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RESUMO

SANTOS, VASCONCELOS E.S. AVALIA(;AO BACTERIOLOGICA E MOLECULAR
POR SPOLIGOTYPING DA TUBERCULOSE A PARTIR DE BOVINOS E
BUBALINOS ABATIDOS EM ABATEDOUROS OFICIAIS E EM VISCERAS
COMERCIALIZADOS NAS FEIRAS LIVRES NO ESTADO DA BAHIA - BRASIL,
Salvador, 2019. 99p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal nos Trdpicos)- Universidade
Federal da Bahia- Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

O Mycobacterium bovis é o principal responsavel pela tuberculose bovina e bubalina, doenca
zoondtica importante e com distribuicdo global. A investigacdo precisa dessa enfermidade,
incluindo diagndsticos mais avancgados, a exemplo do Spoligotyping, permite escolher as
melhores estratégias de combate ao avanco da doencga. Assim como ocorre em outros Estados,
a compreensao da frequéncia e do padrdo de distribuicdo da enfermidade na Bahia contribui
para planejamento efetivo das acBes de controle além de possibilitar o acompanhamento do
andamento do programa nacional de controle e erradicacdo da TB e, neste contexto, 0s
abatedouros frigorificos exercem papel fundamental. Objetivou-se investigar a ocorréncia de
lesbes sugestivas de tuberculose nas carcacas de bovinos e bubalinos inspecionadas em
frigorificos sob regime de inspecdo oficial bem como identificar a presenca de micobactérias
nas mesmas e em visceras (pulmdo e figado) comercializadas em feiras livres no estado da
Bahia. Das 29 amostras de feira livre, 20 puderam ser analisadas, excluindo-se as autolisadas
e contaminadas, e foi evidenciado crescimento em 25% (5/20) delas, mas ndo foi evidenciado
BAAR, no entanto, o ambiente das feiras revelou-se com inapropriadas condicGes sanitarias.
Foram investigadas 453.417 carcagas sob o servi¢o de inspecédo estadual e federal dentre as
quais 31 animais (0,007%) foram considerados suspeitos, de onde se coletou 49 lesdes
sugestivas de TB em animais oriundos de 17 municipios. Desses, 27 bovinos puderam ser
analisados resultando em 74,1% (20/27) de crescimento em meio de cultura seletivo e 95%
(19/20) foram BAAR. O DNA das colénias foi extraido por termdlise. Todos os isolados
foram submetidos ao Spoligotyping sendo 95% confirmados perfis de M. bovis (SB0120,
SB0121, SB0852, SB0828, SB0295, SB0881, SB1648, SB6119, SB0140, SB1055)
demostrando-se a estirpe gendmica SB0120 ser a mais prevalente e relacionada com casos de
tuberculose humana indicando o potencial zoonotico desse perfil. O Spoligotyping permitiu
atestar existéncia de infeccbes mistas, uma elevada diversidade dos padrdes de estirpes dos
isolados na Bahia e permitiu também a comparacdo com outros estados e paises
demonstrando nas amostras isoladas, linhagens nunca antes descritas no Brasil, sendo um dos

isolados inedito na literatura. A andlise da distribuicdo espacial mostrou-se uma ferramenta



importante para direcionamento das a¢fes de defesa sanitaria possibilitando recomendagdes
mais especificas do programa nacional para controle e erradicacdo da tuberculose bovina no
estado da Bahia.

Palavras chave: M. bovis, espoligotipos, mercados de rua.

ABSTRACT

SANTOS, VASCONCELOS E.S. BACTERIOLOGICAL AND MOLECULAR
EVALUATION BY SPOLIGOTYPING OF TUBERCULOSIS FROM CATTLE AND
BUFFALO SLAUGHTERED UNDER OFFICIAL INSPECTION SERVICE AND
VISCERA COMMERCIALIZED IN STREET MARKET IN BAHIA - BRASIL,
Salvador, 2019. 99p. Thesis (PhD in Animal Science in the Tropics) - Federal University of
Bahia - School of Veterinary Medicine and Animal Science.

Mycobacterium bovis is the main responsible for bovine and buffalo tuberculosis, an
important zoonotic disease with global distribution. The precise investigation of this disease,
including more advanced diagnoses, like Spoligotyping, allows to choose the best strategies to
combat the disease progression. As in other states, understanding the frequency and
distribution pattern of the disease in Bahia contributes to effective planning of control actions,
as well as monitoring the progress of the national TB control and eradication program and, in
this context, slaughterhouses play a key role. The objective was to investigate the occurrence
of lesions suggestive of tuberculosis in bovine and buffalo carcasses inspected in
slaughterhouses under an official inspection regime, as well as to identify the presence of
mycobacteria in the same and in viscera samples marketed in open fairs in the state of Bahia.

Of the 29 free-trade samples, 20 could be analyzed, excluding autolysed and contaminated,
and growth was shown in 25% (5/20) of them, but no evidence of BAAR was shown,
however, the environment of the fairs was revealed with inappropriate sanitary conditions. A
total of 453,417 carcasses were investigated under the state and federal inspection service, of
which 31 animals (0.007%) were considered suspect, from which 49 lesions suggestive of TB
were collected from animals from 17 municipalities. Of these, 27 cattle could be analyzed
resulting in 74.1% (20/27) growth in selective culture medium and 95% (19/20) were BAAR.
DNA from the colonies was extracted by thermolysis. All isolates were submitted to
Spoligotyping with 95% confirmed profiles of M. bovis (SB0120, SB0121, SB0852, SB0828,
SB0295, SB0881, SB1648, SB0140, SB0140, SB1055) showing the genotype strain SB0120
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to be the most prevalent and related with cases of human tuberculosis indicating the zoonotic
potential of this profile. Spoligotyping allowed to confirm the presence of mixed infections, a
high diversity of isolate strains patterns in Bahia and also allowed comparison with other
states and countries, showing isolated strains in Brazil, one of the isolated isolates in the
literature. The analysis of the spatial distribution has proved to be an important tool for
directing health protection actions, allowing for more specific recommendations of the
national program for the control and eradication of bovine tuberculosis in the state of Bahia,
Brazil.

Keywords: M. bovis, espoligotipos, street markets.
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1 INTRODUCAO

O agronegécio brasileiro € apontado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastaecimento (MAPA) como o setor que mais contribui para o fortalecimento da economia
respondendo por 25% do produto interno bruto (BRASIL, 2018). A pecuéria tem se
expandido neste contexto significativamente nas Ultimas décadas e representa um
fundamental setor na economia do pais. No censo agropecudrio mais recente em 2017, o
Brasil possuia um rebanho bovino de 214.899.796 e bubalinos 1.381.395 cabecas, abrigando
0 Nordeste 27.736.607 e 130.065 destes, respectivamente. A Bahia foi detentora de
10.037.814 de bovinos e 21.729 de bubalinos o que corresponde cerca de 36,2% e 16,7% do
efetivo da regido (IBGE, 2018).

O setor pecuario enfrenta inimeros desafios sanitarios dentre os quais a febre aftosa,
tuberculose (TB) e brucelose lideram a prioridade de prevencdo devido ao impacto no
comércio internacional, no entanto entre essas a tuberculose é a Unica que ndo possui vacina,
o0 que dificulta a eficiéncia do seu controle (EMBRAPA, 2014), tornando-se assim uma das
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, afetando uma ampla diversidade de
espécies que inclui bovinos e bubalinos. A doenca é causada por micobactérias pertencentes
ao complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) (VAN INGEN et al., 2012; VISAVET,
2018). De acordo com Morato (2007) € uma doenca transmissivel de grande importancia em
salde publica e saude animal, pois determina um quadro de doenca com elevada gravidade no
ser humano, e acarreta acentuadas perdas econdmicas.

No que se refere aos prejuizos econdmicos indiretos determinados por esta
enfermidade, destacam-se a redugédo de 10 a 20% da producdo de leite e do ganho de peso,
alteracdes reprodutivas, condenacdo de carcagas e custos com tratamentos noser humano.
Muitas variaveis favorecem a transmissdo desta doenca no rebanho, tais como a elevada
densidade, principalmente, entre os leiteiros, presenca de um animal portador no rebanho e a
resisténcia do microrganismo patogénico as condi¢cdes ambientais favoraveis (OLIVEIRA et
al., 2007). O tamanho do rebanho colabora na transmissdo visto que quanto maior nimero de
animais, maior a taxa de repovoamento, 0 que aumenta risco do novo individuo introduzido
ser positivo para tuberculose. A compra de novos animais, em especial, de propriedades de
risco soma-se a essas outras variaveis (RAMIREZ-VILLAESCUSA et al., 2010; SKUCE et
al., 2012; BESSELL et al., 2012). Smith (2011) atribui o fato de a doenca ser relatada em todo

0 mundo exatamente @ movimentagdo animal.
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O rastreamento de focos de tuberculose a partir de abatedouros como ferramenta
adicional ao programa de controle da doenca é uma estratégia interessante especialmente
porque a inspec¢do sanitaria permite também identificar casos de TB sem manifestacao clinica.
O Estado da Bahia apresenta uma vasta rede de abatedouros com inspecdo oficial e desta
forma, pode adotar essa metodologia para estudar a dispersdo da doenca e fornecer dados
epidemiologicos para o controle dessa enfermidade nos rebanhos. Portanto, um sistema de
vigilancia desse modo é parte fundamental para o desenvolvimento da bovinocultura no
Estado, 0 que aumenta a sua produtividade e competitividade no agronegdcio brasileiro.
Acrescenta-se, ainda, o fato do controle da TB nos bovinos tender a reducdo dos casos da
enfermidade em seres humanos causada por M. bovis.

Apesar de muito ja se ter pesquisado sobre a tuberculose esse tema torna-se cada vez
mais desafiador. Considerando-se questdes econdmicas, sociais, epidemioldgicas,
ocupacionais e especialmente o relevante impacto da infeccdo na saude Unica é importante a
comprovacdo da referida doenca por meio do isolamento, identificagdo e caracterizagdo
molecular do agente nos rebahos bovino e bubalino. Considerando-se ainda a necessidade

permanente da vigilancia no Estado e diante do cenario relatado, propds-se esta tese.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TUBERCULOSE BOVINA E BUBALINA

Sendo considerada uma doenga infecciosa de evolugdo crénica e com diagnostico
oficial exaustivo a tuberculose bovina (TB) possui significativa importancia no Brasil e no
mundo. Apresenta-se como uma relevante zoonose integrante da lista da OIE (Organizacédo
Mundial da Saude Animal), e nos bovinos e bubalinos € causada principalmente pelo
Mycobacterium bovis, que pertence ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBCC).
Apesar de se saber que a doenca estd presente em todo o territorio nacional, ainda ndao se
conhece verdadeiramente a sua prevaléncia e distribuicdo (RIBEIRO et al., 2003).

No aspecto econdmico faz-se interessante destacar que a tuberculose é responsavel
pela diminuicdo da credibilidade e competitividade dos produtos oriundos de regides
contaminadas. Ademais, torna o produto resultante da pecuaria vulneravel a barreiras
sanitarias impostas pelo mercado internacional, gerando importantes prejuizos. Desta forma,
um sistema de vigilancia em abatedouros é essencial para contribuir com um programa de

controle e erradicacéo e, por isso, 0s 0rgaos de pesquisa devem estar atentos a disponibilizar
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tecnologias que amparem tais programas. Devido & cronicidade da doenga, a inspecdo em
abatedouros permite ainda identificar casos sem manifestacdo clinica colaborando com dados
epidemioldgicos.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), (2018) a tuberculose continua
sendo em humanos uma das dez principais causas de morte e a principal causa letal por um
unico agente infeccioso estando, em muitos casos, a resposta dos paises a este desafio
acontecendo de forma inadequada. Produtos de origem animal contaminados e relacGes
ocupacionais podem ser responsaveis pela disseminacdo da TB zoondtica, de ocorréncia
mundial com destaque na salde publica. Nos paises em desenvolvimento, € ainda mais
pertinente esta questdo pelo fato de nesses locais existirem poucas informagdes sobre o
problema. No ano de 2001, o MAPA instituiu o Programa Nacional de Controle e Erradicacédo
da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) devido a importancia da TB bovina no Brasil com o
objetivo de diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na saude humana e animal
(BRASIL, 2001)

Quando infectado pelo M. bovis, 0 quadro clinico no ser humano é indistinguivel do
quadro causado pelo M. tuberculosis (POLLOCK e NEILL, 2002; WEDLOCK, 2002; DE LA
RUA-DOMENECH, 2006; FIGUEIREDO et al., 2010). O relatério mais recente calcula que
mais de 10 milhdes de pessoas desenvolveram a doenga no ano de 2017 estando entre estes,
8,5% enquadrados com tuberculose resistente a medicamentos. Neste mesmo ano a
enfermidade causou cerca de 1,3 milhdo de mortes entre as pessoas soropositivas para o HIV
(Human Immunodeficiency Virus) (WHO, 2018).

Embora grandes avangos tenham ocorrido na ciéncia na area de diagndstico,
Ruggiero et al. (2007) destacaram a inexisténcia de um exame sensivel, reprodutivel e rapido
para rotina da investigacdo da tuberculose em bovinos, sendo fundamental o investimento em
pesquisas para a solucdo desse ponto critico no combate a enfermidade. Portanto, a
necessidade de sistemas de diagndsticos mais réapidos é evidente. Sendo uma doenca
negligenciada os estudos epidemioldgicos sdo de importancia crucial na identificacdo de sua
fonte, controle e prevencdo (GHAVIDEL et al., 2018). Nesse sentido a genotipagem
molecular tem contribuido para melhor compreensdo das infecgdes por M. bovis, 0 que
proporciona aumento na eficiéncia dos programas de controle da doenga (CAZOLA et al.,
2015).
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2.1.1 Agente etioldgico

O género Mycobacterium e formado por bacilos aerobios estritos, imdveis, alcool
acido resistentes, ndo formadores de esporos e desprovidos de capsulas ou flagelos (SOUSA,
2000; PFYFFER, 2007), medem de 0,5 a 7,0 um de comprimento e cerca de 0,3 um de
largura (BRASIL, 2006). Dentre as espécies de importancia epidemiol6gica descatam-se
aquelas pertencentes ao complexo M. tuberculosis (MTBC), que compreende: M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. caprae, M. canettii e M. microti,
(HUARD et al., 2003; COUSINS et al., 2003; PRODINGER et al., 2005; SKORIC et al.,
2007; UEYAMA, 2013) , ainda 0 M. mungi (ALEXANDER, 2010), M. orygis (VAN INGEN
et al., 2012), M. suricattae (PARSONS et al., 2013) e M. pinnipeddi (UEYAMA,
2013) sendo este complexo responsavel pela maioria dos casos de tuberculose humana e
animal (MURAKAMI et al., 2009).

O principal agente etiol6gico envolvido na TB bovina é certamente o M. bovis, muito
embora outros agentes do complexo possam ser capazes de infectar esta espécie como M.
caprae ou M. tuberculosis (RODRIGUEZ et al., 2011; ROMERO et al., 2011). Ocepek et al.
(2005) afirmam que apesar de raro, o M. tuberculosis pode ser transmitido via aerdgena de
humanos para bovinos e ainda segundo Grange (2001) os seres humanos portadores do bacilo
M. bovis também, podem reinfectar os bovinos, principalmente em contato préoximo das vias
respiratorias.

Outro aspecto relativo ao M. bovis é que este ja foi isolado de varias outras espécies
que podem atuar como reservatorios da infeccdo, importantes na epidemiologia da
doenca (VISANET, 2018). A circulagdo das bactérias € apontada em sistemas multi-
hospedeiros, incluindo espécies selvagens como texugos (Meles meles ), javali (Sus scrofa)
ou veado (Cervus elaphus) (ZANELLA et al,2008; RICHOMMEet al., 2010;
PAYNE etal., 2013). Os texugos sdo considerados por Gallagher e Clifton-Hadley
(2000) como super excretores quando em estagio terminal da doenca eliminando grandes
guantidades do bacilo através da urina. Os cdes apesar de poderem ser infectados, ndo
desempenham papel significativo na propagagéo da doenca para bovinos (THOMAS, 2018).

Somente em 1970, Karlson e Lessel propuseram a classificagdo do M. bovis (assim
denominado) como espécie individual (FERREIRA NETO e BERNARDI, 1997).
Anteriormente, o bacilo bovino era considerado uma variante do M. tuberculosis e
denominado M. tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis subespécie bovis. Embora seja

primariamente um patogeno animal, ele também pode infectar e causar doenga ao ser humano,
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sendo assim uma importante ameaca a saude publica, especialmente nos paises em
desenvolvimento (PRODINGER et al., 2002; HADDAD, MASSELOT e DURAND, 2004,
BIET et al., 2005; BOSE, 2008).

Relativo aos aspectos bioquimicos, a parede celular das micobactérias é quimica e
estruturalmente bastante complexa, particularmente rica em componentes lipidicos. Estes
exercem influéncia na morfologia da bactéria conferindo uma barreira contra a acdo dos
agentes fisicos e quimicos do meio ambiente, como também influencia na patogenia das
respectivas infeccbes (HONG e HOPFINGER, 2004; DUCATI, BASSO e SANTOS 2004). A
abundante quantidade de acido micolico dificulta a captagdo de nutrientes retardando o seu
desenvolvimento (COLLINS et al., 1994; NEILL, BRYSON e POLLOCK., 2001; CORNER,
GORMLEY e PFEIFFER, 2012) além de serem o0s principais responsaveis pela sua
propriedade de alcool-acido resisténcia, observada através da coloracdo Ziehl-Neelsen (ZN)
(PFYFFER, 2007). O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (2006)
destaca, no entanto, que caracteristicas, a exemplo da tintorial, superpdem-se nos géneros
Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus e Corynebacterium o que exige atencdo para o
diagnostico diferencial entre esses agentes.

Também sdo caracteristicas peculiares ao M. bovis um periodo de geracdo longo,
demandando de 16 a 20 horas dependendo da oferta de oxigénio e de nutrientes, ultrapassando
12 semanas para crescer de maneira apropriada em meio de cultura adequado (CORNER,
GORMLEY e PFEIFFER, 2012). A temperatura 6tima de crescimento consoante a especie
pode variar entre 30°C e 45°C, e a gama de pH suportada é limitada entre 6 e 8, sendo o pH
6timo de 6,7 a 6,9 (PFYFFER, 2007). A espécie ndo é capaz de metabolizar glicerol em
piruvato como fazem as outras espécies do MTBC. Desse modo, M. bovis cresce muito
melhor na presenca de piruvato como fonte de carbono (JORGE, 2011), como indicado pela
analise da sequéncia gendmica dessa espécie confirmando que o0s genes requeridos para a
formagéo do piruvato ndo sao funcionais (BARRERA et al., 2007; JORGE, 2011).

O bacilo, quanto a constituicdo génica possui, no seu genoma 4.345.492 pares de
base (pb) de comprimento com 3.952 genes capazes de codificar proteinas, sendo menor que
0 genoma de M. tuberculosis (4.411.532 pb para o isolado humano H37Rv) e um contetdo
médio de Guanina somado a Citosina de 65,63%. O sequenciamento do seu genoma foi
concluido em 2003. M. bovis e M.tuberculosis possuem estreita relacdo filogenética cujos
genomas, ambos descritos por completo, apresentam mais de 99,9% de similaridade tendo

como principais eventos unidirecionais, as dele¢des (GARNIER et al., 2003; WHELAN et al.,
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2010). Apesar desta alta equivaléncia, com uso de marcadores moleculares é possivel
distinguir os membros do MTBC (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014).

Alguns estudos chegaram a sugerir haver variacdo na suscetibilidade a infeccdo
por M. bovis podendo esta variacdo acontecer dependendo da raca de bovino inclusive
podendo variar com seu tipo produtivo do animal (AMENI et al., 2007; RICHARDSON et al.,
2014). Além disso, alguns autores relatam que pode variar em viruléncia o genotipo dos
isolados de campo de M. bovis nos bovinos (WRIGHT et al, 2013; WATERS et al., 2014).

Foi identificado em anélises de genébmica comparativa entre uma estirpe de M.
tuberculosis e outra de M. bovis mais de 140 genes com presenca facultativa e que estdo
relacionados com diferencas no fendtipo, hospedeiro preferencial e viruléncia. Diversos
desses genes ocorrem em regides de diferenciacdo (RD) que foram eliminadas em
determinadas espécies (PYM et al., 2002). Na formacdo dos loci RD estdo envolvidas
alteragBes como erros na replicagcdo de DNA, movimento de elementos genéticos moveis, ou
recombinacdo entre fragmentos adjacentes de DNA homologo, com perda da sequéncia
interveniente (HUARD et al., 2006). No caso da cepa vacinal de M. bovis BCG ocorre a
delecdo da RD1, demonstrando um papel importante desta regido na viruléncia das cepas
patogénicas do complexo (PYM et al., 2002).

A bactéria é sensivel a agentes desinfetantes como fendlicos, formélicos, alcoois e,
em especial, ao hipoclorito de sédio, sendo eficientes dependendo da correta utilizagdo.
Também sdo destruidos pela pasteurizacdo (ARAUJO et al., 2005; COSTA, 2008) luz solar
direta em ambiente seco, assim como calor umido a 60°C (ROXO, 1996; DUCATI, BASSO e
SANTOS, 2004). No que diz respeito a resisténcia, 0 agente se caracteriza por conseguir
sobreviver na presenca de cidos, alcalis e desinfetantes, a exemplo do amonio quaternaria e
clorexidine (ARAUJO et al., 2005; COSTA, 2008), além de resistir bem no ambiente,
principalmente em locais Umidos e ao abrigo da luz solar, a exemplo de pastos, estabulos, no
esterco por até 2 anos, na agua por até 1 ano, e 10 meses nos produtos de origem animal
contaminados. Ela também se mostra moderadamente resistente ao calor, a dessecacao e a
uma das principais drogas antituberculosas, a pirazinamida (ABRAHAO, 1999; PARSONS et
al., 2002; BELAS et al., 2011).

2.1.2 Patogénese e manifestacgéo clinica

Diversos fatores influenciam na manifestagéo da tuberculose no hospedeiro dentre os

quais a resposta imune, via de infeccdo e viruléncia do microrganismo que determinam ainda
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a sobrevivéncia e multiplicagdo do mesmo no animal (COLLINS, 2001; AYELE et al., 2004).
Geralmente a doenca nos bovinos possui um periodo de incubacgdo longo, com quadros pouco
uniformes e uma evolucdo demorada (DUARTE et al., 2007). Causa uma importante
broncopneumonia (CONSTABLE et al., 2016). Embora a literatura relate acometimento da
doenca em animais acima de 36 meses (GRISI FILHO et al., 2011) bezerros também podem
ser acometidos podendo se tornar uma fonte importante de infeccdo (ALZAMORA FILHO et
al., 2014). Esporadicamente, pode assumir um carater agudo e curso progressivo rapido
(RUGGIERO et al., 2007). Marcondes et al. (2006) comentam que ja foi demonstrado em
modelos animais que um bacilo em suspensdo pode causar a infec¢do. A inalacdo de aerossois
contaminados com o microrganismo € responsavel (OLIVEIRA et al., 2008; LAVAGNOLI et
al., 2010) por aproximadamente 90% das infec¢cbes em bovinos e bubalinos (CORREIA e
CORREIA, 1992; BEER, 1998; MARQUES, 2008). Com relacdo a manifestacao sistémica, a
enfermidade pode assumir forma miliar, quando ocorre de maneira abrupta e macica ou
protraida, acometendo os diversos tecidos pelas vias linfatica ou sanguinea, sendo esta Gltima
a mais comum (BRASIL, 2006).

Microrganismo intracelular facultativo (SKORIC et al., 2007) quando inalado €
fagocitado geralmente por macrofagos alveolares onde podera se multiplicar dando forma a
lesbes denominadas tubérculos ou podera ser eliminado (MARCONDES et al., 2006). N&o
havendo destruicdo do bacilo e havendo multiplicacdo, eles serdo atraidos por fatores
quimiotaticos liberados pelos préprios bacilos. Essa multiplicacdo cessa cerca de 2 a 3
semanas apoés a inalacdo do agente infeccioso e é caracterizada por resposta imune mediada
por células e reacdo de hipersensibilidade tardia. Neste momento, o hospedeiro destroi seus
préprios tecidos através da necrose de caseificagcdo para conter o crescimento intracelular da
bactéria. Com mediacdo dos linfocitos T ocorre a migracdo de novas células de defesa,
culminando com a formacdo de granulomas (CORREIA e CORREIA, 1992; BEER, 1998).
Embora a via de entrada mais importante seja a inalatéria, a via oral também deve ser
considerada (DOMINGO, VIDAL e MARCO, 2014).

A lesdo caracteriza-se por nddulos de diametro entre 1,0 a 3,0 cm em média,
podendo ser confluentes, aspecto purulento ou caseoso, de cor branca, cinza ou amarelado, de
consisténcia firme e inodoro. Os locais mais comumente encontrados com lesdes durante a
necropsia ou inspecgéo de carcagas em abatedouros frigorificos sdo os pulmdes e os linfonodos
retrofaringeos, bronquiais e mediastinicos (BRASIL, 2006; OIE, 2009), além de serosas e
figados, contudo, pode causar lesdes em todos 0s érgaos, ja havendo sido descrita no sistema

nervoso central, articulagdes, diafragma, subcutis, ovérios, Utero e genitalia masculina.
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Normalmente s&o firmes, com centro caseoso e quando calcificados rangem ao corte com faca
como se contivessem areia (CORREIA e CORREIA, 1992).

No aspecto da microscopia do granuloma tuberculoso, trata-se de uma estrutura
complexa e de composicdo principalmente celular, consistindo geralmente de um centro
necraético, circundado por densas camadas de células, como os linfocitos (T e B), neutrdfilos e
fagdcitos mononucleares em diversos estagios de desenvolvimento, sendo, por ultimo,
circundado por uma firme cépsula de tecido fibroso (AYELE et al., 2004; HOPE;
VILLARREAL-RAMOS, 2008).

Tratando-se da resposta imune adquirida € essencial a producéo do Interferon (IFN-
y) produzido do perfil Thl estimulado pela apresentacdo de antigenos as células T CD4+ e
CD8+ no aspecto de moléculas MHC Il e I, respectivamente, valendo destacar funcdo de
protecdo das células TCD4+ no granuloma (HOGAN et al., 2007). Estas células séo
produtoras de IFN-y no granuloma, agindo no controle do crescimento bacteriano intracelular,
enquanto os linfocitos T CD8+ agem, principalmente, na lise dos macrofagos infectados
(POLLOCK & NEILL, 2002). Outras citocinas estdo envolvidas neste cenario. A interleucina
12 (IL-12), também potencializa a producdo de IFN-y, tanto estimulando as células natural
killer (NK), quanto induzindo a polarizagdo Thl que eleva a producdo desta citocina.
Também citocinas inflamatorias como a IL-1, IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
Na regulacéo do processo infeccioso, a IL-10 inibe a resposta celular através da subregulacdo
da producdo de IL-12 (ABBAS; LICHTMAN e PILLAI, 2008; HOPE; VILLARREAL-
RAMOS, 2008).

2.1.3 Avaliacdo macroscopica de lesdes suspeitas de tuberculose

Os achados macroscopicos de lesGes sugestivas de tuberculose bovina acontecem
durante o abate dos animais. No Brasil, a inspecdo das carcacas é regulamentada pelo
RIISPOA “Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal”
da Divisdo de Normas Técnicas do Departamento de Inspecdo dos Produtos de Origem
Animal (DIPOA) do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, segundo decreto de
29 de margo de 1952 alterado pelos decretos de 1962, 1994 e 1997 (BRASIL, 1997). Em
mar¢o de 2017 passou por um extenso trabalho de atualizacdo que teve inicio em 2007 com
envolvimento de diversos setores da sociedade, inclusive tendo passado por consulta publica

recebendo mais de 3,6 mil sugestdes de alteracoes.
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A revisdo do RIISPOA inclui itens que antes ndo tratava o regulamento, como
questdes relativas ao meio ambiente, a sustentabilidade e ao bem-estar animal. Trata também
de assuntos administrativos e de legislacdo internacional e atualizou valores de multas em
situacbes diversas. Passou ainda a contemplar novas tecnologias, incluindo a biologia
molecular além de outras padronizagdes de procedimentos técnicos. O novo decreto contém
542 artigos contra 952 do anterior. O artigo que trata sobre o destino dos bovinos com
tuberculose passou a ser 0 Art. 171 que descreve os diferentes destinos que devem ser dados
as carcacas, tais como: pode ser condenada completamente, pode ser destinada a esterilizacao
pelo calor e pode ainda ser liberada ap6s condenadas as areas atingidas. Nos casos de partes
da carcaca ou dos 6rgdos serem contaminados por material tuberculoso, estas partes devem
também ser condenadas (BRASIL, 2017).

O papel do abatedouro frigorifico € fundamental tanto no rastreamento de focos da
doenca como na identificagdo das lesGes macroscopicas sugestivas de TB durante a rotina de
inspecéo, funcionando como barreira de protecdo para o consumidor. O RIISPOA determina
gue os animais levados ao abate, que estejam com provas de tuberculinizacdo positivas,
devem ser separados e sacrificados apenas no final da matanca (BRASIL, 1997).

Esta primeira informacéo é reforcada por Jorge (2011) no Mato Grosso do Sul que
afirma que a identificagdo de um Unico bovino com lesdo tuberculosa no abatedouro contribui
para localizagdo de um foco. A inspecao permite, inclusive, a identificacdo de animais que
ndo apresentam sinais clinicos da doenca. Com a implantacdo do programa de controle e
erradicacdo da tuberculose bovina estes estabelecimentos tornam-se essenciais para o
controle, atuando como importantes “sentinelas epidemioldgicos”, colaborando na estratégica
de vigilancia e erradicacdo da doenca (WEDLOCK et al., 2002, COSTA 2008; LOPES,
2008).

Tratando do tema a nivel internacional, o procedimento de monitoramento em
frigorificos demonstrou em paises como Australia, Estados Unidos, Canadad e Cuba ser de
fundamental importancia na erradicacdo da enfermidade em virtude da eficiéncia na
identificacdo e na rastreabilidade da origem de animais com lesdes compativeis com
tuberculose (RODRIGUEZ, 2005; COSTA et al., 2010).

Apesar do papel de destaque desses estabelecimentos, Corner (1994) ressalta que, no
que diz respeito a epidemiologia para se identificar a real prevaléncia seria necessario somar a
estes casos de lesdo macroscopica, 0s casos sem lesbes aparentes. O autor lembra que, em
razdo da ndo visibilidade de algumas lesdes, os indices devem ser bem superiores, girando em

torno de 53% de impossibilidade de deteccdo de tuberculose na rotina da inspegédo. Deve-se
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ainda estar atento para o fato do exame post mortem ser “inspetor dependente”, isto &,
depende do critério da inspecdo e dos sitios observados (MCKINLEY et al., 2018). O exame
deve ser o mais preciso possivel. Esta informacdo estd relacionada com o que afirmam
Shitaye et al. (2006) e Wilsmore e Taylor (2008) quando mencionam que a inspecéo passa a
ser mais criteriosa nos casos de abates sanitarios de animais positivos aos testes
intradérmicos.

Neste contexto ainda Baptista, Moreira e Santos (2004) reafirmam que os indices
observados em abatedouros séo subestimados. Para que se aproxime de uma prevaléncia mais
real Corner (1994) argumenta que fazendas com amostras representativas ou abrangendo a
totalidade dos animais podem proporcionar boas estimativas da frequéncia. O autor relata que
0 exame cuidadoso de seis pares de linfonodos do pulmao, da cabeca e do mesentério pode
estabelecer o diagnostico em 95% dos bovinos com lesdes macroscopicas. E importante
lembrar que em infec¢des recentes ndo havera lesbes macroscopicas e que o diagndstico

definitivo da tuberculose é com auxilio de métodos laboratoriais.

2.1.4 Epidemiologia da tuberculose

Sao descritas inUmeras espécies como hospedeiros deste agente além dos humanos e
bovinos como os bufalos, texugos, veados, gambas, cées, entre outros, ( BRONWEN et al.,
2018; OIE, 2018) sendo alguns hospedeiros terminais enquanto outros desenvolvem uma
doenca autolimitante. Os animais silvestres desempenham importante papel na epidemiologia
da tuberculose, especialmente em locais onde a doenca estd controlada ou erradicada,
representando uma ameaca para a reintroducao, uma vez que reservatérios silvestres ndo séo
controlados (BIET et al., 2005; OIE, 2018).

Campos (2008) afirma que a enfermidade possui distribuicdo em todos os continentes.
Furlanetto et al. (2012) reforca a idéia que é predominante em paises que possuem sistema de
criacdo de forma intensiva ou ainda que possuam agoes de controle sanitario recentes. Outros
fatores interferem na disseminacéo da doenca como: manejo, idade, raga, introducdo de novos
animais, presenca de animais de corte e leite no mesmo rebanho e tamanho dos rebanhos entre
outros (OMER et al., 2001; PERREZ et al., 2002).

Baseado no teste de tuberculinizagdo, um estudo brasileiro no ano de 2004 evidenciou
que a prevaléncia variou de 0,4% a 3,6% nas regides Sudeste e Norte, respectivamente
(ROXO, 2005; KANTOR; RITACCO, 2006). Outro estudo, no estado da Paraiba no periodo
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de 2008 a 2009, revelou foco de 0,57% das propriedades analisadas e 0,25% de animais
positivos também através de tuberculinizacdo (FIGUEIREDO et al., 2010). No estado do
Espirito Santo foram examinados 32.052 bovinos e foi demonstrado 0,51% animais reativos
ao agente (LAVAGNOLI et al.,, 2010). No Mato Grosso, Neéspoli (2012) estimou a
prevaléncia de 1,3% de tuberculose nos rebanhos.

Ja em estudo realizado a partir de carcacgas por Aradjo et al. (2005), em abatedouros-
frigorificos, o autor revelou uma prevaléncia de tuberculose bovina de 0,17% em Minas
Gerais; 5,16% no Pard e 0,64% no Rio Grande do Sul. O autor atribui esta diferenca de
achados ao grau de desenvolvimento regional, principalmente no que se refere ao
estabelecimento de medidas sanitarias no rebanho.

Dados divulgados pelo MAPA reafirmam a distribuicdo da tuberculose pelo territorio
nacional. A pesquisa contemplou os estados da Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Parana, Rondonia, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Sergipe, S&o Paulo e Tocantis (Tabela 1).

Tabela 1. Prevaléncia de focos (propriedades com pelo menos dois
aninais positivos) e prevaléncia de animais (fémeas acima de 24 meses)
positivos para tuberculose, ao teste de tubrculinizacdo por Unidade

Federativa.
UF Trabalho de campo | Prevaléncia focos | Prevaléncia animals
BA 2008 a 2010 16 021
DF 2003 0,36 0,05
ES 2012 a 2014 7.6 0,7
GO 2013 a 2014 343 03
MG 2013 4,25 0,56
M5 2008 13 0,035
MT 2009 13 0,12
PE 2014 2,87 0,62
PR 2005 a 2007 2,15 042
RO 2009 a 2010 23 0,12
RS 2013 28 0,7
5C 2012 05 0,06
SE 2012 0,22 1,03
S 2011 9 13
T0 2015 0,008 0,162

Fonte:http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sanidade-animal-e-
vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/brucelose-e-
tuberculose/th-3-estudos-prevalencia.pdf
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2.1.5 Impacto na Saude Puablica

O alemao Alexander Von Humboldt sugeriu no seculo XVIII uma conexéo entre o
ambiente, o ser humano e os animais (WULF, 2016). No seculo seguinte um outro aleméo,
Virchow, usou o termo zoonose para descrever infeccdo aos humanos pela Trichinella spiralis
a partir do consumo de carne suina, estabelecendo dessa forma uma relagdo mais proxima das
medicinas humana e veterinaria (SCHULTZ, 2008). O envolvimento dessas areas traz um
conceito de Saude Unica, que apesar de negligenciado, objetiva a prevencdo com
envolvimento de aspectos diversos em a¢des multidisciplinares (WIELER, 2014; JANES et
al., 2012). A tuberculose bovina por ser uma zoonose se encaixa na proposta desse conceito
como "Satde Unica" (OIE, 2018).

Neste aspecto, 0 M. bovis possui uma ampla capacidade de infectar diversas espécies
de mamiferos, sendo uma das maiores entre todos 0s patdgenos conhecidos. O ser humano
pode, portanto, contrair a doenca de diferentes animais e igualmente transmitir-lhes a infeccéo
(LILENBAUM, 2000; PINTO, 2003). A doenca em pessoas quando causada pelo M. bovis é
denominada de tuberculose zoonotica. JA 0 M. tuberculosis possui um espectro mais restrito
de hospedeiros, além do ser humano (NEILL, SKUCE e POLLOCK, 2005), podendo ser o
agente ocasional em bovinos que vivem em contato proximo com seres humanos
(MURAKAMI et al., 2009). Existe ainda casos de co-infeccdo no ser humano pelos dois
microrganismos (LAGO; NAVARRO, 2013).

A primeira comprovacao global da transmissdo da doenca dos bovinos ao ser
humano ocorreu decorrente da ingestdo de alimentos e foi relatada por Ravenel em 1902 que
isolou M. bovis em génglios de uma crianca falecida de meningite tuberculosa nos EUA. Este
isolamento se deu por inoculacdo em bovinos, os quais em menos de 30 dias vieram a oObito.
Os resultados da necropsia afirmaram que a causa da morte tinha sido tuberculose (SOUZA et
al., 1999). Muitos anos ap6s a identificacdo relatada, a diferenciacdo
entre M. bovis e M. tuberculosis € importante para entender e controlar a propagacao
do M . bovis entre os bovinos e controlar a transmissao para humanos em areas onde ambos 0s
tipos de tuberculose coexistem (RAMOS et al., 2018). Apesar do numero de casos
identificados ser pequeno na carga total de tuberculose humana, acabar com a epidemia da
tuberculose até 2030 é uma meta da Estratégia da TB da OMS e neste contexto de
erradicagdo, e fundamental combater a referida doenca (WHO, 2018).

Wedlock et al. (2002) salientam que em torno de 5 a 10% da incidéncia da doenga

em humanos sdo decorrentes da infeccdo por M. bovis. No inicio do século XX, foi
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primeiramente descrita este tipo de infecgcdo, onde se estimou que fosse causa de 10-18% de
todos os casos da doenga, existindo uma associa¢do entre 0 nimero de casos humanos e a
populacéo bovina local. Naquele momento, calculou-se que 70 a 80% do total de tuberculose
dos ganglios cervicais em criancas e 20% dos casos de tuberculose renal no ser humano foram
causados pelo M. bovis (ABRAHAO, 1999). No Brasil, a primeira publicacdo na literatura
nacional sobre o tema foi em 1938, momento em que o agente foi isolado por Torres e
Pacheco (SOUZA et al., 1999). Pesquisa realizada em San Diego nos Estados Unidos da
Ameérica apontou a crescente incidéncia da doenca causada pelo M. bovis, com 45% de todos
0s casos de TB cultura positiva em criangas entre 1994 e 2005 (RODWELL et al., 2008).

Em alguns paises a tuberculose zoonotica pode chegar a 10% dos casos (OIE, 2018).
Como média mundial El-Sayed et al. (2015) apontam 3,1%. Na América Latina, 0s registros
sd0 escassos e estimativas indicam 2% dos quadros pulmonares e 8% dos casos
extrapulmonares (KANTOR; RITACCO, 1994; LATINI et al., 1990; USABIAGA, 2001).
Nos paises onde ndo existe o controle da tuberculose bovina, a infec¢do pelo M. bovis ocorre
principalmente em jovens pela ingestdo ou manipulacdo de leite cru contaminado (HARDIE;
WATSON, 1992; NEIL et al., 1992), sendo que na Europa, a reativacdo endogena de
infeccdes adquiridas na infancia ou na juventude representam o fator mais comum deste tipo
de doenca (HARDIE; WATSON, 1992).

De acordo com Carvalho et al. (2015), o desconhecimento em relagdo a real
prevaléncia da TB zoonoética advém de diversos fatores, principalmente em decorréncia do
diagnostico bacteriolégico em humanos geralmente estar limitado a baciloscopia e ao cultivo
em meio Lowenstein-Jensen que contém glicerol, no qual o M. bovis apresenta crescimento
disgonico porque utiliza preferencialmente o piruvato como uma fonte de carbono
(GORMLEY et al., 2014). Nos paises em desenvolvimento, é pertinente esta questdo pelo fato
de nesses locais existirem poucas informacdes sobre o problema, necessitando de maiores
investimentos nos aspectos relevantes a salde publica veterinaria em relagdo a infeccdo
humana por M. bovis, principalmente com relacdo aos grupos ocupacionais (WHO, 2009).

Rocha et al. (2011) entendem que M. bovis e M. tuberculosis provocam doenca
indistinguivel clinica, radiolégica e patologicamente. Um fator agravante é que
laboratorialmente, devido a aparente similaridade também no tratamento e progndstico, €
muito comum ocorrerem falhas no diagndstico diferencial entre as micobactérias,
principalmente nos paises onde se julgava erradicada a tuberculose bovina (ORDONEZ et al.,
1999; PINTO, 2003). Essa discriminagdo se torna possivel pelo emprego de meios de cultivo

especificos como o Stonebrink isento de glicerol permitindo crescimento do M. bovis
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(KANTOR; RITACCO, 1994; LATINI et al., 1990; USABIAGA, 2001). Ueyama (2013),
ainda relata a falta de métodos simples de diferenciacdo e como relatado por Lago e Navarro
(2013) a falta de disponibilidade de meios com piruvato.

Vale lembrar que, entretanto, existem razbes para diferenciacdo dos agentes, a
exemplo da resisténcia do M. bovis a pirazinamida (droga antituberculose de 12 linha)
(PARSONS et al., 2002; WHO, 2018) e reintroducdo da doenca por esta espécie em paises
nos quais ela estava praticamente erradicada. Ainda é importante reforcar que a falha no
tratamento favorece o aumento de cepas multidroga resistentes. A Organizacdo Mundial de
Saude afirma que o problema da resisténcia ainda é uma crise de salde publica. A estimativa
mais recente é que, no mundo em 2017, 558 mil pessoas desenvolveram tuberculose resistente
a rifampicina, e destas, 82% eram TB multidroga resistentes (WHO, 2018).

Na analise da tuberculose nos humanos sem diagnostico diferencial para espécie
envolvida tém-se os dados a seguir: em 2009 a incidéncia global da doenca foi de 9,4 milhdes,
com mortalidade de 1,3 milhdes de pessoas sendo cerca de 85% dos casos na Asia e Africa.
Dentre este total, 1 a 1,2 milhdes estavam coinfectados pelo HIV (11 a 13%). Estes valores
correspondem a uma reducdo significativa, relativamente aos Ultimos anos. Trés anos depois
o relatorio da OMS reuniu dados de 178 dos 197 Estados-membros da organizacao e relata
que no Brasil foi registrado mais de 71 mil casos de tuberculose (WHO, 2013). O dado mais
atual aponta que no mundo 10,0 milhdes de pessoas entre estas, mais de 1,0 milhdo de
criancas, desenvolveram a doenca em 2017 e cerca de 1,3 milhdo de mortes aconteceram em
pacientes HIV positivos (WHO, 2018).

A relevancia da TB no contexto da salde publica é continua, sendo destaque desde o
inicio da Comunidade Econémica Europeia nos anos de 1964 onde as medidas iniciais para
controlar esta doenca ja foram propostas naquela ocasido (VISANET, 2018). Em todo o
mundo, a tuberculose é uma das 10 principais causas de morte e a principal causa por um
Unico agente infeccioso (acima de HIV / AIDS) e ainda milhdes de pessoas continuam a
adoecer com tuberculose a cada ano (WHO, 2018).

2.1.6 Diagnostico da tuberculose bovina

O diagndstico da tuberculose bovina apesar de inimeras pesquisas neste cenario,
ainda € um grande desafio. Bon et al. (2018) reafirmam a necessidade de desenvolvimento de
novos testes aplicaveis ao diagndstico da enfermidade no rebanho bovino antes de renovar 0s

esforgos para elimina-la. Em uma ampla revisdo sistemética da literatura cientifica sobre
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métodos de diagnosticos para tuberculose bovina, foram identificados 14 tipos distintos de
testes na atualidade. Foi observado neste estudo também que os valores de corte para definir
uma resposta positiva aos testes muitas vezes eram varidveis. Os autores apontaram fatores
muito dificeis de controlar que influenciam no desempenho dos testes: processos bioldgicos,
como patogénese da doenca (afetando sensibilidade) e interferéncia por colonizagdo de
micobactérias ambientais (afetando especificidade) (DOWNS et al., 2018)

Os métodos para diagnostico da TB podem ser categorizados em diretos e indiretos.
Os primeiros sao capazes de identificar a presenca da bactéria ou parte dela tendo, neste caso,
como exemplos, a bacteriologia e os ensaios moleculares. Os métodos indiretos investigam a
resposta ao agente etioldgico no hospedeiro, seja ela imunolédgica humoral ou celular, sendo
exemplificados, respectivamente pelos testes imunoenzimaticos e pela tuberculinizacdo
(BRASIL, 2006).

Ao referir-se ao tema da importancia de qualidade e padronizacdo de meios de
diagndstico, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento atribui em parte este fato
a responsabilidade da eficacia de um programa nacional de combate a qualquer doenca
(BRASIL, 2001), além de ser fundamental uma rede laboratorial que possa disponibilizar o
suporte técnico e um diagndstico rapido, especifico e sensivel (COSIVI et al., 1998). Os testes
no Brasil estdo em sintonia com os padrdes internacionais, porém o MAPA pretende atualizar
e melhorar o padrdo de diagnostico a medida que novos testes forem surgindo (BRASIL,
2001). Parra et al. (2008) afirmam ser necessario desenvolver sistemas de diagnéstico que sdo
diretamente aplicaveis de amostras bioldgicas colhidas nos abatedouros.

Apesar do grande avango da ciéncia na area de diagnostico, Ruggiero et al (2007)
apontam ndo haver um exame ideal para rotina do diagndstico da tuberculose em bovinos,
sendo fundamental ampliacdo do investimento na area de pesquisa para a solucdo desse ponto
critico no combate a enfermidade. Eles também consideram que os achados clinicos ndo
devem ser desprezados e sim interpretados conjuntamente com os resultados laboratoriais.
Outro aspecto levantado por Cosivi et al. (1998) e Roring et al. (2000) é que nenhum dos
métodos de diagndstico pode ser empregado isoladamente, devendo sempre se fazer uso de
complementariedade de técnicas, a fim de se obter uma informacéo eficaz e completa.

A evidéncia clinica da doenca nos bovinos raramente € encontrada, mesmo em casos
avancados de infeccGes cronicas. Os sinais clinicos sao bastante variados e, por muitas vezes,
ndo estdo presentes (OIE, 2009). Os animais podem apresentar dispnéia, tosse, mastite,
caquexia progressiva e infertilidade, entre outros (SMITH, 2006; BRASIL, 2006). Pode-se a
palpacdo perceber aumento de linfonodos chegando, até mesmo, a causar obstru¢do de vias
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aéreas, trato digestorio ou vasos sanguineos. O envolvimento do trato digestorio algumas
vezes se manifesta por diarreia intermitente intercalada por periodos de constipacdo. Caquexia
acentuada e dispnéia podem ocorrer durante a fase terminal (OIE, 2009). Alguns ainda
apresentam debilidade, anorexia, sinais respiratorios, apetite seletivo e temperatura oscilante
(SMITH, 1993; RADOSTITS et al., 2002). Torna-se importante mencionar o papel do exame
clinico como diagnostico complementar nos casos de animais anérgicos ao teste da
tuberculina na busca, segundo Radostitis et al. (2002) e Smith (2006), por tosse seca, curta e
repetitiva embora Ramos et al. (2015) afirmem que em paises com programa de erradicacéo
eficiente, os animais infectados s&o identificados mais cedo e, dessa forma, as infeccoes

sintomaéticas se tornam menos comuns.

2.1.6.1 Tuberculinizacdo

O exame oficial preconizado pelo PNCBET para o diagndstico in vivo da tuberculose
¢ a tuberculinizacdo, uma reacdo de hipersensibilidade tardia, imunologicamente especifica,
mediada por linfocitos T sensibilizados que possibilita a identificacdo de animais infectados,
estando descrito sua realizacdo e interpretacdo no regulamento técnico (BRASIL, 2006). Os
individuos previamente expostos ao bacilo normalmente mostram-se reagentes
(MONAGHAN et al., 1994). Embora o teste tuberculinico seja usado para o controle e
erradicacdo da tuberculose bovina, resultados confiaveis ndo sdo alcancados em alguns
animais infectados (PARDO, LANGONI e MENDONCA, 2001). Além disso, devido a
diversos fatores, incluindo a movimentacdo dos animais e a frequéncia de realizacéo de testes
nos rebanho, alguns animais nunca serdo testados durante sua vida atil (MITCHELL et al.,
2006)

O método consiste na inoculacdo de um extrato da cultura do agente no animal
suspeito (RADOSTITS et al., 2002) com formacdo de edema mais ou menos pronunciado
(NEIL et al, 1994). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2017) descreve
que podem ser realizados trés testes: teste da prega caudal, usado somente para triagem em
gado de corte; teste cervical simples, utilizado como prova de rotina em gado de leite; e/ou
teste cervical comparativo, que pode ser utilizado como prova confirmatoria naqueles animais
que reagiram aos outros testes ou como prova Unica em animais de rebanhos com risco de
reacOes inespecificas. Os animais positivos aos testes de tuberculina devem ser sacrificados.

O exame indireto pelo uso do PPD (Derivado Protéico Purificado) apresenta algumas

limitacOes podendo levar a interpretacdes erréneas, a exemplo de falsos positivos para reacdes
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inespecificas pelo contato prévio com outras micobactérias ambientais ou interpretacdo de
falso negativo decorrente de infeccdo recente, ja que a resposta imunoldgica pode aparecer até
50 dias ap6s o contato, mau estado geral de salde, imunossupressdo pos-parto ou até mesmo
anergia (MONOGHAN et al.,, 1994). As reacdes cruzadas com outros patégenos nao
relacionados da-se pelo Corynebacterium ou Nocardia spp. (ROMERO et al., 1999). Deve-se
também estar atento para a dessensibilizacdo que ocorre apés a tuberculinizagdo, visto que 0s
animais apresentam sua capacidade de responder a novos testes diminuida, sendo recobrada
apos um periodo de 42 a 60 dias. Resultados falso-negativos podem ocorrer ainda por
variacOes inerentes ao proprio teste ou por variagbes na leitura e interpretagdo do mesmo
(MONOGHAN et al., 1994).

O programa determina que bovinos e bubalinos devam ser identificados, devem
possuir idade igual ou superior a seis semanas e o teste deve ser realizado por médico
veterinario habilitado ou médico veterinario oficial (BRASIL, 2017). A distribuicdo de
tuberculinas sera controlada pelo servico veterinario oficial, podendo ter acesso as mesmas,
apenas médicos veterinarios habilitados, instituicdes de ensino ou pesquisa e 0S responsaveis
técnicos de Granjas de Reprodutores Suinos Certificadas (GRSC) (BRASIL, 2017). E preciso
reconhecer que apesar das limitacdes, ainda ndo existe um ensaio mais satisfatorio in vivo que
a tuberculinizagdo. Por conseguinte, é altamente provavel que esta técnica continue a ser o
teste de triagem para o gado de criacdo ainda por um tempo consideravel (GOOD et al.,
2018).

2.1.6.2 Diagndstico soroldgico

Dentre as possibilidades de diagndsticos sorologicos existe a quantificacdo da
citocina denominada interferon gama (IFN-y). Estes testes sanguineos podem ser mais
especificos para a infeccdo por M. bovis do que os testes baseados em tuberculina (DOWNS
et al., 2016). Este ensaio baseia-se na resposta imune de células em cultura de sangue total
estimuladas com antigenos do bacilo através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (WOOD
et al., 1990). A auséncia de detecgdo de IFN-y caracteriza a negatividade do animal para
infeccdo pelo M. bovis, uma vez que os linfocitos de bovinos ndo infectados ndo produzem
esta citocina de forma especifica (WOOD e JONES, 2001). Este ensaio tem sido avaliado
como um diagndéstico primario em muitos paises (WOOD, 2001), inclusive no Brasil. Trata-se

de um método sensivel que pode detectar a infeccdo em vérias espécies de animais e mais
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precocemente que os testes tuberculinicos, possuindo sensibilidade e especificidade de 85% e
93%, respectivamente (WEDLOCK et al, 2002; RUA-DOMENECH et al., 2006).

Como vantagens importantes estdo a estimulacdo de linfocitos in vitro que,
consequentemente, ndo alteram o estado imunologico do animal, além de ndo ser necessario
esperar 60-90 dias para repetir o teste quando o teste inicial ndo for conclusivo, uma limitagéo
distinta dos testes cutaneos (LILENBAUM, 2000). O teste para a deteccdo da infeccdo em
bovinos ja esta disponivel comercialmente com a denominacdo BOVIGAN. Ele utiliza como
antigenos o PPD bovino e o aviario, embora outros antigenos, a exemplo da ESAT-6 e do
CFP-10 ja tenham sido usados (WOOD e JONES, 2001). Por outro lado, o ensaio INFy tem
algumas limitagbes em relacdo a infraestrutura de laboratdrio e técnicos especializados, além
do custo dos kits comerciais. Deve-se estar atento também para o intervalo de tempo a partir
da colheita da amostra até o processamento do material, podendo, no entanto, ser usado a
partir de um ponto de vista estratégico para os programas de controle (LOPES et al., 2012).

Em geral, a resposta de anticorpos séricos acontece em estagios mais avangados da
doenca (POLOCK et al., 2005). Neste sentido, o ensaio de ELISA para diagnostico da
tuberculose, pode ser utilizado como um exame complementar aos demais ensaios,
especialmente na identificacdo de animais anérgicos (WHO, 1994). O método
imunoenzimatico permite detectar a presenca de anticorpos IgG (SANT ANNA, 2001) contra
antigenos micobacterianos no soro de portadores de TB medindo a referida ligacdo. Os
antigenos normalmente utilizados sdo a PPD isoladas ou associadas a antigenos purificados a
partir de M. bovis estando os purificados representados pelo complexo AG85 que retrata a
maior parte das proteinas secretadas. O fato de anticorpos dirigidos contra os antigenos
poderem estar presentes em individuos ndo infectados leva a resultados falso positivos
(MEDEIROS et al., 2010). A proteina MPB70 que representa aproximadamente 10% da PPD
tem sido identificada como uma célula B alvo em bovinos tuberculosos e também como uma
proteina razoavelmente especifica. A homdloga da MPB70, a MPB83 também tem sido
utilizada (WIKER, 2009).

2.1.6.3 Diagnostico histopatoldgico

O exame histopatologico mostra-se importante como ferramenta complementar aos
achados macroscépicos e pode ser aplicado principalmente em regides de alta prevaléncia da
doenca por ser de conclusdo mais rapida para um diagndstico presuntivo (CORNER, 1994).

Eles exigem grandes concentragdes de bactérias além do fato de outros microrganismos
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produzirem lesGes semelhantes as ocorridas na tuberculose bovina por M. bovis (HAAGSMA,
1995; ZANINI et al., 2001).

De forma preliminar, pode ser realizado coloracdo pela técnica de Ziehl-Neelsen
(ZN), método microscépico direto do esfregaco de amostras frescas com o objetivo de
pesquisar a presenca de bacilos alcool-4cidos resistentes. E considerada uma técnica barata,
prética, rapida e Util, mas que se apresenta inespecifica e pouco sensivel (20-70%), uma vez
gue € necessario um grande numero de organismos na amostra para a positividade do
esfregaco (LISLE et al., 2002; AYELE et al., 2004). A técnica torna-se mais eficaz quando
realizada diretamente da cultura.

Na coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) ocorre acimulo de macr6fagos com
formacdo de células gigantes de Langhans, circundadas por linfécitos, plasmacitos, fibrose
periférica e necrose caseosa central, o granuloma (NEILL et al., 1994). Coelho (2002)
classifica o granuloma em completo ou incompleto, sendo que o primeiro deve apresentar
todos os elementos ditados acima e o incompleto serd assim chamado quando ndo houver
necrose caseosa, ceélulas gigantes ou macrofagos. Serd tipico quando existirem células

gigantes e, atipico, quando estas faltarem.

2.1.6.4 Diagndstico bacterioldgico

E consenso entre os pesquisadores que o método diagndstico definitivo da
tuberculose é o isolamento do agente, chamado também de "padrdo-ouro” (ARANAZ et al.,
1996; ALMEIDA, SOARES e ARAUJO, 2004; BRASIL, 2017) que pode ser realizado a
partir de lesBes ou secrecdes de animais suspeitos. E essencial para definir as condices
ideais para a cultura, que se leve em conta, a concentracao de bacilos na amostra e 0s riscos
de contaminacdo, uma vez que estes fatores podem influenciar a selecdo de procedimentos de
descontaminacdo e a duragdo da incubacdo (GORMLEY, et al., 2014).

O cultivo do M. bovis deve ser executado em laboratério do grupo de risco nivel IlI
(BRASIL, 2006) em estufa a 37°C, incubados em meio inclinado com pH entre 6,8 e 7,0. As
bactérias do género Mycobacterium crescem em meios que contém verde malaquita para
inibir contaminantes e compostos de ovo e amido enriquecidos com asparagina. O glicerol
favorece o crescimento de todos 0s outros microrganismos do género, porém, dificulta o do
M. bovis. Em meios de cultura a base de ovo, o crescimento revela coldnias pequenas,

arredondadas, de coloracdo amarelo-palida, com borda irregular e superficie granular.
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As micobactérias também crescem em meios a base de agar; nestes as colénias sao
volumosas no centro, brancas, finas, asperas e planas (CORNER, 1994), a exemplo do
Middlebrook 7H11 e B83 (HAAGSMA, 1995). No meio Stonebrink -Leslie, as col6nias se
apresentam brancas e pequenas com bordas irregulares e superficie granular, sendo
observadas a partir do 28° dia de incubagdo, sendo este meio o mais recomendado para o
isolamento do M. bovis (MOTA, LOBATO e ASSIS, 2001). O procedimento chega a requerer
entre 3 e 12 semanas de incubagdo, com um tempo medio de divisdo entre 12-24 horas
(AYELE et al., 2004) e de acordo com Corner (1994) sem influéncia da adicdo de 5% de CO,,
visto que ele observa ainda que concentracBes maiores podem ser até prejudiciais ao
crescimento. Recomenda-se a semeadura nos meios de cultura Lowestein-Jensen e
Stonebrink-Lesslie (RUGGIERO et al., 2007).

Apesar de ser método padrdo, o isolamento traz alguns gquestionamentos, a exemplo
da baixa sensibilidade, dispensa tempo para finalizar o diagndstico e necessitar de uma grande
quantidade de bacilos viaveis. E interessante verificar ainda que a quantidade e viabilidade
dos bacilos, ainda é uma etapa influenciada pelos métodos drasticos de descontaminacdo do
material que, além de destruir os contaminantes, também podem causar a morte de algumas
bactérias, o que pode comprometer o isolamento (HAAGSMA, 1995; WARDS et al., 1995;
ZANINI et al.,, 2001). Um dos principais métodos de descontaminacdo na Medicina
Veterinéria é o método de Petroff que utiliza hidréxido de sédio (NAOH,). Mencionado por
Ambrosio et al. (2008), outras substancias também tém sido utilizadas para 0 mesmo fim:
Acido sulfrico, &cido oxalico (OA), cloreto de benzalcénio (AC), fosfato trissddico e laurel
sulfato de sodio, cloreto de sédio, e o equivalente de cloreto de 1 - hexadecilpiridinio (HPC)
ou cloreto de cetilpiridinio (CPC).

Apds executada a técnica do isolamento, segue a identificacdo completa do agente.
Almeida, Soares e Araljo et al. (2004) relatam que o reconhecimento deve ser realizado por
meio de provas bioquimicas, analise quimica dos grupos funcionais de acidos micélicos que
se encontram na parede das micobactérias ou técnicas de biologia molecular, os quais
segundo Lisle et al. (2002) requerem um tempo adicional para sua total realizacdo.
Especificamente para bioquimica, podem-se levar mais quatro semanas na verificacdo das
provas, além do fato da técnica demandar um crescimento abundante de cultura pura e
madura, 0 que ndo € comum tratando-se de M. bovis (COLLINS et al., 1994). Como
resultado, espera-se sensibilidade a hidrazida, positividade para atividade de urease, hidrolisar
moderadamente o Tween 80 e negatividade nos testes de catalase e arilsulfatase (AYELE et

al., 2004). Ainda, o aumento da quantidade de niacina e reducdo de nitrato a nitrito sdo
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observados quando a bactéria cultivada é M. tuberculosis, mas ndo ocorre quando se trata do
M. bovis, permitindo, a diferenciagdo. Também o teste de sensibilidade ao antibidtico
pirazinamida contribui para diferenciacdo entre eles, sendo M. bovis resistente a este
antimicrobiano (PARSONS et al., 2002; BELAS et al., 2011).

2.1.6.5 Diagndstico molecular por PCR

Tem sido descrito diversos testes de diagnostico molecular para a tuberculose
(FUVERKI et al, 2008; FURINE et al, 2013). Tais descricbes contemplam
meétodos comerciais ou ndo. Em virtude da longa demanda de tempo para isolamento e
identificacdo do agente, os procedimentos moleculares tornam-se cada vez mais promissores.
No aspecto da bacteriologia ainda ha de se considerar as perdas dos bacilos viaveis nos
processos de descontaminagdo (PINTO et al., 2002; SALAZAR, 2005; FRAGUAS, 2008)
onde a biologia molecular assume o papel de metodologia diagnostica auxiliar.

Ruggiero et al. (2007) entendem que a técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) surge sem intencdo de substituir a classica investigacdo bacterioldgica, mas tem o
objetivo precipuo de auxiliar os exames laboratoriais de tuberculose, esclarecendo a natureza
das lesdes sugestivas, especialmente de carcacas sequestradas em frigorificos. A reducdo do
tempo de exame dessas lesdes colabora para o controle da doenca no ser humano e nos
animais auxiliando na identificacdo dos fatores de risco, que desempenham importante papel
na epidemiologia da doenca.

O uso da reacdo em cadeia da polimerase teve inicio em 1986 por Mullis e Faloona,
tendo sido reconhecida como importante avango cientifico por permitir inimeras vezes e em
pouco tempo a amplificacdo in vitro de uma sequéncia alvo de acido nucleico através do uso
da enzima Taq polimerase, tornando possivel a identificacdo do DNA bacteriano
(ANDRADE, 1993). Os primers agem como iniciadores e garantem a especificidade da
reacdo. Os fragmentos amplificados sdo evidenciados por eletroforese em gel com uso de
corantes ou isOtopos radioativos ou fluorescentes e, ainda, empregando-se métodos
enzimaticos ou de quimiluminescéncia (ABRAHAO, 1999; ANDRADE, 1993; COLLINS et
al., 1994).

Os autores relatam que a PCR se mostra superior ao cultivo do microrganismo no
reconhecimento do agente e as coldnias podem ser identificadas no mesmo dia em que o
crescimento nos meios de cultura sdo detectados. Isso ocorre em contra ponto as provas

bioquimicas, possibilitando sua utilizacdo como ferramenta auxiliar a inspecdo sanitaria ou
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certificando que caso seja necessario o sacrificio de animais com suspeita de tuberculose, esse
procedimento seja realizado com a confirmacdo do diagndstico (ZANINI et al., 2001). A
literatura varia quanto a sensibilidade relatando de 50 a 100% relacionados a falhas da
execucdo da técnica, contudo a especificidade ¢ alta variando de 95 a 100% (NOORDHOEK
et al.,, 1994). Altwegg (1995) relata que a PCR por ser um método sensivel, é capaz de
detectar a micobactéria mesmo em procedimentos ineficientes de extracdo de DNA
especialmente quando se trata de cultura pura de microrganismos.

Com o avanc¢o da ciéncia, a técnica também passou a ser realizada diretamente das
amostras mostrando-se ser um método auxiliar mais réapido, sensivel, especifico e que
dispensa a grande quantidade e viabilidade dos bacilos se realizado direto da amostra. Para
atingir o objetivo da identificacdo da micobactéria dois pontos sdo relevantes: a escolha
correta dos primers e a qualidade da técnica de extracdo do DNA (ZUMARRAGA et al.,
2001). No que se refere a extracdo e purificagdo do DNA cromossomal do bacilo, Acha e
Szyfres (2001) acreditam ser uma etapa limitante ao uso da PCR em amostras clinicas devido
a complexidade da parede celular. Ainda, dentre as dificuldades na biologia molecular neste
contexto, a contaminacdo merece destaque. Relatos de contaminacdo cruzada chegam até
65%, podendo ser reduzidas a menos de 1% em laboratérios bem controlados e fiscalizados
(KANDUMA, MCHUGH e GILLESPIE, 2003).

Ribeiro (2006) menciona ser fortemente perceptivel a anuéncia de pesquisadores na
aplicacdo de PCR no diagnostico e tipificacdo da tuberculose bovina, no entanto, quando se
trata de extrair DNA diretamente sobre homogeneizados de tecidos a sensibilidade do método
é reduzida, e este fato limita sua difusdo como método diagndstico de rotina.

Quando se precisa fazer diferenciacdo das espécies do complexo M. tuberculosis, a
PCR multiplex se mostra uma técnica interessante (ARRAIZ, 2007; CORSET, 2007; KEE et
al., 2009). Hernandez et al. (2003) destacam ainda a economia de tempo e de reagente.
Parsons et al. (2002) explicam em quais situagdes deve-se pesquisar tal diferenca
especialmente entre M. bovis e M. tuberculosis: quando é importante fazer a distingdo entre as
fontes zoondticas ou fontes humanas da doenca e também para fins epidemioldgicos e de
tratamento.

Em meio a inimeros protocolos de amplificacdo de DNA, Warren (2006) utiliza
técnica baseada em regides de diferenca (RD1, RD1mic , RD2seal , RD4 , RD9 e RD12) que
foi desenvolvida para a diferenciagdo de M. canettii, M. tuberculosis, M. africanum, M.
microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis e M. bovis BCG. O tamanho da respectiva

amplificacdo dos produtos resultantes da PCR multiplex corresponde a presenca dos diferentes
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membros do complexo M. tuberculosis. Ueyama (2013), atenta para as interpretagdes
baseadas nestes estudos. PCR multiplex em tempo real também s&o utilizados baseados nestas
RD (HALSE et al., 2011).

Como opcdo a PCR simples ou multiplex existem diversos ensaios moleculares a
exemplo do nested-PCR que é mais sensivel e baseia-se na re-amplificacdo de um fragmento
amplificado em uma primeira reacdo com primers internos (ZANDEN, 2002). Outra
alternativa é o estudo de uma proteina de choque térmico (heat-shock) de 65 KDa com PCR e
analise do polimorfismo dos fragmentos gerados por enzimas de restri¢cdo (RFLP) (TAYLOR
et al., 1997). Ainda ndo muito disseminada, existe a técnica do microarranjo do DNA (DNA
microarray) que imobilizam sequéncias de DNA (GINGERAS, GHANDOUR e WANG,
1998) ou espectrometria de massa (LAGO; NAVARRO, 2013) dentre outras.

2.1.6.6 Spoligotyping

Spoligotyping € um método baseado na reacdo em cadeia da polimerase para
genotipagem de estirpes do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBCC). Os padrdes da
técnica podem ser representados em termos absolutos, e o0s resultados facilmente
compartilhados entre pesquisadores permitindo a alimentacdo de grandes bancos de dados
nacionais e internacionais. Apés a padronizacdo do método, milhares de isolados foram
analisados, possibilitando uma visdo global da diversidade das estirpes do complexo. O
método é rapido, facilmente reprodutivel e possui alto rendimento para pesquisas de
epidemiologia molecular (ZHANG et al., 2010; SMITH, 2011) Os membros do complexo
MTBC sdo muito semelhantes dentro da sua familia no que diz respeito a sequencia de
nucleotideos divergindo de acordo com Smith (2006) apenas em 0,05% em seu genoma,
apesar de diferentes em aspectos como patogenicidade, morfologia, resisténcia e outros.

Segundo Cazola et al. (2015) os dados da genotipagem molecular permitem
compreender a distribuicdo das estirpes em uma determinada area e como os focos maltiplos
ocorrem. A técnica baseia-se na amplificacdo por PCR do DNA no l6cus de regido de
repeticdo direta (direct repeat - DR), exclusivo do genoma de micobactérias do CMT, para
detectar a presenca ou auséncia de espacadores nesse locus identificando o polimorfismo, a
ordem dos espacadores é aproximadamente a mesma em todos os isolados. A deteccdo €
realizada  pela  hibridagdo  dos espagadores a uma membrana, usando
um minibloter (ARANAZ et al., 1996; KAMERBEEK et al., 1997). A determinagdo do

spoligotipo mais comum de M. bovis é a fundamental para encontrar a fonte da infeccdo e
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controlar a doenca (GHAVIDEL et al., 2018). Ramos et al. (2014) acrescentam que a técnica
revela possiveis ligagOes entre animais doentes, detectando surtos e ainda permite uma maior
compreensdo da evolucéo e estrutura populacional do M. bovis.

Esse método € adequado inclusive para regides de baixa prevaléncia de focos de
tuberculose, permitindo ainda o reconhecimento da movimentacdo do agente etiolégico o que
é essencial para um efetivo controle e erradicacdo da doenca (ZANINI et al., 2001;
RODRIGUEZ, 2005). O Spoligotyping dispde de inUmeras vantagens como ndo requerer
investimento excessivo, ndo necessitar de um programa especifico para interpretacdo dos
dados, permite a andlise de um grande nimero de estirpes e um bom nivel de diferenciacéo
para a analise epidemioldgica, é de facil diferenciacdo das espécies do complexo M.
tuberculosis pela simples andlise visual da membrana. Outra vantagem ¢ a diferenciacéo entre
M. bovis e M. tuberculosis pela auséncia ou presenca, respectivamente, dos espacadores 39 a
43 (RORING et al., 2002; RODRIGUEZ, 2005).

2.1.7 Controle e prevencao

No Brasil, 0 método habitual de controle da TB consiste na realizacdo da prova de
tuberculina e no abate sanitario. O PNCEBT também determina a aquisicdo de animais de
propriedades livres da doenga, adogdo de instalacfes bem ventiladas com exposicdo direta a
luz solar, incluindo higiene de bebedouros e cochos de alimentacdo. Também esta descrito a
restricdo do consumo do leite de vacas reagentes, controle da saude dos trabalhadores das
propriedades, permanente monitoramento dos rebanhos bovinos através da deteccdo de lesdes
tuberculosas pela inspe¢do sanitaria durante o abate dos animais, além do controle de transito
dos mesmos (BRASIL, 2006). Corner (1994) ressalta que para o estabelecimento dos
programas de controle é importante ser considerado o grau de incidéncia da doenca nos
rebanhos, ndo deixando de ressaltar a possibilidade do diagndstico equivocado colaborando
com a negligéncia dos casos. Medidas sanitarias integradas envolvendo os diferentes
segmentos da salude humana e veterinaria podem proporcionar uma ampla abordagem da
epidemiologia da tuberculose e atenuar a incidéncia da doenca nos animais e no ser humano
(JORGE, 2011).
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2.2 FEIRAS LIVRES

O fendmeno da feira-livre € bastante antigo e possui importancia econémica na regiao
onde esta situada como também importancia social e cultural. De acordo com Verdana (2004),
as feiras ja existiam na Grécia e na Roma desde a antiguidade com o intercAmbio de variadas
mercadorias entre povos de diferentes regides, normalmente situadas em locais de
informalidade.

No Brasil, Almeida (2009) relata o surgimento das feiras-livres trazidas pelos
portugueses desde o periodo colonial. Segundo Sayuri (2010) o significado desta modalidade
vai além do econdmico tendo se tornado pontos turisticos para quem visita 0s municipios
brasileiros. E um tipo de mercado varejista ao ar livre, de periodicidade semanal organizada
normalmente pelas prefeituras com objetivo de ficar disponivel para a populacédo e voltada
para a distribuicdo local de género alimenticio e produtos basicos. Os comerciantes possuem
lugar fixo com horarios de funcionamento fiscalizados (MASACARENHAS e DOLZANI,
2008)

No interior das feiras a relagdo comercial pode ser bastante informal além de técnicas
tradicionais de exposicdo e venda, com possibilidades de barganha e permutas dos produtos
exibidos (MORAIS e ARAUJO, 2006). Este ambiente proporciona uma relagdo diferenciada
entre o consumidor e o feirante. Entre 0os comerciantes muitas vezes este espaco possibilita
uma convivéncia muito aproximada além das questdes técnicas.

Entre os produtos alimenticios comercializados estdo as carnes e visceras comestiveis
de diferentes espécies animais. Estes alimentos possuem exigéncia para seu estoque,
armazenamento e comercializacdo. Conforme Portaria n® 304 de 1996, do MAPA, o centro da
musculatura da peca deve ser mantido a temperatura nao superior a 7 °C, para que possa estar
adequado a comercializacdo (BRASIL, 1996). Diniz et al. (2013) ao analisarem o comércio
de carnes em feiras livres relataram a inexisténcia de fiscalizacdo sanitaria além do fato dos
feirantes revelarem realizar abate clandestino. Os autores observaram ainda inadequadas
condicdes de transporte, conservacdo e exposi¢do das carnes. Outros fatores que podem
atingir a satde do consumidor também foram notados como a negligéncia dos feirantes em
relacdo as medidas de higiene pessoal e manipulacdo dos alimentos. A comercializagdo de
carnes na feira livre representa riscos a saude do consumidor, o que constitui um problema
sanitario e de saude publica, que deve sofrer intervengdo por parte dos 6rgdos fiscalizadores
(SILVA FILHO et al., 2018)
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Ribeiro et al. (2003) reafirmam a importancia das feiras no que diz respeito a
disponibilidade de alimentos para consumidor e geracdo de emprego e renda especialmente
no aspecto da agricultura familiar. Os autores afirmam ndo haver apoio governamental nestes
locais. Estudos realizados na Bahia em ambientes de feiras ndo diferem da realidade nacional,
reafirmando as precérias condigdes de infraestrutura, higiene, organizacao, qualidade de vida,
e saneamento basico. Os autores relatam a existéncia de lixo e fezes a céu aberto,
armazenamento inadequado de visceras, precarias condicdes de trabalho, circulacdo de
animais, pouquissima disponibilidade de &gua e destacam possibilidade de transmissdo de
zoonoses (MARTINS e LUCENA, 2002; ALMEIDA e PENA, 2011).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de lesdes sugestivas de tuberculose nas carcacas de bovinos e
bubalinos inspecionadas em abatedouros frigorificos sob regime de inspe¢do oficial, bem
como identificar a presenga de micobactérias nas mesmas e em amostras de visceras

comercializadas em feiras livres no estado da Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Analisar a ocorréncia de lesdes sugestivas de tuberculose nas carcacas de
bovinos e bubalinos inspecionadas em frigorificos sob regime de inspecéo oficial;

v' Proceder através do cultivo, o isolamento de micobactérias a partir de lesdes
sugestivas de TB detectadas durante a inspecdo de bovinos e bubalinos abatidos em
abatedouros frigorificos no estado da Bahia e a partir de amostras de visceras comercializadas
em feiras livres;

v' Identificar os isolados e avaliar a diversidade genética do M. bovis das
amostras analisadas nas regides da Bahia em estudo, através de técnica molecular de
Spoligotyping contribuindo para diminuir a escassez de dados e colaborar na melhor

compreensdo da epidemiologia das infecgOes causadas por este agente;
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v' Realizar analise de distribuicdo espacial mapeando os municipios detectados
como foco de TB das regides estudadas para assim poder contribuir na implementacdo de

medidas de intervencdo mais focais para prevencéo e controle da doenca no estado.

4 HIPOTESES

A tuberculose bovina e bubalina ainda esta disseminada no estado da Bahia e a
deteccdo de amostras em abatedouro frigorificos é uma excelente ferramenta para o programa
nacional de controle e erradicacdo da doenca. Existe uma diversidade genética de
Mycobacterium bovis desconhecida na Bahia, sendo a técnica do Spoligotyping bastante
elucidativa para conhecimento da epidemiologia molecular dessa bactéria. Pode-se desta
forma, contribuir subsidiando as estratégias de controle e de erradicacdo da doenca no estado.
Nas feiras livres ha circulacdo de micobactérias em visceras comercializadas diretamente ao

consumidor final, destacando-se a importancia zoonoética desta enfermidade.
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RESUMO

O Mycobacterium bovis é o principal agente responsavel pela tuberculose bovina e bubalina.
A investigacdo precisa dessa enfermidade, com conhecimento da sua distribuicdo geografica
incluindo diagnosticos mais avancados como o Spoligotyping, possibilita a adesdo de
melhores estratégias de combate a doenca. Neste contexto, os abatedouros frigorificos
exercem papel fundamental. Sendo assim, o presente trabalho objetivou investigar a presenca
de micobactérias, genotipar suas estirpes e avaliar a distribuicdo espacial dos casos de
tuberculose a partir de lesdes sugestivas nas carcacas de bovinos e bubalinos inspecionadas
em frigorificos sob regime de inspecdo oficial no estado da Bahia. Foram investigados
453.417 animais dentre os quais 31 (0,007%) casos foram suspeitos de tuberculose os quais
eram provenientes de 17 municipios baianos. Resultaram 74,1% de crescimento em meio de
cultura seletivo e destes, 95% foram categorizados como BAAR. Todos os isolados foram
submetidos a espoligotipagem e 95% confirmados como M. bovis (SB0120, SB0121,
SB0852, SB0828, SB0295, SB0881, SB1648, SB6119, SB0140, SB1055) demostrando-se a

estirpe gendmica SB0120 ser a mais prevalente, e esta relacionado com casos de tuberculose
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humana por M. bovis indicando o potencial zoonotico desse perfil. O estudo possibilitou
atestar a diversidade registrada nos padres dos isolados da Bahia, além da existéncia de
infeccbes mistas e permitiu ainda identificar linhagens nunca antes descritas no estado com
destaque para um padrdo inédito no Brasil (SB6119 e SB0852 respectivamente). O perfil EG-
BA13 ndo se encontra descrito em nenhum banco de dados. A analise da distribuicdo espacial
mostrou-se uma ferramenta importante para direcionamento das acGes de defesa sanitéaria
possibilitando acdes mais especificas do programa nacional para controle e erradicacdo da
tuberculose no estado da Bahia.

Palavras-chave: SB0120; espoligotipos; analise espacial

ABSTRACT

Mycobacterium bovis is the main agent responsible for bovine and bubaline tuberculosis. The
precise investigation of this disease, with knowledge of its geographical distribution including
more advanced diagnoses such as Spoligotyping, enables the adhesion of better strategies to
fight the disease. In this context, slaughterhouses play a fundamental role. Thus, the present
work aimed to investigate the presence of mycobacteria, genotype their strains and evaluate
the spatial distribution of tuberculosis cases from suggestive lesions in carcasses of bovine
and buffalo inspected in slaughterhouses under official inspection regime in the state of
Bahia, Brazil. A total of 453,417 animals were investigated, of which 31 (0.007%) cases were
suspected of tuberculosis coming from 17 Bahia municipalities. 74.1% growth resulted in
selective culture medium and 95% of these were categorized as BAAR. All isolates were
subjected to spoligotyping and 95% confirmed as M. bovis (SB0120, SB0121, SB0852,
SB0828, SB0295, SB0881, SB1648, SB6119, SB0140, SB1055) showing the genomic strain
SB0120 to be the most prevalent, and is related to cases of human tuberculosis by M. bovis
indicating the zoonotic potential of this profile. The study made it possible to attest the
diversity registered in the patterns of the isolates of Bahia, besides the existence of mixed
infections and also to identify strains never before described in the state, highlighting an
unprecedented pattern in Brazil (SB6119 and SB0852 respectively). The EG-BA13 profile is
not described in any database. The spatial distribution analysis proved to be an important tool
for directing health defense actions, enabling more specific actions of the national program
for tuberculosis control and eradication in the state of Bahia, Brazil.

Keywords: SB0120; spoligotypes; spatial analysis
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INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro é apontado pelo Ministério da Agricultura como o setor que
mais contribui para o fortalecimento da economia, respondendo por 25% do produto interno
bruto (BRASIL, 2018). No censo agropecuario mais recente, o Brasil consta com um rebanho
bovino de 214.899.796 e bubalinos 1.381.395 cabecas, abrigando a Bahia, 10.037.814 e
21.729 das categorias citadas, respectivamente (IBGE, 2018). A pecuaria tem se expandido
neste contexto significativamente nas Ultimas décadas, representando um fundamental setor
na economia do pais apesar dos desafios sanitarios que enfrenta, dentre os quais a tuberculose
(TB) que detém importante impacto no comércio internacional exigindo que seu produto
possua elevada qualidade e baixo risco sanitario. O fato dessa enfermidade ndo possuir
vacina acentua a dificuldade na eficiéncia do seu controle (EMBRAPA, 2014).

A doenca acarreta em acentuadas perdas econémicas é causada por micobactérias que
pertencem ao complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) e afeta uma ampla diversidade
de espécies incluindo os bovideos e o ser humano (Vaningen, 2012; Visavet, 2018). A TB
continua sendo uma zoonose de grande importancia em salde publica, pois determina um
quadro de doenca com elevada gravidade no ser humano estando adequada na proposta do
conceito de "Saude Unica". O dado mais atual aponta que no mundo 10 milhdes de pessoas ja
tenham sido afetadas ranqueando a referida doenca entre as 10 principais causas de morte e a
principal causa por um unico agente infeccioso (WHO, 2018). A diferenciacdo entre o agente
causador em humanos (M. bovis e/ou M . tuberculosis) é importante para entender e controlar
a propagacdo do M. bovis entre 0s bovinos e controlar a transmissdo para humanos em areas
onde ambos 0s tipos de tuberculose coexistem (Ramos et al., 2018).

A caracterizacdo genética e demografica da enfermidade contribui para o melhor
entendimento de como a doenca é distribuida. O papel do abatedouro frigorifico €
fundamental tanto no rastreamento de focos da doenca como na identificacdo das lesdes
macroscopicas sugestivas de TB durante a rotina de inspecédo, funcionando como barreira de
protecdo para o consumidor. Jorge (2011), afirma que a identificacdo de um dnico bovino
com lesdo no abatedouro contribui para localizagcdo de um foco. Uma combinacdo que tem se
mostrado eficiente para o diagndstico da doenga, neste contexto, € o isolamento
bacterioldgico classico, com posterior identificacdo por métodos moleculares.

Embora grandes avancos tenham ocorrido na ciéncia na area de diagndstico, Ruggiero
et al. (2007) destacaram a inexisténcia de um exame sensivel, reprodutivel e rapido para

rotina da investigacdo da TB em bovinos, sendo fundamental o investimento em pesquisas



47

para a solucdo desse ponto critico no combate & enfermidade. Portanto, a necessidade de
sistemas de diagndsticos mais rapidos é evidente. Sendo uma doenca negligenciada os estudos
epidemioldgicos sdo de importancia crucial (Ghavidel et al., 2018). Nesse sentido a
genotipagem molecular, a citar o Spoligotyping, tem contribuido para melhor compreenséo
das infeccdes por M. bovis, distribuicdo das estirpes em uma determinada area e como 0s
focos maltiplos ocorrem, o que proporciona aumento na eficiéncia dos programas de controle
da doenca (Cazola et al., 2015).

A técnica do Spoligotyping baseia-se na amplificacdo por PCR do DNA no locus de
regido de repeticdo direta (direct repeat - DR), exclusivo do genoma de micobactérias do
CMT, para detectar a presenca ou auséncia de espacadores nesse ldcus identificando o
polimorfismo, a ordem dos espacadores € aproximadamente a mesma em todos os isolados. A
deteccdo € realizada pela hibridacdo dos espacadores a uma membrana, usando
um minibloter (Kamerbeek et al., 1997). A determinagdo do spoligotipo mais comum de M.
bovis é fundamental para encontrar a fonte da infeccéo e controlar a doencga (Ghavidel, et al.,
2018). Ramos et al. (2014) acrescentam gue a técnica revela possiveis ligacdes entre animais
doentes, detectando surtos e ainda permite uma maior compreensao da evolugdo e estrutura
populacional do M. bovis.

Diante do contexto apresentado, a combinacdo da realizacdo de inquéritos
epidemioldgicos a partir de abatedouros com a genotipagem do M. bovis funcionam como um
importante indicador da prevaléncia da TB e podem contribuir para um melhor conhecimento
da dinamica da infeccdo, fato essencial para melhoria na gestdo eficaz dos sistemas de
controle da referida enfermidade. Desta forma, o presente trabalho objetivou investigar a
presenca de micobactérias, genotipar suas estirpes atraveés da técnica de Spoligotyping e
avaliar distribuicdo espacial dos casos de tuberculose a partir de lesbes sugestivas nas
carcacas de bovinos e bubalinos inspecionadas em abatedouros frigorificos sob regime de

inspecéo oficial no estado da Bahia.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de janeiro de 2016 a outubro de 2018 foram inspecionadas um total
de 453.417 carcacas entre bovinos e bubalinos. Participaram do estudo 11 abatedouros-
frigorificos com servigo de inspecéo oficial (estadual e federal) e o abate ocorreu conforme as
normas do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal

(RIISPOA). Foram objetos deste estudo lesdes suspeitas de tuberculose, oriundas de 17


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2015000200141#B18
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2015000200141&script=sci_arttext#B21
https://www-sciencedirect.ez356.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/infection-control
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municipios, nas quais se procedeu a analise bacteriolégica em duplicata. Nas que foram
observados crescimento caracteristico de Mycobacterium, foi realizada a coloracéo por Ziehl
— Neelsen (ZN) (Brasil, 2008) e 0 DNA extraido por lise térmica (Shi, 2018). Em seguida o
DNA resultante foi conduzido ao Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada a
Micobactérias do Instituto Oswaldo Cruz (LABMAM) na Fundagdo Oswaldo Cruz — FioCruz
no Rio de Janeiro para analises moleculares por Spoligotyping.

A tipificacdo pelo Spoligotyping foi realizada como o descrito por Kamerbeek et al.
(1997). A amplificacdo da regido direta foi realizada num volume final de 25uL com 0,2mM
contendo dNTP (10mM Tris-HCI, pH 8.0; 50mM KCI), 1.5mM MgCl,, 20pmol de primers
para cada iniciador (Dra biotinilado e DRb) e 1 U de Tagq DNA polimerase e 10ng de DNA. O
ciclo da PCR foi compreendido por desnaturacdo a 96°C por trés minutos, 30 vezes do ciclo
de amplificacdo, 96°C por um minuto, 55°C por um minuto e 72°C por trinta segundos.
Utilizou-se como controle positivo o DNA de M. bovis BCG e M. tuberculosis Moureau
H37Rv e agua ultra-pura como controle negativo. Os produtos da PCR foram hibridados em
membrana contendo 43 oligonucleotideos de sequéncias espacadoras conhecidas. Apoés
incubacdo com estreptavidina-peroxidase, 0s espacadores foram detectados por
qguimioluminescéncia. A nomenclatura adotada para os espoligotipos obtidos foi a mesma que
se encontra disponivel no Mbovis.org (http://www.mbovis.org/) e os perfis comparados com
os disponiveis no mesmo site e também no SITVIT-WEB ( http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/) e em bases de dados. O novo espoligotipo
determinado foi nomeado pelos autores. Os mapas foram confeccionados no software de
geoprocessamento QGIS versdo 2.14.3 - Essen, com o0 processamento dos dados do projeto
juntamente com bases cartograficas (shapefiles) fornecidas pelo IBGE. O Sistema de
Referéncia de Coordenadas utilizado foi 0 EPSG:31999 - SIRGAS/UTM zone 24S.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante inspecdo de 452.619 carcacas de bovinos e 798 de bubalinos no estado da
Bahia, verificaram-se que 31 bovinos foram apontados pela inspecdo oficial como suspeitos
de tuberculose e apresentaram lesdes macroscopicas caracteristicas (Fig. 1) 0 que representou
uma frequéncia aproximada para o periodo analisado de (0,007%) dado que comprova a
persisténcia da doenca no estado sendo um potencial problema de saude publica. Nenhum

bubalino apresentou lesdo suspeita de tuberculose.


http://www.mbovis.org/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
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LesBes macroscopicas caracteristicas de tuberculose bovina encontradas em abatedouro frigorifico.
Notar mdltiplos granulomas constituidos por massa amarelada (necrose caseosa), friavel com
regido central mineralizada e, por vezes, encapsulada.

Dos 31 bovinos suspeitos em quatro deles ndo foi possivel proceder a analise por
motivo de perda no armazenamento ou extensa contaminacdo. Considera-se assim sob
apreciacdo das analises mencionadas abaixo 27 animais. Os casos suspeitos de tuberculose
representaram uma positividade de crescimento em meio de cultura seletivo para
micobactérias de 74,1% (20/27) considerando que uma lesdo positiva daqueles que
forneceram mais de uma amostra ja o enquadram como animal positivo. As culturas
observadas foram submetidas a coloracdo de ZN e 95% (19/20) evidenciaram BAAR (bacilo
alcool &cido resistente).

No que diz respeito a analise por Spoligotyping os resultados obtidos foram bastante
esclarecedores. Dos 19 casos que apresentaram caracteristica morfotintorial de BAAR,
puderam ser confirmadas como Mycobacterium bovis pela analise molecular 95% (18/19) dos
isolados (Tab. 1). Os perfis estudados pelo Spoligotyping apresentaram dele¢cBes nos
espacadores 3, 9, 16 e 39-43, caracterizando o agente patogénico. Quando a analise pudesse

gerar davidas na interpretacdo, a técnica foi repetida.
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Tabela 1. Caracterizacdo molecular por Spligotyping de isolados obtidos a partir de lesbes em bovinos suspeitos
de tuberculose a partir de carcacas oriundas de abatedouro frigorifico no estado da Bahia, Brasil

ANIMAL AMOSTRA PERFILSPOLIGOTIPO*

01 ADO1 | & N §ENEw 2w | | | | | |  [NENNN
02 ADO5 | & N §EN | NN [ [ [ [ || ENEENN.
03 ADO6 | & 5 &N/  ® | | | | |  [NEENN
03 ADOGLI | & & &/ & | | | | |  [NENNN
03 ADO7 | & 5 &N/  ® | | | | |  [NEENN
03 ADO7U | & & &/ & | | | | |  [NENNN
06 AD16L | & & &/ & | | | | |  [NENNN
07 AD18 & & & | | | | | N]|  [NEENN
07 AD20 | & & & | | | | | N ]|  [NEENN
08 AD21 v & & | | | | | | N NENNNN
08 AD21UJ | & & &/ & | | | | |  [NENNN
09 AD27 | & & &/ & | | | | | N NNNNN
10 AD23 v & & | | | | | | N NENNNN
10 AD24 | & & &/ & | | | | |  [NENNN
10 AD24LJ & & & | | | | | |  [NENNN
10 AD25 | & & &/ & | | | | |  [NENNN
10 AD25LJ & & & | | | | | |  [NENNN
14 AD31 & & & | | | | | |  [NENNN
15 AD32 | & & &/ & | | | | |  [NENNN
16 AD33 | s & | | | | | | N NENNN
16 AD33U & & & | | | | | |  [NENNN
17 AD34 | & & &/ & | | | | |  [NENNN
17 AD34LJ & & & | | | | | |  [NENNN
18 AD35 & & & | | | | | |  [NENNN
18 AD35L & & & | | | | | |  [NENNN
19 AD36 & & & | | | | | |  [NENNN
19 AD36L | v &, & [ |/ | | | [WENNN
21 AD38 & & & | | | | | |  [NENNN
23 AD40 Inconclusivo

22 AD39 | & & &/ & | | | | | N NNNNN
27 AD44 | & & &/ & | | | | |  [NENNN
28 AD45 . & 5§ N & | ENENEEEN | | [NEENN

*Quadros pretos e brancos indicam respectivamente a presenca e auséncia do espagador especifico na
posicdo 1-43, no locus de repeticdo direta. ** Novo perfil espoligotipo encontrado

Os animais nos casos em que mais de uma amostra foi colhida, a analise foi realizada

em todas elas (32 amostras) o que possibilitou a deteccao de infec¢Bes mistas (animais 03, 07,

08, 10, 16 e 17). Além dos espoligotipos diferentes em lesdes distintas de um mesmo animal,

ocorreu de um mesmo granuloma também revelar linhagens diferentes incluindo o animal 10

que abrigou 3 perfis distintos de estirpes (Tab. 1) . As infec¢cbes mistas podem revelar

reinfeccdo, especialmente em casos de falha de imunidade ou contaminacéo laboratorial o que

pode dificultar relacdes epidemiologicas (Warren et al., 2004).

O animal 2 apresentou um padrdo de estirpe ainda ndo descrito anteriormente. Esse

resultado pode significar a descoberta de um novo perfil de espoligotipo ainda ndo conhecidos
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nos bancos de dados internacionais. Apenas uma Unica amostra revelou um padrdo duvidoso
3,2% (1/32) — animal 23 (Tab. 1) ndo sendo possivel elucida-los contra 8,8% de genotipagem
ndo esclarecida quando realizada por Furlaneto et al., (2013) demonstrando uma boa clareza
dos resultados apresentados por este trabalho. Embora o Spoligotyping seja um método de
tipagem bastante esclarecedor, a associacdo deste com outras técnicas moleculares sdo mais
elucidativas a exemplo da tipagem por MIRU-VNTR (Supply et al., 2006). A escolha
depende de uma série de fatores como infraestrutura disponivel e recurso humano tecnificado
(Furine et al., 2013).

Foi possivel identificar cinco clusters e 11 spoligotipos (SB0120, SB0121, SB0852,
SB0828, SB0295, SB0881, SB1648, SB6119, SB0140, SB1055 e EG-BA13; este ultimo
denominado provisoriamente) (Tab. 2) além de trés grupos monofiléticos do microrganismo
estudado, a BOV-1, BOV e BOV-2.

Tabela 2. Padrdo M.bovis.org, descricdo octal, continente de ocorréncia, frequéncia dos isolados
e procedéncia de bovinos positivos no Spoligotyping para tuberculose no estado da Bahia, Brasil

Padrdo do Descricdo octal Continente Isolados (%) Municipios de
espoligotipo™* espoligotipo localizado o origem bovino
isolado**

SB0120 676773777777600 Amé, Asi, Afr, Oce, 10(32,2) Jequié, Pedro
Eur Alexandre, Coronel
Jodo S3, Ipira e Sdo

Filipe

SB0121 676773677777600 Amé, Afr e Eur 9(29,0) Mutuipe, Serrinha,

Santa Barbara,
lequié, Pedro
Alexandre, Coronel
Jodo Sd e Santa Luz

SB0852 676773777777200 Amé, Eur 2(6,4) Santa Bdrbara e
lequié
SB6119 676763677777600 Amé, Eur 2(6,4) Mutuipe
SB0295 676773677777200 Amé, Eur 2(6,4) Santa Bdrbara e
Coronel Jodo S3
SB0140 664073777777600 Amé, Afr, Eur, Oce 1(3,2) Serrinha
SB0828 676773777773600 Eur 1(3,2) Araci
SB1648 676763777773600 Eur 1(3,2) Araci
SB1055 616773777777200 Amé 1(3,2) Coronel Jodo S3
SB0881 676773674037600 Amé, Eur 1(3,2) Dom Macedo Costa
EG-BA13*** - - 1(3,2) Vera Cruz

* Nome internacional atribuido pelo Mbovis.org. ** Dados do SitvitWeb. *** Novo espoligotipo
encontrado e que foi nomeado pelos autores. — Ndo existem informacdes registradas
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Com base nos resultados apresentados, a tuberculose bovina encontra-se presente no
estado da Bahia e para seu controle é necessario um diagnostico preciso. Para tal, o
isolamento bacteriologico classico associado a métodos moleculares complementares tem se
mostrado bastante sensivel e eficiente. Medeiros et al. (2019) reafirmam a crescente
percepcao da necessidade de se associar métodos de diagndsticos para esclarecimento desta
doenca. A técnica do Spoligotyping é um método de tipagem que fornece informacbes
importantes sobre a dindmica da transmisséo e auxilia adequadamente no controle da mesma.
Razo et al. (2018) sugerem que entre as técnicas moleculares esta seja a mais préatica e
eficiente para monitoramento da TB, especialmente, nos paises em desenvolvimento.

Apesar do avanco cientifico na area molecular, Franco et al. (2017) afirmam que mais
estudos sdo necessarios para elucidar a diversidade genotipica do M. bovis. O Spoligotyping €
apontada por Carvalho et al. (2016) como uma técnica sofisticada sendo colaborativa nos
programas de vigilancia, especialmente, em regiGes de baixa prevaléncia, como é o caso no
presente trabalho. O MAPA admite que apesar dos testes de diagndstico da tuberculose no
Brasil estarem em sintonia com os padrdes internacionais, pretende atualizar e melhorar o
padrdo de diagnostico a medida que novos testes forem surgindo (BRASIL, 2001). Neste
cenario o Spoligotyping de acordo com Ghavidel et al. (2018) é a técnica mais utilizada no
mundo e ainda possui a facilidade de comparacé@o de dados internacionais a partir de bancos
online.

Na sua atualizacdo até abril de 2019, o banco de dados internacional para a
nomenclatura de espoligotipos denominado Mbovis.org, registrou no mundo 1986 padrdes do
Mycobacterium bovis sendo descritas 39 linhagens no Brasil. O padrdo internacional mais
prevalente € o SB2562. A variabilidade de espoligotipos encontrado no presente estudo
demonstra uma grande movimentacdo de estirpes que envolve 0s cinco continentes ocupando
as primeiras posicées 0 SB0120 e SB0121 respectivamente. Estes dados corroboram com um
amplo levantamento realizado por Ghavidel et al. (2018) das estirpes mais encontradas em
animais do mundo inteiro. Os autores atribuem essa ampla distribuicdo a alta sustentabilidade
ambiental, alta transmissdo e potencial agressivo destes dois perfis.

O espoligotipo SB0120, foi o mais prevalente 32,2% (10/31) com um cluster com 10
isolados observado em cinco municipios (Jequié, Pedro Alexandre, Coronel Jodo de Sa, Ipira
e Sao Filipe) (Tab. 2). Ja foi descrito no Brasil anteriormente nos estados da Paraiba e Distrito
Federal (Parreiras et al., 2012), S&o Paulo (Rocha et al., 2013; Rodriguez, 2005) e Bahia
(Costa et al., 2010) tendo importancia em outras regies do mundo. Esta linhagem possui

grande diversidade de hospedeiros, esta disseminada em todos os continentes e especialmente
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em diversos paises da Europa, sendo descrito na Franga com prevaléncia de 26% (Haddad et
al., 2001). Além disso, este espoligotipo esta relacionado com casos de tuberculose humana
por M. bovis (Gibson et al., 2004), indicando o potencial zoonotico desse perfil. Estudo
realizado por Alzamora Filho et al. (2014) na Bahia ndo identificou a referida cepa.

O espoligotipo SB0121 formou o outro cluster deste estudo com nove isolados e uma
frequéncia de 29% (9/31). Embora ndo seja o de maior indice, esté localizado de forma mais
disseminada no estado revelando-se nos municipios de Mutuipe, Serrinha, Santa Bérbara,
Jequié, Pedro Alexandre, Coronel Jodo de Sa e Santa Luz (Tab. 2). Foi anteriormente
detectado por Alzamora Filho et al. (2014) na Bahia como o mais frequente evidenciando a
grande prevaléncia dessa linhagem ja que este foi o segundo espoligotipo aqui mais
encontrado. Os autores detectaram esse perfil nos municipios de Euclides da Cunha, Ipira,
Pojuca e Serrinha. Foi descrito como predominante em diversos estados no Brasil como em
Minas Gerais (Parreira et al., 2012), S&o Paulo (Rocha et al., 2013), Rio Grande do Sul
(Ramos et al., 2014) e em toda grande area da regido Centro Oeste (Carvalho et al., 2016).
Ainda no continente Americano é o mais frequente no México (Zumarraga et al., 2013). E
amplamente relatado na Europa e com menos frequéncia em paises na Africa (Ghavidel et al.,
2018).

Os perfis SB6119 (Mutuipe), SB0852 (Santa Barbara e Jequié) e SB0295 (Santa
Bérbara e Coronel Jodo S4) tiveram dois isolados cada evidenciando individualmente 6,4%
(2/31) dos achados (Tab. 2). O primeiro foi descrito no Brasil somente uma vez em Brasilia
(DF) (Sitvit Web) além da descricdo do presente estudo o que sugere uma movimentacao de
bovinos entre o estado da Bahia e o Distrito Federal. SB0852 foi descrito pela primeira vez
Brasil pelo presente trabalho e relatado na Franca e Estados Unidos (Sitvit Web). O SB0295
tem sido descrito como o segundo mais frequente nos estados de Mato Grosso e Goias
(Carvalho et al., 2016). Paraiba, Distrito Federal, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Santa
Catarina (Parreiras et al., 2012), Sdo Paulo (Rocha et al., 2013) e Bahia nos municipios de
Alagoinhas e Gloria (Alzamora Filho et al., 2014). Além dos estados citados, foi reportado no
continente Europeu (Sitvit Web). Esses achados do presente trabalho sugerem transito de
animais entre estados ou comércio entre paises.

O espoligotipos SB0140 (Serrinha), SB0828 (Araci), SB1648 (Araci), SB0881 (Dom
Macédo Costa), SB1055 (Coronel Jodo Sa) e EG-BA13 (Vera Cruz) foram identificados em
uma amostra cada 3,2% (1/31) (Tab. 2). Na Bahia ja havia sido revelados o primeiro em Santo
Antbnio de Jesus (Alzamora Filho et al., 2014) e o SB1055 por Costa et al. (2010) como
isolado de maior frequéncia. O SB0881 é o terceiro mais encontrado no Brasil apesar deste



54

ser o primeiro registro na Bahia e em bovinos, o SB0140 foi o espoligotipo mais
representativo entre Argentina e Chile em estudo realizado por Zumarraga et al. (2013). No
México ocupa a terceira posicdo (Razo et al., 2018) e foi relatado nos quatro continentes
exceto continente asiatico apesar do registro de 1855 isolados (Sitvit Web). O SB0828 e o
SB1648 s6 havia sido relatados na Europa e, em apenas um unico relato no Brasil cada,
ambos no estado na Bahia municipio de Baianopolis (Alzamora Filho et al., 2014). Os
achados no presente trabalho foram distantes em 839 km para estas estirpes em territorio
baiano. Um novo espoligotipo obtido foi classificado provisoriamente como espoligotipo EG-
BA13 no municipio de Vera Cruz.

Na andlise sobre a ocorréncia de uma doenga, informagfes limitadas sobre situacéo
espacial é uma significativa lacuna. O presente trabalho através de interpolacédo identificou as
areas com maior concentracdo de casos de tuberculose. A area do estado mais prevalente foi a
regido Nordeste. Os municipios que foram descritos como foco de tuberculose na area
estudada e que merecem atencédo especial para controle da doenca foram: Serrinha, Vera Cruz,
Mutuipe, Araci, Santa Barbara, Jequié, Pedro Alexandre, Coronel Jodo S4, Ipira, Séo Filipe,
Santa Luz e Dom Macédo Costa (Fig. 3). O municipio de Baixa Grande foi a procedéncia do

animal 23, considerado inconclusivo.
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A utilizacdo de mapas com o objetivo de analisar a distribuicdo espacial das doengas
tém sido campo de estudo da epidemiologia. Ainda que o mapa de pontos seja importante
para a visualizacao dos casos, a utilizacdo da interpolacédo permite visualizacdo da intensidade
da doenca. Avila et al. (2013) realizaram estudo de caracterizacdo espago temporal da
tuberculose bovina no Estado da Bahia e nenhuma evidéncia significativa de aglomeracao
espacial da doenca no estado foi detectada em estudo baseado na tuberculinizagdo. Os autores
afirmam ainda que os esforcos atuais do programa tém se focado na adocdo de medidas
visando a identificacdo geografica de focos. No presente estudo dentre os municipios listados,
Coronel Jodo Sé& revelou possuir maior variedade de estirpes com quatro delas ( SB1055,
SB0120, SB0121 e SB0295), seguido de Santa Béarbara, Mutuipe e Jequié com trés perfis
cada (Fig. 4). Vale lembrar que Coronel Jodo Sa é muito préxima da divisa com Sergipe onde
pouco se tem revelado sobre tuberculose bovina podendo haver possivel rota de transito de
animais infectados. O povoamento deste municipio inclusive surgiu em consequéncia do gado

vindo de Sergipe.
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Esses resultados demonstram que na Bahia existe compartilhamento de espoligotipos
entre municipios distantes, com outros estados brasileiros bem como com paises nos diversos
continentes. A origem (MCKINLEY et al.,, 2018) e o transito de bovinos a partir de
propriedades, regifes ou paises com TB representa um potencial fator critico para a
transmisséo da doenca (Skuce et al., 2012). Apenas um dos perfis encontrado (SB1055) néo
foi descrito na Europa, revelando uma relacdo préxima entre as estirpes do estudo e do
continente europeu. Este fato talvez possa ser explicado devido a introducdo de racas
européias em paises da América Latina. As relagdes econdémicas entre América e Europa se
aproximaram a partir da metade do século XIX, quando a importacdo de bovinos era
principalmente de origem européia. Para as estirpes localizadas geograficamente muito
distantes onde pode ndo ter havido relacdes comercias, especula-se ser possibilidade da
homoplasia originando novas linhas genéticas, surgindo espoligotipos semelhantes aos
observados em outra localidade sem relacéo epidemioldgica (Zumarraga et al., 2013).

Independente do contexto epidemioldgico, Ramos et al. (2014) e Mears et al. (2015)
reafirmam ser primordial a realizacdo de técnicas moleculares que permitam a diferenciacéo
de isolados. Assim poderia se determinar atraves dessas ferramentas a origem e ligacdo entre
os diferentes surtos, mostrariam a relacéo entre a tuberculose doméstica e a selvagem e ainda
identificariam a fonte da infeccdo. A diversidade genética dos isolados de M. bovis
provenientes de carcacas de bovinos na Bahia sugere que hd movimentagdo de animais e este
pode ser um importante fator para a transmissdo da tuberculose bovina. Demonstrou-se neste
estudo a maior diversidade de perfis no estado, até o0 momento. Além disso, a combinacgéo
com a visualizacdo espacial destaca a distribuicdo geografica de cepas de M. bovis podendo

contribuir assim com o programa de controle e erradicacdo da tuberculose na area pesquisada.

CONCLUSAO

A técnica de Spoligotyping permitiu verificar que h& diversidade genética entre as
estirpes presentes no estado da Bahia, inclusive a ocorréncia de infecgdes mistas, embora
predomine o perfil SB0120. Esta investigacdo fornece informacgdes importantes que
contribuem para esclarecer a epidemiologia molecular da doenca no estado. A analise da
distribuicdo espacial dos casos na regido do estudo mostrou-se uma ferramenta importante
para direcionamento das ag¢Oes de controle possibilitando agdes mais especificas de controle

do programa nacional para erradicacéo da tuberculose.
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RESUMO

A tuberculose € uma doenca infectocontagiosa cronica com uma ampla diversidade de
hospedeiros. Essa doenca reduz a produtividade animal e traz enormes prejuizos a saude
publica. Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a ocorréncia de lesdes sugestivas
de tuberculose detectadas durante a inspecéo de bovinos e bubalinos abatidos em abatedouros
frigorificos, bem como em visceras comercializadas em feiras livres no estado da Babhia.
Foram avaliadas pelo servi¢o de inspecdo do estado da Bahia 453.417 carcacas, provenientes
de 11 matadouros frigorificos, das quais 49 lesGes sugestivas de TB foram detectadas em
bovinos. Nenhum bubalino apresentou lesdes suspeitas. O pulmdo foi o 6rgdo de
predominancia das lesbes dos 27 bovinos provenientes de 17 municipios. No isolamento
bacteriano 74,1% (20/27) das amostras apresentaram crescimento de colbnias caracteristicas.
A coloracdo de Zielh Nelssen revelou BAAR em 95% (19/20) dos isolados e confirmados por
Spoligotyping como M. bovis 95% (18/19) deles. Das amostras obtidas de visceras
comestiveis de feiras livres, em 20 puderam ser concluido o exame bacteriologico com 25%
(5/20) de isolamento, contudo pelo ZN nédo foi evidenciado BAAR. O ambiente das feiras
revelou-se com inapropriadas condic@es sanitarias. A deteccdo das lesdes sugestivas reveladas
neste estudo através de abatedouros é um componente fundamental no papel da vigilancia

destes estabelecimentos que defendem a qualidade higiénico-sanitaria do produto final
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funcionando como barreira de protecdo para o consumidor bem como colaboram na
identificacdo dos focos da doenca.

Palavras chave: feiras de rua, inspecdo, micobactérias.

ABSTRACT

In order to evaluate the occurrence of lesions suggestive of tuberculosis detected during the
inspection of cattle and buffaloes slaughtered in slaughterhouses and in samples marketed in
open fairs in the state of Bahia, this study was conducted. The identification of lesions in the
carcass or viscera may indicate the presence of infections in the herds. This disease reduces
animal productivity and causes enormous damage to public health. A total of 453,417
carcases were collected, 49 lesions suggestive of tuberculosis, the lung being the most
prevalent region. No buffalo showed suspicious lesions. Twenty-seven bovines from 17
municipalities with isolation were analyzed results in 74.1% (20/27) of them. They were 95%
positive BAAR (19/20) and confirmed by Spoligotyping as M. bovis 95% (18/19). From the
samples obtained from edible viscera from free fairs, in 20 the bacteriological examination
with 25% (5/20) of isolation could be concluded but the ZN staining did not show any BAAR.
Thus, it was concluded that bovine tuberculosis persists in Bahia, the inspection plays a
fundamental role in disease surveillance and more studies should occur from samples of free
fairs.

Key words: fair free, inspection, mycobacterias.

INTRODUCAO

Doenca infecciosa de evolucdo crénica e com diagnostico oficial demorado a
tuberculose bovina (TB) possui significativa importancia no Brasil e no mundo. Apresenta-se
como uma relevante zoonose integrante da lista da OIE (Organizacdo Mundial da Saude
Animal), e nos bovinos é causada principalmente pelo Mycobacterium bovis, que pertence ao
Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (VAN INGEN, 2012; CONSTABLE et al.,
2016; VISAVET, 2018). Apesar da robustez e resisténcia dos bubalinos a inimeras doencas
eles também s&@o suscetiveis ao referido bacilo (Barbosa et al., 2014). Mesmo disseminada
pelo territério nacional, ainda ndo se conhece verdadeiramente a sua prevaléncia e
distribuicdo (RIBEIRO et al., 2003; MEDEIROS et al., 2010).
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Recentes estudos praticados em parceria do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento, Agéncias de Defesa e Universidade de S&o Paulo em parte do rebanho
brasileiro referente a tuberculose bovina, obtiveram cobertura em 13 estados da Federacao,
revelando prevaléncia de rebanhos infectados que variou de 0,36% no Distrito Federal a 9,0%
em S&o Paulo (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). Ainda assim em 2018, autores sugerem mais estudos
referente a identificacdo de micobactérias em outras regides especialmente no Nordeste do
Brasil (RAMOS et al., 2018).

Dentre os desafios sanitarios enfrentados pelo setor pecuario a febre aftosa,
tuberculose e brucelose lideram a prioridade de prevencdo devido ao impacto no comercio
internacional, no entanto entre essas enfermidades a tuberculose é a Unica que ndo possui
vacina, o que dificulta a eficiéncia do seu controle (EMBRAPA, 2014). De acordo com
Morato (2007) é uma doenca transmissivel de grande importancia em satde publica e salde
animal e acarreta acentuadas perdas econémicas como reducdo de 10 a 20% da producdo de
leite e do ganho de peso, alteracBes reprodutivas, condenagdo de carcagas e custos com
tratamentos no ser humano.

Conforme relatado pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) (2018), a tuberculose
continua sendo em humanos uma das dez principais causas de morte com mais de 10 milhdes
de pessoas infectadas e a principal causa letal por um Gnico agente infeccioso estando em
muitos casos, a resposta dos paises a este desafio acontecendo de forma inadequada. Produtos
de origem animal contaminados e relacfes ocupacionais podem ser responsaveis pela
disseminacdo da TB zoonotica. Nos paises em desenvolvimento, € ainda mais pertinente esta
questdo pelo fato de nesses locais existirem informacdes insuficientes sobre o problema.

E consenso entre os pesquisadores que o método diagnostico definitivo da TB é o
isolamento do agente, o "padrdo-ouro” (ARANAZ et al., 1996; ALMEIDA, SOARES e
ARAUJO, 2004; BRASIL, 2017) que pode ser realizado a partir de lesdes de animais
suspeitos. E essencial para definir as condicdes ideais para a cultura, que se leve em conta, a
concentracdo de bacilos na amostra e os riscos de contaminacdo, uma vez que estes fatores
podem influenciar a selecdo de procedimentos de descontaminacéo e a duracdo da incubacao
(GORMLEY etal., 2014).

O rastreamento de focos de tuberculose a partir de abatedouros como ferramenta

adicional ao programa de controle da doenca é uma estratégia interessante, especialmente,
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porque a inspecdo sanitaria permite também identificar casos de TB sem manifestagdo clinica.
O Estado da Bahia apresenta uma vasta rede de abatedouros com inspecdo oficial e atraves
dessa metodologia pode estudar a dispersdio da doenca e ainda fornecer dados
epidemioldgicos para o controle dessa enfermidade nos rebanhos. Portanto, um sistema de
vigilancia desse modo é parte fundamental para o desenvolvimento da bovinocultura no
estado, melhorando a competitividade no agronegécio brasileiro. Acrescenta-se ainda o fato
do controle da TB nos bovinos tender a reducdo dos casos da enfermidade em seres humanos
causada por M. bovis.

A qualidade da carne depende de inimeros fatores aléem da satde do animal bem
como da higiene no processo produtivo (PEREIRA, 2009). Neste contexto condi¢Ges
inadequadas dos locais de abate e a ineficiente fiscalizacdo da comercializacdo dos produtos
podem afetar ainda mais a qualidade destes alimentos (LEITE et al., 2009). A venda de carne
"in natura" vem sendo apontada como fonte primaria de infeccdo, trazendo importantes
consequéncias a saude, tanto dos manipuladores como dos consumidores (ALMEIDA et al.,
2010) incluindo neste aspecto as visceras comestiveis que sdao amplamente comercializadas.
As feiras livres sdo uma modalidade que abarca os riscos citados acima possuindo uma
importante funcdo econdmica, social e cultural especialmente em pequenos municipios onde
grande parte das vezes é o principal modo de comercializacdo de carne varejistas (DINIZ et
al., 2013, RIBEIRO et al., 2005, ALMEIDA et al., 2011, SILVA FILHO et al., 2018).

Apesar de muito ja se ter pesquisado sobre a TB esse tema torna-se cada vez mais
desafiador. Considerando-se questfes econdmicas, sociais, epidemioldgicas, ocupacionais e
especialmente, o relevante impacto da infeccdo na saude animal e humana objetivou-se com
esse trabalho avaliar a ocorréncia de lesdes sugestivas de TB detectadas durante a inspecéao de
bovinos e bubalinos abatidos em abatedouros frigorificos e em amostras comercializadas em

feiras livres no estado da Bahia.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em 11 abatedouros-frigorificos sob inspecdo oficial nas
esferas estaduais e federais do estado da Bahia, sendo todos eles importantes estabelecimentos
de abate de animais. Em ambas as esferas, a comunicacdo foi realizada através do setor de
inspecdo. O estudo ocorreu durante o periodo de janeiro de 2016 a fevereiro de 2019 e foram
inspecionadas um total de 453.417 carcagas entre bovinos e bubalinos oriundos das mais

diversas regides do estado.
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Foram objetos deste estudo carcacas e visceras de bovinos e bubalinos indicadas pela
inspecdo como suspeitas de tuberculose apds avaliacdo sistematica e que apresentavam lesdes
nodulares de tamanhos e formas variadas contendo exsudato purulento, caseoso ou
calcificado. O abate seguiu as normas do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) e resultou de animais aparentemente sadios na
inspecdo ante mortem ndo havendo distingdo entre estes. Quando ocorria suspeita, a deciséo
sanitaria era tomada conforme determinado no mesmo regulamento (BRASIL, 1997).

Também envolveu a area do nosso estudo as feiras livres de 12 cidades do estado:
Caldeirdo Grande, Elisio Medrado, Laje, Santa Terezinha, Amargosa, Maetinga, Caraibas,
Serrinha, Feira de Santana, Santa Barbara, Santo Ant6nio de Jesus e Itabuna. Os locais foram
determinados pela facilidade de acesso as feiras livres e, quando possivel, a escolha se deu em
municipios onde ja se tinha confirmacdo de bovinos positivos. Neste caso se materializou
como objeto do estudo 29 fragmentos de pulmédo e/ou figado comercializados dando-se
preferéncia a estes ja que essas visceras possuem maior probabilidade da ocorréncia da
tuberculose (Figural). A coleta foi realizada através da compra das visceras adquiridas como

consumidor final nos balcoes das feiras livres.

Figura 1. Pulméo bovino comercializado em feira livre para consumo
humano.

Fonte: Arquivo pessoal (2019).

O material resultante das coletas ficou acondicionado em coletores, identificados e
armazenados a -20°C sendo encaminhadas ao Laboratério de Micobacterioses da
Universidade Estadual de Santa Cruz - Ilhéus (LAMVET-UESC) para armazenamento e
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andlise bacterioldgica. O processamento laboratorial ndo excedeu 60 dias ap6s a coleta da
amostra.

As amostras foram descontaminadas pelo método de Hexadecyl Pyridinium chloride
1,5% (HPC) (AMBROSIO et al., 2008) com posterior semeadura em meio de Lowenstein-
Jensen (LJ) e Stonebrink- Leslie (SL) em duplicata; os tubos foram examinados
semanalmente quanto a presenca de colénias com as caracteristicas desejadas para
verificacdo do isolamento de micobactérias, quando permaneceram incubados em estufa com
demanda biogquimica de oxigénio (BOD) a 37°C por 90 dias (RODRIGUEZ, 2005; BRASIL,
2008).

As amostras contaminadas foram novamente processadas para o cultivo, sendo
submetido a novo procedimento de descontaminacdo. As gque permaneceram contaminadas
durante o periodo de incubacdo nao foram consideradas na andlise da freqiiéncia de amostras
positivas. O tempo desde a incubacdo até o aparecimento do primeiro crescimento
identificavel do microorganismo foi registrado em fichas.

Nos tubos que apresentaram col6nias com crescimento caracteristico de
micobactérias, as laminas obtidas foram coradas por Ziehl-Neelsen (ZN) para pesquisa de
bacilos alcool-acido resistente (BAAR) de acordo com as recomendacdes do Manual Nacional
de Vigilancia laboratorial da tuberculose e outras micobactérias, do Ministério da Saude
(BRASIL, 2008). Foram entdo avaliadas em microscopio Optico de luz e interpretadas como
positivo ou negativo para micobactéria, conforme sugerido por Varello et al. (2008). Nas
positivas no ZN o DNA foi extraido por lise térmica (SHI, 2018). Em seguida o DNA foi
conduzido ao Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a Micobactérias do Instituto
Oswaldo Cruz (LABMAM) na Fundagdo Oswaldo Cruz - FioCruz no Rio de Janeiro para
confirmacdo molecular por Spoligotyping (KAMERBEEK et al., 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi detectada pelos fiscais lesGes sugestivas de tuberculose (Figura 2)
em 31 bovinos (0,007%). A inspecdo ocorreu em 452.619 carcacas de bovinos e 798 de
bubalinos. A deteccdo de tuberculose em bubalinos foi evidenciada (PEREIRA et al. 2017) no
0,5%, no Amapad (MOTA et al. 2002) 20,4% no estado do Amazonas e 7,2% no Para
(BARBOSA et al. 2014), diferente do presente estudo onde ndo foi observado nenhum

animal com lesdo sugestiva. Deve-se considerar que o numero de carcacas bubalinas
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inspecionadas foi bastante inferior ao nimero de bovinos neste estudo. Ressalta-se que dados
de pesquisas com tuberculose em bufalos sdo escassos no Brasil e na Bahia.

Os animais condenados pela inspecdo forneceram 49 lesdes suspeitas, trés (3)
perdidas no armazenamento, sendo entdo submetidas ao exame bacteriologico 46 amostras.
Destas, uma apresentou excessiva contaminacdo nos dois meios de cultura contabilizando
assim 45 amostras com bacteriologia concluida. Muitos trabalhos demostram grandes taxas de
contaminacdo durante analise microbiologica, a exemplo do estudo de Costa et al. (2010) que
apresentou mais de 50% das amostras contaminadas. Este problema ndo foi vivenciado na
vigente pesquisa, visto que o indice de contaminagao foi de 8,7% apenas. O autor indica ainda
que condicBGes de armazenamento e o tempo de transito para o laboratorio também sejam
fatores essenciais para 0 sucesso da técnica.

O percentual de animais suspeitos de tuberculose obtidos neste levantamento
certamente estd relacionado com a baixa prevaléncia de tuberculose bovina detectada no
Estado da Bahia pela ADAB, que segundo ultimo levantamento oficial, quando foram
tuberculinizados 19.813 bovinos, apenas 24 (0,12%) animais apresentaram-se positivos
(BAHIENSE et al., 2016). Ainda assim, os autores reafirmam a necessidade que a Bahia
implemente um sistema de vigilancia para detec¢do e saneamento dos focos de tuberculose
bovina. Devem-se considerar questdes como o abate clandestino, especialmente, de animais
de descarte ou a eliminacao de bovinos positivos na unidade de criagdo que subestimam a real
prevaléncia da enfermidade.

Deve-se ajuizar também o fato de que a maioria dos animais que foram avaliados
neste trabalho era em especial bovinos e bubalinos de corte, nos quais a enfermidade é
sabidamente menos prevalente. A associagéo entre tuberculose bovina e producéo leiteira tem
sido observada por diversos autores (GALVIS et al., 2016; PORPHYRE et al. 2008;
RAMIREZ-VILLAESCUSA et al., 2010) contexto que possivelmente resultaria em indices
maiores da doenca.

A prevaléncia de lesbes suspeitas de tuberculose em carcacas de bovinos abatidos
observada nesta pesquisa foi inferior a descrita por Lopes (2008), que detectou 0,16% de
lesGes suspeitas em 28.675 bovinos abatidos em abatedouro, no municipio de Aracruz-ES.
Salazar (2005) no Mato Grosso examinou 57.641 bovinos, dos quais 27 (0,05%) foram
condenados. Na Bahia, estudo realizado por Franca et al. (2013) apontaram frequéncia para o
periodo analisado de 0,12%, dado superior ao observado por este levantamento. Batista
(2016) avaliou 562.910 carcagas de bovinos quando detectaram 30 animais com lesGes e

Santos (2014) em 33.205 identificaram 13 lesdes sugestivas no estado. Estes dados
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demonstram a persisténcia da enfermidade no estado da Bahia ainda que em baixos
percentuais.

A deteccdo das lesdes sugestivas reveladas neste estudo atraves de abatedouros é um
componente fundamental no papel da vigilancia destes estabelecimentos que garantem a
qualidade higiénico-sanitaria do produto final funcionando como barreira de prote¢éo para o
consumidor bem como colaboram na identificagdo dos focos da doenca. Tendo em vista que
um eficiente servico de inspecéo, juntamente com um consolidado programa de erradicacéo,
inimeros paises tem conseguido reduzir a prevaléncia da TB. Conforme indicam Costa
(2008), Lopes (2008), More et al. (2015), Cazola et al. (2015) e Mckinley et al. (2018) o uso
de estabelecimentos tipo abatedouro é uma importante ferramenta neste sistema de vigilancia
apesar da variacdo de deteccdo ja que o sistema é inspetor dependente o que subjetiva o
critério da andlise. Deve-se considerar também segundo Baptista, Moreira e Santos (2004), os

casos de TB que ndo apresentam lesGes macroscopicas detectaveis no exame post mortem.

Figura 2. Lesbes macroscopicas caracteristicas de tuberculose bovina encontradas em abatedouro frigorifico na
Bahia. Notar maltiplos granulomas constituidos por massa amarelada (necrose caseosa), friavel com regido
central mineralizada e, por vezes, encapsulada.

Fonte: Arquivo pessoal (2017)

A= hepatite granulomatosa multifocal disseminada; B= hepatite granulomatosa focal (seta); C= linfadenite
granulomatosa (seta).
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No presente estudo. Os sitios com lesdes sugestivas de TB em ordem de frequéncia
foram: 40% (16/40) pulmao, 32,5% (13/40) linfonodos, 15% (06/40) figado, 5% (2/40)
musculatura e 2,5%(1/40) lingua, abomaso e intestino cada. Na bacteriologia, 73,3% (33/45)
apresentaram crescimento de coldnias com superficie granular e coloracdo creme amarelada,
pequenas, arredondadas variando entre 13 a 90 dias o tempo de crescimento (Figura 3).

De fato, a localizacdo da lesdo macroscépica sugestiva de TB é bem varidvel sendo
mais comum em bovinos no parénquima pulmonar, linfonodos e figado (ALZAMORA-
FILHO et al., 2014; SILVA et al., 2014) similar aos resultados observados no presente
trabalho. A principal via de transmissao é a aerdgena, o que pode explicar a maior ocorréncia
de lesGes nos pulmdes (PAES e FRANCO, 2016), ndo obstante as lesdes possam ser
encontradas em outros 6rgaos como aqui verificado, nos casos em que a tuberculose encontra-
se disseminada na forma miliar (OLIVEIRA et al., 2012). Foi observado ainda, que um
mesmo animal revelou amostra positiva ou negativa ao isolamento, em fungdo do 6rgdo
analisado. Esta diferenca pode ter ocorrido pelo processo de descontaminacdo ou pela

presenca/viabilidade do bacilo na lesdo pesquisada.

Figura 3. Crescimento bacteriano em meio de cultura seletivo de micobactérias a partir de
amostras de carcacgas sugestivas de tuberculose bovina e coloracéo de Zielh Nelssen (ZN). Notar
bacilos alcool &cido resistentes (setas).

Fonte: Arquivo pessoal (2018)

A= Colbnias de micobactérias em meio Stonebrink — Leslie;
B= Coloragdo de ZN evidenciando BAAR obj.10x
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Realizando a analise por animal e ndo mais por amostra, dos 31 indicados pela
inspecdo, 28 foram avaliados, ficando um animal sem ser possivel concluir a investigacdo
devido a extensa contaminacdo. Considera-se assim sob apreciacdo 27 animais com lesdes
sugestivas. Os bovinos suspeitos foram oriundos de 17 municipios de diversas mesorregides
do estado: Serrinha, Vera Cruz, Mutuipe, Feira de Santana, Araci, Santa Barbara, Jequié,
IIhéus, Simdes Filho, Pedro Alexandre, Coronel Jodo S4, Ipird, Baixa Grande, Santa Luz,
Serra Preta e Dom Macédo Costa (Figura 4). Constatou-se no presente trabalho uma
prevaléncia heterogénea de rebanhos infectados, indicando que a TB é distribuida pelo
interior, 0 que também foi revelado por Bahiense et al. (2016). E importante ressaltar que, a
presente pesquisa ocorreu nas regides da Bahia apontadas pelos autores acima como as de
menores prevaléncias no estado. A positividade de isolamento para micobactérias foi de
74,1% (20/27) dados superiores aos relatados na literatura em lesdes sugestivas que variaram
de 60,0% (NASSAR et al., 2007) a 68,75% (SILVA et al., 2018).

Figura 04 — Mapa representando origem dos bovinos com isolamento positivo para micobactérias a
partir de amostras de suspeitas de tuberculose apontadas pela inspecéo oficial no estado da Bahia.
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As colbnias obtidas foram coradas pela técnica de ZN para confirmar a presenca de
bacilos &lcool-acido resistentes (figura 3B), sugerindo que estes pertencem ao Complexo
Mycobacterium, representando assim 95,0% (19/20) de bacilos confirmados (Quadro 1). A
sensibilidade da técnica é questionada por diversos autores (SULIEMAN e HAMID, 2002;
WATRELOT-VIRIEUX et al., 2006; PEREIRA et al., 2017), no entanto, quando realizada
diretamente da cultura como nesta pesquisa, a sensibilidade aumenta consideravelmente como
pode ser visualizado através dos resultados apresentados. Vale ressaltar a partir desse dado,
que as equipes de inspecao envolvidas demonstraram boa precisdo na indicacdo das carcacas

positivas para micobactérias.

Quadro 1. Relagdo do municipio de origem do animal indicado pela inspecdo oficial
como suspeito de tuberculose juntamente com avaliacdo bacterioldgica e coloragéo de
Zielh- Nielssen listada por animal abatido no estado da Bahia.

Animal | CrECments e BAAR Origem do animal
1 i+ =3 Presamga Serrinha
v {+) i+ Pyasenga Wera Sz
i i+ (= Presanga Mutuips
4 ) Y X Feirz de Santanz
5 =0 {+1 Anssnciz Fzirz dz Santamz
i i+ +3 Presamga Serrinha
b {+) i+ Pyasenga Agaci
a i+ {+) Presenca Zzmta Barbara
3 +) (-2 Presenca Zzmta Barbara
10 i+ {+) Presenca Jaquiz
11 ) () x Thsus
12 =0 (=0 x Simdes Filho
13 ) (=1 % Simdes Filha
14 {+) i+ Pyasenga Pedrg Alexandrs
15 {+) i+ Pyasenga Pedrg Alexandrs
16 i+ {+1 Prazzngz Coronsl JoZo d= 22
17 +) [+ Prezemcs Coranel ToZo de 33
13 i+ +) Presenga Caoronesl Toda de 33
1] {+) (+ Presanga Ipira
il Contamingn Contaminon - Padro Alsxandre
I Contaminan +3 Presamga Z3a Filips
12 Contaminan {+1 Prazzngz Coronsl JoZo d= 22
13 {+) -1 Pyasenga Bazixa Grands
E | [ [ x Samtalnz
15 (] (] X Bazixz Grands
16 -1 -1 X Serra Prsta
bl {+) i+ Pyasenga Santa Loz
13 -+ +1 Prazzngz Drom Alzcado Costz

Fonte: Arquivo pessoal (2018)
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(+) = houve crescimento em meio de cultura;

(- ) =ndo houve crescimento em meio de cultura;
S-L= Stonebrink — Leslie;

L-J = Lowenstein-Jensen.

X = ndo houve crescimento em meio de cultura
BAAR= bacilo alcool acido resistente

Dos animais avaliados, 25,9% foram negativos para técnica aplicada de isolamento.
Esses resultados também denotam que possivelmente ha casos de condenacdo de pecas e
carcacas em que nao sdo devido ao Mycobacterium sp. apesar da lesdo macroscopica ser
sugestiva. Estas lesbes podem ser causadas por agentes infecciosos como Nocardia sp.,
Actinomyces sp., Corynebacterium sp., Actinobacillus sp. entre outros ( PARREIRAS, 2003).
As amostras negativas podem também estar relacionadas a amostras paucibacilares
(GORMLEY et al., 2014), ao processo de descontamina¢do (SAKAMOTO et al., 2008) ou
ainda morte do bacilo ap6s causar infeccio (FRAGUAS et al., 2008).

Estes isolados na analise molecular por Spoligotyping 95% (18/19) demonstraram
perfis compativeis com a espécie de Mycobacterium bovis demonstrando diferentes
espoligotipos. Os dados apresentados reforcam a necessidade da permanéncia da vigilancia e
da aplicacdo das medidas de controle da tuberculose na Bahia.

No que se refere as feiras livres foram colhidas 29 amostras de visceras comestiveis,
sendo que destas, 2 foram adquiridas em venda para consumo ja em estagio inicial de autélise
e ndo foram processadas. A contaminagdo ocorreu em 25,9% (7/27) das amostras mesmo apds
repeticdo do processo de descontaminacdo.  Assim, excluindo-se as autolises e as
contaminag6es, houve crescimento em meio de cultura seletivo para micobactérias em 25%
(5/20) das andlises (Figura 5). O tempo de crescimento variou entre 18 e 52 dias. As coldnias
obtidas foram coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen (ZN) para confirmar a presenca de
bacilos alcool-acido resistentes e nenhuma das amostras foi positiva no BAAR (Figura 5B).
Pode-se obervar, por outro lado, condigdes de higiene claramente inadequadas no
acondicionamento e comercializacdo do alimento incluindo visceras ainda nos balcfes, em
estagio inicial de autdlise. As condigdes higiénico-sanitarias eram visivelmente inadequadas o
que pode explicar as amostras contaminadas do presente estudo. As condigdes sanitarias
encontradas foram semelhantes as relatadas por outros autores nesses ambientes na Bahia
(Martins e Lucena, 2002; Almeida e Pena, 2011), no entanto nenhum trabalho foi antes

realizado para pesquisa de Mycobacterium bovis em visceras no estado.
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Figura 5. Crescimento bacteriano em meio de cultura seletivo para micobactérias a partir de
amostras de pulmdo em feira livre e coloracdo de Zielh- Nelssen da coldnia crescida. Notar
auséncia de bacilos alcool cido resistentes.

Fonte: Arquivo pessoal (2019)

A= Crescimento de coldnia em meio Stonebrink — Leslie;
B= Coloragdo de ZN evidenciando auséncia de BAAR 0bj.10x

Possivelmente o aspecto mais significativo de se comercializar produtos alimenticios
que apresentam tuberculose seja o ocupacional (ALMEIDA et al., 2017). Os manipuladores,
neste caso os feirantes, ndo fazem uso de equipamentos de protecdo individual e ficam
vulnerdveis ao contagio via oral ou aer6gena. Estudos da transmisséo de tuberculose via feira
livre sdo diversos a partir de comercializacdo de leite ou queijos (VIALTA et al., 2003;
HARRIS et al., 2007; KONUK et al., 2007; FRANCO et al., 2013; AGADA et al., 2014,
CEZAR et al., 2016; MORICONI et al., 2018) no entanto, pouco se pesquisa sobre a
transmissdo através de carne ou visceras comestiveis neste ambiente.

A auséncia de amostras positivas para tuberculose em amostras de visceras
comercializadas em feira livres no presente estudo, pode ser parcialmente justificado, pelo
fato de que no abate clandestino, especialmente, em animais de descarte, supostamente se
retira qualquer lesdo visivel que pudesse evidenciar lesbes e comprometesse a venda do
produto. Deve-se considerar também que as extremas condic¢des inadequadas de estocagem e
armazenamento possa tornar o Mycobacterium inviavel para crescer em meio de cultura,
método utilizado pelo presente trabalho. Outro fator que influencia na identificagdo do bacilo

nessas condicOes de venda é a auséncia de um método de pesquisa validado para M. bovis em
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produtos alimenticios que permita a detec¢do de baixos nimeros de micobactérias na presenca
e predominancia de outros microorganismos (MORICONI et al., 2018). Ainda assim o0s
riscos persistem uma vez que parte da populacdo ainda consome carne de bovinos abatidos

clandestinamente.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da baixa frequéncia da tuberculose bovina, o agente infeccioso da doenca
ainda circula no estado da Bahia, o que reafirma a necessidade da permanente atencdo por
parte dos setores da vigilancia epidemioldgica a fim de intensificar as medidas de controle da
enfermidade com atencdo especial & Regido Nordeste. Apesar da feira livre ndo ter sido
apontada como local de fonte de transmissdo da TB, mais pesquisas precisam ser realizadas.
A andlise da distribuicdo espacial dos casos na regido do estudo mostrou-se uma ferramenta
importante para direcionamento das agdes de controle. O trabalho ratifica ainda a importancia
da inspecdo sanitaria, destaca o papel dos abatedouros frigorificos frente a deteccdo dos casos
existentes e indica que o método de diagndstico molecular utilizado pode contribuir para a
criacdo de uma base de dados para o estudo epidemioldgico desta importante enfermidade no

Estado da Bahia revelando ainda esspoligotipos inéditos na literatura.
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