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RESUMO

Objetivou-se com esta tese detectar a ocorréncia do DNA de Mycobacterium bovis em
bovinos e em queijo tipo coalho utilizando-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo
real (QPCR) para identificar possiveis focos do agente e seu potencial risco para saude
publica. Foram analisadas amostras de leite e sangue de 401 animais, sem histérico de
tuberculose bovina, procedentes de 20 propriedades dos 19 municipios que compdem a
microrregido Garanhuns, bacia leiteira do Estado de Pernambuco, Brasil. As 107 amostras de
queijo tipo coalho foram procedentes de feiras livres, padarias e mercados dos municipios
localizados na microrregido Garanhuns. A qPCR foi realizada usando como alvo a regido de
diferenca 4 (RD4) de M. bovis. Em relacdo as amostras bioldgicas analisadas dos bovinos,
nove (2,2%) foram positivas e confirmadas por sequenciamento genético. Em relacdo as nove
amostras positivas, uma (11,1%) foi de leite e oito (88,9%) de sangue. Foram identificados
animais positivos em seis (30%) propriedades. Nao foi identificado nenhum fator de risco
associado a infeccdo por M. bovis. A respeito das 107 amostras de queijo analisadas, trés
(2,8%) foram positivas para pesquisa de DNA de M. bovis e confirmadas por sequenciamento.
A identificacdo do DNA de M. bovis em amostras bioldgicas de rebanhos provenientes da
microrregido Garanhuns, bem como em queijo tipo coalho comercializados nessa regido
denotam a importancia da implantacdo de medidas de controle para a tuberculose bovina para
assegurar ndo sO a sanidade dos animais como também minimizar os riscos para a saude

publica.

Palavras-chaves: Biologia Molecular, Leite, Tuberculose, Vacas.



ABSTRACT

The aim of this study was to detect the occurrence of Mycobacterium bovis in cattle
and artisanal cheese through real time Polymerase Chain Reaction (QPCR) to identify possible
agent's outbreaks and its potential risk to public health. Samples of 401 animals were
analyzed, with no history of bovine tuberculosis, from 20 properties of the 19 municipalities
that forms the microregion Garanhuns, dairy region of Pernambuco, Brazil. The 107 samples
of cheese were coming from open-air markets, bakeries and neighborhood grocery stores of
the municipalities located in the Garanhuns. The gPCR was used to identify a fragment
corresponding to the difference in region 4 (RD4) of M. bovis. Of all analyzed samples, nine
(2.2%) were positive and the presence of M. bovis DNA was confirmed by sequencing. Of the
nine positive samples, one (11.1%) was a milk sample and eight (88.9%) were blood. Positive
animals were identified in six (30%) properties. None of the risk factors evaluated were
statistically associated with bovine tuberculose. Of the 107 samples analyzed cheese, three
(2.8%) were positive for DNA detection of M. bovis and confirmed by sequencing. The
identification of the DNA of M. bovis in biological samples of cattle from Garanhuns as well
as artisanal cheese marketed in this region show the importance of the implementation of
control measures for bovine tuberculosis to ensure not only the health of animals as well

minimize risks to public health.

Keywords: Cows, Milk, Molecular Biology, Tuberculosis.
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INTRODUCAO

Na ultima década, a producdo leiteira no Estado de Pernambuco cresceu 173%,
ficando atras, apenas, da Bahia, na Regido Nordeste (SEBRAE, 2010). Em 2013 o estado
ocupou o 11° lugar no ranking de producéo de leite totalizando 561.829 litros (MEZZADRI,
2014). Em 2008 a microrregido Garanhuns, Estado de Pernambuco, ocupou o 3° lugar em
producdo com 104 milhdes de litros produzidos. Dentre os derivados de leite, o queijo de
coalho destaca-se na regido nordeste e em Pernambuco, sendo considerado um alimento
identitario (MENEZES, 2011), com receita aproximada de R$ 25 milhGes mensalmente com o
produto, colocando a populacdo do Estado como a maior consumidora de queijo do Nordeste
(SEBRAE, 2010).

Dentre as enfermidades de importancia para a satde dos rebanhos bovinos, destaca-se
a tuberculose bovina, enfermidade infectocontagiosa de grande impacto para a salde animal e
publica, ocasionando perdas ndo s6 na produtividade do plantel como na economia da
atividade (MENDES et al., 2011).

A doenca tem carater cronico e apresenta-se como lesdes granulomatosas afetando,
principalmente, linfonodos e tecidos pulmonares dos bovinos. E causada pelo Mycobacterium
bovis que junto com o Mycobacterium tuberculosis e outras micobactérias formam o
complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) (BRASIL, 2006).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam que no ano de 2014, 9,6
milhdes de pessoas adoeceram com tuberculose e seis milhdes de novos casos foram
notificados (WHO, 2015). No Brasil, anualmente sdo notificados aproximadamente 70 mil
casos novos, ocorrendo 4,6 mil mortes em decorréncia da doenga. O pais ocupa 0 17° lugar
entre 0s 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de tuberculose no mundo (BRASIL,

2016). Estudos no Brasil sobre a tuberculose humana por M. bovis ainda s@o escassos.

A tuberculose em humanos causada por M. bovis é, clinicamente indistinguivel
daquela causada pelo M. tuberculosis. Cerca de 7,2% dos casos da doenca em paises
industrializados é ocasionada pelo M. bovis (COSTA, 2009).

O monitoramento da doenca em bovinos € feito pelo teste tuberculinico e o

diagnostico definitivo é realizado mediante isolamento e identificacdo do agente etioldgico
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com base em amostras bioldgicas. Contudo, essas técnicas sdo demoradas e podem ocorrer
problemas de contaminacdo (JORDAO-JUNIOR et al., 2005; COSTA, 2009).

Técnicas moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) oferecem alta
sensibilidade e especificidade e vém sendo utilizadas em estudos para diagndstico de
tuberculose bovina em varias amostras clinicas como sangue, leite e exsudato nasal. Nesse
contexto, a PCR, em tempo real, permite analise mais rapida e sensivel contribuindo para

melhor conhecimento da epidemiologia da doen¢a (FIGUEIREDO et al., 2008).

Em Pernambuco os estudos publicados com tuberculose bovina foram realizados com
0 uso da tuberculinizacdo (IZAEL, 2009; MENDES et al., 2011), ndo havendo dados com

PCR em amostras de leite, sangue e queijo.

Em virtude do impacto econdmico que a tuberculose bovina pode ocasionar para a
bovinocultura e o risco da transmissdo do M. bovis para humanos pelo consumo do leite e do
queijo coalho contaminados, objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorréncia do
Mycobacterium bovis em rebanhos bovinos da microrregido Garanhuns — PE, assim como em

queijos tipo coalho comercializados na regido.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Agente etioldgico

A tuberculose bovina é causada pelo Mycobacterium bovis, pertencente a familia
Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. Essa bactéria possui forma de bastonete curto, é
aerobico, imdvel, nao capsulado, ndo flagelado, apresentando aspecto granular, medindo de
0,5 a 10,0 pm de comprimento por 0,2 a 0,6um de largura, apresentando coloragdo vermelho
intensa na coloracdo de Ziehl-Neelsen devido & resisténcia na descoloragdo ao alcool-acido,
sendo denominada como bacilo alcool-acido resistente (BAAR) (PANDOLFI et al., 2007;
THOEN et al., 2009; WILDNER et al., 2011).

O isolamento é feito em meios diferenciados que levam em sua composi¢do ovo e
amido, enriquecido de asparagina e com adicao de verde malaquita. Para M. bovis é usado o
piruvato de sodio em substituicdo do glicerol que € toxico para este (KUBICA et al., 2006). A
temperatura otima de crescimento varia entre os 30°C e 45°C (THOEN et al., 2009). A
caracteristica do género consiste na complexidade da sua parede celular, constituida por uma
elevada percentagem de lipideos, que incluem acidos micolicos de 60 a 90 carbonos (COSTA,
2009). Essas micobactérias caracterizam-se, também, por ter crescimento lento (> 7 dias)
(RIBON, 2012).

As colbnias em meio Lowenstein-Jensen apresentam crescimento de tamanho
pequeno, arredondadas, de coloracdo amarelo-palida, com borda irregular e superficie
granular. E negativo para a acumulacio de niacina e reducdo de nitrato e é susceptivel ao
acido hidrazida tiofeno-2-carboxilico (TCH) (KUBICA et al., 2006; THOEN et al., 2009).

Os membros do complexo apresentam o fator corda tendo a capacidade de formar
cordbes de agregado de BAARs devido a uma molécula do acido micolico, trealose 6,6-
dimicolato. A presenca do fator na coloracdo de Ziehl-Neelsen é indicativa para os membros
do complexo em comparagdo com as micobactérias ndo tuberculosas que se distribuem
uniformemente (THOEN et al., 2009; RIBON, 2012).

M. bovis faz parte do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) que compreende,
também, o M. tuberculosis, M. africanum, M. microti (MOSTOWY et al., 2002), M. caneti,
M. pinipedii, M. caprae (REDDINGTON et al., 2011). O genoma dos membros do CMT
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possui 4,4 milhGes de pares de bases. Apesar do elevado grau de conservagdo dos seus
genomas, as espécies do CMT demonstram importantes diferencas fenotipicas, diferentes
adaptacOes e viruléncias nos hospedeiros (COSMA, SHERMAN; RAMAKRISHNA, 2003;
KUBICA et al., 2006; PANDOLFI et al., 2007; ROEW; DONAGHY, 2008; COSTA, 2009;
JORGE, 2010).

O genoma do M. bovis possui 4.345.492 pares de bases com 4.003 genes que
codificam 3.952 proteinas e 50 RNAs estruturais, possui um profago e 42 sequéncias de
insercdo (IS -Insertions sequences) (GARNIER et al., 2003; ACOSTA-SALINASA;
ESTRADA-CHAVEZB; MILIAN-SUAZOC, 2009). O DNA apresenta 65,63% de contetdo
guanina-citosina (GC) (GARNIER et al., 2003) e suas proteinas sdo na maioria enzimas
necessarias para 0 metabolismo lipidico constitutivo da parede celular como o &cido micélico
(ACOSTA-SALINASA; ESTRADA-CHAVEZB; MILIAN-SUAZOC, 2009).

Geneticamente, M. bovis tem 99,9% de identidade com o M. tuberculosis (GARNIER
etal., 2003; TAYLOR et al., 2007; GUTA et al., 2014), mas o genoma do M. bovis é reduzido
devido a dele¢Ges variando de 1 a 12.7kp de tamanho (GARNIER et al., 2003; COUSINS,
2004) (Figura 1).

Figura 1 — Esquema representando as dele¢cdes que ocorreram a partir do
M. tuberculosis até o M. bovis (SMITH et al., 2006).
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Estudos direcionados para essa pequena porcentagem diferente no genoma (0,01%)

sdo fundamentais para entender os diferentes mecanismos existentes entre os dois bacilos
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(TIBATA; GONZALEZ, 2004). Foram identificados 2.437 SNPs (Single nucleotide
polymorphism) entre M. bovis e M. tuberculosis que conferem caracteristicas proprias ao
bacilo bovino como, por exemplo, a resisténcia a droga antituberculose pirazinamida para
humanos (GARNIER et al., 2003).

Recombinagfes genéticas sdo raras em micobactérias e ndo ha evidéncias de
translocacOes, duplicacBes e inversdes devido ao seu crescimento lento. Essa similaridade
deve-se, também, a auséncia de mecanismos de troca genética como conjugacdo e
transformacdo (MOSTOWY et al., 2002; GARNIER et al., 2003; ACOSTA-SALINASA,
ESTRADA-CHAVEZB; MILIAN-SUAZOC, 2009).

A maioria das trocas genéticas entre as micobactérias ocorrem por elementos moveis
como as ISs, conferindo polimorfismos entre as cepas (ACOSTA-SALINASA; ESTRADA-
CHAVEZB; MILIAN-SUAZOC, 2009). Em M. bovis, esses polimorfismos ocorrem em
delecdes dessas ISs que se encontram em copias Unicas. Dentre as sequéncias repetidas, cinco
estdo associadas com a diversidade genética entre as cepas do CMT, entre elas as sequéncias
em tandem ricas em GC (PGRS) e as sequéncias repetidas em numero variavel (VNTR)
(ACOSTA-SALINASA; ESTRADA-CHAVEZB; MILIAN-SUAZOC, 2009; RAMOS et al.,
2014).

1.2. Epidemiologia

No relatorio da OIE (Organizacdo Mundial de Satude Animal), 109 paises reportaram a
infeccdo pelo M. bovis em rebanhos bovinos entre 2005-2010 (RAMOS et al., 2014); na
Figura 2 encontra-se 0 mapa da OIE (2016") de distribuicdo da doenca no mundo no primeiro
semestre de 2015. De acordo com 0 mapa, no Brasil a doenca ocorre em bovinos, assim como
alguns paises da América Latina. Na Argentina e Paraguai a doenca estd limitada a uma ou
mais areas. Embora a doenca tenha distribuicdo mundial, programas de controle tém

eliminado ou ajudado a controlar a doenca em animais domésticos em varios paises (CFSPH,

1

OIE:
http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/Diseasedistributionmap?disease_t
ype_hidden=&disease_id_hidden=&selected_disease_name_hidden=&disease_type=0&disease_id_terrestrial=
32&species_t=0&disease_id_aquatic=-
999&species_a=0&sta_method=semesterly&selected_start_year=2015&selected_report_period=1&selected_s
tart_month=12&date_submit=0K
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2009; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010; SKUCE; ALEEN; MCDOWELL, 2012;
RAMOS et al., 2014). Australia, Dinamarca, Suécia, Canada, entre outros, sdo considerados
livres de tuberculose (CFSPH, 2009; GUTA et al., 2014). Alguns paises da Europa, Estados

Unidos e México apresentam programas de controle em andamento (CFSPH, 2009).

Figura 2: Mapa da distribuicdo da tuberculose bovina no mundo no periodo de janeiro a julho
de 2015.
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A prevaléncia da tuberculose bovina na Coreéia entre 1961-2010 foi de 1,4 para cada
1000 animais (LEE; LEE, 2013). Na Palestina um estudo avaliou amostras de tecidos e de
leite cru de vacas por PCR e identificou prevaléncia de 3,2% (EREQAT et al., 2013). Na
Espanha estudo indicou prevaléncia de 1,3% entre 2006-2011, com 50% dos casos positivos
sendo representados por casos novos (GUTA et al., 2014).

Na Africa, a prevaléncia da tuberculose bovina é alta (até 50%) e foi relatada em
diversas regides da Zambia onde bovinos e antilopes (Kafue lechwe) compartilham agua e
pastagem, bem como em &reas onde ocorre a movimentacdo dos bovinos de varzeas para
pastagens durante a estacdo seca (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010).

No Brasil, entre dezembro de 2014 a dezembro de 2015, foram registrados 53 novos
focos de tuberculose bovina (OIE, 2016%). O Estado de Pernambuco registrou dois focos

2 OIE: http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/statusdetail
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nesse periodo. Os Estados do Rio Grande do Sul e Parana foram os que mais registram focos
nesse periodo. Ceard, Goias, Minas Gerais e Paraiba tiveram o menor nimero de focos em

comparagdo com os demais (OIE, 2016).

Os bovinos sdo os hospedeiros primarios para M. bovis (MICHEL; MULLER,;
HELDEN, 2010) e outros animais domésticos e mamiferos selvagens também podem se
infectar (MALAMA et al., 2013). Animais selvagens exercem o papel de reservatorio em
diversas partes do mundo e sdo responsaveis por novos casos de BTB onde a doenca ja foi
erradicada. Na Nova Zelandia, os gambas rabo-de-escova (Trichosurus vulpecula) atuam
como reservatorio. No Reino Unido e Irlanda sdo relatados como reservatdrios os texugos
(Taxidea taxus), Alces (Alces alces) no Canada, cudu (Tragelaphus strepsiceros) e bufalos
(Syncerus caffer) na Africa e veados de cauda branca (Odocoileus virginianus) nos Estados
Unidos da América (CFSPH, 2009; OIE, 2009; THOEN et al., 2009).

Além dos exemplos citados acima, espécies como ovelhas, cabras, cavalos, suinos,
caes, gatos, furdes, camelos, lhamas, muitas espécies de ruminantes selvagens, elefantes,
rinocerontes, raposas, coiotes, primatas, lontras, focas, ledes-marinhos, lebres, guaxinins,
ursos, javalis, grandes felinos e varias espécies de roedores foram relatadas como
reservatorios para o bacilo (COUSINS, 2004; THOEN et al., 2009).

A transmissdo de M. bovis ocorre por contato direto entre animais ou indiretamente
por meio de produtos contaminados. A eliminacdo de M. bovis pelos animais infectados
ocorre, principalmente, por secre¢des respiratorias e fezes, além do leite, urina, descargas
vaginais e uterinas e materiais dos abscessos ou de lesGes abertas de linfonodos periféricos
(NEILL; SKUCE; POLLOCK, 2005; SKUCE, ALEEN; MCDOWELL, 2012). Os animais
silvestres atuam como reservatorios, eliminando o agente sem apresentar sinais clinicos
(RAPOSO, 2011; SOUZA et al., 2011; TAMIRU; HAILEMARIAM; TERFA, 2013).

A principal via de transmissdo de M. bovis em bovinos € por aerosséis (MURAKAMI
et al., 2009; RAPOSO, 2011; SOUZA et al., 2011). A via transplacentéria € rara e a infec¢do
pela via sexual ¢ menos comum (CFSPH, 2009; DOMINGOS; VIDAL; MARCO, 2014).
Pode ocorrer transmissdo para o bezerro alimentado com leite proveniente de vacas com
mastite tuberculosa (DOMINGOS; VIDAL; MARCO, 2014), como também em animais que
ingerem &gua ou forragens contaminadas (NEILL; SKUCE; POLLOCK, 2005; MURAKAMI
et al., 2009; SKUCE, ALEEN, MCDOWELL, 2012).
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A infeccdo humana com M. bovis deve-se, principalmente, a ingestdo de leite ndo
pasteurizado ou por inalacdo de aerossois (MURAKAMI et al., 2009; ROCHA et al., 2011).

O bovino e bubalino infectados constituem a principal fonte de infeccdo para 0s
rebanhos (RODRIGUES et al., 2008). A aquisicdo de animal infectado é um dos principais
fatores de risco para rebanhos livres. O homem com tuberculose causada por M. bovis pode

ser fonte de infecgdo para os rebanhos bovinos (HUMBLET et al., 2009).

No Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, a identificacdo de caprinos reativos ao
teste tuberculinico e com confirmacdo molecular para o agente levanta questionamentos sobre
a importancia de pequenos ruminantes na epidemiologia da tuberculose bovina (MELO et al.,
2012).

Alguns fatores podem facilitar a disseminacdo do agente como a aglomeracdo dos
animais que pode propiciar o contato entre os animais e facilitando a infeccdo (HUMBLET et
al., 2009). Outros fatores como idade, comportamento e nutricdo animal, tipo de producéo,
pratica de manejo (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010) e tamanho do rebanho ja foram
identificados como fatores de risco (HUMBLET et al., 2009; VELOSO et al., 2015).

Alguns fatores diretos como aquisicdo de animais, ocorréncia de BTB em
propriedades vizinhas, a movimentacdo e comércio de animais ja foram associados com a
infeccdo (GUTA et al., 2014; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010). Esses fatores podem
variar de acordo com a regido, o rebanho, a estrutura da propriedade e a presenca de animais
selvagens (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010) Fatores como a exposi¢do a fezes e urina
contaminadas, rotacdo de pastagem podem atuar, indiretamente, na epidemiologia da doenca

facilitando a transmissdo do agente etiolégico (GUTA et al., 2014).

1.3 Diagnostico

O diagnostico da tuberculose bovina pode ser realizado por varias técnicas, muitas
vezes em conjunto (STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011). Pode ser realizado,
diretamente, pela identificacdo do agente em amostras clinicas ou indiretamente por meio da
resposta imune do animal frente ao agente (STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011).
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O diagnostico in vivo realizado no bovino é feito pelo exame clinico (KICH;
KRELING; POZZOBON, 2012) o que, geralmente, ndo tem grande valor, uma vez que a
maioria dos animais sO apresenta sinais clinicos em estagios avancados da enfermidade
(RUGGIERO, 2007; COSTA et al., 2014) e os sinais ndo sao patognomonicos para a doenga
(STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011).

A deteccdo direta pode ser feita pelo isolamento microbiol6gico ou por técnicas
moleculares para deteccdo do DNA do bacilo (STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011).
Indiretamente o diagndstico é feito pelo teste tuberculinico (KICH; KRELING; POZZOBON
2012), baseado na resposta celular contra o bacilo e pelo ensaio de interferon gama (IFN-y),
bem como o teste de ELISA de forma complementar (COSTA et al., 2014; RUGGIERO,
2007).

O diagnostico post-mortem € realizado mediante exames histoldgicos, bacterioldgicos
ou moleculares a partir de tecidos (ROXO, 1996; FUVERKI, 2008; OIE, 2009
FURLANETTO et al., 2012). Apesar dos testes histologicos serem rapidos e simples, exigem
uma grande quantidade de bactéria no tecido (10* bacilos/mL) e outras micobactérias podem
causar lesdes similares as de M. bovis (RUGGIERO, 2007).

M. bovis pode ser visto microscopicamente em esfregacos diretos de amostras clinicas
utilizando a coloragdo de Ziehl-Neelsen (COSTA et al., 2014). Esse diagnostico pode ser
realizado se o tecido possuir lesdes histoldgicas caracteristicas (necrose caseosa,
mineralizacdo, células epiteliais, células gigantes multinucleadas e macrofagos) (OIE, 2009).
Apesar de ser um teste rapido, apresenta a desvantagem de perda de especificidade (COSTA
et al., 2014) e ndo tem a capacidade de distinguir os diferentes membros da familia
Mycobacteriaceae (PROANO-PEREZ et al., 2011; ALWATHNANI; ASHGAN: IHAB,
2012), além de funcionar com tecidos com quantidades superior a 10.000 bactérias/mL
(FUVERKI, 2008).

O teste tuberculinico ou teste cutaneo (TC) consiste na prova cutanea, simples e com
boa sensibilidade (RUGGIERO, 2007) e tem papel fundamental em programas de erradicacédo
da doenca (MURAKAMI, 2009). E 0o método estabelecido como padrdo da OIE para a
identificacdo de animais infectados (FIGUEIREDO et al., 2008; OIE, 2009). No Brasil a
tuberculinizacdo € utilizada como prova no Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), de forma periddica e os animais positivos sdo abatidos,

uma vez que ndo ha tratamento preconizado por lei no pais (BRASIL, 2006; IZAEL, 2009).
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O teste do interferon gama (IFN-y) avalia a reatividade celular mediante dosagem da
citocina em amostras de sangue de animais infectados apés estimulacédo anterior dos linfécitos
com o PPD (proteina purificada derivada) aviario e bovino (RUGGIERO, 2007; STRAIN;
MACNAIR; MCDOWELL, 2011; COSTA et al., 2014). O teste € um procedimento ndo
invasivo, que ao contrario do TC pode ser realizado varias vezes e sem intervalo de tempo,
além do animal s6 precisar ser contido uma vez. Porém a técnica tem elevado custo e a
necessidade de rapida execucao no laboratorio uma vez que as amostras de sangue devem ser
processadas em até 8 horas apds a coleta. Também pode apresentar resultados falso-positivos
em decorréncia de reagdes cruzadas com outras micobactérias (RUGGIERO, 2007).

O teste de ELISA pode ser usado de forma complementar e é Gtil na deteccdo de
infeccdo em animais anérgicos. Porém néo apresenta boa sensibilidade e especificidade, sendo
usado em alguns paises em conjunto com o TC (RUGGIERO, 2007; THOEN, et al., 2009).

O diagnostico confirmatorio € realizado com isolamento e identificacdo do agente por
cultura bacteriana que € trabalhoso e demorado (COSTA et al., 2014; FIQUEIREDO et al.,
2008). A identificacdo definitiva da espécie cultivada so é possivel com a realizacdo de provas
bioquimicas e de sensibilidade a drogas (FUVERKI, 2008). Varios testes classicos baseados
em crescimentos, propriedades fenotipicas e bioquimicas sdo usados para diferenciar as
espécies, mas sao testes lentos, laboriosos e imprecisos, além de ndo poderem ser realizados
em qualquer laboratério (MURAKAMI et al., 2009).

Para o isolamento, na necropsia podem-se coletar amostras de nddulos linfaticos de
6rgdos como pulmao, figado e intestino e enviadas para laboratério onde serdo processadas,
descontaminadas e inoculadas em meios especificos (CFSPH, 2009). O cultivo é realizado
apo6s uma descontaminacdo do material pelo método Petrof e a semeadura feita em meios a
base de ovo como Stonebrink e Lowenstein-Jensen com piruvato de sodio por 10 a 12
semanas (ROXO, 1996; FENTAHUN; LUKE, 2012; COSTA et al., 2014). Bioguimicamente
sdo utilizadas provas como niacina, catalase, reducdo de nitrato e urease para diferenciar as
espécies (ALWATHNANI; ASHGAN; IHAB, 2012).

Apesar de o bacilo poder ser isolado de amostras de animais negativos ou nao
reagentes no TC, o procedimento é demorado e leva semanas para dar um bom resultado
(ALWATHNANI; ASHGAN; IHAB, 2012). Os métodos moleculares vém sendo
desenvolvidos para identificar as espécies em um tempo menor e com a vantagem de poder

detectar uma quantidade muito pequena de DNA na amostra com alta sensibilidade e


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=643&q=meio+lowenstein+jersey&spell=1&sa=X&ei=OS-KVbjcE4aYgwSSpJmoCw&ved=0CBkQBSgA
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especificidade (ALWATHNANI; ASHGAN; IHAB, 2012; COSTA et al., 2014). O uso de
técnicas moleculares no diagndstico da doenca pode melhorar o conhecimento da
epidemiologia da mesma, fornecendo dados que aumentem a eficiéncia dos programas de
controles (RAMOS et al., 2014).

Os primeiros trabalhos com o uso de PCR para deteccdo e identificacdo de membros
do CMT na medicina veterinaria foram publicados logo ap6s a introducdo da técnica nos anos
80 e a PCR em tempo real foi introduzida na década seguinte permitindo quantificar o DNA
presente na amostra (COSTA et al., 2014).

Varios trabalhos com diferentes abordagens moleculares na deteccdo do DNA do
bacilo tanto em animais vivos, como post-mortem ja foram descritos, inclusive, com melhor
sensibilidade e especificidade que os métodos oficiais preconizados (FIGUEIREDO et al.,
2008), com a possibilidade de uso de amostras clinicas e ambientais (STRAIN; MACNAIR;
MCDOWELL, 2011). A ferramenta vem sendo aplicada no diagnostico da tuberculose com
reducéo no tempo da obtencdo do resultado, alta especificidade e sensibilidade e pode detectar
pequenas quantidades de bacilos vivos ou mortos na amostra (KICH; KRELING;
POZZOBON, 2012; SWIFT; REES, 2013).

Detecc¢do baseada na PCR ja foi padronizada utilizando diferentes genes como a regido
IS1081 (TAYLOR et al., 2007), hsp65 (FRANCO et al., 2013), 1S6110 (LEITE et al., 2003),
regido de diferenca RD4 (TAYLOR et al., 2007; SALES, et al., 2014a e b).

A técnica de Spoligotyping € um método por PCR que se baseia em polimorfismos em
regides de repeticdo dentro do cromossomo e que vem sendo usada na identificacéo de fontes
de infeccdo, no estudo da transmissdo entre espécies, e na estabilidade de estirpes por longos
periodos de tempo em populacdes fechadas (RAMOS et al., 2014). Outra técnica descrita € a
PRA PCR (restriction-enzyme analysis) que foi desenvolvida por Telenti em 1993, j& foi
usada em diversos estudos para identificacdo de espécies de micobactérias em amostras
bovinas (FIGUEIREDO et al., 2008; FRANCO et a., 2013).

Estudo publicado por Araujo et al. (2014) detectou membros do CMT com 100% de
especificidade, diretamentede amostras de animais negativos no TC pela técnica de nested
PCR, revelando que essa ferramenta molecular pode ser Gtil na investigacdo epidemiolégica

da doencga em rebanhos que néo reagem ao TC.
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Diferentes amostras clinicas ja foram utilizadas para a deteccdo direta de M. bovis na
PCR como sangue, leite, exsudato nasal, urina (JIA et al., 2012; CARVALHO et al., 2014).
Um estudo feito por Romero et al. (1999) demonstrou que houve detec¢do maior do DNA do
bacilo em amostra de muco nasal (59%), seguido por sangue (29%) e leite (14%). Ja outra
pesquisa feita por Senthil, Ranjani e Vasumathi (2014) ndo demonstrou diferenca significativa

na deteccdo com base em amostras de leite e muco nasal na PCR.

Considerando-se queaproximadamente 30% das vacas em lactacdo que sdo positivas
para 0 TC eliminam o bacilo no leite e, apenas em 4% dos casos a bactéria é eliminada em
quantidade suficiente para ser detectada em cultura (FIQUEIREDO et al., 2008), é importante
o desenvolvimento de testes rapidos, sensiveis, especificos e seguros para identificar o M.
bovis no leite bovino (JIA et al., 2012).

Jord&@o-Junior et al. (2005) padronizaram uma PCR para detectar M. bovis diretamente
do leite bovino e para o experimento, o leite foi, artificialmente contaminado e a PCR foi
realizada com os primers JB21 e 22. A reagéo foi capaz de detectar 80 UFC/ mL de leite com
boa sensibilidade e especificidade. Um estudo feito por Senthil; Ranjani e Vasumathi (2014)
indicou uma maior sensibilidade da PCR em relacdo ao teste de coloracdo por BAAR, em que
2,2% do muco nasal e 2,4% de leite foram positivos, enquanto na PCR esse percentual

aumentou para 9,8 e 12,2%, respectivamente.

Sales et al. (2014a) testaram primers para a regido de diferenca RD4 com 100% de
eficiéncia em que todas as 30 amostras testadas de M. bovis foram positivas, indicando que a
regido € um alvo especifico para o bacilo bovino com 100% de sensibilidade e especificidade.
Outro estudo publicado por Sales et al. (2014b) usou o primer Mbo.88, também, para a regido
RD4, para validar a rea¢do de PCR em tempo real com resultados de 100% de sensibilidade e

especificidade em diferentes equipamentos de gPCR e com diferentes protocolos de reacéo.

Apesar da prova padrdo ouro para a OIE ser o teste tuberculinico (OIE, 2009), a PCR é
indicada como diagndstico complementar (BRASIL, 2006) e seu uso vem sendo cada vez
mais difundido em diferentes partes do mundo principalmente para detectar o bacilo em
amostras de leite e derivados (Tabela 1), o que tem relevante papel na satde publica uma vez
que esses produtos contaminados podem causar infeccdo na populacdo humana (JIA et al.,
2012).
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Tabela 1 - Pesquisa de Mycobacterium bovis em leite bovino e derivados em diferentes regides do

mundo
Autor Ano Local Amostra Alvo PCR Amostras n/N
positivas
Leite et al. 2003 Brasil Leite cru 1S6110 18,0% 23/128
Mishra et al. 2005 india Leite cru HupB 41% 19/48
Mumtaz et al. 2008 Paquistdo Leite cru Rv2031c 29,0% 9/31
Jiaetal. 2012 China Leite cru MTP 40 7,1% 24/336
pncA
Zumarraga et al 2012 Argentina Leite cru 1S6110 40,0% 103/257
Silva et al. 2013a  Brasil Queijo fresco RD4 10,0% 3/30
Franco et al. 2013 Brasil Leite cru Hsp65 1,0% 1/100
Zarden et al. 2013 Brasil Leite cru 1S6110 50,0% 23/46
RvD1Rv2031c
Carvalho et al. 2014 Brasil Leite cru 1S6110 50,0% 75/150
Mohamed et al. 2014 Egito Leite cru 1S1081 96,4% 27128
Melo et al. 2014 Brasil Queijo fresco RD4 175% 26/ 147
Pereira-Suarez etal. 2014  México  Queijo fresco rmpb70 3,15% 3/95
Bezerra et al. 2015 Brasil Leite cru BoF 1,8% 9/502
Bhanurekha et al. 2015 india Leite cru 1S6110 2,2% 4/181
Rv1506¢

Convencdes: n — amostras positivas; N — total de amostras analisadas.

1.4 Saude publica

M. bovis pode causar tuberculose em humanos, conhecida como tuberculose zoonoética
(VELAYAT et al.,, 2007; MURAKAMI et al., 2009; INGRAM et al., 2010) considerada pela
OMS como doenca negligenciada (INGRAM et al., 2010). Cerca de 90% das pessoas
infectadas com TB carreiam o bacilo durante toda a vida ou permanecem ignorando o fato de
que estdo infectados (JABBAR et al., 2015).

O elo epidemiologico entre a tuberculose bovina e humana, principalmente em

criangas, tem sido reconhecido mesmo antes da identificagdo do bacilo tuberculoso em 1882
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por Robert Koch (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010), quando em 1865 o médico Francés
Jean Antoine Villemin publicou um estudo provando a transmissdo do agente de humanos

para animais e vice-versa (DANIEL, 2006).

Estima-se que a taxa de casos de tuberculose zoon6tica no mundo seja de 2% e em
alguns paises a incidéncia é alta (18-30%) como ocorre na Tanzania, por exemplo
(GONZALO-ASENSIO et al., 2014). Jabbar et al. (2015) analisaram 100 amostras de sangue
e escarro de pacientes com tuberculose e identificaram M. bovis em 2% dos casos no
Paquistdo. J& na China, de acordo com Jiang et al. (2015), ndo existem dados no servigo de
vigilancia de infeccdo humana pelo bacilo bovino, sugerindo que a incidéncia de tuberculose

bovina é baixa e ndo existe identificacdo laboratorial do agente.

Existem diferengas nas prevaléncias nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(INGRAM et al., 2010). No Reino Unido, onde as medidas de controle foram implementadas
com diagnostico de rebanhos em 1930, os casos humanos pelo bacilo bovino representam
menos de 1% dos casos de tuberculose, sendo estes relacionados com fazendeiros,
veterinarios e funcionarios de abatedouros pelo contato préximo com os animais (TAYLOR
et al., 2007) ou relacionados a casos de reativacdo de tuberculose latente (MICHEL;
MULLER; HELDEN, 2010).

Na Nova Zelandia e Estados Unidos, a proporcdo fica em torno de 2,7% e 1,4%,
respectivamente. Ja paises em desenvolvimento como México, Uganda e Nigéria as taxas
representam 13,8%, 6,9% e 5%, respectivamente (INGRAM et al., 2010). Nos paises em
desenvolvimento, o maior risco da populacdo esta associado com a pobreza, HIV e reducédo
dos cuidados com saude. Na América Latina, especula-se que mais de 7.000 novos casos de
tuberculose podem ocorrer a cada ano (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010).

No Brasil, existem evidéncias do envolvimento de M. bovis na tuberculose humana,
embora seja pouco identificado por limitagcbes nas técnicas de diagndstico, como por
exemplo, o ndo crescimento do bacilo bovino em meio com glicerol, utilizado no meio para
isolar o bacilo humano (SILVA et al., 2013b). Kantor et al. (2008) verificaram dados de
diagnostico tuberculose humana de laboratorios oficiais e encontraram apenas 3 casos
confirmados por M. bovis. No estudo realizado no Brasil por Silva et al. (2013) encontrou-se
uma prevaléncia de 1,6% para o casos de tuberculose zoon6tica, sugerindo que a metodologia
dos servicos de saude locais provavelmente subestimam a frequéncia real dos casos pelo M.

bovis e que este merece mais atencdo dos funcionarios de saude publica. Apesar da
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prevaléncia da tuberculose zoondtica ser maior em locais onde a infeccdo em bovinos ¢ alta
(MURAKAMI et al., 2009; VINNERAS et al., 2011), ha relatos de infeccio humana por
contato com outros animais infectados como alces, mamiferos marinhos e rinocerontes
(MURAKAMI et al., 2009).

O homem pode se infectar pela inalacdo de aerosséis ou pelo consumo de leite cru
(GRANGE, 2001; BILAL et al.,, 2010; EL-GEDAWY; AHMED; AWADALLAH, 2014,
SANOU et al., 2014), ou ainda por mucosa e pele lesada (BILAL et al., 2010; SANOU et al.,
2014), Alimentos e a4gua podem ser contaminados por urina, material fecal ou exsudato e
funcionarem como vias de transmissdo para humanos (SAIDU et al., 2015). A infeccéo
pessoa-pessoa pelo bacilo bovino é considerada rara (GALLIVAN; NEHA; FLOOD, 2015).

O maior risco de infec¢do pelo bacilo bovino é para criangas, idosos e pessoas com
deficiéncia imunologica (MURAKAMI et al., 2009; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010).
Fatores como etnia, praticas culturais e religiosas, como fatores socioecondmicos podem
contribuir para aumentar a infeccdo por M. bovis em humanos (MICHEL; MULLER,;
HELDEN, 2010).

Trabalhadores de abatedouros que manipulam carne e carcaga, assim Ccomo
fazendeiros e veterinarios que possuem contato préximo com 0s animais apresentam risco
maior de se infectarem por inalagdo (BILAL et al., 2010). Boukary et al. (2012), também
destacaram fatores que expdem o0s seres humanos a infeccdo por M. bovis, como habitos

alimentares, praticas de criacdo e falta de higiene.

Clinicamente, a tuberculose causada pelo M. tuberculosis é igual a causada pelo M.
bovis e com radiografia e patologia indistinguiveis (ALLIX-BEGUEC et al., 2010; BILAL et
al., 2010; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010; NAWAZ et al., 2011; GALLIVAN; NEHA;
FLOOD, 2015). A apresentacdo da TB humana vai depender da via de infecgdo. O consumo
de leite contaminado ocasiona uma tuberculose extrapulmonar (BOUKARY et al., 2012), com
doenca primaria no estdmago e intestino (TAYLOR et al., 2007) com nddulos cervicais e
mesentéricos (BILAL et al., 2010), mas pode, também, causar a forma respiratéria (TAYLOR

et al., 2007). A infeccdo por via respiratdria determina a TB pulmonar (BILAL et al., 2010).

O bacilo bovino € o principal causador de tuberculose gastrointestinal em humanos
(NAWAZ et al., 2011). Um estudo realizado no México verificou que 83,3% dos pacientes

com TB abdominal foram associados com o bacilo bovino. M. bovis tem sido encontrado em
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rebanhos no México, bem como em produtos lacteos nos EUA de origem mexicana. Em Nova
lorque, casos humanos de tuberculose gastrointestinal foram relacionados com consumo de

queijo mexicano contaminado (PARK et al., 2010).

Kahla et al. (2011) verificaram que casos de linfoadenopatia cervical estavam
relacionados com o consumo de leite cru (60%). Essa infeccdo por produtos lacteos
provavelmente é a mais frequente, pois a doenca em criancas menores de um ano de idade é
rara e existe uma alta frequéncia de doenca extrapulmonar (GALLIVAN; NEHA; FLOOD,
2015).

Um estudo feito na California, Estados Unidos, verificou que 24.424 casos de TB
foram reportados entre 2003-2011. Desses casos, 25% das culturas positivas foram de M.
bovis em criangas. As mortes desses pacientes foram maiores naqueles infectados com M.
bovis do que aqueles com M. tuberculosis (GALLIVAN; NEHA; FLOOD, 2015). Outro
estudo também indica que a tuberculose causada pelo bacilo bovino é mais severa, em que
pessoas que se infectaram com o bacilo apresentaram 2,55 mais chances de morrer do que
pelo bacilo humano (BILAL et al., 2010). Dados publicados por Park et al. (2010) indicaram
que a mortalidade dos pacientes com M. bovis foi de 10% em comparacdo com o M.

tuberculosis que foi 3,6%.

El-Gedawy, Ahmed, Awadallah (2014) isolaram M. bovis em 1% das amostras de leite
cru analisadas, com resultados similares no Brasil publicados por Franco et al. (2013). Outro
trabalho realizado no Brasil identificou trés (10%) amostras de queijo coalho contaminadas
com M. bovis mostrando a importancia desse alimento para a saude publica, principalmente
porque a produgdo de queijo com base em leite cru no pais chega a 40% (SILVA et al.,
2013b).

A diferenciacdo dos casos humanos causados por M. bovis é de grande importancia
para 0 acompanhamento do paciente, uma vez que o bacilo bovino é intrinsecamente
resistente & pirazinamida (ALLIX-BEGUEC et al., 2010). Casos de tuberculose zoongética
quando ndo tratada pode ser fatal (CFSPH, 2009). Um caso relatado por Allix-Béguec et al.
(2010) mostrou o histérico de uma paciente com TB reativa e sem sucesso no tratamento. Foi
identificado que o bacilo bovino era o agente da TB e que, posteriormente, foi detectado um

surto de BTB em vacas de sua fazenda.
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Atencdo a saude publica com programas de erradicacdo da doenca em vacas e
pasteurizacao do leite representam a principal forma de prevencao de transmissao do agente
para humanos (SAIDU et al., 2015). Isso pode ser notado com a baixa proporcdo de casos
humanos pelo bacilo bovino (0,2 a 7,2%) em paises desenvolvidos, mas, ainda, € uma
importante causa de TB em paises em desenvolvimento (STONE; BROWN;
DROBNIEWSKI, 2012), onde 85% das vacas e 82% da populacdo humana vivem em areas
onde a doenca é prevalente (SHAR et al., 2006).

De acordo com Silva et al. (2013b), no Brasil se faz necessaria uma pesquisa nacional
baseada na tuberculose humana por M. bovis, podendo ser feita em conjunto com a pesquisa
nacional de tuberculose multirresistente. Os autores ressaltam ainda que os riscos potenciais a
salde pelo consumo de leite ndo pasteurizado devem ser enfatizados para as regides em que a

tuberculose bovina ainda é prevalente.

A meta do governo brasileiro, conforme proposta da OMS é de detectar 70% dos casos
estimados de tuberculose. Para tal, o Ministério da Saude criou o Programa Nacional de
Controle da Tuberculose (PNCT) que recomenda a implantacdo da Estratégia do Tratamento
Diretamente Observado para o controle da Tuberculose no Brasil. O objetivo principal do
programa € reduzir a morbidade, mortalidade e transmissdo da doenca (BRASIL, 2016b). De
acordo com o manual de recomendacdes para o controle da tuberculose no Brasil do
Ministério da Salde, o diagndstico € baseado em provas que detectem apenas o M.
tuberculosis (BRASIL, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

— Pesquisar a ocorréncia do DNA de Mycobacterium bovis mediante método molecular em
rebanhos bovinos da microrregido Garanhuns — PE e queijos tipo coalho comercializados

nesta regiao.

2.2 Objetivos especificos
— Analisar amostras de sangue e de leite de rebanhos bovinos usando a técnica de PCR em
tempo real para pesquisa do DNA do M. bovis.

— Identificar os possiveis fatores de risco associados a infeccdo pelo M. bovis em rebanhos

bovinos.

— Analisar amostras de queijo tipo coalho comercializados na microrregido Garanhuns,

usando a gPCR para pesquisa de DNA do M. bovis.



3 ARTIGOS PUBLICADOS

30



31

3.1ARTIGO 1

TITULO: Molecular detection of Mycobacterium bovis in cattle herds of the state of
Pernambuco, Brazil.

REVISTA: BMC Veterinary Research
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Molecular detection of Mycobacterium bovis W
in cattle herds of the state of Pernambuco,

Brazil
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Abstract

Baduground: The present study aimed to direct detect Mycobactesum bowis in milk {p =401) and blood (n=41)
samples collected from 401 dainy cows of 20 properties lomated in the state of Pernambucoo, Brazil, by real-time
quantitative PCR (gPCR) targeting the region of diffierence 4 (RDe). Risk factors possibly assodated with bovine

tuberculosis [BTE) were alo avaluated.

Results: Of the 802 amples analyzd, one milk (025 %) and eight blood {2 %) amples were positive for M. bowis in
the gPCR and their identities were canfirmed by sequencing. Animals postive for M bovis were found in six (30 %)
af the 0 properties visited None of the risk factor evaluated were datistically asociated with BETE

Condusions: M bovis DNA was detected in one milk mmple what may pose a risk to public health because aw

millk 5 commonly consumed in Brazil
Keywonds: Tuberculosis, Cowvs, PCR, Milk

Badkground

Bovine tuberculosds (BTH) & caused by Myeobacterim
Baids, a member of the Mycobacteriumn tuberculosis com-
phex that affects mamikals, inelsding b s [1].

M. Bovis has been bolated from mik and colostrum
samiples what can be important to perpetuate BTH in-
fection in a herd through the digestive route [2]. Raw
milk i commonly consumsed in Brasl [3] and dan-
destine milk is an important public health Bsue in
the country [4, 5]

Despite the fact that Brazil has a National Program for
Contool and Emdication of Tuberculosis and Brocellosis
(Programa NMaciomal de Controle e Erradicacio da Tu-
berculose ¢ da Briscelsse - PNCETH) supervised by a
public agency, its implementation is not mandatory [6].
The tuberculin skin test is the diagnostic method oo -
mended by the PNCETE and it must be followed by

* Cormesponcence: wiltonjunionsfrsedgmalLoom

'Federl Rural Wriwersing of Pama mibuon (Univerdoace: Faderl Fual de
Pemmarmiziuco - UFRPE), Bun Do Warased de Medeince, 5n, Dols oo,
R, Fermarn biuoo CEF 5171900, Emdl

Full list of aushor Information & avallable at the end of the amde

bactertal jsolation for ealt conflrmation [7]. Eforts to
reduce the rigk of M boels infection must include
sanitary measures to ensure a healthy cattle herd.

Molecular technlgues aich s Polymerase Chaln Resc-
tion (PCR) have been used for BETE diagnosis in several
clinical samples such a8 blood, milk and nasal eoodates
[4. Standardization of direct methods for detection of
M. Baids in dinical samples will erable a more acoute
BTB diagnosis and facillitate epidemiological stedies on
M. bovis prevalence [1, 8]

In the present stedy, we wed qPCR for direct detec-
tion of Mycobacteriim bovis in milk and blood samples
of cattle from the state of Pemambuco, Brazil.

Methods
Sampling
The sample size was calculated as recommended by
Thrudfield [9] wsing the bllowing parameters bovine
populaton of 336,221 animals in the micro region of
Garanhuns, state of Permambuco, Bezid [10], 95 % confi-

dence interval and 5 % smpling error margin using a
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prevalence of 50 %, since there i no oficdal data on BTE
prevalence in the studied region. According to the calcula-
tion, the minimum sample size should be 385 dairy cartle.

From January to Febmuary 2014, a total of 802 milk
and blood samples were collected from 401 dalry
cows of 20 properties distributed in the municipalities
of Angelim, Bom Conselbo, Brejso, Caetds, Cakado,
Canhotinho, Comentes, Garanhuns  Tati, Jucat, Jupl
Jurema, Lagoa do Ouro, Lajedo, Palmeidns, Pararstama,
Salod, 550 Jodo and Terezinha, gate of Pernambusco, Brael

Written informed consent was obtaimed from the
farmers to take samples from the cattle. The blood sam-
ples (=401} were collected by candal venipuncture
stored in tubes containing ctrate, properly identified
and sent to the Garanhuns Laboratories Center (Central
de Laboratbdos de Garanhuns - CEMLAG), located in
the Gamnhuns Academdc Unit (Unidade Académica
de Garanhuns - UAG) of the Federal Ruml University
of Permambuco (Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE), Brazl

The milk samples (5= 401), which comsisted of 50 ml
of a pool of mik from the four guarters of each cow,
were collected during milking after the udder disinfec-
tion with 70 % alcohol and the first jets of milk were dis-
carded. Then the samples were stored in sterile botiles,
cooled and sent to the CENLAG (UAG- UFRPEL

An epldemiological questionnaire containing multiple-
choice questions concerning animal production charac-
teristics, hyglene and sanltary agpects of the hend, and
reproduct ve management was applied in each property.
The guestionnaire comprsed 11 possible dsk factos for
M. bovis infecton, as follows: herd size (less than S0
animals, 51-100 amimal, 100-200 animals, more than
201 animals), readng system (intensive, extensie, semi-
intersive), origin of replacement andmals (Brms own hend,
another fim, both), conducting quarantine after an mals
purnchase, peformance of BTB diagnostic tests upon ani-
mals’ acquikition, water sounce (stagmant or running), milk-
ing procedure (mamsal or mechanic), fFrequency of deaning
the farm Bcllitles, wdder disinfection, feeding colostrum to
calves ard history of BTB in the herd.

D'MA Extraction

M. bovis DNA was extracted from milk smples using
the Clamp* kit ((Hagen Inc) following the manufac-
turers instructions. Leukocyte DNA was isolated by a
modified phenol-chlomibm  edracton method [11]
100 pl of white blood cells were used, ammonium acet-
ate and phenol-chlomform for DNA extraction from the
blood samples.

PPorsitive comtrol
The Mwobacteriun: bovis ATOC 19274 stealn was gently
provided by the Oswaldo Cruz Foundation (Fundsgio

Fage 2af &

Osvaldo Cruz - FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazll) and
was used for construction of a phemid harboring the
target sequence, which was the positive contmol in the
molecular assays M. bovis genomic DNA was extracted
and the fragment corresponding to the region of differ-
ence 4 (RD4 was amplified with the spedfic primers re-
ported by Sales et al [12]. The target fragment was
cloned ugng Eswherichia coll X11 blue strain and TA
cloning kit* (Invitrogen) acconding to the manufacturer’s
imstructions. The mecombinant plasmid pRDM-TA was
sequenced by the Sanger method using an ABI310{)
Genetic Amalyzer (Applied Biosystems).

Reaktime PCR

The molecular detection of M. Bods DNA in the milk
and blood samples was pedormed in the Labomtory of
Immunogenetics (Laboratddo de Imunogendtica) of
FIOCRUZ, state of Permambuco, Brazl Cheantitative real
time PCR (gPCR) was performed usng the same pimer
set used for amplification of the RD4 fragment of the
positive control and a fluorescent probe that discdmi-
nates M. bovis from other M tuberculot complex
members since it hyboddizes with both the 5 and 3
R[4 deletion flanking sequences, which only ocour dir-
ectly adjacent to each other in M. bowvis The probe was
designed using the software Primer Expres® Software and
targeted a reglon in the amplicon in between the primer
pair. The probe showed 100 % homalogy to M. bods in
BLAST/nchi. Probe sequence 5- [/56-FAM/AGCOG-
TAGTOGTGCAGAAGCGCABBHG 1/- 3", The total re-
actlon wolume was 25 pl comprsing 20 pl of DNA,
125 pl of TagMan'Universal PCR Maser Mix, 1.0 pL
each pamer (5 pmol), 05 pl of probe (5 pmol) and water
(8 ply The amplification conditiorns were 95 “C for
15 mdn (derstueation) followed by 40 cydes of ¥4 *C for
15 s and 60 C for 60 s. In all PCR runs, standard curves
were obtalned wsing the positive control, plasmid DRA
encompasing the mycobacteda RD4 sequence, which was
prepared in tdplicate by serbal diuton of 10x plasmid
DMNA from 200 ng (Cantification cpcle - Cg= 118 1o
00002 ng (Cqg=322) The gPCR was performed in an
ABI 7500 Real-Time PCR system set for absoluwbe qusanitifi-
catlon The slope of the standard curve was -340and R =
0.9%%, with &7 % efficiency.

Spiked samples were not used. The standard curve
and the detection limit were determined using a serial
10X dilution from 100 to 107°° ngiul in triplicate and
the positive contmol was detected in samples with wp
to 107 ngful The raction was repeated four times
in different days and the same results were obitained
in each day.

To verify the presnce of inhibitors in the samples, a
few blood samples of 1000 ngijsl DNA were randonly
selected and diluted them to 800, 600, 400, 200 and
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50 nglpl of DNA. Then 20 ng were added of positve
control to the diluted samples and performed a gPCR.
All the dilutions had the sme Cg in the gPCR; there-
fore, there were no inhibitors in the samples

Sequencing

DMA sequencing was performed in the Center of
Technological Matforms (Nicleo de Plataformas Tec-
noldgicas - NPT), of the Research Center Aggeu Magal-
h#es (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-CPgA M),
FIOCRUZ, state of Pernambuco, Brazi.

The commercial kit ABl PRISM BigDwe Terminabor
Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1 (Applied Biosys-
tems”) was wsed for DNA sequencing following the
manufacturers recommendations. The R4 fFagments
wene sequenced by the Sanger method and the reaction
products were amalyzed in the ABI 3500xL. Genetic
Analyzer [Applied Biosystems).

All the sequences obtained in the present study were
compared with the RD4 fragment of the eirence gen-
ome (B8 bp) (GenBank Access nmumber BX248330.1)
using the sofiware Blast-N (hitp! f'www.nchinlmonib -
gov) and MEGAG [13].

[Ethical considerations

The Ethics Committee on Animal Use [(Comissio de
Etiea no Uso de Animais — CEUA) of UFRPE pro-
vided sclentific and ethical dearance for the present
study (reference number 23082 (0467172013, license
number 028/2013)

Statistical analysis
The absolute and relative prevalence of M. bovis in the

milk and blood samples were determined by descriptive
amalysis. Univariste amalysis using chi-square test, Pear-
son'’s test or Fishers exact test were used to evaluate the
possible risk factors assoclated with BTB. All statistical
armalyzes were pedformed in the Epi Infb 3.51 software.

Results

Of the 802 samples analyzed. cne milk (025 %) and
eight blood (2 %) samples were positive for M. bovis
in the gPCR and their identitles were confirmed by
sequencing. All positive samples were from different
animals [Table 1)

Six (30 %) of the 20 propertes visited had animals
positive for M. bovis (Table 1) Mone of the risk factos
evaluated in the present study were statistically assoc-
ated with BTH a5 shown in Table 2.

Discussion

This is the firg report of direct detection of M. bovis
DMA in mdlk and bloed samples from cattle of the -
glon of Gamnhuns, state of Permambuco, Brazl.

Fage Zof &

Table 1 fesults of gPCR of milk and blood samples codleaed
fimn cattle of the mics region of Garanhuns, sate of
Pernarmibuco, Brad, 2014
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The prevalence of M. bovis DNA in mik samples
ranges from 2 to 8 % according to different studies
[14—20], which evaluated the mycobacteria presence by
PCR. The different prevalence mies observed by them
may be related to management chamctedstics [21], sam-
pling methods [22] and diseasecontrol measures
adopted in each location [23].

The presence of M. bovis in milk may pose a rkk to
public health, because humans can become infected by
M. bovis throegh exposure to  infected animals,
comsumption of infected mw mik and dairy products
[#, 25]. The presence of M. bovis in milk samples & a
concern because it & estimated that 41 % of al milk
consumed in Brazll b not pesteurized [12] being a
soume of infecton of human TR Since the clinical
symptoms of human TB caused by M. bovis are indistin-
guishable from those caused by M. mbercalonis [23 28],
a detalled epldemiologieal investigation consdedng the
patients eating habits and professional ocoupation misst
be pedformed by the healih surveillance service to deter-
mine the T causal agent In Brazil, a study performed
by Silva et al. [27] with 189 TE patients identifled co-
infection with M. bovds in three patients In two of these
patlents, consumption of cheese made with mw milk
was the probable cause of infection. The other patient
used to work in a slasghierhouse, so the infection was
related to labor risk. Other sudy conducted in Brazil
also identified M. bovis in humans, although with lower
prevalence. It is believed that M. Bbovis prevalence in
Brazil & underest mated [28].

In the present stsdy, the milk sample positive for M.
bovis did pot belong to any of the elght animals that had
positive blood samples what can be explained by vadows
reagons: collection of only one mik sample per dairy
cow, interaction between the bacillus and the bovine im-
mune sywtem cells, which may hove decreased the
amount of bacilles in mik [2, 20, 29], and presnce of
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Table 2 Analyds of dk GBoos asoriated with prevalence of M bowis in catthe hends of the micro region of Garanhuns, stae of
Pemamibuco, Ba, 2014
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milk proteins and fat tat may have impaiced the extrac- contaminated mik have demonstrated that PCR can de-
tioh of M. bovis DNA from the mik samples [14, 30 tect the mycobscterla in mdlk samples with musch lower
Despite these Imitations, fudies wsing experimentally concentmtions of M. bovi DNA than the concentration
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ussally present in ratural infections [2, 20, 2, 31]. The
mycobacterta bas been more frequently identified in
blood than in mik samples [20, 32, 33].

Another Botor that can hinder the detection of A
bovis in milk ks its intermittent release during a short
period post-infection [20, 29]. Pardo et al. [34] evalusted
the mycobactera secretion pattern in 780 mik samples
collected from 52 animals for 15 consecutive days and
M. bovis showed an intermittent and irregular release
pattermn in 265 % of the samples [34].

Inthe present study, of the six farms that had animals
positive for M. bois, only one have a higtory of perfom-
ing mberculin tests upon acquidtion of new animals.
According to the farmer, all the animals were negathe
for M. Boids in the tuberculin tests. This data shows the
importance of using tests that are more sensithve in en-
zootc areas, a5 the state of Pemambuco, Brazl where
cases of BTH have already been identified using tubercu-
lin skin test [35, 38].

Although there was no statistical asssociation between
herd size and M. bovis positivity, the mycobacteria was
maore prevalent in larger herds (101—200 animals). Herd
size can influence BTB epidemdology because a high
population density favors a more frequent contact be-
tween animak, faclitating the mycobacteda dissemin-
ation [37, 38].

According to Skuce et al. [W], M. bovis can survive in
water what favors lis disemination. M. bovis DNA was
identified in water samples expedmentally cortaminated
even 11 months after contamination [40]. In Ugsnda,
Africa, where catile commonly drinks running water
from rivers or streams, a study evaluated the dsk factos
associsted with BTB and concluded that the water
soumce was statistically associated with the disease [41].
However, in the present stsdy, no correlation was found
between water source and presence of M. bovis in milk
and blood samples (Table 1). The fact that water sources
could be implicated with BTE tmnsmission may be a
concern to health authorities, because control measures
would also have to consider this contamimation sounce
besides daughier of positive animals.

Despite the higher number of animals positive for M.
bovis in hends with low frequency of cleaning the farm
facilities and lack of wdder disinfection before milking,
no positve coreelation was bund between pathogen
presence and these risk factos. Roxo [42] reported that
cleaning, dignfection and hygiene are dsk factos for
TB. Waste management and treatment of arganic matter
can influence M. bovis prevalence in areas with previous
cases of TH [43].

Conclusion
M. boids DNA was detected In one milk sample what
may pose a fdsk to public health We suggest that

Fage Sof &

environmental control measures should be implemented
in farms at high rigk of TB transmission because emvir-
onmental factors contribute to bacteria perpetuation and
o ennd ra tion .
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e of mw milk from unhealthy dairy cows and lack of
hygiene during processing [2].

Mycobacterium bowis iz the atislegical agent of bovine tuber-
culosis and can cawes human tubsrulosie, in which climical
symptoms are indiginguikhable from those caused by
Mycobaderium tubeculosz Comsumption of milk and its
derived products contamimated with M. bouis epresent the
main infection mate of zoonotic tubsrulosis for humans
B

The presence of the bacillue in cheste and s association
with human tuben ulosic has already been reported [5-7]. In
Bmzl, shadies hawe demonstmated the presence of M bouis
in raw cattle milk [29]

Congidering the importance of articana] chesss in Bzl
and its participation in the tmremicion chain of sconotic
tuberculosic to humans, the aim of the present shady was to
detect M. bowis in artisanal chestss commendalized in the
state of Permambuce, Brazil using molecular technigues,

Material and methods
Sampling

O hundred and ssven samples of artizanal chesse *oal o™
type wer purchased in 107 commerdal establishments
inchading neighborhood grocery stores, bakeries, and open-
air markets located in 19 municipalities of the Garanhuns
fix sampled, Bom Comseho fix samples), Brejio (six
samples), Castés fsix samples), Calcads feven sampies),
Canhotinbe (gix samples), Correntes fsix samples), Garn-
huns (six samples), It four sampled, Jucati fsix sampes),
Jup feight sampled, Jurema (five samples), Lagoa do Ouro
fsix samples), Lajedo fsixsamples), Palmerina (three samples)
samples], and Terezinha (thres samples).

The cheste samples wers sent to the Gamnbuns Laborato-
e Center, located in the Garanhure Academic Unit of the
Fedem] Rural Unbrersity of Permambuce in an Eothermal
bemt containing reusable joe.

DMA esctrat ior

The chests samples RS0 F wer partitioned and 10g of
cheete wer: macerat ed with 20 mLof 0. 9% sterile saline mlu-
tion ina sterle bag. DNA extractions wene performed with
20 mg of the macemted material using the Wizand 8 Geno-
mic DHA Purification System (Promega Promega Corparation,
UsA, 2013 following the mamifachirer's inst fuctons.

Pasitire @ntral

The M. bovis American Type Culture Collection [AT'CC) 19274
strain was provided by the Oswalde Cruz Foundation
[Fundacio Osvaldo Cruz, Rio de Janeim, Brazl) and it was
used for the comstruction of a plasmid harbering the target
sequence, which was the positive contral in the molecular
teits, The genomic DNA of M. bovis ATCC 19274 strain was
extmcted and the fragment comesponding to the regon of
difference 4 [BD4) wasz amplified with the spacfc primers

reparted by Sales &t al [10]. The target fagment was claned
using Escheichia coli XL1 blue smin and TA cloning kit
Imvitragen. Imdtmgen Caparation, Califdmia, 2006) accond-
ing to the manufacturers ins rctions.

Real-time polymerase chain readion

Cnean tita thie peal -timee polymersts chain reaction [gPCcR) was
performed using the same primer set wsed for the amplifica-
tion of the BD4 fragment of the M. bovis ATCC 19274 strainin
Binsystem<, USA, 2000) and DNA sample. The maction sslu-
tion 25 pl) consisted of 2.0pl of DHNA and 125yl of the mas-
ter mix with 1.0pL of each primer (S pmod), 0.5 pl of probe
G pmoll, and 8-yl water. The amplification conditions were
95 °C for 15 min (denatumation) followed by 40 cycles of 94°C
for 15 = and 60 %C for 60 = The qPCR was performed in an
ARI 7500 Real-Tims FCR (Applied Biosystems, USA, 2010) sys-
tem zet for absohite quantiieation In all PCR runs, standand
curves wers obtained using plasmid DHA encompesing the
mycabacteria R0 saquence as potithe contra . The posi thre
contral was prepared in triplicate by serinl dilotion of 10«
plasmid DHA from 200ng (guntfication cfcke =118 to
00002 ng (quantification oples= 323, The stndard curve
slops was -3.40 and R =0.999 with 97% efic=ncy.

Sequencing

The commercial kit AR] PRISM Bighne Terminator Cycle
Sequencing Beady Reaction v3l [Applied Biosystems, USA,
XA was used for DNA sequencng following the mamifac-
turer's mecommendations. The BDM fragments  were
saquenced using the Sanger method and the racion prod-
ucts were amahzed in the ABl 3500 Genetic Amahyzer
{Applied Biocy=tems, 1ISA, 2005,

Al the sequences obtained in the present stisdy were come-
pared with the RDd fmgment of the reference genome @8 bp;
GenBank Accéest number BR24EI391) using the software
Blast-M [httpefwrwrw. nobi nlm. nibgoy) and MEGAS [11]

Results and discus sion

This i& the first repart on the cocurrence of M. bowis in arti-
sanal chesse commensialized in the Camnhune micraregion,
adairy region of the state of Pernambuco, nort heastern Bl

Of the 17 samples analyred in the present shdy, thoee
(%) wene posithve for M. bovis and their identities were con-
firmed by sequencing The positive sampl< wers fom two
open-air market located in Bom Conselho fore out of she;
Table 1)

Few studies in Braxi]l hove evaluated the prsence of M.
bovisinchesse Inthe present study, M. bowis DNA was present
in 2.8% of the samples analyzed, which iz lower than the 10%
positivity bund in samples of the same type of cheese cal-
lected in the state of Fmd, northeastern Brazil |12 ] Our study
and the one of Sihva et al. |12] shows the rik of human infec-
tion by M. bovis through the consumption of cheese, yogurt,
and milk without heat treatment, as 41% of milk iz Qlegally

cite this anticle in press as; RS Cezar etal Datedbion of Mycot

inm haowis in artisanal cheese in the stade of Permamboon, Bras] Int. L

yoobacteriol. (M16), http:/dr doiorg/ 101016/ ffmyen 201604007
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Table 1 - Results of quantitathre polymemse chain reaction
of chesse samples collected from catile of the micraregion of
Garanhuns, state of Pernambasco, Brazil, 2014,
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produsced in Brasi] [10]. Mels et al. [13] evaluated the prese nos
aof M. bowis in 147 chesse samples confiscated from tmvelers
ooming from N countries toBrazil and found M. bouis genetic
muterial in 17.5% of the samples, showing that cheece many
oontrilute to the spread of ncteria to different countries.

More than 200 samples of fresh cheste from the ISA wene
amalyred and only 05% of them were posithve for M. bovis
|L5]. However, the comsumption of Mexcan fresh chesse
accounts for 90% of cases of zoonotc tuberculosic affecting
perons of Hispanic ethnicty Eving in the USA [14] A stedy
by Rodwell &t al |15) comparsd spaligotyping by M. bovis
struine olated from humans in the USA with stmice from
oows miged in Metioo and found that 91% of the human M.
bz folates from the USA had spoligotypes identical to
those found in Mexican cattle. Of 95 samples of fresh chesse
from the state of Hidalgo, Mexioo, 6.31% [ix foom 95) whens
i tive fior the bovine baclhis and four samples (. 2136) whens
from regions with enzootic bovine tuberulosiz, A positive
carrelation betwesn cases of zoonotic tubsraulosis and the
omzsumption of chesse made from raw milk in endemic areas
for bovine tubsrculosie has been previoesly descrdbed |16].

In 2001, one third of all cases of pediatric tubsroulosic
dingnosed in San Diego, Califormia, [RSA wers cated by M.
bz, and the comsumption of dainy prodhscts was sssociated
with positiee tubenculin skin test in children [17]. In a study
performed in Brazil, of 189 patients with tubsnculosis, ankly
three [1L59%) wers diagnosed with M. bovis; however, the con-
sumption of chesse made with mw milk was sseociated with
two of the cases of soonotic tuberoulosic [7].

Althowgh in Brasil a Matismal Program for Contrel and
Eradication of Brucellosis and Tuberculosiz was established
in 2001 [18], tubsrculocis i <tll precent in sevem] states [19]
with an avwemge prevalncos of 33% [X] The Gamnhuns
micmregion, whers the present study was performed, is
enzootic for bovine tubsrculosis [21.23]

The consu mpion of mw milk and its by-products are the
main infection moute ssocated with human cases of tuber-
culnsis cmeeed by M. bz, espacially in cases of extmapul-
monary tuberculosiz 57,20, It & beleved that M. bowis iz
m=ponsible for appmodimately 4000 of the 100,000 cases of
human tubsroulosis dingnosed in Brazil [X3).

The mamifacturing process of artisanal cheese, which
ket i milk, does not eliminate the hiberilosi bacilhes
Experimental studies have shown that the mdllus can per
siete fior up to 306 days depending an the type of chesse [24]

Milk pasteurization and use of pesteurized milk in cheese
production damatically mducs the inddence of zoonotic
tuberculosic [25]. Due to the risk that dairy products made
with mw milk may poge to public health, it is important to
shsdy cases of human tuberaulois cmsed by M. bovisin onder
1o provide better assictanee to patients as well as to improve
the diagnosic, control, and prevention measures of tubenailo-
sis in cattle hends,

Detection of M. bovis in samples of artizanal chesse
intended for human consumption may pose a rigk to public
health, showing that measumes to prevent and contmol tuber-
mst aleo be monitored, which can be achieved using malec-
ular techmigques. Artisana] chesse should be corsumed with
caution,
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo do DNA de Mycobacterium bovis nas diferentes amostras
analisadas constatou a presenca do agente em rebanhos da microrregido Garanhuns,
bem como em queijo coalho comercializado na regido. Nao foi possivel identificar

associacdo da prevaléncia com os fatores de risco avaliados.

Os resultados encontrados nesta tese revelaram a importancia da implantacéo de
medidas de controle para a tuberculose bovina com o objetivo de evitar a permanéncia e
a propagacdo do agente no rebanho bovino, assegurando a sanidade dos animais e
garantindo a qualidade de leite e derivados para a populag¢do, minimizando o risco para

a saude publica.

Uma vez evidenciado a presenca do DNA do agente da tuberculose bovina no
estado de Pernambuco, os resultados desta tese alertam para a importancia de uma
integracdo entre os orgdos oficiais compreendendo o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento e 0 Ministério da Saude juntamente com seus programas de
controle para tuberculose bovina e tuberculose humana, respectivamente, com o
objetivo de estabelecer um inquérito epidemioldgico a fim de se conhecer os casos de
tuberculose zoondtica e a partir de entdo criar uma rede de trabalho conjunto no controle

e prevencdo da doenca no rebanho e na populacdo humana.
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QUESTIONARIO INVESTIGATIVO

PROJETO TUBERCULOSE BOVINA
Renata Duarte da Silva Cezar

N°: Data:
Nome da Propriedade:

Proprietdrio: Telefone

Endereco:

1) Qual o tamanho do rebanho?
a) Abaixo de 50 animais

b) Entre 51 e 100 animais

c) Entre 101 e 200 animais

d) Acima de 200 animais

2) Os animais para reposicio sdo
provenientes da propriedade?

a) Sim

b) Nado

3) Qual a taxa anual de reposi¢cdes dentro
do rebanho?

a) Abaixo de 50 animais

b) Entre 51 e 100 animais

c) Entre 101 e 200 animais

d) Acima de 200 animais

4) Quando
quarentena?
a) Sim
b) Ndo

importa animais realiza

5) Na aquisicdo de animais realiza exames?
(Caso ndo ir para questao 7)

a) Sim

b) Nao

6) Qual?

a) Brucelose

b) Tuberculose

c) Diarréia Viral Bovina

7) Qual o sistema de criagdo?
a) Intensivo

b) Extensivo

c) Semi-Intensivo

8) Qual a raga explorada?
a) Holandesa

b) Girolanda

c) Jersey

d) Pardo Suica
e) Outra. Qual?

9) Qual a fonte de dgua?
a) Parada
b) Corrente

10) Os bebedouros sdo comuns para jovens
e adultos?

a) Sim

b) Ndo

11) Qual o tipo de alimentacdo?
a) Capim

b) Feno

c) Ragao

d) Palma

d) Outra

12) Os animais recebem
mineraliza¢do?

a) Sim

b) Ndo

13) Os comedouros sdo comuns para
jovens e adultos?

a) Sim

b) Ndo

14) Qual o tipo de manejo reprodutivo
utilizado na propriedade?

a) Monta natural

b) Inseminagao artificial

c) Transferéncia de embriGes

15)Vende animais outras
propriedades?

a) Sim

b) Ndo

para

54



16) Qual o tipo de ordenha realizado na
propriedade?

a) Manual

b) Mecénico

17) Ndmero de ordenha diaria:

18) A quem entrega o leite
a) Cooperativa

b) Laticinios

c¢) Consumidor

d) Ndo entrega

19) Qual a frequéncia de limpeza das
instalacbes?

a) Diaria

b) Semanal

c) Mensal

20) A ordenha é realizada com bezerro ao
pé?

a) Sim

b) Ndo

21) Realiza-se limpeza do Ubere antes da
ordenha?

a) Sim

b) Ndo

22) Os bezerros sdo alimentados com
colostro?

a) Sim

b) Nao

23) Realiza limpeza do Ubere antes do
fornecimento do colostro? (Caso ndo ir
para questdo 23)

a) Sim

b) Ndo

24) O colostro sofre algum tratamento
térmico antes de ser fornecido ao bezerro?
a) Refrigeracdo

b) Congelamento

¢) Aquecimento térmico

25) O leite produzido na propriedade
é comercializado?
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a) Sim
b) Ndo

26) Numero de vacas em lactacdo
27) Produgdo média diaria de leite

28) Resfria o leite?
a) Néo
b) Sim

29) Se sim:
a) Refrigerador/ tanque préprio
b) Refrigerador/ tanque coletivo

30) Qual o destino do leite comercializado?
a) Fabricacdo de queijos in natura

b) Fabricacdo de iogurtes/achocolatados

c) Venda in natura

31) Produz queijo na propriedade?
c) Sim
d) Nao

32) Existe criagdo consorciada? (Caso ndo ir
para questdo 34)

a) Sim

b) Nao

33) Existem casos registrados de
tuberculose no rebanho?

a) Sim

b) Nao

34) Ja observou animais com sinais
clinicos da tuberculose?

a) Sim

b) Ndo

35)Qual?

36) Os tratadores que lidam com esses
animais doentes lidam com o

restante do rebanho?

a) Sim

b)NaoO
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