
precocemente, uma vez que, as fémeas permanecem mais tempo no rebanho e tem

maior contato durante a ordenha.

A presenga de M. bovis foi confirmada por meio da biologia molecular nas regides
(Iguatu, Jucas e Quixeld) (Fig. 3). A presenca do agente nessas regifes destaca a
importancia da vigilancia sanitaria nos municipios, para que realize o controle continuo
nas propriedades, buscando reforcar ou até mesmo implementar as principais medidas
preventivas estabelecidas pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), prevenindo assim 0s riscos que a doenga pode

causar a salde animal e humana.

BRASIL A

Legenda

Municipios com bovinos —
apresentando leses sugestivas
de TB

e Municipios com bovinos
apresentando diagnéstico
confirmatério para TB
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Figura 3. Mapa do estado do Ceard, destacando municipios de origem dos bovinos com les6es
sugestivas de Tuberculose Bovina (TB) condenados pelo Servigo de Inspecdo Estadual e
municipios de procedéncia dos bovinos cujas lesbes sugestivas tiveram diagnostico

confirmatorio para M. bovis pela biologia molecular.

CONCLUSOES

O estudo demostrou que associagdo dos métodos de diagndstico post mortem,
bacterioldgico e molecular proporcionou a identificacdo de M. bovis em municipios no
estado do Ceard. Esse resultado demonstra que o Ceara apresenta necessidade de
intensificacdo e melhoria das medidas de prevencédo e controle preditas no PNCEBT,
como a certificacdo de propriedades rurais controladas e livres para tuberculose. O
Ceard ndo apresenta dados oficiais cadastrais para a tuberculose bovina e estudos
demostrando a existéncia do microrganismo em propriedades rurais na regido é
formidavel para auxiliar a fiscalizacdo sanitaria na identificacdo da doenca e elaboragéo

de estratégias para limitar a transmisséao.

AGRADECMENTOS

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
suporte financeiro; a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do Ceara (ADGRI)
pela colaboracdo na obtencdo de informacdes e de amostras nos matadouros-frigorificos
do Estado do Ceara e ao Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal (PPGCA) da

UESC pelo suporte educacional.

REFERENCIAS

ACHA, P. N.; SZYFRES, B. Tuberculosis Zoonética. In: Zoonosis y Enfermidades
Transmissible Comunes al Hombre y a los animales. Washington: Organizacién

Panamericana de la Salud. 3 vol. (Publicacion Cientifica y Técnica No. 580). 2001.



259
260
261
262

263
264
265
266

267
268
269

270
271
272

273
274

275
276
277
278
279

280
281
282
283

284
285
286

44

AHAMAD.I; KUDI, C.Y; ABDULKADIR, A.l; SAIDU, S.N.A. Occurrence and
distribution of bovine TB pathology by age, sex, and breed of cattle slaughtered in
Gusau Abattoir, Zamfara State Nigeria. Tropical Animal Health and Production.
49:583-589. 2017.

ALZAMORA FILHO, F.; REIS, V.M.; FEHLBERG, |.; ALCANTARA, AC,; et al .
Identificacdo de Mycobacterium bovis em carcagas de bovinos abatidos no estado da
Bahia, Brasil, por métodos bacterioldgico e molecular. Arquivo Brasileiro Medicina
Veterinaria e Zootecnia., v.66, n.5, p.1585-1591, 2014.

ASIL, E. T. A.; SANOUSI, S. M. E.; GAMEEL, A. et al. Bovine tuberculosis in South
Darfur State, Sudan: an abattoir study based on microscopy and molecular detection
methods. Tropical Animal Health and Production., 45:469-472. 2013.

AYELE, W.Y.; NEILL, S. D.; ZINSSTAG, J. et al. Bovine tuberculosis: an old disease
but a new threat to Africa. International Journal of Tuberculosis and Lung Disease.,
v.8, p.924-937, 2004.

BRASIL. Ministério da Saude. Manual Nacional de Vigilancia Laboratérial da
Tuberculose e outras Microbactérias. Ministério da Saude, Brasilia. 2008, 436p.

BRASIL. Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
Animal PNCEBT. 2017. Disponivel em:

<http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude

animal/programas-de-saude-animal/brucelose-e-tuberculose/tb-1 pncebt.pdf>. Acesso
em: 12 jun. 2018.

CAZOLA, D.O.; JORGE, K. S. G.; ZUMARRAGA, M. J. et al. Identificacdo e
genotipagem de Mycobacterium bovis em bovinos positivos no teste intradérmico para
tuberculose em Mato Grosso do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira., 35(2):141-147.
2015.

CARDOSO, M. A.; CARDOSO, R. F.; HIRATA, R. D. C. et al. Direct Detection of
Mycobacterium bovis in Bovine Lymph Nodes by PCR. Zoonoses and Public Health,
V. 56, p. 465 - 470, 2009.


http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude%20%20animal/programas-de-saude-animal/brucelose-e-tuberculose/tb-1%20pncebt.pdf
http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude%20%20animal/programas-de-saude-animal/brucelose-e-tuberculose/tb-1%20pncebt.pdf

287
288
289

290
291

292
293
294

295
296
297
298

299
300
301

302
303
304
305

306
307
308

309
310
311

312
313

45

CHIU, L. J.V; TAUER, L.W; SMITH, R.L. et al. Assessment of the bovine tuberculosis
elimination protocol in the United States. Journal of Dairy Science.,102:2384—-2400.
20109.

CORNER, L.A. Post mortem diagnosis of Mycobacterium bovis infection in cattle.
Veterinary Microbiology., v.40, p.53-63, 1994..

COSTA, P.; FERREIRA, AS.; AMARO, A. et al. Enhanced Detection of Tuberculous
Mycobacteria in Animal Tissues Using a Semi-Nested Probe-Based RealTime PCR.
PLoS ONE., Volume 8 | Issue 11 | e81337. 2013.

FERREIRA, F. F.; OLIVEIRA, M. L.M.; ALZAMORA FILHO, F. et al. Isolation and
genotyping of Mycobacterium bovis in suggestive lesions of tuberculosis in cattle
slaughtered in the state of Ceara, Brazil. Pesq. Vet. Bras. 40(11):863-870, November
2020.

FURLANETTO, L.V.; FIGUEIREDO, E.E.S.; CONTE JUNIOR, C.A. et al. Uso de
métodos complementares na inspecdo post-mortem de carcacas com suspeita de

tuberculose bovina. Pesquisa Veterinaria Brasileira., v.32, p.1138-1144, 2012.

WARREN, R.M.; PITTUS, N. C. G. V.; BARNARD, M. et al. Differentiation of
Mycobacterium tuberculosis complex by PCR amplification of genomic regions of
difference. International Journal of Tuberculosis and Lung Disease., v. 10, n. 7, p. 818-
822, 2006.

IKUTA, C.Y.; MORATO, F.; SOUZA, G. et al. O. Influence of the incubation
conditions on culture media to optimize primary isolation of Mycobacterium bovis.
Semina: Ciéncias Agrarias., v. 37, n. 5, p. 3693-3700, 2016.

NASCIMENTO, E.T.S. Aspectos epidemioldgicos da tuberculose bovina em
Quixeramobim (CE): bacia leiteira do sertdo central do Ceara. 2014, 71p. Dissertacdo

(Mestrado). Universidade Estadual do Ceara. Fortaleza: Ceara.

O’REILLY, L. M.; DABORN, C.J. The epidemiology of Mycobacterium bovis in

animals and man: a review. Tubercle and Lung Disease., v.76, p.1-46, 1995.



314
315
316

317
318
319

320
321

322
323
324

325
326
327
328

329
330
331

332
333
334
335

336
337
338

339
340
341

46

OIE. Tuberculosis bovina. Disponivel em: <https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-

el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/>. Acesso em: 18 dez.
2019.

OIE. Tuberculosis bovina. https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-

mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/. Acesso em: 20 de out.
2020.

PACHECO, A. M.;: HAMZE, A.L.; AVANZA, M.F.B. et al. Tuberculose bovina —
relato de caso. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria., n. 13, 2009.

PAIXAO, T.A.; BARBOSA, S.;: NETA, A.V.C.; SANTOS, R. L. O Diagndstico Post-
mortem da Tuberculose Bovina. Cadernos Técnicos de Veterinéria e Zootenia., v.59, p.
26 de 101,2008.

RAMOS, M. J.; HEINEMENN, M. B.; NETO, J. S. et al. Isolation and identification of
Mycobacterium bovis in bovines with positive reaction to the tuberculin test in the state
of Paraiba, northeast Brazil. Arquivos do Instituto Biologico., v.85, 1-7, e0842016.
2018.

RICHARDS, W. D.; WRIGHT, H.S. Preservation of tissue specimens during transport
to mycobacteriology laboratories. Journal of Clinical Microbiology., v.17, p.393-395,
1983.

RODRIGUEZ, C.A.R. Sistema de detec¢cdo de focos de tuberculose bovina no Estado
de Sdo Paulo utilizando métodos moleculares e epidemioldgicos. 2005, 86f. (Tese
Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo

Paulo, Sao Paulo.

SAIDU, A. S; OKOLOHA, E. C; GAMAWA, A A. et al. Occurrence and Distribution
of bovine tuberculosis (Mycobacterium bovis) in Slaughtered cattle in the abattoirs of
Bauchi State, Nigeria. Veterinary World., 2231-0916. 2015.

SOUZA, M.A.; BOMONATO, N.G.; SOARES, P. M. et al. Frequéncia de lesdes
macroscopicas em carcacas de bovinos reagentes ao teste tuberculinico. Arquivos do
Instituto Bioldgico., v.81, n.4, p. 363-367, S&o Paulo. 2014.


https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/
https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/
https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/
https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/

342
343
344

345
346
347

348
349
350
351

352
353
354

355
356
357

358
359

360
361
362

363
364

365
366
367

368
369

47

SOUZA- FILHO, A. F.; OSORIO, A. L. A.; JORGE, S. G. et al. Genetic profiles of
Mycobacterium bovis from a cattle herd in southernmost Brazil. Semina: Ciéncias
Agrarias., v. 37, n. 5, p. 3719-3726, Londrina. 2016.

VORDERMEIER, M.; AMENI, G.; BERG, S. et al. The influence of cattle breed on
susceptibility to bovine tuberculosis in Ethiopia. Comparative Immunology
Microbiologya and Infectious Diseases. 35. 227— 232. 2012.

YATES, G.F.; PRICE-CARTER, M.; BLAND, K. et al. Comparison of the BBL
mycobacteria growth indicator tube, the BACTEC 12B, and solid media for the
isolation of Mycobacterium bovis. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation., vol.
29(4) 508512, 2017.

IKUTA, C.Y.; MORATO, F.; SOUZA, G. et al. O. Influence of the incubation
conditions on culture media to optimize primary isolation of Mycobacterium bovis.
Semina: Ciéncias Agrarias., v. 37, n. 5, p. 3693-3700, 2016.

NASCIMENTO, E.T.S. Aspectos epidemiologicos da tuberculose bovina em
Quixeramobim (CE): bacia leiteira do sertdo central do Ceara. 2014, 71p. Dissertacdo
(Mestrado). Universidade Estadual do Ceara. Fortaleza: Ceara.

O’REILLY, L.M.; DABORN, C.J. The epidemiology of Mycobacterium bovis in

animals and man: a review. Tubercle and Lung Disease., v.76, p.1-46, 1995.

OIE. Tuberculosis bovina, 2019. Disponivel em: <https://www.oie.int/es/sanidad-

animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/>. Acesso em:
18 Dezembro de 2019.

PACHECO, A.M.; HAMZE, A.L.; AVANZA, M.F.B. et al. Tuberculose bovina —
relato de caso. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria., n. 13, 2009.

PAIXAO, T.A.; BARBOSA, S.;: NETA, A.V.C.; SANTOS, R. L. O Diagndstico Post-
mortem da Tuberculose Bovina. Cadernos Técnicos de Veterinaria e Zootenia., v.59,p.
26 de 101,2008.

RAMOS, M. J.; HEINEMENN, M. B.; NETO, J. S. et al. Isolation and identification of

Mycobacterium bovis in bovines with positive reaction to the tuberculin test in the state


https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/
https://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/tuberculosis-bovina/

370
371

372
373
374

375
376
377
378

379
380
381

382
383
384

385
386
387

388
389
390

391
392
393
394

48

of Paraiba, northeast Brazil. Arquivos do Instituto Bioldgico., v.85, 1-7, e0842016.
2018.

RICHARDS, W.D.; WRIGHT, H.S. Preservation of tissue specimens during transport
to mycobacteriology laboratories. Journal of Clinical Microbiology., v.17, p.393-395,
1983..

RODRIGUEZ, C.A.R. Sistema de deteccdo de focos de tuberculose bovina no Estado
de Sao Paulo utilizando métodos moleculares e epidemioldgicos. 2005, 86f. (Tese
Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo.

SAIDU, A. S; OKOLOHA, E. C; GAMAWA, A A. et al. Occurrence and Distribution
of bovine tuberculosis (Mycobacterium bovis) in Slaughtered cattle in the abattoirs of
Bauchi State, Nigeria. Veterinary World., 2231-0916. 2015.

SOUZA, M.A.; BOMONATO, N.G.; SOARES, P. M. et al. Frequéncia de lesdes
macroscopicas em carcacas de bovinos reagentes ao teste tuberculinico. Arquivos do
Instituto Bioldgico., v.81, n.4, p. 363-367, Sao Paulo. 2014,

SOUZA- FILHO, A. F.; OSORIO, A. L. A.; JORGE, S. G. et al. Genetic profiles of
Mycobacterium bovis from a cattle herd in southernmost Brazil. Semina: Ciéncias
Agrarias., v. 37, n. 5, p. 3719-3726, Londrina. 2016.

VORDERMEIER, M.; AMENI, G.; BERG, S. et al. The influence of cattle breed on
susceptibility to bovine tuberculosis in Ethiopia. Comparative Immunology
Microbiologya and Infectious Diseases.. 35. 227— 232. 2012.

YATES, G.F.; PRICE-CARTER, M.; BLAND, K. et al. Comparison of the BBL
mycobacteria growth indicator tube, the BACTEC 12B, and solid media for the
isolation of Mycobacterium bovis. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation., vol.
29(4) 508- 512, 2017.



47

6 CONCLUSOES GERAIS

As informagOes alcancadas demostraram a ocorréncia da tuberculose bovina em
determinadas regides do Estado do Ceara a partir de lesdes sugestivas, encaminhas de

matadouros-frigorificos com Servico de Inspecéo Estadual.

A identificacdo da espécie por meio do diagnostico molecular utilizando a PCR
multiplex associado com inspecdo post-mortem e isolamento bacteriologico foi habil,
além de ser um método rapido, podendo ser utilizado para auxiliar o programa de

controle e erradicagdo da tuberculose bovina no estado do Ceara.

A partir dos resultados obtidos no estudo, pode-se recomendar um plano de vigilancia
ativa em matadouros-frigorificos sob servico de inspecdo em busca de focos de

tuberculose no Estado do Ceara.
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organismos geneticamente modificados deverao constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovacdo do CEUA.
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(verificar o Item Comité de Etica).
Results: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas.
Usar linhas horizontais na separagao dos cabecalhos e no final da tabela.
O titulo da tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo
nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No
texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do
nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias
tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento
simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é
oito). A legenda de tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu
entendimento, mas deve ser completa o suficiente para ser entendida
independente do texto principal.. As tabelas devem ser obrigatoriamente
inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe
inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig
seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar
mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do
texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no formato
JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
proprio de submissdo, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua
primeira citacdo.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter,
abaixo da legenda, informagao sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso,
data) e a correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussion: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.:
As secOes Resultados e Discussao poderdo ser apresentadas em conjunto
a juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusions: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de
literatura, discussao, repeticdo de resultados e especulacdes.

Acknowledgements: Ndo obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.

References: As referéncias devem ser relacionadas em ordem
alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas
nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser
referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
indispensaveis. Sao adotadas as normas gerais da
ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citagdes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar
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interrupcao na sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério...,
1987/88) ou Anuario... (1987/88);
dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);
mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al.
(1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971);
Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et
al., 1979), sempre em ordem cronoldgica ascendente e alfabética
de autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar
o documento original. Em situacdes excepcionais pode-se reproduzir a
informacgdo ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do
autor do documento ndo consultado com o ano de publicacao, seguido da
expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento
consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citagdao coloca-
se 0 sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a
qual o autor é vinculado.

2. Periodicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores
citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J].L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general
del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacao avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro
autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967.
981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras,
mariscos e mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA
VETERINARIA, 14., 1974, Sao Paulo. Anais... Sao Paulo: [s.n.] 1974.
p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed).
Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy
of Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de
carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Escola de Veterinaria, Universidade Federal de
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Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar todos. Acima de
quatro autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association
of American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em:
<http://www.org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are nhow more cambative, organized.
Miami Herald, 1994, Disponivel em:
<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>.
Acessado em: 5 dez. 1994.
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