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RESUMO

A tuberculose bovina é uma doenca que apresenta um significativo reflexo econémico na
economia do pais, uma vez que afeta a saude publica de forma direta e indiretamente.
Devido ao abate diario de animais infectados pela referida doenca nos matadouros
publicos, essa situacdo é preocupante, pois se sabe que o diagnéstico no matadouro é
realizado pela avaliagdo macroscopica de lesdes suspeitas, 0 que pode levar a um
diagnostico equivocado. Objetivou-se com este estudo realizar uma avaliagédo
morfolégica, molecular e microbioldgica de lesbes sugestivas de tuberculose em bovinos
abatidos no matadouro publico de Garanhuns - PE. A pesquisa foi realizada no matadouro
publico de Garanhuns, Agreste de Pernambuco, durante o periodo de janeiro de 2014 a julho de
2015, com 32 amostras colhidas de pulmbes provenientesdo abate de 3.180 bovinos.
Posteriormente foi realizado o diagnostico pelo cultivo microbiol6gico, a coloracéo
histopatoldgica e a identificacdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) por meio da
coloracdo de Zihel-Neelsen (ZN) tanto por esfregaco direto quanto por corte histoldgico
dos tecidos. A PCR foi realizada a partir de DNA extraido das col6nias isoladas, pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (multiplex PCR e a PCR). Macroscopicamente uma
frequéncia total de 1% (32/3.180) dos pulmdes avaliados apresentaram lesfes sugestivas.
Na andlise histopatoldgica 75% (24/32) amostras tinham granulomas tuberculoides. Houve
presenca de BAAR em 46,88% (15/32) esfregacos e 4,16% (1/24) em corte histolégico
pelo ZN. Na bacteriologia revelou que em 68,75% (22/32) amostras houve crescimento
bacteriano. Na identificacdo molecular, a partir da cultura microbiolégica, amplificaram
um total de 91% (18/22), destas amostras 90% (18/20) amplificaram M. bovis e 10% (2/20)
amostras amplificaram Mycobacterium sp. Portanto a utilizagdo de métodos diagnosticos
sensiveis na inspecdo e o conhecimento de diagndsticos diferenciais da doenca séo

imprescindiveis na prevencao e controle da tuberculose.

Palavras-chave: granuloma, Mycobacterium sp., zoonose.



ABSTRACT

Bovine tuberculosis is a disease that has significant economic importance, since it directly
and indirectly affect public health. Due to the daily slaughter of animals infected by that
disease in public slaughterhouses, this situation is worrying, since it is known that the
diagnosis at the slaughterhouse is conducted by macroscopic evaluation of suspicious
lesions, which can lead to a misdiagnosis. The objective of this study perform a
morphological, molecular and microbiological evaluation suggestive of tuberculosis
lesions in cattle slaughtered in the abattoir of Garanhuns - PE. The survey was conducted
in the abattoir of Garanhuns, Agreste of Pernambuco, during the period from January 2014
to July 2015, with 32 samples taken from the lungs of 3,180 cattle slaughter. Subsequently
diagnosis was performed by microbiological cultivation, histopathological staining and
identification of alcohol-acid resistant bacilli (AFB) by staining Zihel-Neelsen (ZN) either
by direct smear and by histological section of tissue. PCR was performed from DNA
extracted from the colonies isolated by polymerase chain reaction (multiplex PCR and
PCR). Macroscopically 1% (32 / 3,180) of the lungs were presented lesions suggestive.
Histopathology 75% (24/32) samples had tuberculous granulomas. There was presence of
AFB in 46.88% (15/32) smears and 4.16% (1/24) in histological sections by ZN. In
bacteriology revealed that in 68.75% (22/32) samples were bacterial growth. In the
molecular identification 90% (18/20) of the samples amplified M. bovis and 10% (2/20)
samples amplified Mycobacterium sp. Therefore the use of sensitive diagnostic methods
for the inspection and knowledge of differential diagnosis of the disease are essential in the

prevention and control of tuberculosis.

Keywords: granuloma, Mycobacterium sp., zoonosis.
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1. INTRODUCAO

O Brasil lidera o ranking de maior exportador de carne bovina do mundo desde
2008 e as estatisticas mostram crescimento também para os proximos anos. A previsao é
de que a exportacdo de carne bovina crescerd a uma taxa de 2,15% ao ano (BRASIL,
2015).

Apesar do crescimento em producgdo e exportagdo de produtos agropecuérios, o
Brasil tem enfrentado grande competitividade internacional traduzida através das
exigéncias cada vez maiores, estabelecidas pelos paises importadores, compondo as
barreiras sanitérias. As exigéncias giram em torno da producdo, com destaque para o bem
estar animal e o controle sanitario dos rebanhos, o que ira refletir em produtos sem risco
sanitario, com qualidade e assim, competitividade nos mercados (COSTA, 2012).

A tuberculose bovina estd incluida na lista de doencas de notificacdo
compulséria da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE). Esta lista relne as
enfermidades transmissiveis consideradas importantes sob o ponto de vista
socioecondmico e/ou sanitario, e cujas repercussdées no comeércio internacional de
animais e produtos de origem animal sdo consideraveis (OIE, 2012).

A tuberculose € uma doenca que apresenta um significativo reflexo econémico,
pois afeta a salde publica. Devido ao abate diario de animais infectados pela referida
doenca nos matadouros publicos, essa situacdo é preocupante, pois se sabe que 0
diagnostico no matadouro restringe-se apenas a avaliagdo macroscopica de lesdes
suspeitas, 0 que pode levar a um diagnostico equivocado dessa patologia (SILVA,
MOURA, REIS,2011).

No Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), matadouros sdo estabelecimentos dotados de instalagdes adequadas
para a matanca de quaisquer das espécies de acougue, visando o fornecimento de carne e
demais produtos ao comercio interno. Esses estabelecimentos séo inspecionados pelos
Orgdos responsaveis, com o intuito de assegurar a qualidade dos produtos ofertados,
como também conhecer as principais patologias que podem comprometer a salde
humana durante o consumo desses alimentos (BRASIL, 2013).

Biffa et al. (2012), relataram que a identificacdo de alteracdes anatomopatoldgicas
sugestivas de tuberculose durante a inspe¢do post mortem nos matadouros-frigorificos,

juntamente com a realizacdo dos métodos diretos de diagndstico da infecgdo, sdo
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importantes ferramentas na vigilancia epidemioldgica. Encontrando-se o Meédico
Veterinario em situacédo dificil, quanto a identificagdo da lesdo na sala de abate.

Lima et. al (2007) observaram em estudo realizado no abatedouro frigorifico de
Mossoro - RN, que os 6rgdos mais acometidos por patologias corresponderam, em ordem
decrescente, ao pulméo, rim, vesicula biliar e figado. Em pesquisa conduzida por Marino
et al., (2007) durante o periodo de 2001 a 2006 de 146751 bovinos abatidos, 11274
animais apresentaram lesdes pulmonares. Dentre as lesdes encontradas se destacou em
3907 (34,6%) pulmdes com aspiracdo de sangue, 3721 (33,0%) enfisema pulmonar,
seguido de 2421 (21,5%) aspiracdo de contetdo ruminal e de 1225 (10,9%) congestéo.

Segundo Corner, (1994) dados de literatura demonstram que cerca de 70,0 a
90,0% das lesdes presuntivas de tuberculose sdo encontradas durante o exame post
mortem de carcacas em abatedouros frigorificos. Caracterizadas por lesdes nodulares
denominadas tubérculos, que podem localizar-se em qualquer Orgdo ou tecido
(SHITAYE et al., 2006)

Tendo em vista que a producdo de leite € importante para economia e tem
relevante papel na alimentacdo da populagéo, realizar uma pesquisa que vise detectar a
frequéncia de lesdes sugestivas de tuberculose é de grande importancia para estimar o
grau de exposicdo da populacdo nesta regido. Devido a escassez de pesquisas, deste tipo,
no Agreste de Pernambuco, o objetivo deste estudo é realizar um levantamento de
tuberculose bovina através de avaliacdo macroscopica, histologica, bacterioldgica e

molecular em lesdes sugestivas da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Realizar uma avaliagdo morfologica, molecular e microbioldgica de lesdes

sugestivas de tuberculose em bovinos abatidos no matadouro publico de Garanhuns -
PE.

2.2 Especificos

e Verificar a ocorréncia de lesdes sugestivas de tuberculose no parénquima
pulmonar de bovinos;

e Avaliar a presenca de bacilos alcool-4cido resistentes (BAAR) compativeis com
Mycobacterium spp. através de imprint e cortes histologicos de lesdes pulmonares
utilizando a coloracéo de Ziehl-Neelsen.;

e Avaliar achados histopatoldgicos das lesbes pulmonares com caracteristicas
macroscopicas sugestivas de tuberculose;

e Realizar o isolamento de micobactérias por meio de cultura bacteriologica nas
amostras;

e Pesquisar a presenca de DNA do M. bovis e M. tuberculosis a partir dos

isolados da cultura microbiologica;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Historico

Desde os primordios da historia ha relatos de tuberculose nas diferentes
civilizagcdes. Historicamente, mesmo antes da ocupacdo humana de regides que,
atualmente, correspondem a Europa, o agente dessa enfermidade ja provocava a doenca
em animais. No entanto, somente ap6s o processo de domesticacdo dos bovideos,
ocorrido entre 8000 — 4000 anos antes de Cristo (a. C.) que surgiram evidéncias

arqueologicas de infeccdo humana pelo micro-organismo (ROSEMBERG, 1999).

No Egito, quase todo conhecimento sobre tuberculose refere-se aos farads e altos
sacerdotes. A primeira evidéncia mais segura da doenca, constatou-se em 44 mumias
bem preservadas, datando de 3.700 a 1.000 a.C. Uma mumia apresentava o pulméo
preservado, com les6es pleuropulmonares e sangue na traqueia (ROSEMBREG, 1999).

O reconhecimento para determinar que a etiologia fosse similar para homens e
animais levou um longo periodo de tempo. Em meados do século XX, aproximadamente
metade da populacdo inglesa tinha tuberculose nodular, de ossos e articulacdes, cuja
origem era bovina. Em 1847 Virchow descreveu as lesdes caracteristicas ou tubérculos
no homem e considerava lesdes tuberculosas em serosas de animais como sendo
neoplasmas similares aos linfossarcomas humanos (CORREA E CORREA, 1992).

Villeim em 1865 descreveu pela primeira vez, o reconhecimento da tuberculose
como doenca causada por um agente infeccioso em animais e, historicamente, a
transmissibilidade do agente a partir de material humano aos animais. Contudo, foi
Robert Koch que em 1882 descobriu o agente infeccioso, corando-o pela fucsina-anilina
e isolando-o0 em meio de cultura em 1884 (ROXO, 1996).

Em 1889, Theobald Swit isola Mycobacterium bovis e em 1902, Ravenel
obteve a primeira prova definitiva da transmisséo do agente ao homem, decorrente da
ingestdo de alimentos contaminados. Em 1908, Mantoux instituiu o teste alérgico para
diagnoéstico e em 1931 Kuhnau sugeriu que a transmissdo do agente poderia ocorrer
através da ingestdo de carne, somente quando o animal era afetado por uma tuberculose
generalizada e neste caso, seria condenado durante a inspecgéo realizada nos matadouros
(SOUZA et al., 1999).
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3.2. Agente etiologico

As micobactérias sdo micro-organismos pertencentes a ordem Actinomicetales,
familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. A doenca é causada principalmente
pelo Mycobacterium bovis e, com menor frequéncia, por Mycobacterium avium e
Mycobacterium tuberculosis (RIET-CORREA et al., 2007).

Sd0 bastonetes curtos aerdbicos, imoveis, ndo capsulados, ndo flagelados,
apresentando aspecto granular quando corados, medindo de 0,5 a 7,0 um de comprimento
por 0,3 um de largura. S0 corados a quente pela tintura de carbol, resistindo ao
descoramento pelos acidos inorganicos, conferindo a denominacéo de bacilo alcool-acido
resistente (BAAR) (LAGE et al.,1998).

O bacilo é moderadamente resistente ao calor, dessecacdo e diversos
desinfetantes. Resistem muitas horas ou dias aos desinfetantes comuns; apenas alguns
fenois organicos conseguem destrui-las (acido fénico, cresol, lisol, creolina, todos a 3%).
Sobrevivem de seis meses a quatro anos em pastagens, aviarios, matéria organica, fezes,
cama de galinha e em locais onde se enterram cadéaveres contaminados pelo bacilo
(CORREA e CORREA, 1992).

As principais espécies de importancia epidemioldgica para o homem pertencem
ao complexo M. tuberculosis, que sdo as principais causadoras de tuberculose nos
mamiferos, e compreende: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium microti patogénico apenas para Rato do Campo de Rabo Curto (Microtus
agrestis), o0 Mycobacterium africanum (ainda néo isolado no Brasil) e Mycobacterium
canetti, ndo patogénico para 0 homem (CORNER, 1994; BROSCH et al., 2002).

3.3. Importancia dos matadouros na inspe¢ao de carnes

Os matadouros s@o uma excelente ferramenta de deteccdo de doengas de
importancia econdémica e de salde publica e uma importante fonte alternativa de dados
(AMEH, 2010). Toda observacdo e informacdo obtida através de inspecbes em
matadouros podem contribuir para a compreensdo das doencgas nos animais de abate
(RAJI; SALAMI; AMEH, 2010).

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) reconhece que um sistema de vigilancia para tuberculose bovina a partir de

matadouro é parte essencial de um programa de controle e erradicagdo da doenca. E
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salienta a importancia do servico de inspecdo de origem animal comunicar ao servico de
defesa sanitéaria animal oficial os achados sugestivos de tuberculose em carcacas e visceras
(BRASIL, 2006).

A partir de informacdes obtidas de inspecdes em matadouros, pesquisadores de
diversas partes do mundo tém determinado a prevaléncia da tuberculose nos paises ou em
regides especificas (BERRIAN et al, 2012), demonstrando como essa metodologia permite
elucidar a dispersdo da doenca e fatores associados a sua ocorréncia, além de fornecer os
dados epidemioldgicos necessarios para o controle dessa enfermidade (PAOLI, 2013).

Segundo Araujo (2004), estudos realizados no pais, a partir de exames de carcacas em
matadouros-frigorificos, estimaram uma prevaléncia de tuberculose bovina de 0,17% em
Minas Gerais, 5,16% no Para e 0,64% no Rio Grande do Sul. Esta diferenca esta relacionada
ao grau de desenvolvimento regional, principalmente no que se refere ao estabelecimento de
medidas sanitarias no rebanho.

O rastreamento de focos a partir de matadouros € uma importante estratégia,
principalmente quando um programa de controle atingiu grande parte dos rebanhos e a
frequéncia da doenca sofreu declinio. Essa metodologia de trabalho tem sido utilizada em
diversos paises e apresenta bons resultados na erradicacdo e vigilancia epidemioldgica da
doenca (TWEDDLE e LIVINGSTONE, 1994).

3.4. Epidemiologia

Na salde publica a doenca foi reconhecida primeiramente pela Organizagdo
Mundial de Saude (OMS), pelo Comité Consultivo em Tuberculose no ano de 1950.

O comité reconheceu a ocorréncia de infeccdo humana da tuberculose bovina nos
paises onde a doenca é prevalente nos rebanhos bovinos além do risco de transmissdo do
agente pelo contato direto entre animais infectados e trabalhadores de fazendas e seus
familiares, assim como, produtos contaminados (COSIVI et al., 1998).

Estima-se que 1.5 a 2 milhGes de pessoas morrem anualmente de tuberculose e ha
aproximadamente dois bilhdes de pessoas infectadas em todo o mundo (LOBUE;
ENARSON; THOEN, 2010).

O consumo de leite ou produtos lacteos ndo pasteurizados continua a ser um risco
para a infeccdo em paises onde a tuberculose bovina ndo foi erradicada e as populagdes
étnicas apresentam significativamente diferente perfil epidemiologico ou onde o HIV é

prevalente (CICERO et al., 2009). Assim o carater zoondtico da tuberculose é de
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particular preocupacdo para 0s paises em desenvolvimento (DE LA RUA, 2006;
INGRAM et al., 2010).

A India e a China representam 40% dos casos humanos notificados e o Brasil esta
entre 0s 22 paises que concentram 82,0% dos casos de tuberculose no mundo, sendo
responsavel por 100 mil casos novos anualmente e seis mil obitos pela enfermidade
(OMS, 2010). Em 2015, o Brasil registrou 68.467 novos casos de tuberculose (BRASIL,
2015).

A tuberculose possui distribuicdo mundial sendo responsavel por determinar
morbidade e mortalidade em bovinos em varias partes do mundo. Concentrando-se
principalmente em paises em desenvolvimento e em criagdes intensivas, como em
bovinos leiteiros. Assume grande importancia para a pecuéria e comércio internacional
de animais e seus subprodutos (JORGE, 2001).

Dados de notificacGes oficiais indicam prevaléncia média nacional de 1,3% de
animais infectados, no periodo de 1989 a 1998. Levantamento realizado em 1999, no
Tridngulo Mineiro e nas regibes do centro e sul de Minas Gerais, envolvendo
aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000 animais estimou a prevaléncia aparente
de animais infectados em 0,8%. No mesmo estudo foram detectadas 5%de propriedades
com animais reagentes, sendo importante destacar que este valor subiu a 15% no
universo de propriedades produtoras de leite, com algum grau de mecanizacdo da
ordenha e de tecnificacdo da producdo (BRASIL, 2006).

Outro estudo sobre a tuberculose bovina foi realizado em 2004, no Distrito Federal,
com o objetivo de determinar a prevaléncia da doenca e das caracteristicas produtivas do
rebanho bovino na regido. O Distrito Federal possui um rebanho bovino de cerca de
120.000 cabecas das quais foram amostradas 2.019 em 278 propriedades, observando-se
uma prevaléncia de 0,419% de propriedades positivas e 0,0305% de bovinos positivos.
Nos dias atuais, a prevaléncia da doenca € maior nos paises em desenvolvimento, e
menor nos paises desenvolvidos, onde o controle e a erradicacdo encontram-se em
fase avancada (BRASIL, 2006).

Os bovinos infectados constituem fonte de infeccdo através de exsudatos
traqueais em aerossol, fezes, ingestdo ou degluticdo de descargas respiratrias e outras
secreces. O bovino, uma vez infectado, ja é capaz de transmitir 0 agente a outros,
mesmo antes do desenvolvimento de lesdes teciduais (NEILL et al., 1994; REBHUN,
2000).
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A principal porta de entrada do M. bovis é a mucosa respiratéria; a
transmissdo em aproximadamente 90% dos casos ocorre pela inalagdo de aerossois
contaminados com micro- organismo. A mucosa digestoria também é porta de entrada do
agente, principalmente em bezerros alimentados com leite proveniente de vacas com
mastite tuberculosa e em animais que ingerem a agua ou forragens contaminadas. Nesse
caso, o complexo primério localizar-se-4 nos érgdos digestivos e linfonodos regionais
(BRASIL, 2006), sendo considerada a segunda via de infecgdo (NEILL et al., 1994).

A transmissdo de M. bovis entre bovinos é dependente de uma série de fatores,
incluindo a frequéncia de excrecdo, via de infeccdo, o periodo de transmissibilidade, e
susceptibilidade do hospedeiro (GRIFFIN e DOLLAN, 1995).

A transmissdo da tuberculose bovina para seres humanos ocorre principalmente em
pessoas que lidam diariamente e diretamente com animais vivos, assim como 0S
trabalhadores de abatedouros e magarefes , trabalhadores de laticinios e laboratérios, o que
reforca o carater ocupacional da enfermidade (LINS et al., 2010).

Observacdes e estudos sugerem que as condicdes requeridas de transmissao
ocorrem com mais frequéncia quando o animal tuberculoso esta nas fases iniciais da
infeccdo (GRIFFIN e DOLLAN, 1995). Esta visdo também é apoiada por estudos
realizados em bovinos, que indicaram que a liberagcdo de bactérias €, na melhor das
hipdteses, transitoria e envolve nimero baixo de bacilos (McCORRY et al., 2005). No
homem e texugos o risco de transmissdo aumenta com a progressdo da doenca, e essas
espécies normalmente s se tornam altamente infecciosas quando a doenca esta avancada
e um grande nimero de organismos esta sendo excretado (SCHOENBAUM et al., 1992;
MENZIES, 1997).

O risco de se contrair o agente pela ingestdo de produtos carneos contaminados é
menor devido a baixa persisténcia do agente em tecidos musculares. A inspecédo sanitaria
em matadouros com prudéncia faz a condenacdo de carcagas de animais portadoras de
lesBes presuntivas de tuberculose (ABRAHAO, 1999). Salientando que, trabalhos
realizados na Nigéria apontam a ingestdo de carne contaminada como responsavel por
45% dos casos de tuberculose em humanos causada pelo M. bovis (SOUZA et al., 2009).

Skuce, Allen, Mcdowell, (2012) citam como, fatores de risco de transmissao
da tuberculose bovina entre os rebanhos: historico de incidéncia da doenga;
movimentacdo animal; ocorréncia da doenca em terrenos contiguos a propriedade;

tamanho e tipo do rebanho; tipo de instalagéo; aquisicdo de animais a partir de rebanhos
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com histdrico de tuberculose; fornecimento de alimento no interior de instalacfes; e, em
algumas localidades, densidade ou atividade de espécies silvestres.

A tuberculose bovina afeta rebanhos leiteiros, principalmente com sistema de
criagdo intensivo, tendo menor ocorréncia em rebanhos com aptiddao para corte em
virtude do sistema de criagdo utilizado geralmente ser o extensivo (JUNIOR e SOUZA,
2008). O confinamento é um importante fator na dispersdo do agente no rebanho, o que
explica a maior prevaléncia em rebanhos leiteiros a medida que a idade do rebanho
aumenta, e a menor no gado de corte, onde 0s animais séo abatidos precocemente e tendo
menor tempo de exposicdo (ABRAHAO, 1999).

3.5. Patogenia

Quando a infeccdo ocorre mucosa respiratdria (aerossois), o pulméo é o érgédo
primeiramente atingido, assim como os linfonodos regionais. Ja quando a infec¢éo € pela
mucosa digestiva, a lesdo se da no sitio de entrada, principalmente nos linfonodos
retrofaringeos e mesentéricos (CASSIDY et al., 1999).

Quando a resisténcia organica é baixa acontece a disseminacdo do agente no
parénquima pulmonar pela via aérea ou pela via hematogena, atingindo o linfonodo
regional. Dessa forma, ocorre uma infiltracdo celular, necrose de caseificacdo e
circunscricao da lesdo, que pode evoluir para resolucdo e calcificacdo. A presenca de um
nodulo calcificado, predominantemente no terco distal do lobo caudal e/ou aumento de
volume do linfonodo regional denomina-se “Complexo Primario” (PRITCHARD, 1988;
O’REILLY E DABORN, 1995).

Em bovinos naturalmente infectados, presumivelmente, fatores tais como o
tamanho das goticulas infecciosas inaladas e a orientacdo topografica do pulmédo no
interior do corpo, ditam a dindmica do fluxo de ar e a distribuicdo da lesdo (CASSIDY,
2006).

Os macrofagos e as células dendriticas sdo importantes na inducdo da resposta
imune a infec¢do por micobactérias. Estas células desempenham diferentes funces no
desenvolvimento, como por exemplo, a destrui¢do dos micro-organismos ou estimulagéo
antigénica das células T (HOPE et al., 2000).

A natureza cronica da resposta inflamatoria rica em macréfagos e micobactérias e
a formacao do granuloma dependem de alguns fatores tais como: localizacao intracelular

favorecida destes organismos dentro de macrofagos e pela sua, parede celular mal
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digerivel. Granulomas representam expressdo focal de inflamacdo granulomatosa que
pode restringir ou impedir o crescimento de micobactérias justapondo macrofagos
infectados e células T. Neste contexto, as células T podem regular positivamente tanto a
atividade microbicida dos macréfagos ou lisar macrofagos altamente infectados,
conforme a necessidade (SAUNDERS e COOPER, 2000).

Se os bacilos ndo sdo destruidos, os fagocitos tendem a protegé-los dos anticorpos
e outras defesas imunes, e muitos sobrevivem e se multiplicam dentro dos fagocitos.
Os macrofagos e outras celulas de defesa se acumulam no sitio de infeccdo, formando
uma camada circundante. Isto leva a uma lesdo fechada, denominada tubérculo
(significando protrusdo ou massa). Ap6s varias semanas, o interior do tubérculo torna-se
caseoso (TORTORA et al., 1998).

As interacdes complexas, dinamicas dentro dos tubérculos refletem um composto
de macréfagos e de células T auxiliares, producdo de citocinas e atividade
micobacteriana, que por sua vez influenciam a aparéncia morfologica do granuloma.
Necrose da lesdo, liquefacdo, mineralizacdo e regressdo representam alguns dos
resultados dessas interagcOes, determinando o tamanho da leséo, aparéncia e, finalmente,

a apresentacdo da doenga no hospedeiro (CASSIDY, 2006).

Necrose caseosa central € uma caracteristica de granulomas tuberculosos na
maioria das espécies e tem uma influéncia significativa sobre a expansdo da lesdo e
por muitos anos o desenvolvimento de necrose dentro das lesdes tuberculosas, é
considerado, principalmente um evento "ativo" com células imunomediadas, gerando
células T capazes de ativar e destruir macréfagos carregados de micobactérias
(DANNENBERG, 1994).

Evidéncias mais recentes, no entanto, sugerem que a imunidade inata, falha de
ativacdo de macrofagos e particulares combinacdes de citocinas em lesdes em
desenvolvimento também contribuiem para o desenvolvimento de necrose em lesdes
(ORME, 1998).

3.6. Sinais clinicos

Sendo uma doenca de evolucdo muito lenta, os sinais clinicos sdo pouco
frequentes em bovinos e bubalinos. Muitos animais com uma infecgdo recente por M.
bovis podem ndo apresentar sinais clinicos caracteristicos da infeccdo, sendo observadas
lesdes apenas na sala de abate (CORNER, 1994).
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Dessa forma, emagrecimento progressivo sem associacdo a outros sinais deve
levantar a suspeita para a tuberculose bovina. Quando ha comprometimento dos pulmdes,
0s animais podem apresentar uma tosse crbnica, em virtude de broncopneumonia,
entrecortada e produtiva. Com a evolucdo da doenca, quando a maior parte dos pulmdes
ja foi destruida, observa-se uma dispnéia e respiracdo profunda. Quando ha infeccéo pela
via digestiva, 0s sinais mais comuns sdo causados pela compressdo de linfonodos, e
depois, persistente e, raramente diarreia (JUNIOR e SOUZA, 2008), assim como a falta
de apetite, debilidade e oscilacdo de temperatura (CORNER, 1994).

A mastite tuberculosa é de grande importancia com vistas ao perigo para a saude
publica, em virtude da disseminacdo da doenca para os bezerros e pela dificuldade de
diferencia-la de outras formas de mastite. O achado caracteristico da sua presenca é um
endurecimento e hipertrofia acentuados envolvendo inicialmente a parte superior do Ubere
nos quartos posteriores (JUNIOR e SOUZA, 2008).

AlteracGes neuroldgicas podem ser observadas, quando atinge o encéfalo e
meninges podem ocorrer sintomas nervosos centrais, generalizados ou focais,
dependendo de sua localizacdo. Alguns sinais neuroldgicos observados sdo: andar
inseguro e cambaleante, excitabilidade, movimento de pedalar, paralisia total ou parcial
de alguns nervos cranianos. (ROSENBERGER et al., 1993).

3.7. Lesbes macroscopicas e microscopicas

As lesbes macrosclpicas sdo constituidas pela formacdo de nddulos com
distribuicdo focal ou difusa e de consisténcia firme (MEIKLE et al., 2007).

A presenca de lesdes em outros 6rgdos, além do complexo primario, indica
disseminacdo vascular. Essa disseminacdo da infeccdo pode assumir a forma miliar,
quando ocorre de maneira abrupta e macica, com entrada de grande nimero de bacilos na
circulacdo (BRASIL, 2006).

Macroscopicamente as lesdes possuem coloracdo amarelada em bovinos, e
ligeiramente esbranquicada em bufalos; apresentam-se na forma de nodulos de 1,0 a 3,0
cm de diametro. As lesGes podem estar presentes em qualquer tecido do animal, sendo
encontradas com mais frequéncias em linfonodos (mediastinicos, retrofaringeos,
bronquiais, parotideos, cervicais, inguinais superficiais e mesentéricos), em pulmdes e
figado (BRASIL, 2006).
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O tubérculo esteja ele situado profundamente no tecido mole como figado e os
pulmdes, estejam salientando-se de uma superficie serosa ou mucosa, € de um
nodulo firme ou duro, branco, cinzento ou amarelo. Nas se¢Bes de corte, possui centro
necrosado e caseoso, de cor amarelada, estdo seco e solido, contrastando com o pus
que ocorre num abscesso com areas de calcificagdo (JONES, 2000).

A calcificagdo é comum em muitos animais, e ao seccionar um tubérculo, uma
sensacdo arenosa e rangente indica a presenca de material calcario. Em bovinos a
calcificacdo é frequente, principalmente nos linfonodos, bem como, nos casos de
disseminacdo generalizadas dos tubérculos sobre a superficie pleural e peritoneal
(CASSIDY etal., 1999; JONES, 2000).

Em relacdo a infeccdo por M. tuberculosis, geralmente é uma enfermidade
autolimitante em bovinos, nos quais as lesGes normalmente estdo presentes nos
linfonodos e ndo excedem 20 mm de diametro (ACHA e SZYFRES, 2001). Lesdes
ocasionais e pequenas podem ser encontradas nos pulmdes e nos intestinos de bezerros.
Além disso, infecgbes por M. tuberculosis e também por M. avium, causam lesdes
localizadas que ndo se generalizam (RIET-CORREA et al., 2007).

Microscopicamente as lesdes histoldgicas caracterizam-se por grupos irregulares
de macrdfagos epitelioides ndo encapsulados, revestidos parcial ou totalmente por
capsula fibrosa, circundando area de necrose, e associado a infiltrado linfocitario e
pequeno numero de neutrofilos. Podem ser visualizadas areas de hemorragia e células
gigantes multinucleadas (tipo Langhans) (CASSIDY et al., 1999; SOUZA et al., 2013).

Em casos de infeccdo experimental em bovino, o tubérculo pode ser
visualizado entre o 10° e 14° dia pos-infec¢do, apresentando-se como uma colecdo
densa de células com ndcleos vesiculosos e citoplasma palidamente corado
(DUNGWORTH et al., 1995).

3.8. Diagnostico
3.8.1. Clinico

O diagnostico clinico torna-se importante para 0s animais com tuberculose
avancada, onde o teste tuberculinico perde seu valor pela possibilidade do fendmeno da
anergia (desaparecimento da capacidade do organismo reagir a uma substancia ou a um
agente patogénico relativamente aos quais estava anteriormente sensibilizado) a
tuberculina (USDA-APHIS, 2005).
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Apesar da inespecificidade dos sinais, o exame clinico é importante na
erradicacdo da tuberculose de um rebanho, pois 0s animais que tém doenca evoluida,
generalizada, apresentam geralmente um decréscimo da sensibilizacdo alérgica
(HEINEMANN et al., 2008).

O exame clinico inclui a auscultacdo, a percussdo, a termometria e a palpacao de
glandulas mamarias e linfonodos superficiais. Nesse ultimo caso, sdo avaliados
principalmente a exacerbacéo da sensibilidade dolorosa e a presenca de linfadenomegalia
(ROXO, 1996).

3.8.2. Alérgico-cutaneo

O teste de tuberculina é usado para diagnostico ante-mortem de tuberculose
latente e ativa no homem e nos animais ha mais de 100 anos. A tuberculina bovina é
considerada aceitavel para o diagndstico nos programas de erradicacdo se tem uma
poténcia minima de 2.000 Ul por dose (GOOD e DUIGNAN, 2011). E baseado na
deteccdo da resposta mediada por células no inicio da infeccdo. Todavia, nos estagios
mais avancados da doenca, a resposta imune mediada por células pode diminuir em
oposicdo a uma resposta imune humoral geralmente aumentada e o teste de
tuberculina pode, portanto, dar resultados falsos negativos (NEILL et al., 1994; DE LA
RUA-DOMENECH et al., 2006).

Como antigenos, para desencadear a reacdo de hipersensibilidade, s&o
empregadas tuberculinas sintéticas de dois tipos: a proteina purificada (PPD) bovina,
procedente do M. bovis e a PPD aviéria proveniente do M. avium (MONAGHAN et al.,
1994).

3.8.3. Histopatoldgico
O diagnéstico histopatoldgico é complementar ao exame post-mortem de carcagas
com lesbes suspeitas de tuberculose. Sob a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE)
permite a observacdo da morfologia e organizacdo do granuloma caracteristico da
tuberculose (CORNER, 1994; CASSIDY et al., 1999). Fragmentos de tecidos com
lesBes sugestivas de tuberculose (nddulos caseosos em linfonodos, pulmdes, figado)
podem ser enviados para exame histopatolégico em frasco de boca larga (plastico ou
vidro), hermeticamente fechado, imersos em solugdo de formaldeido a 10%, observando-

se a proporcao de uma parte de amostra para 10 de formaldeido (BRASIL, 2006).
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3.8.4. Baciloscopia

A baciloscopia com utilizacdo da coloragéo de Ziehl-Neelsen, tem sido empregada,
como método diagndstico, onde as micobactérias sdo coradas pela fucsina a quente e
resistem ao descoramento pelo alcool-acido, denominando-as de bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR), os quais permanecem corados de vermelho. Acido resisténcia deve-se
a existéncia de lipideos singulares na superficie da célula, denominado de acido micolico.
Essa substancia € um grupo de hidréxi-lipideos complexos de cadeia ramificada
(MADIGAN et al., 2010), sendo um importante fator determinante da viruléncia
bacteriana, uma vez que inibe a quimiotaxia, além de ser leucotdxico e permitir sua
sobrevivéncia no interior de macrofagos (RIET-CORREA; GARCIA, 2001).

A técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen é utilizada para corar bactérias do género
Mycobacterium e outros micro-organismos acidos resistentes como o género Nocardia
(MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2010). Além da identificacdo de BAAR através
do esfregaco, pode-se utilizar a coloragdo a partir do exame histopatoldgico onde os cortes
histologicos sdo corados utilizando o método Ziehl-Neelsen. Os bacilos sdo observados
com um microscopio de luz comum e aparecem como células vermelhas, coloidais ou

bacilares, localizando-se isoladamente ou em aglomerados (SCANLAR, 1988).

3.8.5. Bacterioldgico

O diagnostico definitivo da tuberculose é realizado mediante o isolamento e a
identificacdo do agente por métodos bacterioldgicos. Embora o diagnostico bacterioldgico
seja um processo laborioso e de baixa sensibilidade, ele oferece aspectos positivos
(VARELLO et al., 2008).

As andlises bacteriologicas completas sdo necessarias nas seguintes situacoes:
confirmagédo da doenga em bovinos em regides onde ndo foi comprovada anteriormente;
estudo de animais positivos ao teste de tuberculina, nos quais ndo se observaram lesbes
macroscopicas sugestivas de tuberculose; confirmacdo da presenga da infeccdo em
animais positivos ao teste tuberculinico, com ou sem lesdes macroscopicas, de uma
propriedade considerada livre de tuberculose; pesquisa de micobactérias em lesdes
sugestivas de tuberculose, encontradas durante a inspecdo sanitaria post-mortem de
animais provenientes de unidade de criacdo monitoradas para tuberculose; pesquisa de

micobactérias em amostras de leite e de outros produtos de origem animal;
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necropsias de animais com reaces inespecificas, nos quais sdo encontradas lesbes
sugestivas de tuberculose (LOPES FILHO, 2010).

O diagnéstico bacteriologico por isolamento requer um longo tempo de
crescimento (30 a 90 dias), pois o M. bovis cresce lentamente em meios de cultura
artificiais. Para permitir o isolamento de qualquer bactéria do género Mycobacterium sp.,
recomenda-se a semeadura concomitante nos meios de cultura Ldwenstein-Jensen e
Stonebrink-Lesslie (RIBEIRO, 2006). Com base nas caracteristicas morfoldgicas da
cultura e pelo perfil bioquimico é possivel diferenciar M. bovis de M. tuberculosis. M.
bovis tem seu crescimento dificultado em meios que contenham glicerol. Ele cresce
exclusivamente em meios de cultura que possuem suprimento de piruvato ao invés de
glicerol (GRANGE, 2001).

3.8.6. Molecular

Métodos moleculares para diagnéstico de tuberculose bovina tém sido usados em
aplicacbes de investigagdo em alguns paises, mas sem impacto significativo sobre os
procedimentos de diagnostico em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil
(FURLANETTO et al., 2012).

O interesse pelos métodos moleculares tem se intensificado devido as dificuldades
encontradas no diagnéstico da tuberculose em animais, principalmente pelas limitagdes
quanto a sensibilidade e especificidade do teste de reacdo cutanea e o longo periodo para a
confirmacdo da presenca do agente etiologico pelos métodos bacterioldgicos de rotina
(COSTA et al., 2013).

A técnica da Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) baseia-se na amplificacdo
exponencial de uma sequéncia gendmica alvo, pela utilizacdo, em geral, de um par de
iniciadores, conhecido como primers, que flanqueiam a regido genémica que se pretende
amplificar pela acdo de uma DNA polimerase termo-resistente, em geral a Tag DNA
polimerase (PEREIRA, 2001).

Problemas de contaminacdo podem também ocorrer, como a contaminagdo
cruzada entre espécies, através de amplificacdes de culturas de M. bovis e M. tuberculosis,
e também por transferéncia de algumas moléculas de sequéncia alvo para reacGes de
amplificacdo a serem realizadas, resultam muitas vezes, em falsos positivos (KANDUMA;
MCHUGH.; GILLESPIE, 2003).
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Uma das grandes vantagens mencionadas para emprego da técnica de PCR ¢ a
alta sensibilidade (RORING et al., 2000). Em uma pesquisa de correla¢do entre métodos
diagnosticos de tuberculose bovina, realizada por Bermudez et al., (2010), foram
avaliadas 553 carcacas, as quais, 268 possuiam lesdo sugestiva para a doenca. Destes 268
isolados na cultura bacterioldgica apenas 104 (39%) foram positivos, no PCR foram
identificados 123 positivos (46%), sendo 70 (67,3%) ambos positivos para bacteriologia
e PCR. A PCR demonstrou, dessa forma, ser um teste de maior sensibilidade com
65,5%, em relacdo a cultura bacterioldgica. Entretanto Collins et al., (1994); Ruggiero et
al., (2007), citam que a PCR realizada diretamente das amostras clinicas mostra
restricoes em termos de sensibilidade, principalmente na deteccdo de M. bovis em

amostras paucibacilares, nestas amostras a cultura apresenta maior sensibilidade.
3.8.7. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica é uma combinacdo de técnicas histolégicas, imunoldgicas e
bioquimicas que possibilita a deteccdo de antigenos tissulares in situ, por meio da
utilizacdo de anticorpos especificos e moléculas marcadoras (GIMENO, 1995). E um
conjunto de técnicas relativamente recente cuja crescente utilizacdo tem provocado grande
impacto na patologia humana e veterinaria, devido a sua elevada sensibilidade e
especificidade (SILVA e NOGUEIRA, 2002). Esta técnica permite a avaliacdo da relacdo
entre a presenca de antigenos especificos nos tecidos com as lesbes por eles provocadas,
com rapidez e precisdo nos diagnosticos, favorecendo a durabilidade do material corado e a
realizacdo de estudos retrospectivos (SILVA e NOGUEIRA, 2002). Diante da alta
especificidade, esses métodos imunoistoquimicos podem ser usados para avaliar a precisdo

de diferentes técnicas imunoldgicas e soroldgicas (BREES et al., 2000).

3.9. Diagnostico diferencial

Na inspecdo realizada em frigorificos, diversas doencas: actinobacilose,
mucormicose, coccidiomicose, pentastomiase, hidatidose policistica apresentam lesdes
macroscopicas similares a tuberculose (RIET-CORREA et al., 2007). As caracteristicas
de coloracdo do agente etiologico da tuberculose bovina também se assemelham com
outros micro-organismos &cido resistentes dos géneros Corynebacterium, Nocardia e
Rhodococcus (ROXO, 1996).
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Outros diagndsticos diferenciais podem ser identificados como: doenca do trato
respiratdrio superior, abscesso, linfossarcoma, laringite necrosante, traumatismo, tumores
da laringe,actinomicose e pneumonias micéticas. Além destas observa-se também: cistos
nos ganglios linfaticos retrofaringeos medios; metéstase de neoplasia no ganglio linfatico
external; carcinoma alveolar; metastase de neoplasia na pleura; bronquiectasias ndo
tuberculosas (GIL, 2000).

4. Prevencao e controle

Em muitos paises ou regides a ado¢do ou ndo de um programa de erradicacdo da
tuberculose bovina pode depender de fatores econdmicos. Assim, enquanto muitos paises
subdesenvolvidos tém problemas com a doenga em bovinos e, pelo menos alguns,
também em animais selvagens, nem todos tém ou podem pagar programas obrigatorios
ou abrangentes de controle de tuberculose bovina (GOOD e DUGNIAN, 2011).

Pode ser adotado como medida de controle instalagdes adequadas, que
permitem boa ventilacdo e exposicdo direta a luz solar, contribuindo para prevenir a
contaminacdo do ambiente. Recomenda-se higienizar e desinfetar periodicamente todas
as instalacdes, especialmente os bebedouros e os cochos, como substancias como
hipoclorito de sodio 5%; fenol 5%; formaldeido 3% ou cresol 5%. Constituem medidas
importantes 0 monitoramento dos rebanhos pela deteccdo de lesdes tuberculosas
realizadas pelo servico de inspecdo de carcagas quando do abate dos animais e o controle
de transito e de participagdo em exposicdes, feiras e leildes. Também, a inspecdo
sanitaria dos produtos de origem animal destinados ao consumo humano e a
pasteurizacao ou esterilizacdo do leite e derivados diminuem os riscos de transmissdo do
M. bovis ao homem (BRASIL, 2006).

Diversos estudos foram realizados sobre vacinagdo e tratamento da tuberculose
bovina, até o presente, os resultados obtidos ndo justificam a adogdo dessas medidas
como forma de controle da enfermidade, uma vez que testes para diferenciar animais
vacinados e enfermos sdo complexos e onerosos, além disso, em paises que alcangcaram
grande sucesso com programas implementados para o combate a tuberculose bovina, a
vacinacao nao foi utilizada e, portanto, ndo foram contempladas na estratégia de acdo do
Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose — PNCEBT
(BRASIL, 2006).
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Isolamento e identificagdo de Mycobacterium bovis em bovinos do Agreste pernambucano, Nordeste do

Brasil

Isolation and identification of Mycobacterium bovis in cattle Agreste of Pernambuco, Northeastern

Brazil

Resumo
A tuberculose é uma doenca infecciosa cronica causada por membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMT), incluindo M. bovis. A inspe¢do sanitaria em matadouros frigorificos possui grande
importancia para a salde publica ao retirar do consumo carnes contaminadas e portadoras de lesGes
anatomopatoldgicas. Foi realizada a avaliagdo macroscopica, histoldgica, bacteriolégica e molecular em
bovinos abatidos no matadouro publico de Garanhuns — PE. Através da inspecdo de pulméo foram avaliadas
lesbes macroscopicas sugestivas de tuberculose. A caracterizagdo de granulomas tuberculoides foi realizada
através da histopatologia e coloracdo de HE. A identificacdo de BAAR foi realizada em esfregacos com
material fresco e em cortes histoldgicos sob a coloracéo de Zihel-Neelsen. O diagndstico bacterioldgico foi
realizado em meio de cultivo Stonebrink e Lowenstein-Jensen e a PCR foi realizada a partir de DNA
extraido de col6nias, utilizando m-PCR e PCR para identificacdo do Mycobacterium sp.; Complexo M.
tuberculosis e M. bovis, respectivamente. Na macroscopia 1% (32/3.180) dos pulmdes coletados
apresentaram lesGes sugestivas de tuberculose. Na analise histopatoldgica 65,62% (21/32) amostras tinham
granulomas tuberculoides. Houve presenca de BAAR em 46,88% (15/32) esfregacos e 4,76% (1/21) em
corte histolégico pelo ZN. Na bacteriologia em 68,75% (22/32) amostras houve crescimento bacteriano. Na
identificagdo molecular 90% (18/20) amostras amplificaram para M. bovis e 10% (2/20) amostras
amplificaram para Mycobacterium sp. A cultura microbioldgica e a PCR proporcionam um diagnéstico de
um alto indice de tuberculose bovina na regido, sendo necessaria a divulgacdo desses resultados devido a
importancia da doenca para saude publica. A partir dos resultados, enfatizamos a necessidade de uma

avaliacdo macroscépica acurada no descarte de leses sugestivas de tuberculose.

Palavras-chave: Granuloma tuberculoide, pneumonia, salde publica

Abstract
Tuberculosis is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis complex members
(CMT), including M. bovis. The sanitary inspection in slaughterhouses has great importance for public
health while removing contaminated meat consumption and carriers of pathological lesions. PE - evaluation
macroscopic, histological, bacteriological and molecular in cattle slaughtered in the abattoir of Garanhuns
was held. Through lung inspection gross lesions suggestive of tuberculosis were evaluated. The
characterization of tuberculous granulomas was performed by histopathology and HE staining. The
identification of AFB was performed on smears with fresh material and histological staining under Zihel-

Neelsen. Bacteriological diagnosis was made amid Stonebrink cultivation and Lowenstein-Jensen and the
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PCR was performed from DNA extracted from colonies using m-PCR and PCR for identification of
Mycobacterium sp .; Complex M. tuberculosis and M. bovis respectively. Macroscopically 1% (32 / 3,180)
of the collected lungs showed suggestive of tuberculosis lesions. Histopathology of 65.62% (21/32) samples
had tuberculous granulomas. There was presence of AFB in 46.88% (15/32) smears and 4.76% (1/21) in
histological sections by ZN. In bacteriology in 68.75% (22/32) samples were bacterial growth. In the
molecular identification 90% (18/20) amplified samples for M. bovis and 10% (2/20) amplified samples for
Mycobacterium sp. The microbiological culture and PCR provide a diagnosis of a high bovine tuberculosis
rate in the region, requiring the disclosure of results due to the importance of the disease to public health.
From the results, we emphasize the need for an accurate macroscopic evaluation on disposal suggestive of

tuberculosis lesions.

Keywords: Tuberculous granuloma, pneumonia, public health

Introducéo

A tuberculose é uma doenca infecciosa cronica causada por membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMT), incluindo M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. caprae, M.
pinnipedii e M. cannettii. (BROSCH et al.,, 2002) Embora M. bovis seja o agente mais comum da
tuberculose em bovinos, outras espécies do CMT também tém sido detectadas, incluindo M. tuberculosis, M.
caprae e M. africanum ( SAHRAOUI et al., 2011).

A enfermidade nos bovinos apresenta evolucdo cronica e é caracterizada por lesdes granulomatosas
localizadas predominantemente no trato respiratério e linfonodos traqueobrénquicos associados, com
infiltrados de células mononucleares, como macrdfagos, linfocitos e células gigantes multinucleadas (NEILL
et al.,1994).

A inspecdo sanitaria em matadouros frigorificos possui grande importancia para a satde publica ao
retirar do consumo, carnes contaminadas por patdégenos, bem como aquelas portadoras de lesdes
anatomopatoldgicas sugestivas da doenga (REIS, 2000).

Atualmente, a deteccdo de micobactérias em tecidos animais baseia-se principalmente em métodos
convencionais e complexos, envolvendo o exame de Ziehl-Neelsen por esfregaco, histopatologia e cultura
em meios seletivos, seguido de identificacdo bioquimica ou molecular de col6nias de micobactérias tipicas.

A cultura continua é o método padrdo-ouro para confirmar a infec¢do. A maioria das abordagens
moleculares é baseada em PCR e polimorfismos alvo especificas, sequéncias de insercdo, e as chamadas
regides de diferenca no genoma de membros de Mycobacterium sp. (REDDINGTON et al., 2012).

Para os paises em desenvolvimento com um grande nimero de casos e restri¢cdes financeiras,
métodos diagnosticos baratos e rapidos, como a identificagdo de bacilos &lcool &cido resistentes (BAAR)
pelo método de Ziehl-Neelsen tem grande importancia. Entretanto, testes laboratoriais mais sensiveis para a
deteccdo direta em amostras bioldgicas sugestivas estdo em alta demanda, tanto para a salde humana e

animal, propiciando maior eficacia no controle da tuberculose (LAIFANGBAM et al., 2009).
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Neste contexto, tornam-se necessarios estudos que identifiquem lesdes tuberculosas nos matadouros
frigorificos, dando énfase aos 6rgdos mais acometidos e & procedéncia dos animais, para que haja maior
controle da enfermidade no pais, adequando-se as exigéncias sanitarias do mercado internacional de produtos
de origem animal, além da importancia do controle desta enfermidade no &mbito da saude publica (SILVA et
al., 2014). Dessa maneira, 0 objetivo do presente trabalho foi isolar e identificar Mycobacterium sp. em
amostras de lesdes pulmonares sugestivas de tuberculose em bovinos abatidos no Agreste de Pernambuco,

Nordeste do Brasil, bem como conduzir uma avaliagdo macroscopica e microscépica das lesdes.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no matadouro publico de Garanhuns, Agreste de Pernambuco, durante o
periodo de janeiro de 2014 a julho de 2015. Foram coletados os fragmentos de pulmdes que apresentavam
lesbes macroscopicas sugestivas de tuberculose na inspecdo sanitdria de acordo com o0s métodos
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura e segundo o Manual de Padronizagdo de Técnicas, Instalacfes e
Equipamentos para Inspecdo de Carnes de Bovinos (BRASIL, 2013). Além de Garanhuns, foram abatidos
animais de municipios circunvizinhos, como Brejao, Correntes, Lajedo e Lagoa do Ouro.

As amostras foram divididas em trés partes. Uma parte foi refrigerada para avaliacdo através da
coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN) por esfregago direto e, para identificacdo do bacilo alcool-4cido resistente
(BAAR), realizado segundo Alzamora-Filho et al. (2012) . A segunda parte da amostra foi acondicionada em
formol a 10% tamponado para analise histopatol6gica pela técnica de coloracdo de Hematoxilina e Eosina
(HE) e coloragéo de Ziehl-Neelsen Fite (ZNF) utilizando o Histokit Fite Zihel-Neelsen para cortes
histol6gicos, a partir das lesdes sugestivas pelo HE, juntamente com controle positivo de paratuberculose
bovina, para constatar a presenca de BAAR. Os fragmentos de pulmdes foram fixados em parafina e
cortados a uma espessura de quatro micrdmetros para confeccdo da ldmina. A terceira parte da amostra foi
congelada para realizacdo de cultura bacterioldgica e a partir desta foi realizado a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Na cultura bacterioldgica as amostras foram descontaminadas pelo método de 1-
Hexadecylpyridinium chloride (HPC) (AMBROSIO et al., 2008) e inoculadas em duplicata nos meios de
Stonebrink e Lowenstein-Jensen, com posterior incubacdo a 37° C durante 90 dias. Col6nias sugestivas de
micobactérias foram extraidas para preparagcdo de ldmina para coloracdo de Ziehl- Neelsen e extracdo de
DNA. O DNA foi extraido por meio de termdlise (MAZARS et al., 2001). Foram submetidas a identificacéo
molecular apenas amostras com presenca de BAAR na coloracdo de Ziehl- Neelsen.

A identificacdo de Mycobacterium sp. e Complexo M. tuberculosis foi realizada por meio de TB
Multiplex PCR tendo como alvos primers para o género Mycobacterium, Mycobacterium intracellulare
(MYCINT29 F), complexo Mycobacterium avium (MYCAV-R), e complexo Mycobacterium tuberculosis
(TB-1A e TB-1B). Foram utilizadas como controles positivos estirpe AN5 para M. bovis e estirpe H37Rv
para M. tuberculosis. Amostras com amplificacdo de 1030bp identificadas como género Mycobacterium e
amostras com fragmentos menores de 850, 372 e 180bp foram identificadas como M. intracellulare,
complexo M. tuberculosis e M. avium, respectivamente (WILTON; COUSINS, 1992). A PCR que
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possibilitou tais amplificacGes foi compostas por 20ul de &gua ultra pura, 2,5ul do Buffer, 1,25Mm de
DNTPs, 50 mM de Mgcl, , 10 pmol uL™ de cada primer, 1,25U de Taq DNA-polimerase e 2,5ul de DNA
gendmico.

Com relacéo a identificagdo do M. bovis, todas as amostras de DNA com amplificacdo consistente
para complexo M. tuberculosis pelo TB Multiplex PCR foram amplificadas com os primers RD-4 para
identificagdo de M. bovis. Foram utilizados como controles positivos estirpe AN5 para M. bovis e estirpe
H37Rv para M. tuberculosis. Produtos amplificados com 268 bp foram identificados como M. bovis e
produtos amplificados com 172 bp como outras micobactérias do complexo M. tuberculosis (WARREN et
al., 2006). A PCR que possibilitou tais amplificacbes foi compostas por 11,375ul de &gua ultra pura, 2,5ul do
Buffer, 1,25Mm de DNTPs, 50 mM de Mgcl,, 10 pmol pL™ de cada primer, 1,25U de Tag DNA-polimerase
e 2 ul de DNA gendmico.

Resultados

Durante o periodo de estudo, foram inspecionados 3.180 pulmdes de bovinos e destes 32 animais 1%
(32/3.180) apresentavam lesfes macroscopicas sugestivas de tuberculose. No exame macroscopico das
lesbes pulmonares foram constatadas areas mais elevadas, sendo mais perceptiveis em regides proximas as
bordas dos lobos caudais. Esses nddulos eram firmes, focais a multifocais, variando de 0,5 a 2 cm de
didmetro. As nodulagdes em sua grande maioria eram constituidas por uma massa amorfa repleta de material
caseoso branco-amarelado, que por vezes, rangia ao corte devido a instalacdo do processo de calcificacao.

Em dois animais (6,25%) estes nddulos estavam disseminados por toda a cavidade toracica e
abdominal, e o figado apresentava diversos nddulos na superficie capsular e que se aprofundavam ao corte
pelo parénquima.

Apos avaliagdo do exame histopatologico das 32 amostras foram verificadas as alteracGes
microscopicas, que permitiram sua classificacdo como granulomas tuberculéides, abscessos pulmonares,
broncopneumonia supurativa, enfisema pulmonar e pneumonia intersticial. O nimero e percentual das
lesGes pulmonares observadas no exame histopatoldgico estdo descritos na Tabela 1.

Os granulomas tuberculoides foram caracterizados microscopicamente por granulomas multifocais,
com areas de necrose caseosa e calcificacdo distrofica na regido central dos nddulos circundadas por reacéo
inflamatdria composta, principalmente, por macréfagos epitelioides, células gigantes multinucleadas do tipo
Langhans, linfocitos, alguns plasmaécitos e raros neutréfilos associados a pouca proliferacdo de tecido
conjuntivo.

Com relacdo a baciloscopia, os dados referentes ao exame de coloracdo por Ziehl-Neelsen pelo
esfregaco direto do tecido e método Ziehl-Neelsen Fite de corte histologico, confirmou-se a presenca de
BAAR isolados ou em aglomerados no esfregaco em 46,88% (15/32) das amostras. Em 53,12% (17/32) das
amostras nenhum bacilo foi visualizado. Em 4,16% (1/24) amostra foi encontrada BAAR em sua maioria
livres em macrofagos e em area de necrose no corte histolégico. Em relacdo a bacteriologia, houve

isolamento bacteriano em 22 (68,75%) amostras.
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No diagnostico molecular, a partir da cultura microbiolégica foram amplificados em total de 91%
(20/22), sendo que destes positivos 90% (18/20) das amostras foram identificadas como sendo M. bovis, e
10% (2/20) amostras como pertencentes ao género Mycobacterium sp.Entretanto 9,1% (2/22) amostras
positivas na cultura foram negativas na PCR.

Discusséo

De acordo com Jorge (2010), a maioria das lesdes foi encontrada na regido toracica, assim como no
presente estudo. Nos bovinos, em investigacdes a campo, a maioria das lesdes é encontrada no trato
respiratorio inferior, superior e ganglios linfaticos regionais, considerando nesta espécie, a inalacdo de
goticulas contaminadas através da tosse ou secre¢do nasal de um animal com tuberculose pulmonar ativa € a
via mais provavel de infeccdo (NEILL et al., 1994). Com relacédo a distribuicdo os achados sdo compativeis
com Costa et al. (2013), que obteve lesdes nodulares de distribuicdo focal, multifocal ou difusa.

Para que um granuloma seja macroscopicamente visivel, pode levar semanas ou meses, e €sses
pequenos focos sdo os tubérculos e constituem as alteragdes macroscopicas iniciais (MCGAVIN;
ZACHARY, 2009). Com a progressdo da doenca, estes tubérculos formam grandes areas de necrose
caseosa, sendo tipica a calcificagdo posterior do granuloma (FRANCA et al., 2013). Silva et al. (2014)
observaram que em 100 carcagas com lesbes morfoldgicas sugestivasde tuberculose 85% foram
classificadas como caseosas e 15% calcificadas, corroborando os resultados do presente trabalho, que
demonstrou macroscopia das lesdes de aspecto caseoso, por vezes rangendo ao corte (calcificacdo).

O granuloma tuberculoide é caracterizado por acimulo de células inflamat6rias com predominio de
macrofagos, macrofagos epitelioides, células gigantes multinucleadas e linfdcitos além de necrose central
com mineralizagdo (CASSIDY, 2006). No presente estudo, essas caracteristicas foram observadas e também
foram similares as descritas em bovinos inoculados experimentalmente por M. bovis (POLLOCK et al.,
2006) e em bovinos naturalmente infectados (MEDEIROS et al., 2012).

Alguns neutrdfilos também foram visualizados em uma amostra, concordando com os achados de
Charro e Osério (2009). Neutrofilos podem estar presentes na fase inicial dos granulomas, normalmente
sendo substituidos por macroéfagos; essas células podem também ser encontradas degeneradas na forma
isolada ou em grupos proximos a regido necroética (CASSIDY et al., 1999).

Dentre os diagnosticos diferenciais citados na literatura foram observados abscessos (CAVAZANNI,
2009) que tem etiologia principalmente bacteriana como, Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp,
Pasteurella spp, Acinetobacter spp, e Pseudomonas sp (FERNANDES et al., 2000) e broncopneumonias
causadas por agentes como: Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., Proteus mirabilis, Staphylococcus
epidermidis, Alcaligenes sp., Escherichia coli, Klebsiella sp. (GONCALVES, 2001). O enfisema e a
pneumonia intersticial ndo sdo lesbes consideradas diagnosticos diferenciais comuns da tuberculose na
inspecdo em pulm&o. O enfisema pulmonar pode ser atribuido principalmente ao manejo inadequado dos
animais no ato da insensibilizagdo, comprometendo a eficiéncia da pratica e da sangria, ou até mesmo
secundario a uma pneumonia intersticial, sendo indicado pelo Regulamento de Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), o seu descarte (BAPTISTA, 2008).
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Os dados encontrados neste estudo para identificacdo de BAAR no esfregaco demonstram um dado
elevado quando comparado a variacdo na frequéncia de ZN em diferentes estudos: 17,9% (VARELLO et al.,
2008) e 36,8% (LAISSE et al., 2011). Achados semelhantes da localiza¢cdo de BAAR em corte histoldgico,
foram descritos em bovinos (FRANCA et al., 2013) e em caprinos (SEVA et al., 2002) presentes em células
gigantes ou em areas de necrose O escasso nimero de bactérias na lesdo em cortes histol6gicos ou esfregagos
diretos pode determinar a ndo observacdo destes bacilos (ANDRADE et al, 1991), caracteristica observada
neste artigo onde foi identificada apenas uma lesdo com bacilos no corte histoldgico. E a baixa quantidade ou
auséncia de bactérias na lesdo ocorre pelo estagio de progressdo da reacdo de hipersensibilidade tardia,
quando h& desenvolvimento de necrose de caseificagdo central, fibrose periférica, evoluindo para resolucéo e
calcificacdo. Com a membrana bacteriana integra as caracteristicas tintoriais se mantém, com a ruptura da
mesma, desaparece a caracteristica alcool-acido-resistente. (PALMER et al., 2012).

A taxa de isolamento de BAAR, nesta pesquisa possuiu dados mais elevados, quando comparados a
estudos anteriores realizados, 23,6% (17/72) (ARAUJO et al., 2005) e 48,1% (89/185) (PARRERAS et al.,
2012) a cultura nestes estudos citados foi o teste mais sensivel. Nimeros semelhantes, entretanto ao estudo
realizado em rebanho leiteiro de Tatui, SP, que mostrou 60% (18/30) das amostras positivas na cultura
(NASSAR et al., 2007).

Dentre as amplificacdes a partir dos isolados, 10% (2/20) identificaram Mycobacterium sp. Cazola et
al. (2015), ap0s isolarem um total de 13 amostras, trés amostras foram identificados no PCR apenas como
género Mycobacterium sp. O possivel isolamento concomitante de micobactérias atipicas, cujo crescimento
costuma ser rapido e abundante, pode ter inibido o crescimento de colénias de M. bovis, que é lento e escasso
(CORNER, 1994). Diante destes resultados com o aumento do nimero de pessoas imunossuprimidas,
principalmente pela infeccdo do HIV, existe uma maior preocupagdo em relacdo a infeccdo humana nédo sé
pelo M. tuberculosis (SALES, 2012).

Duas amostras foram negativas no PCR mesmo com coldnias sugestivas no cultivo. Fatores como
concentracdo de DNA na reacdo, variabilidade genética, além de possiveis inibidores da PCR ou possiveis
falhas na execucéo da reagdo (MICHEL et al., 2010), podem justificar estes achados.

O Ministério da Agricultura pretende erradicar a tuberculose bovina e o indice oficial de prevaléncia
da tuberculose nessa espécie esta muito defasado, havendo a necessidade de novos dados oficiais. Além
disso, como o diagnostico padrdo-ouro é demorado chegando ha 40 dias, e a doenga é difundida mais
facilmente entre portadores de HIV, estes muitas vezes, ndo tem a possibilidade de esperar um tempo téo
longo para a obtencdo de um resultado (CORREA, 2011). Salientando que a combinacdo de anélises
laboratoriais e inspe¢do é til para aumentar a deteccdo da presenca de Mycobacterium sendo uma

importante ferramenta de vigilancia e controle desta zoonose (SOUZA, 2013).

Conclusdes
A cultura microbioldgica e a PCR proporcionaram um diagnostico confirmatorio de um alto indice
de tuberculose bovina na regido, sendo necessaria a divulgacdo dos resultados para conscientizacdo da

populacdo, sobre o impacto da doenca dentro da sociedade devido ao seu carater zoonético.
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Devido a variabilidade das lesdes sugestivas de tuberculose em diferentes estagios e diagnoésticos
diferenciais, salientamos a importancia de uma avaliagdo macroscopica minuciosa, ja que ha uma restri¢do
do Médico Veterinario apenas ao exame macroscopico do 6rgdo para o descarte na sala de abate, evitando as
perdas econdmicas causadas pela condenacdo equivocada da carcaca.
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Leséo N° de amostras % de amostras
Granuloma tuberculdide 24 75,0
Abscessos 4 9,37
Broncopneumonia 2 6,25
Enfisema 1 3,13
Pneumonia intersticial 1 3,13
Total 32 100
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar que a tuberculose bovina é uma
doenca presente na regido de Garanhuns-PE e municipios circunvizinhos, sendo necessario
um projeto de conscientizacdo para a populacdo sobre o impacto da doenca dentro
sociedade devido a seu carater zoonotico.

Considera-se de acordo com os resultados obtidos, o Zihel-Neelsen em esfregaco
como uma ferramenta adicional na triagem de les6es sugestivas de tuberculose que poderia
ser implementado em matadouros frigorificos. Uma vez que o método é rapido, simples,
ndo oneroso e requer pouca infra-estrutura laboratorial, complementando o exame

macroscopico realizado atualmente pelo Médico Veterinario.
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8. ANEXO - NORMAS DA REVISTA

DIRETRIZES PARA AUTORES

Normas editoriais para publicacdo na Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.

Os artigos poderdo ser submetidos em portugués ou inglés, mas somente serdo
Publicados em inglés. Os artigos submetidos em portugués, apds o aceite, deverdo ser
obrigatoriamente traduzidos para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até dezembro/2013 que estdo em tramitacdo
poderdo ser publicados em portugués, entretanto, se traduzidos para o inglés terédo
prioridade na publicacéo.

Todos os artigos, ap0s o aceite deverdo estar acompanhados (como documento
suplementar) do comprovante de tradu¢do ou correcdo de um dos seguintes tradutores:
American Journal Experts

Editage

Elsevier

http://www.proof-reading-service.com

http://www.academic-editing-services.com/

http://www.publicase.com.br/formulario.asp

O autor principal devera anexar no sistema o documento comprobatdrio dessa correcao

na pagina de submissao em “Docs. Sup.”

OBSERVACOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avaliacdo sdo inicialmente apreciados pelo
Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa analise, sdo avaliados 0s requisitos
de qualidade para publicacdo na revista, como: escopo; adequagdo as normas da revista;
qualidade da redacdo; fundamentagdo teorica; atualizagdo da revisdo da literatura;
coeréncia e precisdo da metodologia; contribuicdo dos resultados; discussdo dos dados
observados; apresentacdo das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das

conclusdes. Se o numero de trabalhos com manuscrito ultrapassar a capacidade de analise e
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de publicacdo da Semina: Ciéncias Agrérias, é feita uma comparacdo entre as submissoes,
e sdo encaminhados para assessoria Ad hoc, os trabalhos considerados com maior
potencial de contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico. Os trabalhos nédo
aprovados nesses critérios sdo arquivados e os demais sdo submetidos a andlise de pelo
menos dois assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo, sem a
identificacdo do(s) autor(es). Os autores cujos artigos forem arquivados, ndo terdo direito a
devolucdo da taxa de submissdo. 2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto
de pesquisa que originou o artigo foi executado obedecendo as normas tecnicas de
bioseguranca e ética sob a aprovacdo da comisséo de ética envolvendo seres humanos e/ou

comissao de ética no uso de animais (nome da Comissdo, Instituicéo e n® do Processo).

NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:

a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nomes dos autores e respectiva
afiliacdo; b) Nao tenha sido realizado o cadastro completo de todos os autores nos
metadados de submissdo; Exemplo: Nome completo; Instituicdo/Afiliacdo; Pais; Resumo
da Biografia/Titulagio/funcdo c¢) N&o tenha sido incluido no campo COMENTARIOS
PARA O EDITOR, um texto que aponte a relevancia do trabalho (importancia e diferencial
em relacdo a trabalhos ja existentes), em até 10 linhas;

d) Nao estejam acompanhados de documento comprobatério da taxa de submissdo, em
documento suplementar “Docs. Sup.” no ato da submissdo;

e) Nao estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares: gréficos, figuras,
fotos e outros, EM VERSAO ORIGINAL. (Formato JPEG; TIFF; EXCEL)

f) Ndo constem no artigo original: titulo, resumo e palavras-chave em portugués e inglés,

tabelas e figuras.

RESTRICAO POR AREA:

PARA A AREA DE AGRONOMIA NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM
QUE:
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a) Os experimentos com cultura in vitro sejam limitados ao melhoramento dos protocolos
ja padronizados ou que nao fornegam novas informagdes na area;

b) Os experimentos de campo ndo incluam dados de pelo menos dois anos ou de vérias
localidades dentro do mesmo ano;

c) Os experimentos se refiram apenas a testes sobre a eficiéncia de produtos comerciais
contra agentes bidticos, abidticos ou estresses fisioldgicos;

d) Envolvam apenas bioensaios (screening) de eficacia de métodos de controle de insetos,
acaros ou doencas de plantas, exceto se contiverem contribuicdo importante sobre
mecanismos de acdo numa perspectiva de fronteira do conhecimento;

e) O objetivo seja limitado a registrar a ocorréncia de espécies de pragas ou patdégenos ou
associacOes entre hospedeiros em novas localidades dentro de regides geograficas onde
eles ja sejam conhecidos. Registros de espécies ou associagdes conhecidas s6 serdo
considerados em novas zonas ecoldgicas. Os registros de distribuicdo devem se basear em

ecossistemas, e ndo em fronteiras politicas.

PARA A AREA DE VETERINARIA

a) A publicagdo de relatos de casos € restrita e somente serdo selecionados para tramitagdo
aqueles de grande relevancia ou ineditismo, com real contribuicdo ao avanco do

conhecimento para a area relacionada.

Categorias dos Trabalhos

a) Artigos cientificos: no maximo 20 péaginas incluindo figuras, tabelas e referéncias
bibliogréficas;

b) Comunicacbes cientificas: no maximo 12 péaginas, com referéncias bibliograficas
limitadas a 16 citagBes e no méximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma
figura;

b) Relatos de casos: No maximo 10 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 12
citacGes e no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

c) Artigos de revisdo: no maximo 25 péaginas incluindo figuras, tabelas e referéncias

bibliogréaficas.
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Apresentacao dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicacdes, relatos de casos e revisdes podem ser
escritos em portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com
numeracdo de linhas por pagina, espacamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11
normal, com margens esquerda e direita de 2 cm e superior e inferior de 2 cm, respeitando-
se 0 numero de paginas, devidamente numeradas no canto superior direito, de acordo com
a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, graficos e fotografias) e Tabelas serdo numeradas em algarismos
arébicos e devem ser incluidas no final do trabalho, imediatamente apds as referéncias
bibliograficas, com suas respectivas chamadas no texto. Alem disso, as figuras devem
apresentar boa qualidade e deverdo ser anexadas nos seus formatos originais (JPEG, TIF,
etc) em “Docs Supl.” na pagina de submissdao. Nao serdo aceitas figuras e tabelas fora das
seguintes especificacOes: Figuras e tabelas deverdo ser apresentadas nas larguras de 8 ou
16 cm com altura maxima de 22 cm, lembrando que se houver a necessidade de dimensdes
maiores, no processo de editoracdo havera reducéo para as referidas dimensdes.
Observacao: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustracdo, o titulo deve
figurar na parte superior da mesma, seguida de seu nimero de ordem de ocorréncia em
algarismo arabico, ponto e o respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatério). Utilizar fonte
menor (Times New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do autor.

Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).

Preparacdo dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organizacédo
dos topicos: Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo seis
palavras, em ordem alfabética); Abstract com Key words (no maximo seis palavras, em
ordem alfabética); Introducdo; Material e Métodos; Resultados e Discussdo com as
conclusdes no final da discussdo ou Resultados; Discussdo e Conclusdes separadamente;

Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliograficas. Os topicos
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devem ser destacados em negrito, sem numeracdo, quando houver a necessidade de
subitens dentro dos tépicos, os mesmos devem ser destacados em italico e se houver dentro
do subitem mais divisGes, essas devem receber numeros arabicos. (Ex. Material e
Métodos... Areas de estudo...1. Area rural...2.Area urbana).

O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com 0 mesmo
contetido, exceto na forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou Formato
Reduzido.

A apresentacdo do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua traducédo para o inglés.

2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo
de 200 e um méximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito,
acompanhado de sua traducdo para o inglés (Abstract e Key words).

3.Introducdo: Devera ser concisa e conter revisao estritamente necessaria a introducéo do
tema e suporte para a metodologia e discussao.

4.Material e Métodos: Poderd ser apresentado de forma descritiva continua ou com
subitens, de forma a permitir ao leitor a compreenséo e reproducdo da metodologia citada
com auxilio ou ndo de citagdes bibliograficas.

5. Resultados e Discussdo: Devem ser apresentados de forma clara, com auxilio de
tabelas, graficos e figuras, de modo a ndo deixar dividas ao leitor, quanto a autenticidade
dos resultados e pontos de vistas discutidos.

6. Conclus6es: Devem ser claras e de acordo com 0s objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicdes e empresas que contribuiram na realizacdo do
trabalho deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias
Bibliogréficas.

Observagoes:

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo
sobrescrito, imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no

final da pagina.
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Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no
texto pelo seu numero de ordem em algarismos arabicos. Se as ilustra¢cBes enviadas ja
foram publicadas, mencionar a fonte e a permissao para reproducao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabecalho que permita compreender o

significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Cadigos Internacionais
de cada area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

c¢) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha-1.
N&o inter-relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espaco simples entre as unidades, g L-1, e ndo g.L-1 ou gL-1.

e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos: 09h00, 18h30.

8. CitacOes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicacdo de acordo
com os seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica.....

d) [...] e inibir o teste de formacao de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).

CitacOes com dois autores
Citacdes onde sdo mencionados dois autores, separar por ponto e virgula quando estiverem

citados dentro dos parénteses. 63
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Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).
Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (e)
Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citacbes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressao et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de uma referéncia.
Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al.,
2008).

Para citacdes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo ano,
utilizar o acréscimo de letras minusculas, ordenados alfabeticamente apds a data e sem
espacejamento.

Ex: (SILVA, 1999a, 1999b).

As citacOes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publicados em anos
diferentes, separar as datas por virgula.
Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

Para citacbes indiretas de varios documentos de diversos autores, mencionados
simultaneamente, devem figurar em ordem alfabética, separados por ponto e virgula.
Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e
reformulacdo nimero 14.724 de 2011 da ABNT, deverao ser listadas na ordem alfabética
no final do artigo. Todos os autores participantes dos trabalhos deverdo ser
relacionados, independentemente do nimero de participantes. A exatidao e adequacao
das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo,
bem como opiniGes, conceitos e afirmagdes sdo da inteira responsabilidade dos autores.

Observacdo: Consultar os ultimos fasciculos publicados para mais detalhes de como fazer
as referéncias do artigo. As outras categorias de trabalhos (Comunicacdo cientifica, Relato
de caso e Revisdo) deverdo seguir as mesmas normas acima citadas, porém, com as

seguintes orientacOes adicionais para cada caso:
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Comunicacdo cientifica

Uma forma concisa, mas com descricdo completa de uma pesquisa pontual ou em
andamento (nota prévia), com documentacdo bibliografica e metodologias completas,
como um artigo cientifico regular. Devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e
inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key words; Corpo do trabalho sem
divisdo de tdpicos, porém seguindo a sequéncia - introducdo, metodologia, resultados e

discussdo (podem ser incluidas tabelas e figuras), concluséo e referéncias bibliogréaficas.

Relato de caso

Descricdo sucinta de casos clinicos e patoldgicos, resultados inéditos, descricdo de novas
espécies e estudos de ocorréncia ou incidéncia de pragas, microrganismos ou parasitas de
interesse agrondmico, zootécnico ou veterinario. Devera conter 0s seguintes topicos: Titulo
(portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key words; Introducdo
com revisdo da literatura; Relato do (s) caso (s), incluindo resultados, discussao e

conclusdo; Referéncias Bibliogréficas.

Artigo de revisdo bibliogréafica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O numero de artigos de
revisdo por fasciculo € limitado e os autores somente poderdo apresentar artigos de
interesse da revista mediante convite de membro(s) do comité editorial da Revista. No caso
de envio espontaneo do autor (es), é necessaria a inclusdo de resultados relevantes préprios
ou do grupo envolvido no artigo, com referéncias bibliograficas, demonstrando experiéncia
e conhecimento sobre o tema.

O artigo de revisao devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo
com Palavras-chave; Abstract com Key words; Desenvolvimento do tema proposto (com
subdivisdes em topicos ou ndo); Conclusdes ou ConsideracGes Finais; Agradecimentos (se

for o caso) e Referéncias Bibliograficas.

Outras informagdes importantes
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1. A publicacédo dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria cientifica "Ad
hoc" e da aprovagdo do Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.

2. Nao serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo
disponiveis no endereco eletronico da revista (http://www.uel.br/revistas/uel).

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos
direitos de publicacdo do referido artigo para a revista. A reproducdo de artigos somente é
permitida com a citacdo da fonte e é proibido o uso comercial das informagdes.

5. As questdes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité
Editorial da area para a qual foi submetido o artigo para publicacéo.

6. Numero de autores: N&o h& limitagdo para nimero de autores, mas deverdo fazer parte
como co-autores aquelas pessoas que efetivamente participaram do trabalho. Pessoas que
tiveram uma pequena participacdo no artigo deverdo ser citadas no topico de

Agradecimentos, bem como instituicdes que concederam bolsas e recursos financeiros.

Condigdes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores devem verificar a conformidade da
submisséo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem
de acordo com as normas serdo rejeitadas e aos autores informados da decisao.

1. Os autores devem informar que a contribuicdo € original e inédita, e ndo estd sendo
avaliada para publicacdo por outra revista, caso contrario, deve-se justificar em

"Comentarios ao Editor".

2. Devem informar ainda que o material esta corretamente formatado e que os Documentos
Suplementares estdo anexados, ESTANDO CIENTE que a formatacdo incorreta
importard na SUSPENSAO do processo de avaliagio SEM AVALIACAO DE
MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no campo Metadados
durante o processo de submissédo. Utilize o botdo "incluir autor” No passo seguinte

preencher os metadados em inglés.
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Para inclui-los, ap6s salvar os dados de submissdo em portugués, clicar em "editar
metadados” no topo da pégina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em inglés,
abstract e key words. Salvar e ir para 0 passo seguinte.

1. A identificacdo de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da opcao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso
submetido para avaliacdo por pares (ex.: artigos), conforme instrucBes disponiveis em
Assegurando a Avaliacdo Cega por Pares.

2. Os arquivos para submissdo devem estar em formato Microsoft Word, Open Office ou
RTF (desde que nédo ultrapassem 2MB)

O texto deve estar em folha A4, com linhas numeradas, espaco 1,5; fonte Time New roman
de tamanho 11;

1. Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com seres Vivos,
estando de posse dos documentos comprobatorios de aprovacdo pela comissdo de ética
envolvendo seres humanos e/ou comissdo de ética no uso de animais caso sejam
solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissdo de artigos e anexar o comprovante

como documento suplementar “Docs. Sup.”

Declaracao de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do autor. Em
virtude aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com
atribuicGes prdprias, em aplicacdes educacionais e ndo-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracdes de ordem normativa,
ortografica e gramatical, com vistas a manter o padrdo culto da lingua e a credibilidade do
veiculo. Respeitard, no entanto, o estilo de escrever dos autores.

Alteracdes, correcOes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores,
guando necessario.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade
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Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para oS
servigos prestados por esta publicagéo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades

ou a terceiros



