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RESUMO

FERNANDEZ, Eduardo Lipparelli - Identificacio e caracterizagdo molecular de
Mycobacterium bovis em bovinos positivos no teste intradérmico para tuberculose na regido de
Limeira, S&o Paulo, Brasil. 2025. 64 f. Dissertagdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2025.

A tuberculose bovina (bTB) é uma zoonose cronica de grande relevancia para a saude publica
e animal, causada por Mycobacterium bovis, espécie integrante do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC). Além dos impactos sanitarios, a doenga ocasiona perdas produtivas,
abates sanitarios e restricbes ao comércio nacional e internacional de animais e produtos de
origem bovina. No Brasil, a bTB permanece como enfermidade endémica, com variacGes
regionais importantes em sua prevaléncia e risco epidemiolégico. O presente estudo teve como
objetivo isolar, identificar e caracterizar molecularmente cepas de M. bovis em bovinos
naturalmente infectados, positivos ao Teste Cervical Comparativo (TCC), oriundos da regido
de Limeira, interior do estado de Sao Paulo. Amostras de tecidos com lesbes compativeis com
tuberculose foram coletadas durante inspe¢des post mortem, submetidas a isolamento
microbioldgico em meios seletivos e posteriormente confirmadas quanto a presenga de M. bovis
por PCR convencional, com amplificacdo de fragmento especifico de 500 pares de bases.
Quatro isolados apresentaram positividade e foram submetidos a genotipagem por VNTR-
MIRU, utilizando seis loci moleculares. A andlise dos perfis multilocus revelou a existéncia de
dois complexos clonais distintos (25-26 e 27-32), indicando diversidade genética intrarrebanho
e sugerindo multiplas rotas de introducéo ou persisténcia de diferentes variantes do agente.
Esses achados demonstram a aplicabilidade das ferramentas moleculares na vigilancia
epidemioldgica da tuberculose bovina, contribuindo para a elucidacédo da dindmica de infecgéo,
rastreabilidade dos focos e aperfeicoamento das estratégias de controle sanitario regional.

PALAVRAS-CHAVE: Mycobacterium bovis, caracterizacdo molecular, bovinos
naturalmente infectados, epidemiologia genética, tuberculose bovina.



ABSTRACT

FERNANDEZ, Eduardo Lipparelli — Identification and molecular characterization of
Mycobacterium bovis from positive cattle in intradermal test for tuberculosis in Limeira’s
region, S&o Paulo, Brazil. 2025. 64 f. Dissertacao (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar
e Ambiental no Agronegocio) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Séo Paulo, Sdo Paulo,
2025.

Bovine tuberculosis (bTB) is a chronic, infectious, and zoonotic disease caused by
Mycobacterium bovis, a member of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC).
Endemic in Brazil, bTB remains a constraint to livestock production and trade, with regional
differences in prevalence and control effectiveness. This study aimed to isolate and molecularly
characterize M. bovis from naturally infected cattle that tested positive on the Comparative
Cervical Test (CCT) in the Limeira region of Sdo Paulo. Tissue samples showing gross
tuberculous lesions were collected during official post-mortem inspection, cultured on selective
media, and confirmed as M. bovis by conventional PCR targeting a species-specific 500 bp
fragment. Four isolates were genotyped using the VNTR-MIRU method across six loci.
Multilocus analysis identified two genetically distinct clonal complexes (25-26 and 27-32),
indicating intraherd diversity and suggesting either polyclonal infection or multiple introduction
events. These findings underscore the relevance of molecular epidemiology as a complementary
tool in bTB surveillance, enhancing outbreak tracing, understanding of transmission dynamics,
and the refinement of regional control strategies.

KEYWORDS: Mycobacterium bovis, molecular characterization, naturally infected cattle,
molecular epidemiology, bovine tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose bovina (bTB) € uma doenca crdnica, contagiosa e zoondtica causada pela
bactéria Mycobacterium bovis, integrante do complexo Mycobacterium tuberculosis — MTBC
(SANCO, 2017). Embora afete predominantemente os bovinos, M. bovis pode infectar outros
mamiferos, incluindo seres humanos, nos quais provoca manifestac@es clinicas semelhantes as
causadas por M. tuberculosis (ROCHA et al., 2012). Trata-se também de uma ameaca a salde
de espécies domésticas e silvestres, além de representar um risco relevante a saude publica,
especialmente por se tratar de uma enfermidade reemergente e frequentemente negligenciada
(RODRIGUES CAMPOS et al., 2014).

A transmissdo da tuberculose zoonotica pode ocorrer de duas formas principais: pela via
direta aerdgena, por meio da inalagéo de particulas contaminadas; ou pela via indireta, por meio
do consumo de leite cru ndo submetido a tratamento térmico adequado (FRANCO et al., 2017).
A presenca de M. bovis em tecidos musculares é incomum, mas ndo se pode descartar a
possibilidade de transmissdo pelo consumo de carne crua ou malcozida, especialmente diante
do elevado nimero de abates clandestinos ou realizados em matadouros municipais sem
inspecdo oficial, pratica ainda recorrente em varias regides da América Latina, inclusive em
areas rurais do Brasil (WHO; OIE; FAO, 2017). Em 2010, apesar dos avangos na
regulamentacdo da cadeia produtiva do leite no Brasil, estimava-se que cerca de 25% da
producdo nacional fosse comercializada sem inspecdo oficial, sobretudo em regiGes com
producéo difusa e baixo nivel de tecnificacdo, como parte do Norte, Nordeste e Centro-Oeste,
0 que configurava um entrave ao controle sanitario, a rastreabilidade e a protecdo da saude
publica, além de comprometer a equidade de mercado entre produtores formais e informais
(ALMERI, 2011; EMBRAPA, 2011).

Além dos riscos a salde publica e animal, destacam-se as perdas econdmicas
relacionadas aos programas de erradicacdo, que envolvem elevados custos operacionais, abate
compulsorio de animais infectados, descarte de positivos, queda na produtividade e restricbes
comerciais (ACHA & SZYFRES, 2003). A bTB apresenta distribuicdo global, com poucos
paises reconhecidamente livres da enfermidade, permanecendo endémica em diversas regides
da Africa, Asia, Oriente Médio e América Latina. Ainda que a Organiza¢do Mundial da Satde
e os lideres dos paises membros da ONU tenham como meta a eliminacdo da tuberculose
humana até 2030, a persisténcia da tuberculose zoonética causada por M. bovis representa um
desafio significativo para alcancar esse objetivo (WOAH, 2022).
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No Brasil, a bTB ocorre de forma endémica, com situacdo epidemioldgica variavel entre
0s estados e suas respectivas regides, sendo observadas maiores prevaléncias no Espirito Santo,
norte de S&o Paulo, sul de Minas Gerais e sudeste de Goias, areas de destaque na producdo
leiteira nacional (FERREIRA NETO et al., 2016). O estado de Sao Paulo, por exemplo, possui
rebanho estimado em 11.071.603 bovinos e 122.766 bubalinos, dos quais 899.199 séo vacas
ordenhadas, responsaveis por uma producgdo anual de 1.514.425.000 litros de leite, distribuida
em 188.620 estabelecimentos pecuarios que ocupam 16.512.145 hectares (IBGE, 2022). Além
da producao leiteira, Sdo Paulo também se destaca no setor de carnes, tendo registrado, em
2023, o0 abate de aproximadamente 3.489.000 cabecas de bovinos sob inspecéo federal, estadual
e municipal. O nimero representa um aumento de 1,8% em relagdo ao ano anterior e posiciona
0 estado como o segundo maior em volume de abates no pais, evidenciando sua relevancia
econdmica e sanitaria no contexto da pecuaria nacional (IBGE, 2024).

Diante da relevancia econémica e sanitaria da atividade pecuaria, o Programa Nacional
de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) foi instituido pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em 2001, com o objetivo de
reduzir a prevaléncia e a incidéncia dessas enfermidades, visando a sua erradicacdo (BRASIL,
2001). Desde entdo, diversas agdes estruturantes foram implementadas, resultando em um
expressivo volume de dados epidemioldgicos que subsidiam estratégias mais eficazes de
combate (FERREIRA NETO et al., 2016). No estado de Sao Paulo, a Coordenadoria de Defesa
Agropecuéria (CDA) é o 6rgdo oficial responsavel pela execucdo dessas acOes, realizando a
fiscalizacdo de insumos, controle da vacinacdo contra brucelose, inspecdo em eventos de
concentracdo animal, monitoramento dos resultados diagnosticos e orientagdo aos produtores
(CDA, 2023).

A fim de mapear a situacdo epidemioldgica nacional, o PNCEBT recomenda a
realizacdo de inqueritos soroepidemioldgicos sistematicos, com abrangéncia nacional, que
possibilitem a defini¢do de condutas e a¢Oes ajustadas a realidade de cada estado e regido, além
de permitir a avaliacdo da eficacia das medidas adotadas (BRASIL, 2020). Até 2022, os dados
oficiais da situacdo da tuberculose bovina foram publicados em 14 das 27 Unidades
Federativas: Bahia (BAHIENSE et al., 2016), Distrito Federal (RIBEIRO et al., 2016), Espirito
Santo (GALVIS et al., 2016), Goias (ROCHA et al., 2016), Mato Grosso (NESPOLI et al.,
2016), Mato Grosso do Sul (GUEDES et al., 2016), Minas Gerais (BARBIERI et al., 2016),
Parand (RODRIGUES et al., 2022), Pernambuco (LIMA et al., 2016), Rio Grande do Sul
(QUEIROZ et al., 2016), Rond6nia (VENDRAME et al., 2016), Santa Catarina (VELOSO et
al., 2016), Séo Paulo (DIAS et al., 2016) e Tocantins (FERREIRA NETO et al., 2021). A
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prevaléncia de focos de tuberculose em cada estado esta representada na Figura 1, que também

apresenta a classificacdo de risco sanitario adotada pelo programa.

Prevaléncia de Focos de Tuberculose por UF
[ Classificaglio de Risco A (<2)
[] Classificagio de Risco B (2<3)
[ Classificaglio de Risco C (3<6)
Classaficaciio de Risco D (~6)

| Classificagdo de Risco E (Desconhecido)

Figura 1-a. A prevaléncia de focos de tuberculose bovina em cada UF (Adaptado de BRASIL, 2022 e BRASIL,
2017).

Com base nesses dados, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
classificou as Unidades Federativas em cinco categorias de risco sanitario para tuberculose
bovina: Classe A (risco insignificante, com prevaléncia menor do que 2%), Classe B (risco
baixo, entre 2 e 3%), Classe C (risco moderado, entre 3 e 4%), Classe D (risco alto, maior do
que 4%) e Classe E (risco indeterminado). De acordo com a classificacédo publicada pelo MAPA
em outubro de 2020, os estados de Tocantins, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso
e Bahia estdo enquadrados na categoria de risco insignificante (Classe A), enquanto Estados
como Parand, Rio Grande do Sul, Pernambuco e Rond6nia apresentam risco baixo (Classe B).
Especificamente no caso de Séo Paulo, o risco é classificado como elevado (Classe D) tanto
para tuberculose quanto para brucelose bovina, conforme os dados do programa. As demais
Unidades da Federacdo apresentam classificacfes variaveis, entre moderado e alto, havendo
ainda estados com classificacdo indeterminada, seja pela auséncia de dados consolidados ou
pela necessidade de atualizacdo dos inquéritos epidemioldgicos. Essa categorizacdo
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fundamenta a definicdo dos procedimentos de defesa sanitaria animal a serem adotados
conforme o risco epidemioldgico de cada regido e compde a base da estratégia do programa,
que também prevé medidas sanitarias compulsorias associadas a a¢cdes de adesdo voluntaria por
parte dos produtores e estabelecimentos, conforme orienta¢cdes do manual técnico do PNCEBT
(BRASIL, 2020).

Os principais componentes da vigilancia para a tuberculose bovina sdo: deteccdo de
lesGes em abatedouros, com a confirmacéo laboratorial de M. bovis; e realizacdo periddica de
estudos transversais com testes tuberculinicos para detec¢do de focos nas propriedades que nao
enviam bovinos para abate em estabelecimentos cadastrados junto ao Servico Veterinario
Oficial (CALLEFE e FERREIRA NETO, 2020). Estudos realizados no pais, a partir de exames
de carcagas em matadouros frigorificos, estimaram uma prevaléncia de tuberculose bovina de
0,17% em Minas Gerais, 5,16% no Para e 0,64% no Rio Grande do Sul (ARAUJO, 2004). Com
0 objetivo de caracterizar a distribuicdo espacial da tuberculose bovina no Estado de Sao Paulo,
Costa et al. (2023) conduziram um estudo retrospectivo com base em registros de bovinos
diagnosticados durante inspecBes post mortem, realizadas entre 2013 e 2022, em frigorificos
sob Servico de Inspecdo Federal (SIF). Além da caracterizacdo dos focos detectados em abate,
0 estudo permitiu a identificagdo das propriedades de origem dos animais positivos,
possibilitando o georreferenciamento das unidades produtoras envolvidas, conforme ilustrado
na Figura 2.

A identificacdo de alteragfes anatomopatoldgicas caracteristicas durante a inspecao post
mortem em matadouros frigorificos, associada a aplicacdo de métodos diretos de diagnostico,
constitui uma ferramenta essencial na vigilancia epidemioldgica da tuberculose bovina (BIFFA,;
BOGALE; SKIJERVE, 2010). Nos ultimos anos, as técnicas moleculares vém sendo
amplamente utilizadas como complemento aos métodos convencionais, tanto para a
identificacdo e confirmacao de cepas de Mycobacterium bovis, quanto para elucidar aspectos
relacionados a epidemiologia molecular da doenca (RAMOS et al., 2014). A primeira tentativa
de diferenciar isolados de M. bovis por meio do polimorfismo da sequéncia de DNA foi
realizada por Collins e De Leslie (1985), marco que impulsionou o desenvolvimento de
ferramentas gendmicas para o diagnostico e tipificacdo. Estudos posteriores demonstraram que
a polimerase chain reaction (PCR) permite maior acuracia diagndstica e reducéo significativa
do tempo necessério para a identificacdo dos isolados, em comparacdo aos métodos

tradicionais.
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Minas Gerais

Figura 1-b. Localiza¢do de propriedades com animais positivos para tuberculose bovina no Estado de S&o Paulo,
entre 2013 e 2022 (COSTA el al, 2023)

O conhecimento da sequéncia gendmica de M. bovis e M. tuberculosis viabilizou a
aplicacdo de tecnicas de tipificacdo molecular, que tém contribuido para a compreensdo da
estrutura populacional, dindmica de transmissdo e evolucdo do patégeno (RAMOS et al., 2014).
A associagdo entre o isolamento micobacteriano a partir de tecidos bovinos, seguido pela
identificacdo molecular e genotipagem, tem se mostrado fundamental para o aprimoramento

das estratégias de vigilancia e controle da tuberculose bovina (CAZOLA et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral
Demonstrar a ocorréncia da infeccdo natural de bovinos por M. bovis por meio do
isolamento do agente e sua caracterizagdo molecular em amostras de tecidos dos bovinos

oriundos da regido de Limeira, SP, Brasil.

2.2.  Objetivos especifico
Isolar, com uso de técnicas classicas de microbiologia, cepas de Mycobacterium sp
provenientes de bovinos positivos no TCC e com lesdes granulomatosas compativeis com

tuberculose bovina.
Caracterizar os isolados, com vistas a identificacdo de M. bovis.

Conhecer a diversidade genética de M. bovis em casos de tuberculose bovina em

rebanhos da regido do estudo, pela aplicacdo de genotipagem molecular VNTR-MIRU.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.  Agente Etioldgico

A tuberculose bovina (bTB) é uma enfermidade crénica, contagiosa e zoonotica,
causada pelo Mycobacterium bovis, integrante do complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC). Esse complexo é composto por micobactérias geneticamente relacionadas, incluindo
as espécies M. tuberculosis, M. canettii, M. africanum, M. pinnipedii, M. microti, M. caprae,
M. bovis, M. suricattae, M. mungi e M. orygis (RODRIGUES, 2017). De acordo com Smith
(2006) e Van Ingen (2012), algumas dessas espécies, como M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii,
M. microti e M. orygis, possuem ampla capacidade de adaptacdo a diferentes hospedeiros
mamiferos, sendo agentes etioldgicos de formas especificas de tuberculose em varias espéecies
animais. Essa diversidade de hospedeiros e manifestagdes clinicas encontra-se detalhada no
quadro 1, adaptado de Forrellad et al. (2013) e Pfyffer (2015), o qual apresenta as principais

espécies do MTBC e seus respectivos hospedeiros preferenciais.

Quadro 1. Principais espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), respectivos hospedeiros e
observacdes epidemiolégicas (Adaptado de FORRELLAD et al., 2013; PFYFFER, 2015).

MTBC Hospedeiro Principal Observacdes principais

M. tuberculosis Humanos Agente  etioldgico  classico  da
tuberculose humana; principal espécie

do complexo.

M. africanum Humanos (Africa Ocidental) | Endémico em algumas regides da
Africa; menos transmissivel que M.

tuberculosis.

M. bovis Bovinos Zoonose importante; infecta também
humanos e outros mamiferos; resistente

a pirazinamida.

M. caprae Caprinos e bovinos Distribuicdo principalmente europeia;

também zoonética.

M. microti Roedores Baixa viruléncia em  humanos;
ocasionalmente isolado de pacientes

imunossuprimidos.

M. pinnipedii Pinipedes (focas e ledes- | Zoonose emergente; ja documentada em
marinhos) humanos em contato com animais

marinhos.




21

M. mungi Mangustos Detectado em populacGes selvagens da
Africa; zoonose ainda n3o totalmente

compreendida.

Mycobacterium suricattae Suricato Casos descritos em zooldgicos e vida
livie na Africa; importante para

conservacao animal.

Mycobacterium canettii Humanos (Africa Ocidental) | Espécie  rara;  crescimento  liso;

considerada ancestral dentro do MTBC.

M. orygis Antilopes e bovinos (Asia) Emergente; ja documentado em
humanos na india e em outros paises

asiaticos.

Essas bactérias pertencem ao grupo dos bacilos alcool-acido resistentes, sdo aerdbias
ndo formadoras de esporos, imoveis, ndo se coram pelo método de Gram, apresentam
morfologia ligeiramente curva e podem apresentar ramificacfes de acidos micolicos em sua
parede celular (FONG, 2020). As espécies do género Mycobacterium possuem um envelope de
parede celular altamente complexo, com baixa permeabilidade, o que confere resisténcia a
muitos antibidticos e corantes, além de permitir sua distingdo em relacdo a outros géneros
bacterianos por meio da coloracéo diferencial de Ziehl-Neelsen (KANABALAN et al., 2021).

O género Mycobacterium pode ser subdividido em dois grandes grupos, com base na
velocidade de crescimento em meios de cultura: micobactérias de crescimento rapido e de
crescimento lento (KANABALAN et al., 2021). As espécies M. bovis, M. tuberculosis e M.
leprae, agentes etioldgicos da tuberculose bovina, tuberculose humana e hanseniase,
respectivamente, sdo classificadas como de crescimento lento. Em contraste, espécies como M.
smegmatis, geralmente ndo patogénicas ou oportunistas, apresentam crescimento rapido,
caracteristica também observada em outras micobactérias ndo tuberculosas (FORRELLAD et
al., 2013).

3.2.  Diversidade genética no complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC)

Apos a publicacdo da primeira sequéncia gendmica completa de Mycobacterium
tuberculosis por Cole (1998), diversos estudos gendmicos foram conduzidos com o objetivo de
compreender melhor a variabilidade genética entre as micobactérias pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). A partir desses avancos, diferentes ferramentas de
tipagem molecular passaram a ser amplamente utilizadas para investigar a diversidade genética

dentro do grupo, destacando-se os trabalhos de VVan Embden et al. (1993), Kamerbeek et al.
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(1997) e Supply et al. (2001). Esses estudos revelaram uma diversidade genética intrinseca ao
MTBC superior ao inicialmente estimado, evidenciando a ocorréncia de significativas
reorganizacfes gendmicas entre as espécies do complexo (GALAGAN, 2014).

Apesar da alta similaridade gendmica entre os membros do MTBC, com mais de 99%
de identidade na sequéncia do DNA, foram identificadas diferengas marcantes relacionadas ao
tropismo, a viruléncia e a patogenicidade (BROSCH et al., 2002; COMAS et al., 2013). Ha
evidéncias robustas de que o MTBC evoluiu a partir de um ancestral comum, por meio de
eventos sucessivos de insercdes e/ou delecBes de segmentos de DNA, que contribuiram para o
processo de especiacdo e para a diferenciagdo fenotipica entre linhagens (KANABALAN et al.,
2021).

Estudos de genémica comparativa permitiram a identificacdo de 14 Regifes de
Diferenca (RD1 a RD14), presentes no genoma da cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv,
mas ausentes em M. bovis BCG, cepa atenuada utilizada na vacinagdo. Essa auséncia permitiu
inferir a localizagdo de genes cromossdmicos associados a patogenicidade (KANABALAN et
al., 2021). Em contrapartida, outras seis regides genémicas, incluindo a delecdo especifica
TbD1 (Tuberculosis Deletion 1) e as dele¢cGes RvD1 a RvD5, estdo ausentes no genoma da cepa
H37Rv em comparacdo com outras linhagens do MTBC, o que indica uma trajetdria evolutiva
especifica dessa cepa laboratorial (FORRELLAD et al., 2013).

Diversos fatores foram identificados como responsaveis pela variacdo genética entre os
membros do MTBC. Dentre eles, destaca-se a localizacdo distinta da sequéncia de insercdo
I1S6110 e a variacdo no numero de cépias dessa sequéncia em diferentes linhagens, como
observado nas espécies M. bovis e M. tuberculosis (KANABALAN et al., 2021). A anélise
dessa regido por meio da técnica de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restri¢éo
(RFLP-1S6110) constitui um dos métodos moleculares classicos para a diferenciacdo de
variantes genéticas dentro do MTBC, ao lado da tipagem por oligonucleotideos espacadores
(spoligotyping), que se baseia na deteccao de regides cromossdémicas polimdrficas associadas a
elementos de DNA repetitivos e moveis (BARNES e CAVE, 2003).

Além disso, pequenas alteracdes genéticas podem resultar da variabilidade nas
sequéncias polimorficas ricas em GC (PGRS), pertencentes ao subgrupo da familia de proteinas
Pro-Glu (PE), cuja diversidade contribui para a diferenciacdo gendmica entre as linhagens do
MTBC (PYM et al., 2002). Outro fator importante séo as regides de diferenca (RDs), que
consistem em sequéncias curtas de DNA presentes ou ausentes em determinadas estirpes,
permitindo identificar eventos de delecdo que podem explicar a evolugéo e a divergéncia entre
0s membros do complexo (LEWIS et al., 2003).
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Em 1997, Supply et al. identificaram 29 loci de VNTR (Variable Number Tandem
Repeat) presentes no genoma dos membros do MTBC, que denominaram de Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units (MIRU), por apresentarem semelhanca com as sequéncias de
minissatélites descritas no genoma humano. Posteriormente, em 2000, utilizando a ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), um algoritmo amplamente empregado para
comparacdes entre sequéncias nucleotidicas e proteicas (ALTSCHUL et al., 1990), Supply et
al. identificaram 12 novos loci adicionais no genoma da cepa H37Rv de M. tuberculosis. Esses
loci estdo dispersos em regides intergénicas do genoma e apresentam de 40 a 100 pares de bases,
sendo considerados marcadores Uteis para estudos de evolucdo molecular e relagdes
filogenéticas entre isolados de M. bovis e M. tuberculosis (SUPPLY et al., 1997; ROCHA,
2013).

Comparativamente a técnica de RFLP-1S6110, a genotipagem baseada em MIRU-
VNTR oferece vantagens significativas, como maior rapidez, reprodutibilidade, sensibilidade e
aplicabilidade universal a isolados do complexo M. tuberculosis, inclusive aqueles com baixo
numero de cdpias do elemento 1S6110. Além disso, possibilita facil padronizacao e comparacao
de perfis genéticos entre diferentes laboratorios (MAZARS et al., 2001). Os loci MIRU séo
classificados em trés classes distintas (I, Il e 111), com base em seu comprimento, sequéncia
nucleotidica e organizacdo estrutural. As sequéncias da Classe | possuem aproximadamente 77
pb, enquanto as Classes Il e 11l apresentam, respectivamente, lacunas de 24 pb e 15 pb nas
extremidades 3’ e 5” das sequéncias-tipo da Classe I, configurando variacGes estruturais que
conferem utilidade adicional na genotipagem de cepas do MTBC (SUPPLY et al., 1997,
ROCHA, 2013).

Além disso, os membros do MTBC manifestam fen6tipos patogénicos distintos, o que
provavelmente resulta da evolucao simultanea e continua desse grupo bacteriano em diferentes
hospedeiros, incluindo humanos e animais (COMAS et al., 2013; GALAGAN, 2014). O
isolamento genético prolongado, muitas vezes associado a barreiras geograficas, também
contribuiu para o surgimento de fendtipos diferenciados, caracterizando o chamado “isolamento
genotipico” (GHEBREMICHAEL et al., 2010). Estudos gendmicos comparativos
demonstraram que quaisquer dois genomas dentro do MTBC diferem, em média, por
aproximadamente 2.500 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), mesmo apresentando
mais de 99% de similaridade em sequéncia (COMAS et al., 2013; COSCOLLA e GAGNEUX,
2014).

Essa heterogeneidade genética culmina em variacGes fenotipicas e diferenciais na
expressao génica (KANABALAN et al., 2021). Por exemplo, Rustad et al. (2014) investigaram
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0 papel de 206 fatores transcricionais de M. tuberculosis por meio de sua superexpresséo a partir
de um promotor induzivel, identificando 9.335 eventos regulatérios envolvendo 183 desses
fatores, os quais afetaram aproximadamente 70% do genoma da bactéria. Shell et al. (2013)
também demonstraram que a DNA metiltransferase MamA desempenha papel regulatorio
relevante na expressédo génica em M. tuberculosis, sendo crucial para sua sobrevivéncia sob
condicdes de hipoxia.

Apesar dos avancos, 0s mecanismos moleculares que impulsionam a evolucao
adaptativa do MTBC ainda sdo pouco compreendidos, especialmente considerando os multiplos
hospedeiros, ambientes ecoldgicos diversos e forgas evolutivas atuantes, como a sele¢do natural
e pressdes imunologicas, que contribuiram para a especiacdo e diversidade funcional
observadas no grupo (KANABALAN et al., 2021).

Do ponto de vista filogenético, o MTBC ¢ atualmente subdividido em nove linhagens
principais (L1 a L9), com distribui¢io geografica caracteristica: L1 (regifo do Oceano Indico e
Filipinas), L2 (Leste Asiatico), L3 (Africa Oriental e india), L4 (Europa e Américas), L5 e L6
(Africa Ocidental, conhecidas como linhagens M. africanum), L7 (Corno de Africa), L8 (regido
dos Grandes Lagos, Africa Oriental) e L9 (Africa Oriental) (BRITES et al., 2018; COSCOLLA
et al., 2021; NGABONZIZA et al., 2020). Dentre essas, as linhagens L1, L2, L3, L4 e L7,
compostas por M. tuberculosis sensu stricto, sdo responsaveis pela maioria dos casos de
tuberculose no mundo (BROSCH et al., 2002; SMITH et al., 2009; GALAGAN, 2014). Ja as
linhagens L5 e L6 apresentam menor viruléncia e transmissibilidade em comparagdo com outras
linhagens, conforme evidenciado em modelos experimentais (COSCOLLA e GAGNEUX,
2014; ASARE et al., 2018).

Essas linhagens filogenéticas podem ainda ser subdivididas em sublinhagens ou
complexos clonais, com base em seus perfis de espoligotipagem e assinaturas gendmicas
especificas (STREICHER et al., 2007; MERKER et al., 2015; STUCKI et al., 2016).
Adicionalmente, com base na presenca ou auséncia da regido ThD1, as cepas do MTBC séo
classificadas em linhagens modernas, com delecdo de ThD1 (L2, L3 e L4), e linhagens antigas,
que preservam essa regido (L1, L5, L6, L7 e L8) (BORITSCH et al., 2014).

3.3. Patogénese

A patogénese da tuberculose causada pelo complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC), especialmente pela M. tuberculosis, envolve uma intrincada interagdo entre os fatores
bacterianos e o sistema imunoldgico do hospedeiro. Nesse contexto, os macréfagos, a formacéo

de granulomas e a atuacdo do interferon gama (IFN-y), produzido por linfocitos T CD4",
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constituem o eixo central da imunidade protetora contra a tuberculose, mediando respostas
sistémicas voltadas a contencdo da infeccdo (DE MARTINO et al., 2019).

No estagio inicial da infeccdo, as goticulas contendo bacilos alcancam os alvéolos
pulmonares, onde sao fagocitadas por macrofagos alveolares e outras células fagociticas. A M.
tuberculosis €, entdo, internalizada por essas células, que fornecem o nicho celular primério
para sua replicacdo intracelular (AHMAD, 2011). Assim, os macrofagos desempenham papel
duplo: a0 mesmo tempo gque atuam como efetores da imunidade inata, também contribuem para
0 estabelecimento da infeccdo latente e para sua disseminagéo sistémica, ao transpor a barreira
alveolar carregando os bacilos (BERMUDEZ et al., 2002).

A disseminacgdo do patdgeno para os linfonodos regionais e outros tecidos ocorre via
vasos linfaticos e corrente sanguinea, antecedendo o inicio da resposta imune adaptativa
(AHMAD, 2011). Nos linfonodos, a ativacdo da resposta imune adaptativa ocorre
principalmente por meio da interacdo entre células dendriticas, que apresentam antigenos, e 0s
linfocitos T CD4*, que reconhecem esses antigenos e iniciam a resposta especifica. Os
macrdfagos, embora sejam componentes centrais da imunidade inata, também participam desse
processo ao atuarem como células apresentadoras de antigenos e produtoras de citocinas que
modulam e amplificam a resposta imune adaptativa (DE MARTINO et al., 2019). A maioria
dos individuos imunocompetentes desenvolve uma resposta celular eficaz entre duas e oito
semanas apos a infeccdo, capaz de conter a multiplicacdo bacilar (AHMAD, 2011). Quando
essa contencdo falha, os bacilos se multiplicam no meio extracelular e secretam proteinas e
lipidios que modulam a resposta do hospedeiro (PALUCCI & DELOGU, 2018).

A ativacdo de macrofagos e a resposta adaptativa subsequente levam a fusdo do
fagossomo com o lisossomo e & liberagdo de citocinas como IFN-a, TNF-a, IFN-B, IL-1p, IL-
6 e IL-12. Essas citocinas sdo cruciais para a contencdo bacteriana, mas também podem
provocar inflamacdo intensa e destruicdo tecidual (DOMINGO-GONZALEZ et al., 2017).
Contudo, ainda ndo se compreende totalmente o equilibrio dindmico entre a contengdo da
infeccdo e o dano tecidual em individuos imunocompetentes (BARRY et al., 2009). Estudos
com primatas ndo humanos revelaram que granulomas pulmonares podem conter grande
numero de bacilos replicantes ou, alternativamente, apresentar completa esterilizacéo, resultado
da variabilidade das respostas imunes inata e adaptativa (LIN et al., 2014).

A formacao de granulomas representa uma tentativa do organismo hospedeiro de isolar
os bacilos e limitar a progresséo da infeccdo, ao mesmo tempo que minimiza os danos aos
tecidos adjacentes (SANCHEZ et al., 2011). No caso da tuberculose bovina, causada por M.

bovis, as lesbes granulomatosas tém sido amplamente estudadas visando a elucidacdo dos
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mecanismos de controle micobacteriano pelo hospedeiro e a compreensao da persisténcia do
patogeno (ARANDAY-CORTES et al., 2013). Essas lesdes, de carater nodular, podem
acometer diversos orgdos, com predilecdo pelo trato respiratorio e linfonodos bronquiais e
mediastinicos, sendo também observadas em figado, intestino, baco, pleura e peritdnio
(HEINEMANN et al., 2008).

Em bovinos, a evolucdo da tuberculose é cronica, caracterizando-se por granulomas
predominantemente localizados no sistema respiratério e nos linfonodos traqueobrénquicos,
com infiltrado de células mononucleares, como macréfagos, linfécitos e células gigantes
multinucleadas (NEILL et al., 1994). Apesar dos avangos no entendimento das lesdes causadas
por M. bovis, ainda persistem lacunas significativas sobre a evolugdo e variabilidade
morfoldgica dos granulomas em diferentes fases da infeccdo natural (CARRISOZA-URBINA
etal., 2019).
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4. MATERIAIS E METODOS

A execugdo dos exames e a aplicacdo dos questionarios foram realizadas pela
Coordenadoria de Defesa Agropecuéaria (CDA), sob a coordenacao do Ministério da Agricultura
e Pecuaria (MAPA), com apoio técnico do Centro Colaborador em Saide Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ/USP).

Antes do inicio do trabalho de campo, toda a equipe da CDA envolvida foi capacitada
quanto ao planejamento amostral, aos testes diagndsticos empregados, a aplicacdo dos
questionarios epidemioldgicos (Anexo B) e a utilizagdo de equipamentos de
georreferenciamento. Os questionarios foram elaborados com o intuito de permitir uma
caracterizacdo detalhada da tipologia das propriedades foco e da relacdo dos fatores de risco

associados a ocorréncia da tuberculose bovina.

4.1. Planejamento Amostral

O delineamento amostral foi desenvolvido pelo MAPA, com suporte técnico do Centro
Colaborador em Saude Animal da FMVZ/USP. O Estado de S&o Paulo foi dividido em sete
circuitos de produgdo bovina e bubalina (Figura 3), definidos com base em caracteristicas
homogéneas de producdo, como sistemas de criagdo, praticas de manejo, finalidade da
exploracdo, tamanho médio dos rebanhos, sistemas de comercializacdo e capacidade
operacional e logistica do servico veterinario estadual.

O estudo foi estruturado em dois estadgios amostrais. No primeiro, foram selecionadas
aleatoriamente, a partir do cadastro de propriedades da CDA, um numero pré-estabelecido de
propriedades com atividade reprodutiva, proporcional a cada circuito. O tamanho amostral por
regido foi calculado com base na formula para amostras aleatorias simples (THRUSFIELD,
2007), utilizando os seguintes parametros: prevaléncia esperada de 20%, nivel de confianca de
95% e erro amostral de 10%.

No segundo estagio, o nimero de animais a serem testados por propriedade foi definido
de modo a garantir uma sensibilidade agregada minima de 85% e uma especificidade agregada
minima de 95%. Os valores individuais considerados foram de 80,0% para sensibilidade e
99,5% para especificidade. Em propriedades com até 99 reprodutores com 24 meses de idade
ou mais, foram testados 20 animais; em propriedades com 100 ou mais reprodutores, foram

testados 40 animais. A selecdo dos animais foi realizada de forma aleatdria, com substituicdo
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de vacas gestantes e parturientes (15 dias antes ou ap6s o parto). Todos os animais com

resultado positivo foram eutanasiados.

4.2.  Protocolo Diagnéstico

Para o diagnostico da tuberculose bovina, foi aplicado o Teste Cervical Comparativo
(TCC), conforme estabelecido pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose
e Tuberculose Animal (PNCEBT), descrito por Lage etal. (2006). Os exames foram conduzidos
por profissionais da CDA.

Animais que apresentaram resultado inconclusivo foram retestados ap6s 60 dias.
Aqueles que apresentaram dois resultados inconclusivos consecutivos foram classificados

como positivos. Todos os animais classificados como positivos foram eutanasiados.

4.3.  Questionario Epidemiolégico
As propriedades participantes tambeém responderam a um questionario epidemioldgico
(Anexo A), elaborado com o objetivo de identificar possiveis fatores de risco associados a

presenca da tuberculose bovina.
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Figura 4-a. Circuitos pecuarios do Estado de S&o Paulo (CDA, 2024).
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4.4. Isolamento microbioldgico

Foram objetos deste estudo bovinos reagentes positivos ao Teste Cervical Comparativo
(TCC), identificados durante o inquérito epidemioldgico de tuberculose bovina conduzido na
regido de Limeira, Estado de S&o Paulo. O abate sanitario dos animais seguiu o0s protocolos
estabelecidos pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT). Durante o procedimento de abate ou necropsia, foram coletadas amostras

teciduais de pulméo, figado e linfonodos com lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose.

4.4.1. Meios de cultura

Para o isolamento micobacteriano, foram utilizados os meios de Stonebrink e de
Petragnani, conforme descrito pelo Centro Panamericano de Zoonoses (1979). Os meios foram
distribuidos em tubos de vidro (18 x 180 mm) com tampa de algodédo hidrofébico, em volume

de 7 mL por tubo. Ap6s a inoculagdo, os tubos foram flambados e vedados com rolha de cortica.

4.4.2. Descontaminacgao
A descontaminacdo das amostras foi realizada segundo o método classico de Petroff

(KANTOR, 1988), previamente a semeadura nos meios seletivos.

4.4.3. Leitura das colonias isoladas nos tubos
A leitura dos tubos foi conduzida semanalmente e encerrada na 12% semana apos a
semeadura. A positividade foi determinada por inspecdo visual da presenca ou auséncia de

coldnias bacterianas isoladas, de acordo com critério qualitativo.

4.5.  ldentificagdo molecular das micobactéerias

As colbnias obtidas foram submetidas a identificacdo por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando os iniciadores JB21 e JB22, originalmente descritos por
Rodriguez et al. (1995) e modificados por Harakava et al. (2010), para a detec¢do especifica de

Mycobacterium bovis.

4.5.1. Extracdo do material genético

As colbnias foram colhidas com alga bacterioldgica estéril e suspensas em &gua
ultrapura estéril em microtubos de 1,5 mL. A suspensdo foi submetida a fervura a 100 °C por
cinco minutos para inativacdo dos bacilos, seguida de congelamento a -20 °C por pelo menos

uma hora, conforme Bemer-Melchior e Drugeon (1999).
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A amplificagio do DNA foi conduzida com os primers JB21 (5-
TCGTCCGCTGATGCAAGTGC-3") e JB22 (5'-CGTCCGCTGACCTCAAGAAG-3"), com
protocolo de PCR composto por: desnaturagao inicial a 94 °C por dois minutos; 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, hibridizac¢do a 64 °C por 30 segundos, e extensdo a 72 °C
por 60 segundos; seguidos por extensao final a 72 °C por cinco minutos.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
contendo brometo de etidio a 0,01%, visualizados sob luz ultravioleta (UV) e documentados
por fotografia digital. A presenca de uma banda de 500 pares de bases foi considerada indicativa
da presenca de M. bovis (HARAKAVA et al., 2010).

4.5.2. Genotipagem por VNTR-MIRU
As amostras identificadas como Mycobacterium bovis foram submetidas a genotipagem
molecular por PCR, utilizando 26 pares de iniciadores especificos correspondentes a loci do

tipo VNTR-MIRU, conforme apresentados no Quadro 2.

Quadro 2. Identificacdo, localizagdo gendmica e sequéncia dos 26 loci microssatélites utilizados na
genotipagem de Mycobacterium bovis por VNTR-MIRU. Adaptado de SUPPLY (2005)

Identificacao Lécus Sequéncia (5°-3°)
TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
MIRU 2 154
TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT
GCGCGAGAGCCCGAACTGC
MIRU 4 580
GCGCAGCAGAAACGCCAGC
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
MIRU 10 960
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT
TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
MIRU 16 1644
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
MIRU 20 2059
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG
MIRU 23 2531
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
MIRU 24 2687
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA
TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
MIRU 26 2996

CATAGGCGACCAGGCGAATAG
MIRU 27 3007 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
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GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA

ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA

MIRU 31 3192

GTGCCGACGTGGTCTTGAT

CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
MIRU 39 4348

CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT

GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
MIRU 40 802

GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA

CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
VNTR-42 424

GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC

CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT
VNTR-43 577

AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA

CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC
VNTR-52 3690

TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG

TGACCACGGATTGCTCTAGT
VNTR-53 4156

GCCGGCGTCCATGTT

GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT
VNTR-46 2347

AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC

CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT
VNTR-47 2401

ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA

ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT
VNTR-48 2461

CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC

GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA
VNTR-49 3171

GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC

AGATCCCAGTTGTCGTCGTC
VNTR-1955 1955

CAACATCGCCTGGTTCTGTA

AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT
ETRA 2165

CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT

CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
QUB-11b 2163b

CGAAGTGAATGGTGGCAT

AACGCTCAGCTGTCGGAT
QUB-26 4052

CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT

CGTGATGTTGATCGGGATGT
QUB-11a 2163a

ACCCTGGAGTCTGGCATC

CCCCAGCCTTACGACTGA
VNTR 3232 3232

GTCGGGCTTGGTGAAGG

Amostras das cepas M. tuberculosis H37Rv e M. bovis AN5, bem como agua livre de

nucleases, foram utilizadas como controles positivos e controle negativo da reacao,

respectivamente. As condicdes de amplificacdo por PCR e de eletroforese seguiram o protocolo
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descrito por Supply (2005). Os produtos de amplificagdo, com tamanhos variaveis, foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com migracdo paralela a um marcador
de peso molecular de 100 pb. Apos a fotodocumentacao, as bandas foram examinadas para
estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados.

A determinacdo do nimero de copias alélicas foi realizada com base na tabela de
conversao publicada por Supply (2005), que correlaciona o tamanho do fragmento ao nimero
de repeticbes dos loci VNTR-MIRU. A validade do teste foi confirmada a partir da
conformidade dos resultados obtidos com os controles positivos em relagdo aos perfis
esperados, conforme descrito pelo autor. O cédigo numérico gerado foi utilizado para a
elaboracdo de uma matriz contendo o perfil genético de cada isolado, a qual serviu de base para
a construcdo de um dendrograma, segundo o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean), e de uma Minimum Spanning Tree (MST), por meio do software

BioNumerics, versédo 8.1 (Applied Maths).
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S. RESULTADOS

Foram avaliadas 361 fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24 meses,
provenientes de propriedades situadas na regido de Limeira, Estado de S&o Paulo. A delimitagéo
geogréfica da amostragem decorreu de restri¢fes logisticas e da necessidade de suporte técnico
das equipes locais responsaveis pela execucdo do inquérito. Embora o estudo estadual tenha
abrangido diferentes regides, esta analise concentrou-se exclusivamente nos dados da regido de
Limeira.

A Tabela 1 apresenta os dados populacionais e amostrais referentes aos diferentes
circuitos do Estado de Sdo Paulo incluidos no inquérito, contemplando o numero de
propriedades com atividade reprodutiva e o efetivo de fémeas com mais de 24 meses. Na
sequéncia, a Tabela 2 detalha os dados relativos ao circuito 5 (regido de Limeira), discriminando
as propriedades amostradas e os animais elegiveis por municipio, permitindo avaliar a

representatividade da amostra analisada.

Tabela 1 Dados cadastrais e amostrais do estudo de tuberculose bovina e bubalina nos sete circuitos, Estado de
S&o Paulo, Brasil (CDA, 2024).

Circuitos | Namero de | NUmero Numero de | NUmero de | NUmero  de | Numero  de
propriedades de fémeas | propriedades fémeas fémeas com | fémeas
com atividade | com idade | amostradas com idade | idade >24 | positivas para
reprodutiva >24 >24 meses tuberculose

meses meses amostradas
sorteadas

1 22856 1203529 | 300 15929 3605 27

2 16912 728216 322 14200 3474 38

3 15234 836995 308 18601 3190 8

4 5233 228833 287 13363 2788 45

5 9.535 444744 294 12471 3233 50

6 9605 330670 282 9631 2443 62

7 8052 393755 298 12047 3117 22

Total 87427 4166742 2091 96242 21850 252
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Tabela 2. Dados cadastrais e amostrais do estudo de tuberculose bovina e bubalina na regido de Limeira, Estado
de Séo Paulo, Brasil (CDA, 2024).

Circuito 5| Nimero  de | NUmero | Ndmero  de | NUmero Numero de | Namero de
(Regional de | propriedades | de propriedades | de fémeas | fémeas com | fémeas
Limeira) com atividade | fémeas amostradas com idade | idade >24 | positivas
reprodutiva com >24 meses para
idade meses amostradas tuberculose
>24 sorteadas
meses
Analandia 70 5895 2 31 19 0
Avraras 54 3550 2 52 38 2
Cordeirdpolis | 14 182 1 7 1 0
Corumbatai 181 7636 5 176 54 0
Ipedna 148 5606 4 156 45 0
Itirapina 143 9997 4 234 51 0
Leme 41 755 2 18 8 0
Limeira 154 5641 5 113 24 0
Pirassununga | 122 3482 4 58 45 0
Porto Ferreira | 47 1816 2 207 10 0
Rio Claro 244 7182 7 65 24 0
Santa Cruz da | 72 2677 2 12 2 0
Conceicdo
Santa 7 195 1 101 40 5
Gertrudes
Total 1297 54614 41 1230 361 7

Entre os animais examinados, sete (1,93%) apresentaram resultado positivo ao Teste
Cervical Comparativo (TCC) para tuberculose bovina. Dois deles eram provenientes de Araras
e cinco de Santa Gertrudes. Os animais de Araras foram eutanasiados conforme os protocolos
do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal
(PNCEBT), sem coleta de amostras bioldgicas. Os cinco animais de Santa Gertrudes foram
submetidos a abate sanitario sob inspecdo oficial, em estabelecimento sob Servigo de Inspecao
de Sao Paulo (SISP), possibilitando a coleta de tecidos para exames complementares (Figura
4).

Durante a inspecdo post mortem, foram obtidos fragmentos de 6rgdos comumente
acometidos por lesdes tuberculosas — figado, linfonodos mesentéricos e pulmdes. As amostras
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foram acondicionadas em frascos estéreis, sem adicdo de conservantes, e mantidas sob

congelamento (-20 °C) até o processamento.

Figura 5-a. Exames post mortem realizados pelo servigo veterinario oficial da CDA em estabelecimento sob
Servico de Inspecdo de Sdo Paulo (SISP), com evidéncias de lesGes sugestivas de tuberculose bovina (Arquivo
pessoal, 2023).

(A) Realizacdo da necropsia pelo servico veterinario oficial; (B) lesdo sugestiva de tuberculose em figado bovino;
(C) linfonodo mesentérico com lesdo granulomatosa; (D) pulmdo com lesGes nodulares compativeis com
tuberculose.

Para o isolamento microbiol6gico, as amostras foram submetidas ao método classico de

descontaminacdo com &cido sulfarico a 4% (SANTOS et al., 2017) e semeadas em meio de
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Stonebrink enriquecido com extrato de batata e glicerol. Das cinco amostras coletadas, quatro
apresentaram crescimento bacteriano apos incubag¢do de até 90 dias a 37 °C. As colonias foram
coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, confirmando a presenca de bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR), caracteristicos do género Mycobacterium.

A identificagdo da espécie foi realizada por PCR convencional utilizando os primers
JB21 e JB22, descritos por Rodrigues et al. (2016), que amplificam um fragmento especifico
de 500 pares de bases de Mycobacterium bovis. Quatro isolados — amostras 25, 26, 27 e 32 —
apresentaram padrdo de amplificagdo compativel com M. bovis, confirmando a identidade
molecular das colonias.

Na sequéncia, foi realizada a genotipagem molecular por meio da técnica de VNTR-
MIRU, utilizando os loci MIRU16, MIRU26, MIRU31, ETR-A, VNTR43 e VNTRA4S,
conforme descrito por Supply et al. (2006). Amostras de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis AN5
foram utilizadas como controles positivos, enquanto agua livre de nucleases foi empregada
como controle negativo da reacdo. A Figura 5 apresenta os resultados de eletroforese dos loci
VNTR43 e VNTR48, nos quais os quatro isolados apresentaram perfis idénticos, com bandas
de mesma altura e intensidade, indicando uniformidade no numero de repeti¢des e auséncia de
polimorfismo nesses marcadores.

Em contrapartida, a anélise dos loci MIRU16, MIRU26, MIRU31 e ETR-A (Figura 6)
revelou variabilidade genética entre os isolados. As amostras 25 e 26 exibiram bandas duplas
nos loci MIRU16 e MIRU26, sugerindo a presenca de dois alelos distintos por locus, o que
pode indicar coinfeccdo por diferentes cepas de M. bovis ou eventos de duplicacdo local no
genoma. Ja os isolados 27 e 32 apresentaram padrdo monomorfico nesses loci, com
amplificacdo de unica banda por locus.

Além da analise visual das bandas por eletroforese (Figuras 5 e 6), os fragmentos
amplificados nos seis loci VNTR-MIRU (VNTR43, VNTR48, MIRU16, MIRU26, MIRU31 e
ETR-A) foram mensurados e convertidos em perfis numéricos multilocus, utilizando tabela de
alelos baseada em Supply et al. (2006) e Rodriguez-Campos (2012) (Tabela 3). Esses perfis
consistem na contagem do nimero de repeticdes em cada locus, estimada a partir do tamanho
do fragmento amplificado, com base em comparacdo com o marcador de peso molecular
(L100).
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Figura 5-b. Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos amplificados dos loci VNTR43 e VNTR48,
referentes a tipagem molecular de Mycobacterium bovis obtidos de quatro amostras clinicas (25, 26, 27 e 32)
isoladas de bovinos positivos ao teste cervical comparativo no municipio de Santa Gertrudes (SP) (Laboratorio de
Zoonoses Bacterianas, FMVZ-USP, 2024).

Os padrdes de bandas observados indicam perfis idénticos entre os isolados em ambos os loci, com bandas de
mesma altura e intensidade, sugerindo auséncia de polimorfismo. Os fragmentos foram comparados a marcador
de peso molecular de 100 pb (L100). A genotipagem foi realizada conforme metodologia de SUPPLY et al. (2006),
com analise complementar em BioNumerics® 8.1 (Applied Maths), para construgdo de dendrograma (UPGMA)
e Minimum Spanning Tree (MST), os quais confirmaram identidade genotipica entre os isolados.
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Figura 5-c. Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos amplificados dos loci MIRU16, MIRU26, MIRU31
e ETR-A, obtidos por PCR para tipagem molecular de quatro isolados clinicos (amostras 25, 26, 27 e 32) de
Mycobacterium bovis oriundos de bovinos positivos ao teste cervical comparativo no municipio de Santa Gertrudes
(SP) (Laboratério de Zoonoses Bacterianas, FMVZ-USP, 2024).

Os fragmentos foram comparados ao marcador de peso molecular de 100 pb (L100), e revelam padrdes distintos
entre os isolados. As amostras 25 e 26 apresentaram bandas duplas nos loci MIRU16 e MIRU26, sugerindo a
presenca de dois alelos distintos por locus, enquanto as amostras 27 e 32 exibiram perfis monomarficos. Variagdes
observadas nos loci MIRU31 e ETR-A reforcam a heterogeneidade genética intra-foco. Os perfis multilocus foram
convertidos em codigos numéricos e analisados por BioNumerics® 8.1 para construcdo de dendrograma
(UPGMA) e Minimum Spanning Tree (MST), confirmando a diferenciagéo entre os isolados.
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Com base nos dados multilocus obtidos, foi realizada a analise de agrupamento genético
por meio do algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), a
partir de uma matriz de similaridade construida com base nas distancias genéticas calculadas
segundo o coeficiente de Dice (DICE, 1945). A anélise foi conduzida utilizando o software
BioNumerics®, versdo 8.1 (APPLIED MATHS, 2016), com base na presenca ou auséncia de
variantes alélicas nos seis loci VNTR-MIRU analisados. A matriz de distancia genética entre
os perfis multilocus dos isolados encontra-se apresentada na Tabela 4. O dendrograma
resultante (Figura 7) evidenciou a formacdo de dois agrupamentos distintos: o primeiro,
composto pelos isolados 25 e 26, que apresentaram perfis multilocus idénticos, agrupados com
distancia genética nula; e o segundo grupo, formado pelos isolados 27 e 32, que também
compartilharam o mesmo perfil, caracterizado por monomorfismo nos loci avaliados
(TENOVER et al., 1995).

Tabela 3. Correspondéncia aproximada entre os tamanhos dos fragmentos amplificados por PCR e 0 niimero de
repetigdes atribuidas a cada locus VNTR-MIRU analisado, conforme referenciado por Supply et al. (2006) e
Rodriguez-Campos et al. (2012).

Locus Tamanho do fragmento N° de repeticoes (Alelos)
MIRU16 200, 240, 280 1,2,3

MIRU26 220, 260, 300 2,3,4

MIRU31 260 3

VNTR43 200, 250, 300 1,2,3

VNTR48 180, 220 1,2

ETR-A 160, 200, 240 2,3,4

Tabela 4. Matriz de distancia genética entre isolados de Mycobacterium bovis com base em perfis multilocus
VNTR-MIRU.

Matriz de similaridade construida a partir da comparacdo dos perfis multilocus dos isolados 25, 26, 27 e 32,
utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e o coeficiente de Dice
(DICE, 1945). A analise foi realizada no software BioNumerics®, versdo 8.1 (APPLIED MATHS, 2016), com
base na presenga ou auséncia de variantes alélicas nos seis loci VNTR-MIRU. Valores “0,0” indicam identidade
genética entre os isolados; valores “1,0” indicam completa dissimilaridade. A interpretagdo dos agrupamentos foi
conduzida conforme critérios estabelecidos por Tenover et al. (1995) para tipagem molecular de microrganismos.

Amostras 25 26 27 32
25 0,0 0,0 1,0 1,0
26 0,0 0,0 1,0 1,0
27 1,0 1,0 0,0 0,0
32 1,0 1,0 0,0 0,0
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Figura 5-d. Dendrograma UPGMA dos isolados de Mycobacterium bovis com base nos loci VNTR-MIRU.
Representa o agrupamento dos isolados segundo o método UPGMA, a partir das distancias genéticas estimadas
com base nos perfis VNTR-MIRU. Observa-se a formagéo de dois agrupamentos distintos: o primeiro, composto
pelos isolados 25 e 26 (perfil idéntico), e o segundo, pelos isolados 27 e 32 (perfil monomorfico distinto). O uso
desse método permite avaliar a similaridade entre amostras com base em dados de tipificagdo molecular, sendo
amplamente empregado em estudos de epidemiologia molecular do complexo Mycobacterium tuberculosis
(SUPPLY et al., 2006; ALLIX et al., 2006).

Para complementar a andlise, foi construida uma Minimum Spanning Tree (MST) com
base nas diferencas de repeti¢6es entre os loci analisados (Figura 8). A MST confirmou a menor
distancia genética entre os pares 25-26 e 27-32, sendo que a ligagdo entre os dois grupos
ocorreu por uma aresta de maior peso, sugerindo a existéncia de dois complexos clonais
distintos (APPLIED MATHS, 2016; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). Essa divergéncia
genética, mesmo em um unico foco de infeccdo, reforca a possibilidade de maultiplas rotas de
introducdo de M. bovis no rebanho de origem ou de evolucdo paralela de variantes genéticas
locais, hipotese compativel com relatos prévios sobre diversidade intrarrebanho e eventos de
reinfeccdo (TENOVER et al., 1995; KLOOSTERMAN et al., 2005).

Esses resultados corroboram a existéncia de variabilidade intrarrebanho de M. bovis e
evidenciam o potencial discriminatorio da técnica de VNTR-MIRU, mesmo com a aplicagdo
de um conjunto reduzido de loci. A analise genética por agrupamento contribui para o
rastreamento de fontes de infeccdo, inferéncia de rotas epidemioldgicas e monitoramento da

dispersao de cepas no contexto da vigilancia da tuberculose bovina no Estado de Séo Paulo.
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Figura 5-e. Minimum Spanning Tree (MST) dos isolados de Mycobacterium bovis com base nos perfis multilocus
VNTR-MIRU.

Representacdo gréfica das distancias genéticas minimas entre os perfis multilocus dos isolados 25, 26, 27 e 32,
construida a partir da diferenga absoluta no nimero de repeti¢bes por locus (distdncia de Manhattan), conforme
descrito por Kloosterman et al. (2005). Cada aresta representa a soma das diferencas alélicas entre pares de
isolados. A arvore minima foi gerada utilizando o software BioNumerics®, versdo 8.1 (APPLIED MATHS, 2016).
Observa-se a formagdo de dois complexos clonais: 25-26 e 27-32, conectados por uma aresta de maior peso,
sugerindo divergéncia genética significativa entre os agrupamentos. Tal padrdo pode refletir rotas distintas de
introducdo de M. bovis no rebanho de origem ou evolugdo paralela de variantes locais, como discutido por
Rodriguez-Campos et al. (2012) e Tenover et al. (1995).

Além dos exames laboratoriais, todas as propriedades amostradas foram submetidas a
um questionario epidemioldgico estruturado, com o objetivo de identificar fatores de risco
associados a ocorréncia da tuberculose bovina. As variaveis investigadas incluiram aspectos
sanitéarios, zootécnicos e de manejo, tais como origem e destino dos animais, praticas de
aquisicdo, descarte e quarentena, presenca de outras espéecies, compartilhamento de recursos e
participacdo em feiras ou eventos agropecuarios.

Na propriedade situada no municipio de Santa Gertrudes, onde foi confirmado o foco
de tuberculose bovina com cinco animais positivos, observou-se um sistema de producéo
leiteira caracterizado pelo regime semiconfinado. As vacas eram submetidas a duas a trés
ordenhas mecanicas diarias em sala especifica, com armazenamento do leite em tanque de

expansdo, sendo o produto destinado a laticinios. O rebanho totalizava 89 bovinos, dos quais
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27 se encontravam em lactacdo no momento da investigagdo. A reproducéo era conduzida por
meio de inseminacao artificial, associada a utilizacédo de touros.

Além dos bovinos, foram identificadas na propriedade a presenca de equinos, suinos e
aves, sem relato de convivéncia com animais silvestres de vida livre. Ndo foi observado
historico recente de abortamentos, e os residuos bioldgicos (fetos e placentas) eram descartados
por meio de enterro, fossa ou incineragdo, conforme informado.

A propriedade dispunha de um regime sanitario parcialmente estruturado, realizando
diagnostico para brucelose e tuberculose exclusivamente no momento da aquisi¢do de novos
animais, vacinava regularmente contra brucelose e contava com acompanhamento técnico-
veterinario. Nos dois anos anteriores a visita, foram introduzidos bovinos oriundos de
intermediarios pecuarios, embora ndo com a finalidade reprodutiva.

Né&o havia confinamento formal de animais, porém, piquetes especificos eram mantidos
para vacas em periodo de parto e p6s-parto. Na propriedade rural ndo havia producéo de queijos,
manteigas ou outros derivados lacteos de forma artesanal.

Entre os fatores de risco epidemioldgicos identificados, destacaram-se a auséncia de
quarentena para 0s animais recém-introduzidos, o compartilhamento de insumos com outras
propriedades vizinhas e o transito de veiculos e pessoas sem protocolos formais de controle
sanitario. Essas fragilidades no manejo podem favorecer a introdugdo e disseminacdo de
agentes infecciosos no rebanho, como o Mycobacterium bovis, e merecem atengdo no

planejamento de acdes de vigilancia epidemioldgica e educacéo sanitaria.
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6. DISCUSSAO

A tuberculose bovina (bTB), causada por Mycobacterium bovis, continua representando
um desafio significativo para a sanidade animal e a saude publica, especialmente em paises
como o Brasil, onde a doenga permanece endémica (FERREIRA NETO et al., 2016). Este
estudo contribui para o entendimento da situacdo epidemiolégica da bTB na regido de Limeira,
interior do estado de Sdo Paulo, ao integrar métodos classicos de diagndstico com ferramentas
moleculares de identificacdo e genotipagem, permitindo uma caracterizacdo mais precisa da
estrutura populacional do agente.

A taxa de positividade observada ao Teste Cervical Comparativo (TCC), de 1,93%, foi
inferior a média registrada em outras regides do estado e do pais (FERREIRA NETO et al.,
2016; BRASIL, 2020). Embora esse numero possa sugerir baixa prevaléncia, ele deve ser
interpretado com cautela. A sensibilidade do TCC pode ser limitada, especialmente em casos
de infeccdo latente ou de resposta imune reduzida, o que pode levar a subnotificacdo da real
ocorréncia da enfermidade (LAGE et al., 2006).

Dos sete bovinos positivos ao TCC, apenas 0s cinco oriundos de Santa Gertrudes foram
submetidos a abate sanitario com coleta de tecidos para exame laboratorial. Desses, quatro
apresentaram crescimento bacteriano em meio de Stonebrink enriquecido com piruvato, e
posterior confirmacdo molecular por PCR convencional utilizando os primers JB21/JB22,
especificos para a regido RD4 do complexo Mycobacterium tuberculosis, validando sua
identificagdo como M. bovis.

A genotipagem molecular baseada em seis loci VNTR-MIRU (MIRU16, MIRU26,
MIRU31, VNTR43, VNTR48 e ETR-A) permitiu discriminar dois perfis multilocus distintos
entre os quatro isolados. As amostras 25 e 26 apresentaram perfis idénticos, enquanto 27 e 32
compuseram um segundo agrupamento com caracteristicas diferentes. Esse padrdo, confirmado
por dendrograma UPGMA e Minimum Spanning Tree (MST), indica a coexisténcia de dois
complexos clonais distintos, mesmo dentro de uma Unica propriedade. Achados semelhantes ja
foram descritos na literatura, sugerindo a circulacdo simultanea de maultiplas linhagens de M.
bovis em ambientes rurais endémicos (ALMEIDA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2012;
GONGCALVES et al., 2021).

A analise de diversidade revelou que quatro loci (MIRU16, MIRU26, VNTRA43 e
VNTRA48) apresentaram dois alelos distintos, contribuindo para um indice de diversidade de
Hunter-Gaston (HGDI) de 0,667, considerado moderadamente alto. J& os loci MIRU31 e ETR-
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A foram monomorficos, o que reduziu o poder de discriminacao do painel utilizado. A presenca
de bandas duplas nos loci MIRU16 e MIRU26 em dois isolados sugere a possibilidade de
coinfeccdo por cepas distintas ou de eventos de duplicacdo génica, como relatado por ZEMAN
et al. (2011).

A construcdo da MST evidenciou alta homologia intra-agrupamentos e divergéncia
genética significativa entre os dois conjuntos. O dendrograma UPGMA reforgou essa estrutura,
com formacéo de dois agrupamentos monofiléticos principais, sugerindo multiplas introducdes
do agente ou eventos de reinfeccdo, cenario compativel com propriedades de manejo
vulneravel.

Do ponto de vista sanitario, a propriedade foco apresentava fatores de risco ja
reconhecidos para manutencdo da bTB: auséncia de quarentena para novos animais,
compartilhamento de equipamentos entre fazendas, transito descontrolado de wveiculos e
introducdo de bovinos sem histérico sanitario definido (FERREIRA NETO et al., 2016;
BASTOS et al., 2021). A presenca de suinos, aves e equinos na mesma unidade, embora ndo
diretamente implicada como fonte de infeccdo, merece atencdo. A literatura descreve o
potencial de espécies domésticas e silvestres (como cervideos e tatus) atuarem como
reservatorios ou sentinelas em focos de M. bovis (SOUZA FILHO, 2019; VARGAS et al.,
2014).

Apesar da auséncia de analises estatisticas inferenciais, os dados obtidos permitem
formular hipoteses relevantes. A concentracdo dos casos positivos em dois municipios (Araras
e Santa Gertrudes), associada a presenca de perfis genéticos distintos em uma unica
propriedade, pode indicar multiplas rotas de entrada do agente ou falhas no controle sanitério.
Futuramente, a aplicacdo de testes de associa¢do (qui-quadrado), anélise de variancia molecular
(AMOVA) ou estimativas do indice de diversidade de Nei podera validar essas observacgoes,
auxiliando no planejamento de medidas direcionadas.

Este estudo apresenta algumas limitac@es importantes. O nimero reduzido de amostras
vidveis (quatro isolados) restringe a representatividade e a possibilidade de inferéncia estatistica
ampla. Além disso, o uso de apenas seis loci VNTR-MIRU, dos quais dois foram
monomorficos, limitou a capacidade resolutiva do painel genotipico. Técnicas complementares,
como o spoligotyping ou o sequenciamento gendmico (WGS), poderiam oferecer dados mais
robustos de caracterizacdo filogenética e rastreamento.

A desigualdade na distribuicdo da amostragem entre os municipios também pode ter
influenciado os resultados, assim como a auséncia de informacgGes zootécnicas ou de manejo

detalhado dos animais positivos. Além disso, fatores operacionais, como tempo de transporte,
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conservacao e manipulacdo das amostras até o cultivo, podem ter impactado negativamente a
viabilidade das micobactérias, reduzindo a taxa de isolamento microbioldgico e,

consequentemente, a amplitude da anélise.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a caracterizacdo bacterioldgica e molecular de isolados de
Mycobacterium bovis provenientes de bovinos reagentes ao Teste Cervical Comparativo (TCC)
na regido de Limeira, estado de Sdo Paulo, contribuindo para a compreensdo da diversidade
genética do agente em nivel regional. A associacdo entre métodos classicos de diagnostico e
ferramentas moleculares, como a PCR e a genotipagem por VNTR-MIRU, demonstrou ser
eficaz na confirmacdo da identidade dos isolados e na identificacdo de diferentes perfis
genéticos dentro de uma mesma propriedade.

A deteccdo de dois complexos clonais distintos sugere multiplas rotas de introducéo ou
persisténcia de diferentes linhagens de M. bovis, em um cenario sanitario marcado por
vulnerabilidades no manejo, auséncia de quarentena, e introducdo de animais de origem
desconhecida. A integracao dos resultados laboratoriais com a avaliagéo epidemioldgica in loco
reforca a importancia do enfoque multidisciplinar na vigilancia da tuberculose bovina.

As limitacdes metodologicas do estudo, como o0 nimero reduzido de isolados, a restricao
no painel de loci utilizados e a auséncia de analises estatisticas inferenciais, ndo invalidam os
achados, mas indicam a necessidade de estudos complementares com maior abrangéncia
espacial, amostral e molecular.

Os dados obtidos reforcam a relevancia de medidas de prevencéo e controle baseadas
em diagndstico precoce, rastreabilidade animal, tipificagdo gendmica e acdes educativas junto
aos produtores. A consolidacdo dessas estratégias, alinhadas as diretrizes do PNCEBT e a
atuacdo dos servigos veterinarios oficiais, é essencial para o enfrentamento efetivo da

tuberculose bovina em regides endémicas como o interior paulista.
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BRUCELOSE E TUBERCULOSE EM BOVINOS E BUBALINOS - Estudo epidemiolégico

01-Identificagdo: R 03 — Cédigo do rebanho no estudo (10 digitos)
Municipio: REGIAO: UF:
Proprietério: e
Propriedade: 04 — Coordenadas
£ ) Y N S TN I S
Cédigo de cadastro no servigo de defesa: Lon| | 1° | Pl WP
02 — Data da colheit igue/inoculagdo tub. e da leitura tub.: I e Y A Altitude

05- Tipo da Exploragao: Ocorte Oleite Clmista
06- Tipo de Criagao: Oconfinado [ semi-confinado [ extensivo
07- N° de Ordenhas por dia (apenas leite e mista): 1 ordenha  [J2 ou 3 ordenhas [ Nao ordenha
08- Tipo de Ordenha (apenas leite e mista): O manual  [J mecinica ao pé O mecanica em sala de ordenha [ Nao ordenha
09- Produgio de leite (apenas leite e mlstaha) N° de vacas em lactagdo: b) Produgdo diaria de leite na fazenda: litros
10- Usa inseminagdo artificial? O nio usa inseminagdo artificial e touro usa sO inseminagdo artificial
11- Raga predominante - Bovinos: Ozebu  Oeuropeu de leite [ europeu de corte | mestico Coutras ragas
- Bubalinos: [ murrah ﬁ mediterrineo [ carabao D_ial]hrahadi Ooutras ragas

12(a)- Bovinos existentes 12(b)- Bubalinos existentes
Machos | Machos inteiros (meses) Fémeas (meses) Machos | Machos inteiros (meses) Fémeas (meses)
Castrados Castrados
Total 0-6 | 6-12 |12-24| >24 | 0-6 | 6-12 [ 12-24| >24 Total 0-6 | 6-12 [12-24| >24 | 0-6 | 6-12 | 12-24| >24
de reprod de reprod

13- Outras espécies domesticas na propriedade: O ovinos/caprinos  [Jequideos [Jsuinos [Javes de quintal ou comerciais [Jcao [J gato
14- Espécies silvestres em vida livre na propriedade: (] nio tem O cervideos O capivaras [ felideos [J marsupiais (gamba) [J macacos
[0 0utros MamiferoSs:............c.oveveoeeoeeeeeeoeeeeeeeece e
15- Alguma vaca/bifala abortou nos ltimos 12 meses? [niao [Jsim [ nao sabe
16- O que faz com o feto abortado e a placenta? [Jenterra/joga em fossa/queima [ alimenta porco/cio [ ndo faz nada
17- Faz testes para diagnostico de brucelose? Onao O sim, regularidade dos testes: Oumavezaoano [ duas vezesaoano [ quando compra animais
[J qd. ha aborto na fazenda [J qd. exigido para transito/eventos/crédito
18- Faz testes para diagnéstico de tuberculose? (I nao [Jsim, regularidade dos testes:T] uma vez a0 ano [J duas vezes a0 ano [J quando compra animais
qd. exigido para transito/eventos/crédito
19- Nos tltimos 2 anos houve introdugio de bovinos ou bubalinos? [Oniao [Osim
Onde/de quem: [Jem exposigio [Jem leildo/feira [J de comerciante de gado [ diretamente de outras fazendas
20- Introduziu fémeas ou machos (bovinos ou bubalinos) com finalidade de reproducio? [dnio [Jsim
Onde/de quem: [Jem exposicio [Jem leildo/feira [J de comerciante de gado [ diretamente de outras fazendas
21- Vende fémeas ou machos para reproducao? [nio [sim
A quem/onde: [Jem exposigio [Jem leildo/feira [Ja comerciante de gado [ diretamente a outras fazendas
22- Vacina contra brucelose com B19/RB51? [nio  sim  [nao sabe
23- Local de abate das fémeas e machos adultos: (] na propria fazenda [ em estabelecimento sem inspego veterinria
[ em estabelecimento de abate com inspegdo veterinaria [ ndo abate
24- Aluga pastos em alguma época do ano? [nio [sim
25- Tem pastos em comum com outras propriedades? [nio sim
26- Compartilha outros itens com outras proprledades” Onao Osim, qual: O insumos [ equipamentos [ funcionarios
27- Existem na propriedade areas alagadigas as quais o gado tem acesso? [nio sim
28- Existe na propriedade area(s) onde o gado permanece concentrado durante o dia ou a noite? [Jnio [ sim, qual: E palafitas
5,117 AR
29- Tem piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pés-parto? [Inio [Jsim
30- A quem entrega leite (apenas leite e mista)? E] cooperativa [laticinio [ direto ao consumidor [ nio entrega
31- Resfriamento do leite (apenas leite e mista): (ndo faz [ faz, como: [J em resfriador ou tanque de expansio proprio [J em resfriador ou
tanque de expansio coletivo
32- A entrega do leite ¢ feita a granel (apenas leite e mista)? [Dnao [ sim
33- Produz queijo, manteiga ou outro Licteo na propriedade? [Inao [ sim, finalidade: [ p/ consumo proprio [ p/ venda
34- Consome leite cru ou derivado licteo produzido com leite cru? CInao [ sim
35- Tem assisténcia veterinaria? (ndo [ sim, de que tipo? [ veterinario da cooperativa [ veterinrio particular
36-Alimenta bovinos com soro de leite bovino? [Jnio d)sim
37-Nos 1ltimos 12 meses comprou bovinos/bubalinos: N° de animais: ... De quantas fazendas?
38-Nos 1ltimos 12 meses vendeu bovinos/bubalinos: N° de animais:...... ... Para quantas fazendas?..
39- Compartilha aguadas\bebedouros com animais de outra(s) plernedade(s) em algum periodo do ano? (nao [Jsim
40- Propriedade possui area para pouso de boiada em transito? Llndo sim
41-Vacina contra brucelose é adequadamente conservada? (apenas para aquelas que vacinam: questdo 22) (1 nio [ sim [CIndo respondeu/nio vacina
42-Vacinagio contra brucelose ¢ corretamente executada? (apenas para aquelas que vacinam: questio 22) [ nio [ sim [Cnio respondeu/nio vacina
43- Classificaciio da propriedade? [Jrural classica [Jaldeia indigena [Jassentamento [ periferia urbana

NOME DO VETERINARIO ASSINATURA
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ANEXO C - INSTRUCOES PARA O PREENCHIMENTO DO QUESTIONARIO

As questdes e campos a serem respondidos estdo relacionados a seguir, com suas
respectivas instruc@es para preenchimento.

CAMPO 1 - IDENTIFICACAO

Deverda ser utilizada letra de forma legivel e mailscula, devendo ser preenchido na
unidade local do servico de defesa animal, antes de ir a propriedade.

Devera ser identificado o municipio onde a propriedade esta localizada e sua respectiva
Unidade Federativa, o0 nome completo do(s) proprietario(s) dos animais e o nome da
Propriedade. O cédigo de cadastro a ser identificado € o nimero (ou cédigo) de identificacdo
da propriedade no servico de defesa oficial local.

A regido é o n° do estrato de amostragem ao qual pertence o municipio em questao,
conforme definido no plano amostral do Estado. Este campo deverd ser preenchido pelo
coordenador do levantamento.

CAMPO 2 - DATA DA COLHEITA, INOCULACAO DA TUBERCULINAE LEITURA
Devera ser preenchido utilizando-se dois digitos no dia e no més da visita. O ano devera
ser indicado com os quatro digitos.

CAMPO 3 - CODIGO DO REBANHO NO ESTUDO (10 DIGITOS)

Este codigo seré a base do controle das amostras e informacdes das propriedades, sendo
de fundamental importancia.

Os primeiros 7 (sete) digitos sdo de identificacdo do municipio onde a propriedade esta
localizada, correspondente ao numero de identificacdo no IBGE, que é Unico para cada
municipio do Pais. Os Gltimos 3 (trés) digitos sdo relativos & ordem de sequéncia das
propriedades daquele municipio a serem trabalhadas no inquérito.

CAMPO 4 - COORDENADAS

O objetivo é ter a localizacdo geografica exata ou a mais exata possivel da propriedade
(sede) onde estdo os animais amostrados. Preferencialmente, devera ser preenchido utilizando-
se aparelho GPS. A latitude e a longitude deverdo ser identificadas com graus, minutos,
segundos e décimo de segundos (7 digitos) e a altitude em metros em relacdo ao nivel do mar.

QUESTAO 5 - TIPO DE EXPLORAGAO

Marcar uma Unica opg¢do, aquela que mais caracterize o rebanho amostrado na
propriedade.

Entende-se por “corte” aqueles rebanhos destinados a cria, recria e engorda ou qualquer
uma destas fases separadamente, desde que os animais tenham como objetivo final a engorda
para posterior abate (pecudria de corte) e producdo de carne. A existéncia de alguns animais
para producdo de leite na propriedade (geralmente para consumo préprio), ndo descaracteriza
esse rebanho como sendo de corte, desde que esta producéo leiteira ndo seja uma atividade de
importancia econdémica.

Entende-se por “leite” os rebanhos que podem ser caracterizados como pertencentes a
pecuaria de leite. Tém por finalidade e atividade principal a producdo leiteira, independente do
destino dado ao leite produzido (consumo préprio ou venda).

Na opc¢ao “mista”, encontram-Se aquelas explora¢des onde o rebanho possui animais
criados com objetivo de produzir leite e também animais para cria, recria e engorda ou parte
deste ciclo, com objetivo final de abate e producgéo de carne. Os animais da producéo leiteira e
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os da producdo de carne convivem em ambientes comuns e/ou fazem uso de instalacdes em
comum.

Em propriedades que possuam rebanhos separados de corte e de leite (exploragdes
distintas geograficamente e de manejos independentes e diferentes), este levantamento
soroepidemioldgico devera ser realizado naquele rebanho de maior importancia econémica para
a propriedade.

QUESTAO 6 - TIPO DE CRIAGAO

Marcar uma Unica opcdo, aquela que melhor caracterize o rebanho amostrado na
propriedade.

Considera-se “confinado” aquele tipo de exploragdo intensiva onde os animais Sao
mantidos em espaco limitado e reduzido, sendo a alimentagéo (volumoso, concentrado, sal
mineral) e 4gua fornecidas de forma sistematica e controlada, dentro do prdprio local onde eles
estdo alojados.

Em “semi-confinado” encontram-se 0s tipos de criacdo semi-intensiva onde 0s animais
permanecem na pastagem e recebem suplementacdo alimentar (volumoso e/ou concentrado)
durante todo o0 ano ou parte deste (por exemplo, na época da seca).

Como “extensivo” entende-Se 0S tipos de cria¢do nos quais 0s animais séo mantidos
exclusivamente em regime de pasto, podendo receber concentrado proteico e/ou sal mineral.

QUESTAO 7 - NUMERO DE ORDENHAS POR DIA (apenas leite e mista)
Marcar uma unica opcao, aquela que caracterize o rebanho amostrado na propriedade.

QUESTAO 8 - TIPO DE ORDENHA (apenas leite e mista)

Escolher uma Unica opcdo, aquela que caracterize o rebanho amostrado.

Marcar “manual” se a ordenha for feita por servi¢o de pessoal que nao utiliza nenhum
equipamento especifico, utilizando somente as maos e recipiente para o leite ordenhado.

A op¢do “mecanica ao pé” devera ser marcada quando a ordenha for feita utilizando-se
ordenhadeira mecanica, pelo sistema de balde ou latdo ao pe, onde nédo ha circuito fechado.

Entende-se por “mecénica em sala de ordenha” a ordenha realizada em circuito fechado,
instalado em sala de ordenha apropriada.

Se ndo € feita ordenha do rebanho amostrado (exemplo: gado de corte), devera ser
marcada a op¢ao “nao ordenha”.

QUESTAO 9 - PRODUCAO DE LEITE (apenas leite e mista)

Indicar o nimero de vacas que estdo em lactacdo (sendo ordenhadas) no rebanho da
propriedade, na ocasido do inquérito soroepidemioldgico e a média de producéo total de leite
por dia, em litros.

Caso o rebanho amostrado seja constituido somente por animais de corte, onde ndo é
feita ordenha, este item devera ser deixado sem resposta.

QUESTAO 10 - USA INSEMINAGCAO ARTIFICIAL?
Marcar uma unica op¢ao, aquela que caracterize o rebanho amostrado na propriedade.

QUESTAO 11 - RACA PREDOMINANTE
Marcar uma Unica opcao, aquela que caracterize a propriedade amostrada.
Quando o rebanho amostrado for de bovinos, escolher as opcOes indicadas,
considerando:
- Zebu: qualquer raca de bovinos da espécie Bosindicus. Exemplo: considera-se raca zebu
predominante quando o rebanho for composto por: (1) bovinos de uma Unica raca (ex:
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nelore); (2) bovinos de duas ou mais racas diferentes (ex: nelore e guzera); (3) bovinos

resultantes de cruzamentos entre racas zebuinas, independente do grau de sangue (ex:

nelore X guzerd);

- Europeu de leite: racas de origem europeia, ou seja, bovinos da espécie Bostaurus,
especializadas em producao leiteira, podendo o rebanho ser constituido por animais de
uma unica raga ou de cruzamentos entre ragas desta mesma espécie. Exemplo: holandés
e jersey;

- Europeu de corte: ragas de origem europeia, ou seja, bovinos da espécie Bostaurus,
especializadas em producao de carne, podendo o rebanho ser constituido por animais de
uma unica raga ou de cruzamentos entre ragas desta mesma espécie. Exemplo: angus,
charolés e simental;

- Mestigo: é 0 bovino resultante de cruzamentos entre racas, ndo permitindo que ele seja
caracterizado dentro de uma ou mais racas especificas, sendo, portanto, considerado
como sem raca definida;

- Outras ragas: todas as categorias que ndo se enquadrarem nas opgOes acima. S&o
incluidos aqui os bovinos resultantes de cruzamentos entre as espécies Bostaurus e
Bosindicus, que ddo origem ao gado cruzado (europeus X zebus), independente do grau
de sangue. Exemplo: girolanda.

Quando o rebanho amostrado for de bubalinos, escolher uma das op¢6es indicadas,
considerando as caracteristicas fenotipicas mais especificas da raca predominante. Caso as
caracteristicas fenotipicas ndo sejam suficientes para identificar uma das racas indicadas,
marcar a op¢ao “outras ragas”.

CAMPO 12 - (a) BOVINOS EXISTENTES e (b) BUBALINOS EXISTENTES

Escrever, no espago proprio, 0 numero de animais existentes, de acordo com a indicagédo
de sexo e faixa etéria (em meses).

O preenchimento devera ser feito conforme a resposta obtida na propriedade, e ndo de
acordo com a ficha de controle do servico oficial. O objetivo ndo é fiscalizar o criador, mas
saber a realidade daquele rebanho, sem fins punitivos para aqueles que indicarem quantidades
diferentes das conhecidas pelo servigo oficial.

QUESTAO 13 - OUTRAS ESPECIES DOMESTICAS NA PROPRIEDADE
Marcar uma ou mais das opcdes que indicam as espécies que estdo presentes na
propriedade.

QUESTAO 14 - ESPECIES SILVESTRES EM VIDA LIVRE NA PROPRIEDADE
Marcar uma ou mais das op¢des que correspondam as espécies de animais ja avistadas
na propriedade, fazendo parte da fauna do ambiente e ndo criadas em cativeiro. Caso ndo tenha
sido vista nenhuma espécie silvestre de vida livre, marcar “ndo tem”.
Na opgdo “outros mamiferos”, escrever no espago proprio qual(is) outra(s) espéecie(s)
de mamiferos avistada(s).

QUESTAO 15 - ALGUMA VACA/BUFALA ABORTOU NOS ULTIMOS 12 MESES?
Marcar uma Unica opcao, procurando fazer com que esta ndo seja uma resposta imediata,
pois poderad ter havido casos no rebanho amostrado que podem ndo ser lembrados com
facilidade. O entrevistador pode fazer perguntas indiretas que permitam chegar a resposta
correta; evitando usar termos muito técnicos com os entrevistados.
Deve-se evitar a op¢ao “nao sabe”, procurando sugerir a quem esta respondendo a busca
de ajuda com outra pessoa da propriedade que poderia esclarecer a resposta.
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QUESTAO 16 - O QUE FAZ COM O FETO ABORTADO E A PLACENTA?

Marcar uma ou mais op¢oes, de forma a obter correspondéncia com as a¢des executadas
no rebanho amostrado. Em casos de jogar em leitos de agua, optar pela resposta “ndo faz nada”,
pois entende-se que, ndo fazendo nada ou ndo dando um destino adequado, estd havendo
contaminacdo do ambiente.

QUESTAO 17 - FAZ TESTES PARA DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE?

Marcar uma unica das opgdes e, sendo a resposta “sim”, marcar uma ou mais das opgdes
que indicam a regularidade dos testes e as possiveis outras ocasifes em que eles sdo feitos na
propriedade.

QUESTAO 18 - FAZ TESTES PARA DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSE?

Marcar uma Unica das opcdes e, sendo a resposta “‘sim”, marcar uma ou mais das opgdes
que indicam a regularidade dos testes e as possiveis outras ocasifes em que eles sdo feitos na
propriedade.

QUESTAO 19 - NOS ULTIMOS 2 ANOS HOUVE INTRODUCAO DE BOVINOS OU
BUBALINOS?

Marcar uma Unica opcdo e, em caso de resposta ser “sim”, completar a questdo
marcando se 0s animais adquiridos foram ou ndo tuberculinizados. Marcar uma ou mais das
opgoes que correspondam as respostas de “de onde” ou “de quem”.

Observacgéo: Lembrar que o objetivo ndo é fiscalizar a propriedade.

QUESTAO 20 - INTRODUZIU FEMEAS OU MACHOS (BOVINOS OU BUBALINOS)
COM FINALIDADE DE REPRODUC}AO?

Marcar uma unica das op¢des, aquela que indique esta atividade no rebanho amostrado
e, em caso da resposta ser “sim”, completar a questdo marcando uma ou mais das opcdes que
correspondam as respostas de “de onde” ou “de quem”.

Observacdo: Lembrar que o objetivo ndo é fiscalizar a propriedade.

QUESTAO 21 - VENDE FEMEAS OU MACHOS PARA REPRODUCAO?

Marcar uma unica das opcdes, aquela que indique esta atividade no rebanho amostrado
e, em caso da resposta ser “sim”, completar a questdo marcando uma ou mais das opgoes que
correspondam as respostas de “a quem” ou “onde”.

Observacdo: Lembrar que o objetivo ndo é fiscalizar a propriedade.

QUESTAO 22 - VACINA CONTRA BRUCELOSE COM B19/RB51?
Marcar uma Unica opg¢do, aquela que indique a atividade no rebanho amostrado,
independente das informacdes constantes na ficha de controle da propriedade no servico oficial.

QUESTAO 23 - LOCAL DE ABATE DAS FEMEAS E MACHOS ADULTOS
Marcar uma ou mais das opg¢des que caracterizem a atividade no rebanho amostrado.
Pode haver mais de uma resposta.
Caracteriza-se como ‘“estabelecimento sem inspegdo veterinaria” os agougues ou
acougueiros que compram animais para abate e venda da carne, sem inspec¢éo oficial.

QUESTAO 24 - ALUGA PASTO EM ALGUMA EPOCA DO ANO?

Marcar uma unica opgdo, aquela que indique esta atividade na propriedade. Marcar
“sim” se a propriedade aluga pastos proprios para terceiros ou se aluga pastos de terceir0s para
colocar seu rebanho. Marcar “nao” se nao aluga pastos.
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QUESTAO 25- TEM PASTOS EM COMUM COM OUTRAS PROPRIEDADES?

Marcar uma opg¢édo adequada, considerando que pastos em comum s&o aqueles onde 0s
animais de duas ou mais propriedades permanecem, por qualquer periodo, sob pastejo em
comum.

QUESTAO 26 - COMPARTILHA OUTROS ITENS COM OUTRAS PROPRIEDADES?
Indicar, em caso afirmativo, quais os itens compartilhados com outras propriedades.

QUESTAO 27 - EXISTEM NA PROPRIEDADE AREAS ALAGADICAS AS QUAIS O
GADO TEM ACESSO?
Marcar uma opcdo, aquela que indique a situacgao para o rebanho amostrado.

QUESTAO 28 - EXISTE NA PROPRIEDADE AREA(S) ONDE O GADO
PERMANECE CONCENTRADO DURANTE O DIA OU A NOITE?
Marcar uma opgao. Sendo a resposta “sim”, especifique o local de aglomeragao.

QUESTAO 29- TEM PIQUETE SEPARADO PARA FEMEAS NA FASE DE PARTO
E/OU POS-PARTO?
Marcar uma opcdo, aquela que indique a situacgao para o rebanho amostrado.

QUESTAO 30- A QUEM ENTREGA LEITE? (apenas leite e mista)
Marcar uma ou mais das opgdes, aquela(s) que indique(m) a atividade na propriedade.

QUESTAO 31- RESFRIAMENTO DO LEITE (apenas leite e mista)
Marcar a opgao correspondente a atividade na propriedade e, sendo a resposta “faz”,
complementar marcando a op¢do de como é feito o resfriamento.

QUESTAO 32 - AENTREGA DO LEITE E FEITA A GRANEL? (apenas leite e mista)
Marcar a opgao que indique a atividade na propriedade.
Entende-se por “entrega de leite a granel” quando o leite é armazenado em tanque de
expansdo e coletado em caminhdes proprios (tanque).
O leite entregue em latdo corresponde a resposta “nao”.

QUESTAO 33- PRODUZ QUEIJO, MANTEIGA OU OUTRO LACTEO NA
PROPRIEDADE?

Marcar uma das op¢0es, aquela que indique a atividade na propriedade.
Sendo a resposta “sim”, marcar uma ou mais das opg¢des que sejam adequadas a finalidade dada
ao produto.

QUESTAO 34 - CONSOME LEITE CRU OU DERIVADO LACTEO PRODUZIDO
COM LEITE CRU?

Marcar a opcdo que indique este habito, abrangendo todas as pessoas que vivem ou
trabalham na propriedade. Marque sim se pelo menos uma pessoa consumir regularmente leite
cru na propriedade.

QUESTAO 35 - TEM ASSISTENCIA VETERINARIA?

Considera-se “assisténcia veterinaria” a atividade de médicos veterinarios que tenham
uma regularidade de visitas, com orientacdes especificas no manejo produtivo e/ou sanitario do
rebanho. Nesta questdo, ndo se considera como “assisténcia veterinaria” visitas de profissionais



63

para atendimento a casos isolados de urgéncia (exemplo: atendimento a um animal intoxicado
ou com problemas de parto).

Marcar a opgao “sim” se houver assisténcia veterinaria a propriedade e “nao”, caso nio
haja assisténcia veterinaria. Havendo assisténcia, complementar com as op¢6es seguintes.

QUESTAO 36 - ALIMENTA BOVINOS COM SORO DE LEITE BOVINO?

Marcar uma unica opgdo, aquela que indique esta atividade na propriedade. Marcar
“sim” se existe o habito de se oferecer soro de leite bovino aos bovinos de qualquer idade
presentes na propriedade, seja de forma continua ou apenas em alguns periodos do ano.

CAMPO 37 - NOS ULTIMOS 12 MESES COMPROU BOVINOS/BUBALINOS?
Informar quantos e de quantas fazendas.

CAMPO 38 - NOS ULTIMOS 12 MESES VENDEU BOVINOS/BUBALINOS?
Informar quantos e para quantas fazendas.

QUESTAO 39- COMPARTILHA AGUADAS OU BEBEDOUROS COM OUTRA
PROPRIEDADE EM ALGUM PERIODO DO ANO?
Marcar uma opcédo, aquela que indique a situacao para o rebanho amostrado.

QUESTAO 40 - PROPRIEDADE POSSUI AREA PARA POUSO DE BOIADA EM
TRANSITO?
Marcar uma opcédo, aquela que indique a situacdo para o rebanho amostrado.

CAMPO 41 - VACINA CONTRABRUCELOSE E ADEQUADAMENTE
CONSERVADA? (apenas para aquelas que vacinam: questéo 22)

Se a vacina foi mantida sob refrigeracéo até o momento da aplicacéo e se foi obedecido
0 prazo de validade, marcar sim. Apenas para as que vacinam.

CAMPO 42 - VACINACAO CONTRA BRUCELOSE E CORRETAMENTE
EXECUTADA? (apenas para aquelas quevacinam: questédo 22)

Se houve a correta marcacdo das vacinadas e se foi feita por veterinario ou vacinador
cadastrado, marcar sim. Apenas para as que vacinam.

QUESTAO 43 - CLASSIFICACAO DA PROPRIEDADE
Marcar uma opcéo, aquela que indique a situacao para o rebanho amostrado.

IDENTIFICAC}AO DO RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO

O médico veterinario responsavel pelo preenchimento do formulario deveréa identificar-
se no espago proprio, colocando nome completo por extenso e com letra de forma, e assinando
no local indicado.
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ANEXO D- CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-IB

_SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA-IB

CERTIFICADO

Ceriificamos que o Protocolo n® 053/08 sobre o Projeto: “Avaliagdo anatomopatolégica de materiais
provenientes de animais suspeitos de enfermidades, encaminhados ao servigo de rotina diagnostica do Laboratorio de
Anatomia patolégica do Instituto Biologico/APTA", sob a responsabilidade de Claudia Del Fava, esta de acordo com os
principios Eficos na Experimentag3o Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL/COBEA), pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a Direfriz Brasileira para o
Cuidado e a Ufllizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA). A CEUA-IB aprova apenas as atividades
desenvolvidas dentro do Instituto Bioldgico.

Protocolo analisado pela CEUA-IB em 21 de maio de 2008 e revalidado em 14 de janeifo de 2025.
0 P 14 de janeiro de 2025
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