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RESUMO

COMPORTAMENTO DA TUBERCULOSE HUMANA NO RIO GRANDE DO NORTE (RN) E
PESQUISA DE Mycobacterium spp. EM QUEIJOS DE COALHO COMERCIALIZADOS NO
MUNICIPIO DE CAICO-RN, BRASIL.

A tuberculose (Tb) € mundialmente uma das 10 principais causas de morte humana e é tida como a
principal causadora de dbitos por um Unico agente infeccioso. As Américas representam 3% da
prevaléncia mundial da doenga e se atribui que 33% dos casos notificados neste continente s&o no Brasil.
Esse, é um dos 22 paises priorizados pela OMS, que juntos representam 80% da ocorréncia mundial
desta bacteriose. Uma das formas da doenga € a Tuberculose zoondética, cujo agente causador é o M.
bovis, cuja principal via de transmissao para a populacdo humana é por meio do consumo de leite e
derivados (queijos e iogurtes) elaborados sem a adogéo de Boas Praticas Agropecuarias (BPAs) e de
Fabricagéo (BPFs). O presente trabalho disserta sobre dois assuntos: No Capitulo primeiro, aborda-se o
comportamento da tuberculose humana no estado do Rio Grande do Norte, Brasil, no periodo de 2008 a
2017, por meio de estudos descritivo e retrospectivo, avaliando-se a incidéncia anual da tuberculose no
Estado e ocorréncia de suas formas clinicas. Utilizamos dados primérios obtidos junto ao Programa de
Tuberculose no Rio Grande do Norte — SUVIGE/SESAP-RN (fazer a mesma descri¢do que vc fez acima
com BPAs); e de dados secundérios, colhidos junto ao Sinan/Ministério da Saude. Como resultado,
observou-se haver divergéncia entre os coeficientes de incidéncia calculados com os dados primarios
daqueles que estdo publicados em Boletins Epidemiol6gicos: 37,1 a 27,0, por grupo de 100 mil hab; além
disso, a doenga apresentou tendéncia linear de crescimento no Rio Grande do Norte. Recomendado-se
medidas amplas de prote¢éo a populagao e ao meio ambiente, associadas ao fortalecimento dos servigos
de saude para que se consiga atingir as metas propostas no programa End TB, sejam de controle e/ou
de erradicagdo. O Capitulo seguinte, avaliou-se s qualidade microbiolégica do queijo de coalho
comercializado no municipio de Caic6-RN, pesquisando-se a presenca de Mycobaterium spp. Por meio
de cultivo bacteriano e diagnostico molecular. Foram analisadas 50 amostras de queijo de coalho obtidas
aleatoriamente no comércio local, sendo: 35 elaboradas a partir de leite cru (artesanal) e 15 com leite
pasteurizado (industrializado), das quais se extraiu materiais que foram submetidos a processos: para
obtengdo de DNA,; cultivo (Stonebrink); PCR convencional para pesquisa de M. bovis; e, finalmente,
nested-PCR para Mycobacterium spp. Na pesquisa laboratorial, ndo se conseguiu isolar micobactérias
tuberculosas nos queijos estudados. Porém, detectou-se que duas amostras (4%) apresentaram
crescimento de micobactérias néo tuberculosas (MNT) em meio de cultura, que através de diagnostico
molecular apresentaram identidade com hsp65 de: Mycobacterium lehmanii (ID da sequéncia:
KY933786.1, valor e: 2e-133, identidades: 312/363 [86%)]); e Mycobacterium rutilum (ID da sequéncia:
LT629971.1, valor e: 3e-108, identidades: 331/371 [89%]), apontando-se como indicativos de
contaminagdo ambiental. Ha na literatura resultados publicados sobre micobacterioses em humanos
causadas por agentes com alta similaridade genética aos encontrados neste estudo, bem como infec¢des
em tecidos animais. Conhecendo-se as caracteristicas das MNT, considerando-as como microrganismos
emergentes e de natureza ubiqua, sugere-se maior atencao na cadeia produtiva de queijos, tanto nas
boas praticas agropecuarias (BPAs) quanto nas boas praticas de fabricagdo de alimentos (BPFs).

Palavras chave: Mycobacterium spp.; Tuberculose; Queijo de coalho; Rio Grande do Norte-Brasil;
micobactérias ndo tuberculosas (MNT).
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ABSTRACT

Behavior of human tuberculosis in the State of Rio Grande do Norte (RN) - Brazil, from 2008 to
2017, and Detection of Mycobacterium spp. in Coalho cheese commercialized in the city of
Caico-RN, Brazil.

Tuberculosis (TB) is one of the leading causes of human death and is one of the main death s culprit by
a single infectious agent. The region of the Americas represents 3% of the world's disease, of which 33%
are attributed to Brazil, what is one of the 22 countries prioritized by WHO, who together represent 80%
of the world's occurrence by this microrganism. One of the forms of the disease on humans is zoonotic
tuberculosis, which is caused by Mycobacterium bovis, and its main route of transmission to population
is through the consumption of milk and dairy products (cheeses and yoghurts) prepared without the
adoption of Good Agricultural Practices (GAPs) and Manufacturing (GMPs). In the first chapter, the
behavior of human tuberculosis in the state of Rio Grande do Norte, Brazil, from 2008 to 2017, is analyzed
through descriptive and retrospective studies, evaluating the annual incidence of tuberculosis in the State
and occurrence of their clinical forms. The primary data obtained from the Tuberculosis Program in Rio
Grande do Norte - SUVIGE / SESAP-RN were used; and secondary data collected from Sinan / Ministry
of Health. As a result, there was a divergence between the incidence coefficients calculated with the
primary data from those published in Epidemiological Bulletins: 37.1 to 27.0, per group of 100 thousand
inhabitants; in addition, the disease showed a linear growth trend in Rio Grande do Norte. It is
recommended that comprehensive measures be taken to protect the population and the environment
associated with strengthening health services so that the goals proposed in the End TB program can be
achieved, be they control and / or eradication. The following chapter evaluated the microbiological quality
of the Coalho cheese marketed in the municipality of Caicd-RN, by investigating the presence of
Mycobaterium spp. through bacterial culture and molecular diagnosis. Fifty samples of Coalho cheese
randomly from local commerce were analyzed: 35 were made from raw milk (artisanal) and 15 with
pasteurized (industrialized) milk, from which materials were extracted and submitted to processes: to
obtain DNA; cultivation (Stonebrink); conventional PCR for M. bovis; and finally, nested-PCR for
Mycobacterium spp. In the laboratory research, it was not possible to isolate tuberculous mycobacteria
from cheeses studied. However, the growth of non-tuberculous mycobacteria (NTM) in culture medium
was detected in two samples (4%), which showed hsp65 identity of: Mycobacterium lehmanii (sequence
ID: KY933786.1, value-e: 2e-133, identities: 312/363 [86%]); and Mycobacterium rutilum (sequence ID:
LT629971.1, value-e: 3e-108, identities: 331/371 [89%)]), considerated as indicative of environmental
contamination. Knowing more about the characteristics of the MNT and considering them as emerging
microorganisms and ubiquitous, it is suggested that more attention be given to the cheese production
chain, both in good agricultural practices (GAPs) and in good food manufacturing practices (GMPs).

Key words: Mycobacterium spp.; Tuberculosis; Coalho cheese; Rio Grande do Norte-Brazil; non-
tuberculous mycobacteria (NTM).
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INTRODUGAO GERAL

Mundialmente, a tuberculose € uma das 10 principais causas de morte humana
e é tida como sendo a principal causadora de 6bitos por um Unico agente infeccioso,
situando-se acima de HIV/AIDS e milhbes de pessoas continuam a adoecer de
tuberculose a cada ano. A Organizagao Mundial de Saude (OMS) aponta que,
globalmente, cerca de 10,0 milhdes de pessoas (intervalo de 9,0 a 11,1 milhdes)
desenvolveram a doencga tuberculose em 2017. Ainda de acordo com a publicagao,
em 2017 esta doenca causou cerca de 1,3 milhdes de mortes entre pessoas HIV-
negativas; e em torno de 300.000 mortes adicionais em decorréncia de co-infecgao:
tuberculose/HIV-positivas (WHO, 2018).

Em 2015 o Continente Americano representava 3% da prevaléncia mundial de
tuberculose, com estimativa de 268 mil novos casos, dos quais Brasil (33%), Peru
(14%), México (9%) e Haiti (8%) sao os paises que registram a maior carga da doenca
no continente. Nesse periodo, estimou-se a ocorréncia de 18.500 6bitos na regiao;
acrescida de 7.700 casos de tuberculose multidroga resistente (TBMDR); e mais
31.600 casos estimados de co-infecgao Tb-HIV. Na América Latina, Brasil (casos de
tuberculose de todas as formas e Tb-HIV) e Peru (TBMDR) sao os dois paises da
regido que integram a lista de alta prevaléncia da OMS (Brasil, 2017a).

O Brasil € um dos 22 paises priorizados pela OMS, os quais representam 80%
da ocorréncia mundial de Tb, onde esta doenca constitui a nona causa de
hospitalizagcdo e a quarta causa de mortalidade por doencas infecciosas. O Brasil
ocupa a 182 posicdo em carga de tuberculose, representando 0,9% dos casos
estimados no mundo. A tuberculose é um importante e prioritario problema de saude
publica no Brasil, afetando as populagdes mais pobres e nas idades mais produtivas
da vida. Ainda em relagdo ao Brasil, em 2015, cerca de 69 mil pessoas foram
acometidas pela Tb; registrando-se 4,5 mil ébitos, aproximadamente. Além disso, 6,8
mil pessoas se apresentavam co-infectadas com HIV e 1.077 desenvolveram TBMDR
(Brasil, 2017a).

Em relagdo ao Nordeste do Brasil, no ano de 2016 a regido apresentou
coeficientes de incidéncia de 30,6 e de mortalidade 2,6 por 100.000 hab. Ainda neste
Boletim Epidemiolégico, o Estado do Rio Grande do Norte notificou indices abaixo
daqueles observados na regido: 27 e 1,9 para incidéncia e mortalidade por 100.000
hab, respectivamente (BRASIL, 2017b).



14

O Codex Aimentarius (2004) corrobora que todos os alimentos tém o potencial
de causar doencas (DTAs), e o leite e os produtos lacteos ndo sdo excegao. Os
produtos lacteos podem transportar microrganismos patogénicos, e a presenca
desses microbios no leite podem aumentar o risco de causar DTAs. De acordo com
CEZAR et al. (2016), o consumo de leite e seus derivados contaminados, tais como
queijos e iogurtes, com M. bovis representam a principal via de infeccdo da
tuberculose zoondtica para o homem.

A contaminagao microbiana de queijos tem consequéncias muito importantes,
tanto para a industria de laticinios, dadas as possiveis perdas econémicas, como para
a saude publica, devido ao risco de surtos de DTAs (de Oliveira, Corassin, Lee,
Gongalves, & Barancelli, 2017).

O queijo de coalho artesanal € um produto lacteo popular, amplamente
consumido na regido Nordeste do Brasil, sendo produzido com leite cru ou
pasteurizado, adicionando-se coalho, e submetido ao cozimento (Faria et al., 2014).
O consumo de queijos de coalho artesanais provenientes de feiras livres representa
um risco para a saude humana, devido a possibilidade de transmissdo de MNT e
outras actinobactérias potencialmente patogénicas (Sarti et al., 2018).

O municipio de Caicd, cédigo 2402006 (IBGE, 2017), esta inserido no Territorio
denominado Seridé Potiguar, que fica na Mesorregidao Central do Estado do Rio
Grande do Norte, Brasil. A pecuaria e o setor de laticinios nesta regido tém atualmente
uma importédncia fundamental na organizacdo socioespacial agraria e regional
(ADESE, 2011). Ainda de acordo com a ADESE (2011), nesta regidao as queijeiras
somam aproximadamente 314 unidades que absorvem 42,25% de toda producéo de
leite para a fabricagédo de diversos tipos de queijos como: manteiga, coalho e ricota.
Sua produgao anual é de 315 toneladas, e atende o mercado consumidor de parte do
Rio Grande do Norte e de outros estados do pais.

O presente trabalho objetivou conhecer o perfil epidemiolégico da tuberculose
no Rio Grande do Norte e detectar a presenga de Mycobacterium spp. em queijos de

coalho comercializados no municipio de Caic6-RN.
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Norte, Brasil, entre 2008 e 2017.
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RESUMO

Objetivo: Sabe-se que a tuberculose (Tb) ¢ mundialmente uma das 10 principais causas de morte humana
e ¢ tida como a principal causadora de Obitos por um uUnico agente infeccioso. A regido das Ameéricas
representa 3% da prevaléncia mundial da doenga, dos quais 33% sdo atribuidos ao Brasil, sendo esse um
dos 22 paises priorizados pela OMS, e que juntos representam 80% da ocorréncia mundial desta
bacteriose. O presente estudo objetivou descrever sobre o comportamento da doenga no estado do Rio
Grande do Norte, Brasil, no periodo de 2008 a 2017.

Metodologia: trata-se de estudo descritivo, retrospectivo, que avalia a incidéncia anual da tuberculose no
estado do Rio Grande do Norte e ocorréncia de suas formas clinicas. Os dados primarios foram obtidos
junto ao Programa de Tuberculose no Rio Grande do Norte, da Subcoordenadoria de Vigilancia
Epidemiologica — SUVIGE/SESAP-RN, enquanto os dados secundarios foram colhidos junto ao
Sinan/Ministério da Saude.

Resultados e Discussdo: Observou-se haver divergéncia entre os coeficientes de incidéncia calculados
com dados primarios daqueles que estdo publicados em Boletins Epidemiolégicos: 37,1 a 27,0, por grupo
de 100 mil hab; além disso, a doenga apresentou tendéncia linear de crescimento no Rio Grande do Norte.
Consideracdes finais: Medidas amplas de protegdo a populagdo e ao meio ambiente, bem como o
fortalecimento dos servigos de satide sdo essenciais para que se consiga atingir as metas propostas no End
TB, sejam de controle e/ou de erradicagao.

PALAVRAS CHAVE: Comportamento da tuberculose humana; Rio Grande do Norte; End TB.

Behavior of human tuberculosis in the State of Rio Grande do Norte,
Brazil, from 2008 to 2017.

ABSTRACT

Objective: It is known that tuberculosis (TB) is one of the 10 main causes of human death worldwide and
is considered the main cause of death by a single infectious agent. The Region of the Americas accounts
for 3% of the global prevalence of the disease, of which 33% is attributed to Brazil, which is one of the

22 countries prioritized by the WHO, which together represent 80% of the worldwide occurrence of this
bacteriosis. The present study aimed to describe the behavior of the disease in the state of Rio Grande do
Norte, Brazil, from 2008 to 2017.

Methodology: This is a descriptive and retrospective study that evaluates the annual incidence of
tuberculosis in the state of Rio Grande do Norte and the occurrence of its clinical forms. The primary data
were obtained from the Tuberculosis Program in Rio Grande do Norte, from the Subcoordenadoria de
Vigilancia Epidemiolégica - SUVIGE / SESAP-RN, while the secondary data were collected from Sinan /
Ministério da Saude.

Results and Discussion: There was a divergence between the incidence coefficients calculated with
primary data from those published in Epidemiological Bulletins: 37.1 to 27.0, per group of 100 thousand
inhabitants; in addition, the disease showed a linear growth trend in Rio Grande do Norte.

Final considerations: Comprehensive measures to protect the population and the environment, as well as
the strengthening of health services, are important in order to achieve the goals proposed at the end of TB,
whether for control and / or eradication.

KEY WORDS: Human TB, Rio Grande do Norte; End TB.
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INTRODUCAO

Mundialmente, a tuberculose ¢ uma das 10 principais causas de morte humana e
¢ tida como sendo a principal causadora de o6bitos por um unico agente infeccioso,
situando-se acima de HIV/SIDA e milhdes de pessoas continuam a adoecer de
tuberculose a cada ano. A Organizacio Mundial de Saude (OMS) aponta que,
globalmente, cerca de 10,0 milhdes de pessoas (intervalo de 9,0 a 11,1 milhdes)
desenvolveram a doenca tuberculose em 2017. Ainda de acordo com a publicacdo, em
2017 esta doenga causou cerca de 1,3 milhdes de mortes entre pessoas HIV-negativas; e
em torno de 300.000 mortes adicionais em decorréncia de co-infecgdo:
tuberculose/HIV-positivas. O estudo também aponta que a ocorréncia da doenca varia
amplamente entre os paises. Em 2017, a maioria dos paises com alta renda per capita
registrou uma incidéncia abaixo de 10 novos casos por grupo de 100.000 hab; ja nos
paises considerados de alta prevaléncia observaram-se indices de 150—400 casos; e em
alguns paises, acima de 500, incluidos nesta lista: Mocambique, Filipinas e Africa do
Sul (WHO, 2018).

Em 2015 a regido das Américas representava 3% da prevaléncia mundial de
tuberculose, com estimativa de 268 mil novos casos, dos quais Brasil (33%), Peru
(14%), México (9%) e Haiti (8%) sdo os paises que registram a maior carga da doenca
no continente. Nesse periodo, estimou-se a ocorréncia de 18.500 obitos na regido;
acrescida de 7.700 casos de tuberculose multidrogarresistente (TBMDR); e mais 31.600
casos estimados de co-infeccdo Tb-HIV. Na América Latina, Brasil (casos de
tuberculose de todas as formas e Tb-HIV) e Peru (TBMDR) sdo os dois paises da regido
que integram a lista de alta prevaléncia da OMS (Brasil, 2017a).

O Brasil ¢ um dos 22 paises priorizados pela OMS, os quais representam 80% da
ocorréncia mundial de Tb, onde esta doenca constitui a nona causa de hospitalizacdo e a
quarta causa de mortalidade por doengas infecciosas. O Brasil ocupa a 18 posicdo em
carga de tuberculose, representando 0,9% dos casos estimados no mundo. A tuberculose
¢ um importante e prioritario problema de saide publica no Brasil, afetando as
populacdes mais pobres e nas idades mais produtivas da vida. Ainda em relagdo ao
Brasil, em 2015, cerca de 69 mil pessoas foram acometidas pela Tb; registrando-se 4,5
mil Obitos, aproximadamente. Além disso, 6,8 mil pessoas se apresentavam co-
infectadas com HIV e 1.077 desenvolveram TBMDR (Brasil, 2017a).

Em relagdo ao nordeste do Brasil, no ano de 2016 a regido apresentou
coeficientes de incidéncia de 30,6 e de mortalidade e 2,6 por 100.000 hab. Ainda neste
Boletim Epidemiolégico, o Estado do Rio Grande do Norte notificou indices abaixo
daqueles observados na regido: 27 e 1,9 para incidéncia e mortalidade por 100.000
habitantes, respectivamente (BRASIL, 2017b).

Em humanos, a tuberculose (Tb) ¢ uma doenca causada por espécies do
complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), predominantemente M. tuberculosis;
contudo, ha uma propor¢ao de casos de Tb zoonoética a qual ¢ atribuida a M. bovis
(Silva et al., 2018). A tuberculose zoonoética ainda ¢ uma questdo negligenciada em
areas em desenvolvimento no mundo, apesar de ser priorizada pela OMS desde os anos
50 (Mableson, Okello, Picozzi, & Welburn, 2014). O manejo sanitario deficiente dos
rebanhos leiteiros, bem como os cuidados inadequados no processamento de queijos,
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sugere um crescente risco de contamina¢do por muitos microrganismos, que depreciam
o produto e colocam em risco a satide humana (Faria et al., 2014). O consumo de leite e
seus derivados (queijos e iogurtes) contaminados com M. bovis representam a principal
via de infec¢do da tuberculose zoondtica para o homem (Cezar, Lucena-Silva, Borges,
Santana, & Pinheiro Junior, 2016b)

Thoen et al. (2010) destacaram o risco biolégico associado ao M. bovis MDR
(multidrogaressistente), especialmente em paises onde coexistem animais infectados por
M. bovis e humanos HIV-positivos, particularmente em regides como a Africa
Subsaariana, Asia e América Latina. Além disso, essas sdo regides onde a incidéncia
real de M. bovis em humanos ¢ subestimada ou mesmo ignorada.

O conceito de regido de saude adotado na NOAS-SUS 01/01 (Brasil, 2002) ¢
bastante amplo, uma vez que esta defini¢do deve ser feita no ambito de cada Unidade
Federativa (UF), de acordo com as caracteristicas do estado (demograficas,
epidemiologicas, entre outras), as prioridades de atencdo identificadas e o modelo de
regionalizagdo adotado. Algumas UFs podem apresentar macro e microrregioes de
satude; outras apenas regides de saude, ou regides e microrregioes.

No caso da satude, a regionalizacdo, um dos principios organizadores do SUS,
entra na agenda apenas no final dos anos 90 e inicio dos anos 2000, como uma
preocupacdo central dos gestores. E, como proposto por NOAS 2001 e 2002, pressupde
a formacdo de regides funcionais de saide (DUARTE et al., 2015). O processo de
regionalizagdo deve incluir um planejamento logico integrado, incluindo as nog¢des de
territorialidade, na identificagdo de prioridades de acdo e conformagdo de sistemas de
saude funcionais, ndo necessariamente restritos a municipios, respeitando seus limites
como unidade indivisivel, para garantir o acesso publico, bem como a implementacio
de agdes e servigos necessarios para resolver seus problemas de satde, otimizando os
recursos disponiveis. (Brasil, 2002).

O Rio Grande do Norte (RN) estd subdividido em 7 Unidades de Satde: sendo 6
Unidades Regionais de Saude Publica (URSAP), mais a Unidade Central Metropolitana,
na Grande Natal. As URSAPs estdo estrategicamente distribuidas pelo territério
potiguar, sendo assim denominadas: [-URSAP Sao Jos¢ do Mipibu-RN; II-URSAP
Mossoro; III-URSAP Joao Camara; IV URSAP-Caico; V-URSAP Santa Cruz; e VI
URSAP Pau dos Ferros (Figura 02).

Figura 1 — Distribuiciao das Unidades Regionais de Satide Publica (URSAPs) no
Estado do Rio Grande do Norte.
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Objetivando compreender o comportamento das formas de ocorréncia da
tuberculose no RN: pulmonar; extrapulmonar; e associada (quando ocorrem as duas
anteriores concomitantemente), este estudo analisara a distribuicdo da doenga no
territorio estudado, bem como fara andlise dos registros da doenca com outros estados
do Nordeste, e regides do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo, de carater retrospectivo, que fez uso de dados
epidemiologicos primarios e secundarios que avalia a incidéncia anual da tuberculose
no estado do Rio Grande do Norte, Brasil, entre os anos de 2008 a 2017.

Fonte dos dados

Os dados primarios referentes a tuberculose no RN foram obtidos junto ao
Programa de Tuberculose no Rio Grande do Norte, da Subcoordenadoria de Vigilancia
Epidemiologica — SUVIGE/SESAP-RN, em julho de 2018, os quais foram
disponibilizados em séries historicas referentes aos 10 ultimos anos. A populagdo do
estudo foi constituida por pessoas portadoras de Tb, que apresentaram uma das trés
formas clinicas da doenca: pulmonar, extrapulmonar e associada; residentes no Rio
Grande do Norte.

Os secundarios, que contextualizam a morbidade da Tb em niveis regionais e
nacional, foram obtidos a partir da consolidacdo das bases de registros do Sistema de
Informacao de Agravos de Notificagdo (Sinan).

Referente a populagdes, para o célculo do coeficiente de incidéncia se utilizou as
estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) para
o ano de 2016, cujas projegdes estdo calculadas tendo por base os dados do Censo
Demografico de 2010.

Estudo descritivo

Trata-se de uma pesquisa descritiva com abordagem quantitativa, onde se fez
enfrentamento dos dados primarios em relacdo aos secundarios, considerando-se o
efetivo populacional do Estado do Rio Grande do Norte e das Unidades Regionais de
Satde Publica — URSAP.

Foram tabulados os dados de incidéncia de casos novos de tuberculose por
100.000 habitantes segundo as varidveis: ano de ocorréncia e a forma de registro da
doenca (pulmonar, extrapulmonar e associada). As notificagdes sao realizadas de duas
maneiras: a) conforme a URSAP notificadora; e b) ou pelo endereco de residéncia do
paciente. Este estudo optou por considerar os casos de acordo com o enderego de
moradia, por considerar ser mais fidedigno.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No Quadro 1, as andlises foram realizadas considerando dados primdarios acerca
de casos novos da tuberculose notificados no periodo estudado, segundo a URSAP de
residéncia do paciente.

Quadro 1 — Dados primarios referentes a0 niimero de casos novos de Tuberculose
humana notificados no Rio Grande do Norte, de acordo com a forma da
doenc¢a, no periodo de 2008 a 2017.

REGIONAL PULMONAR Fogﬁf;%{fag?ﬁ 2017)ASSOCIADA N°CASOS | POPULACAO
Metropolitana 6.453 976 248 7.677 1.333.153
I URSAP 1.000 136 35 1.171 383.052
II URSAP 1.758 161 23 1.942 640.438
IIT URSAP 660 71 21 752 351.041
IV URSAP 519 87 13 619 312.786
V URSAP 304 47 11 362 200.634
VI URSAP 324 39 12 375 253.894

TOTAL 11.018 1.517 363 12.898 3.474.998

FONTE: SUVIGE/SESAP-RN/Sinan

O Quadro 2 trata de dados secundarios, de acordo com o nimero total de casos
novos notificados nas Regides do Brasil, sua propor¢ao regional e ocorréncia por grupos
de 100.000 hab. Por fim, foi possivel se tracar o somatdrio da doenga no Brasil, no
periodo de 2008 a 2017.

Quadro 2 — Numero de casos novos de Tuberculose humana, sua proporc¢io e
ocorréncia em grupos de 100.000 habitantes, distribuidos por Regiao
brasileira, no periodo de 2008 a 2017.

REGIAO CASOS % /10° hab. POPULACAO
Norte 75.100 10,50 42 4 17.707.783
Nordeste 193.903 27,00 34,1 56.915.936
Sudeste 326.260 | 45,50 37,8 86.356.952
Sul 87.417 12,30 29,7 29.439.773
Centro Oeste 33.597 4,70 21,5 15.660.988
BRASIL 717.531 | 100,00 34,8 206.081.432

FONTE: Sinan

No periodo observado, a SUVIGE-RN validou um total de 12.898 casos da
doenga, com média anual de 1.289,8 registros. Considerando-se a populacdo potiguar
estimada em 3.474.998 habitantes (IBGE, 2016), isso representa 37,1 casos de Tb para
cada grupo de 100.000 habitntes. Analisando-se a distribui¢do das notificagdes por
Unidade Regional, a Metropolitana foi a que mais registrou a doenca, englobando
59,52% do total de citagdes ou 57,6 casos por grupo de 100.000 habitantes. As
Regionais sediadas em Sao José de Mipibu e Mossoro registraram em média 30,6 e 30,3
casos por centena de milhar, respectivamente. Ainda de acordo com os seus efetivos
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populacionais, as demais URSAPs anunciaram os seguintes niimeros: III URSAP: 21,4;
IV URSAP: 19,8; V URSAP: 18,0; e VI URSAP: 14,8 por grupos de cem mil (Quadro
03).

Quadro 3 — Total de casos novos de Tuberculose humana, sua proporc¢io e
ocorréncia em grupos populacionais de 100.000 habitantes, segundo a
Unidade Regional de Saude no Rio Grande do Norte, no periodo de

2008 a 2017.
TOTAL DE CASOS TB (2008 — 2017)

REGIONAL N % /10° hab. POPULACAO
Metropolitana 7.677 59,52 57,6 1.333.153
I URSAP 1.171 9,08 30,6 383.052
I URSAP 1.942 15,06 30,3 640.438
111 URSAP 752 5,83 21,4 351.041
IV URSAP 619 4,80 19,8 312.786
V URSAP 362 2,81 18,0 200.634
VI URSAP 375 2,91 14,8 253.894

TOTAL 12.898 100,00 37,1 3.474.998

FONTE: SUVIGE/SESAP-RN/Sinan

Dentre as formas de ocorréncia registradas da doenca, a pulmonar foi a que
reuniu maior notificagdo. No periodo, anotaram-se 11.018 casos desse tipo de
tuberculose, cuja média anual ¢ de 1.101,8; equivalendo a 85,43% do total das
notificagdes ou a 31,7 registros por 100.000 habitantes. Proporcionalmente a II URSAP
foi a que mais inseriu casos novos por ano, com 90,53% desses. Por outro lado, a
Unidade Metropolitana notificou a maior ocorréncia de tuberculose pulmonar para cada
100.000 habitantes, 48,4 casos. Os numeros apontam que a Unidade Regional de Pau
dos Ferros (VI URSAP) foi a que menos anotou casos: 324, representando uma
ocorréncia de 12,8 por 100.000 hab (Quadro 4).

Quadro 4 — Total de casos novos de Tuberculose pulmonar, sua proporcio e
ocorréncia em grupos populacionais de 100.000 habitantes, segundo a
Unidade Regional de Satide no Rio Grande do Norte, no periodo de

2008 a 2017.
PULMONAR

REGIONAL N % /10° hab. | POPULACAO
Metropolitana 6.453 84,06 48.4 1.333.153
I URSAP 1.000 85,40 26,1 383.052
I URSAP 1.758 90,53 27,4 640.438
III URSAP 660 87,77 18,8 351.041
IV URSAP 519 83,84 16,6 312.786
V URSAP 304 83,98 15,1 200.634
VI URSAP 324 86,40 12,8 253.894

TOTAL 11.018 85,43 31,7 3.474.998

FONTE: SUVIGE/SESAP-RN/Sinan
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Para as demais formas registradas: extrapulmonar e associada, os casos
contabilizados da doenga foram menos expressivos, conforme mostra o quadro 5. Na
primeira delas, a média anual de casos notificados foi de 151,7 e a ultima com 36,3
registros; equivalendo a uma porcentagem de 11,76% e 2,81% ou 4,4 e 1,0 novo caso de
Tb ao ano para cada grupo de 100.000 habitantes, respectivamente. Observa-se que na
IV URSAP, sediada em Caico, os casos na forma extrapulmonar da doenga registram a
maior propor¢ao regional no Estado — 14,1% (Quadro 5).

Quadro 5 — Total de casos novos de Tuberculose nas formas extrapulmonar e
associada, sua proporcio, e ocorréncia em grupos populacionais de
100.000 habitantes, segundo a Unidade Regional de Saude no Rio
Grande do Norte, no periodo de 2008 a 2017.

FORMAS DE TUBERCULOSE
REGIONAL EXTRAPULMONAR ASSOCIADA POPULACAO
N % | /10°hab. | N % | /10° hab.

METROPOLITANA 976 | 12,7 73 248 | 3,23 1,9 1.333.153
[ URSAP 136 | 11,6 3.6 35| 2,99 0,9 383.052
1 URSAP 161 | 83 2,5 23] 1,18 0,4 640.438
111 URSAP 71| 94 2,0 21| 2,79 0,6 351.041
IV URSAP 87 | 14,1 2.8 13| 2,10 0,4 312.786
V URSAP 47 | 13,0 23 11| 3,04 0,5 200.634
VI URSAP 39 | 10,4 1,5 12| 3,20 0,5 253.894

TOTAL 1.517 | 11,76 4,4 363 | 2,81 1,0 3.474.998

FONTE: SUVIGE/SESAP-RN/Sinan

Das formas clinicas da doenca, predominantemente a mais observada no
territorio potiguar ¢ a pulmonar, cuja média anual de incidéncia foi de 85,43% ou 37,1
casos por grupo de 100 mil (Quadro 4), seguida pelas extrapulmonar e associada: 11,76
e 2,81, respectivamente (Quadro 5). Estes registros estdo em consondncia com 0s
estudos de Hino et al. (2013) e Araujo et al., (2013), cujos artigos descreveram sobre a
Tb em Sado Paulo e Paraiba, respectivamente. O Rio Grande do Norte ¢ um estado
nordestino e de acordo com Pereira et al. (2018), algumas situagdes, como pobreza,
desnutricdo, mas condicdes sanitarias, alta densidade populacional, advento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e envelhecimento da populacdo, sdo
fatores implicados na disseminacdo e gravidade da doenca. Além disso, a associacdo
entre a incidéncia de tuberculose e as varidveis socioecondmicas ¢ descrita em diversos
estudos e corrobora a observagdo da alta carga da doenca nos paises ditos em
desenvolvimento, como o Brasil.

Constatou-se que ha divergéncias entre as informagdes publicadas nos Boletins
Epidemiologios do Ministério da Saude (BRASIL, 2017a) com os dados primarios
utilizados neste estudo. Enquanto aquele reporta uma incidéncia de 27,0; este ratifica
para cima a incidéncia, denotando um coeficiente maior: 37,1 casos por grupo de 100
mil (Quadro 3). Além disso, a doenga apresentou comportamento com tendéncia de
crescimento nos anos observados (Grafico 1), contrariando o que estd proposto pelo
Ministério da Satde para tornar o Brasil livre da tuberculose (Brasil, 2017a);
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Grafico 1 — Comportamento anual da Tb no Rio Grande do Norte, de acordo com
casos novos notificados, no periodo de 2008 a 2017.

Comportamento da TB no Rio Grande do Norte, segundo as
formas de ocorréncia, no periodo de 2008 a 2017.
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FONTE: SUVIGE/SESAP-RN/Sinan

De acordo com o Boletim Epidemiologico (Brasil, 2017a) acerca da estratégia
End TB da OMS, considerou trés pilares fundamentais para o fim da Tb no Brasil: a)
atencdo e prevengdo integradas, centradas no paciente; b) politicas arrojadas e sistemas
de apoio; e, ¢) intensificagdo da pesquisa e inovacdo. Ao cumprimento na execu¢do das
acOes integradas ao Plano, as quais comtemplam medidas voltadas a atengdo e
prevencdo centradas no paciente, como a realizagdo de testes HIV para casos novos da
doenga e o cultivo bacterioldgico de escarro. Em 2016, a SESAP-RN testou 64,2% dos
novos casos para HIV, apresentando nimeros superiores aos registros referentes a
Regido Nordeste: de 62,1%; contudo, bem inferiores aqueles que se referem ao Brasil:
73,2% (Brasil, 2017b). Ja em relacdo ao uso de cultivo bacteriologico de escarro para
identificar o agente etioldgico € preocupante a situagdo encontrada: apenas 12,6% dos
casos diagnosticados foram submetidos a cultivo; aquém dos niimeros reportados ao
Nordeste e Brasil, cujos registros apontam: 19,2% e 33,6%, respectivamente. Se o RN
adotasse realizar mais diagnosticos por meio de cultivo bacteriano, a ocorréncia da Tb
extrapulmonar poderia ser mais bem compreendida, como ¢ observado na IV URSAP —
Caicd, regido que expressou a maior propor¢do desta forma desta bacteriose no estado.
Essa pratica, certamente contribuiria para elucidar sobre a ocorréncia da Tb zoonotica
no estado, haja vista ser nesta regido que estd inserida a maior bacia leiteira potiguar e
sua populacdo rural ter por habito o consumo de leite e queijos artesanais, produzidos
em sua maioria com leite sem o devido tratamento térmico — in natura (ADESE, 2011).

CONSIDERAGOES FINAIS

Medidas amplas de protecdo a populagdo e ao meio ambiente, bem como o
fortalecimento dos servicos de saude sdo essenciais para que se consiga atingir as metas
propostas no End TB, sejam de controle e/ou de erradicacao.



25

E evidente que ha necessidade de compromisso politico, de cuidados
verdadeiramente centrados no paciente e de aten¢do as comorbidades, bem como de
controle de fatores de risco, como diabetes, infeccdo pelo HIV, uso de drogas ilicitas,
tabagismo e transtornos mentais. Também se deve dar atencdo especial a grupos
vulneréaveis, populagdes de baixa renda e grupos desassistidos.
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CAPITULOII

Pesquisa de Mycobacterium spp. em queijos de coalho comercializados
no municipio de Caicd, Rio Grande do Norte, Brasil.

(Artigo em submissdo junto a Revista
Ciéncia Rural — sob o codigo CR-2019-
0039. Ver Anexo 03 e 04).
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Pesquisa deMycobacteriumspp. em queijos decoalho comercializados no municipio de
Caicd, Rio Grande do Norte, Brasil.
Detection of Mycobacterium spp. in Coalho cheese commercialized in the city of Caico,
Rio Grande do Norte, Brazil.
(Artigo cientifico)
RESUMO
Objetivos: O presente estudo teve como finalidade diagnosticar Mycobaterium spp. em
queijosde coalho comercializados no municipio de Caic6-RN,utilizando-se cultivo bacteriano
e diagnodstico molecular. Metodologia: Analisou-se 50 amostras de queijo de coalho obtidas
aleatoriamente no comércio local, sendo 35 elaboradas a partir de leite cru (artesanal) e 15
com leite pasteurizado (industrializado). Extraiu-se material dessas amostras, as quais foram
submetidas a processos: para obtencdo de DNA; cultivo (Stonebrink);de PCR convencional
para pesquisa de M. bovis;e, finalmente,nested-PCR para Mycobacterium spp.
Resultados:Duas amostras (4%)apresentaram crescimento microbiano em meio de cultura,
asquais apresentaram identidade com Asp65 de: Mycobacterium lehmanii (ID da sequéncia:
KY933786.1, valor e: 2e-133, identidades: 312/363 [86%]); e Mycobacterium rutilum(ID da
sequéncia: LT629971.1, valor e: 3e-108, identidades: 331/371 [89%]), apontando-se como
indicativos de contaminacdo ambiental. H4 na literatura resultados publicados sobre
micobacterioses em humanos causadas por agentes com alta similaridade genética aos
encontrados neste estudo. Conclusdes:As MNT sdo microrganismos emergentes € de
natureza ubiqua. Devido a essas caracteristicas merecem maior aten¢ao na cadeia produtiva de
queijos, tanto nas boas praticas agropecuarias (BPAs) quanto nas boas praticas de fabricagdo
de alimentos (BPFs).
Palavras-chave:  Mycobacteriumssp.;  Mycobacterium  lehmanii; ~ Mycobacterium

rutilum;queijo de coalho; cultivo bacteriano e diagnostico molecular.
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ABSTRACT

Objectives: The present study aimed to diagnose Mycobaterium spp. in Coalho cheese
commercialized in the city of Caic6-RN Brazil, using bacterial culture and molecular
diagnosis. Materials and Methods: 50 samples of Coalho cheese obtained from local street
market were analyzed, 35 of which were made from raw milk (artesanal cheese) and 15 with
pasteurized milk (industrialized cheese). Material was extracted from these samples, which
were submitted to processes: to obtain DNA; cultivation (Stonebrink); conventional PCR for
M. bovis; and finally, nested-PCR for Mycobacterium spp. Results: Two samples (4%)
presented microbial growth in culture medium, which had Asp65 identity of: Mycobacterium
lehmanii (sequence ID: KY933786.1, e value: 2e-133, identities: 312/363 [86% ]); and
Mycobacterium rutilum (sequence ID: LT629971.1, value e: 3e-108, identities: 331/371
[89%]), being indicated as indicative of environmental contamination. There are published
results on mycobacterioses in humans and animals caused by agents with high genetic
similarity to those found in this study. Conclusions: NTMs are emerging microorganisms of a
ubiquitous nature. Due to these characteristics, they deserve greater attention in the cheese
production chain, both in good agricultural practices (GAPs) and in good food manufacturing
practices (GMPs).

Key words: Mycobacterium ssp.; Mycobacterium lehmanii; Mycobacterium rutilum; Coalho

cheese; bacterial culture and molecular diagnosis.

INTRODUCAO
O género Mycobacteriumcompreende 188 espécies, incluindo vérios patdogenos
humanos importantes, bem como numerosas outras espécies ambientais(GUPTA; LO; SON,

2018).Esse género engloba organismos heterogéneos em termos de metabolismo,
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crescimento,nicho, epidemiologia, patogenicidade e distribuicdo geografica. Existem
patdgenos notaveis, como M. tuberculosis,M. bovis e M. leprae; no entanto, a maioria
sdoorganismos ambientais atuando tipicamente como agentes
infecciososoportunistas(CHIMARA et al., 2008).Das doengas provocadas por essas bactérias,
atuberculose ainda ¢, mundialmente, o principal problema de saude publica e ocupa lugar de
lideranga na causa mortis por doencas infecciosas, especialmente nos paises em
desenvolvimento(ROCCHETTI et al., 2016).

De acordo com Cezar et al. (2016),0 consumo de leite e seus derivados contaminados,
tais como queijos e iogurtes, com M. bovis representam a principal via de infec¢do da
tuberculose zoonoética para o homem.Contudo, Falkinham (1996)enfatizou o impacto de
micobactérias ndo tuberculosas na morbidade e mortalidade de pacientes com AIDS (e
imunossuprimidos),estimulou o inicio de estudos sobre epidemiologia, ecologia, genética,
biologia molecular e fisiologia de micobacterioses ndo tuberculosas.Em estudo posterior, esse
autor atribui que em parte, este aumento surpreendente no niimero de espécies deve-se a
seuaparecimento em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) eo
advento de métodos para sequenciamento de DNA(FALKINHAM, 2013).Dessa forma, as
MNT ganharam proeminéncia nos ultimos anos, e agora representam entre 30% e 50% do
nimero total de micobactérias isoladas em laboratérios de microbiologia(MARTINEZ
GONZALEZ et al., 2017).

O Codex Aimentarius (2004)corrobora que todos os alimentos t€ém o potencial de
causar doengas (DTAs), e o leite e os produtos lacteos ndo sdao excecdo. Os produtos lacteos
podem transportar microrganismos patogénicos, € a presenga desses microbios no leite podem
aumentar o risco de causar DTAs.Ao contrario dos membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis, os MNT ndo sdo parasitas obrigatorios. Micobactérias ndo tuberculosas sdo

habitantes normais, ndo contaminantes, de solos e 4gua(FALKINHAM, 2013).
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A contamina¢do microbiana de queijos tem consequéncias muito importantes, tanto
para a industria de laticinios, dadas as possiveis perdas econdmicas, como para a saude
publica, devido ao risco de surtos de DTAs(DE OLIVEIRA et al., 2017).

Queijos artesanais sao produzidos com leite sem o devido tratamento térmico
adequado em pequenas fazendas ao redor do mundo e muitas vezes a producao artesanal
desses produtos ndo atende aos requisitos higi€énico-sanitarios exigidos pelos 6rgaos oficiais,
principalmente quanto a possibilidade de contaminacdo com patdgenos devido ao uso de leite
cru obtido de vacas leiteiras insalubres,manejadas com baixo rigor higiénico (CEZAR et al.,
2016), sendo, portanto, fontes potenciais de infeccdo. O queijo de coalho artesanal é um
produto lacteo popular, amplamente consumido na regido Nordeste do Brasil, sendo
produzido com leite cru ou pasteurizado, adicionando-se coalho, e submetido ao
cozimento(FARIA et al., 2014). O consumo de queijosde coalho artesanais provenientes de
feiras livres representa um risco para a saide humana, devido a possibilidade de transmissdo
de MNT e outras actinobactérias potencialmente patogénicas(SARTI et al., 2018).Embora os
consumidores tenham acesso a queijos elaborados com leite pasteurizado ¢ geralmente aceito
que o queijo feito com leite cru produz um sabor mais intenso do que aquele feito com leite
pasteurizado(BEUVIER; BUCHIN, 2005).

O municipio de Caico, codigo 2402006 (IBGE, 2017), estd inserido no Territério
denominado Serid6 Potiguar, que fica na Mesorregido Central do Estado do Rio Grande do
Norte, Brasil. A pecudria e o setor de laticinios nesta regido tém atualmente uma importancia
fundamental na organizagdo socioespacial agraria e regional(ADESE, 2011). Ainda de acordo
com a ADESE (2011), nesta regido as queijeiras somam aproximadamente 314 unidades que
absorvem 42,25% de toda producdo de leite para a fabricagdo de diversos tipos de queijos
como: manteiga, coalho e ricota. Sua produ¢do anual ¢ de 315 toneladas, e atende o mercado

consumidor de parte do Rio Grande do Norte e de outros estados do pais.
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Considerando a importancia do consumo dequeijo de coalho no Nordeste brasileiro e
sua possivel participacdo na cadeia epidemiologica de DTAs para humanos, o objetivo do
presente estudo foi detectar Mycobacterium spp.nesse tipo de queijo (artesanais e
industrializados), comercializados no sertdodo Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil, por

meio da associacao de técnicas de cultivo bacterioldgico e diagndstico molecular.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Foram colhidas 50 amostras de queijo de coalhono comércio varejista de Caico,
Estado Rio Grandes do Norte; contudo, parte delas (n=03) foi produzida no Estado da
Paraiba. Desse total, 35 foram produzidas peloprocesso artesanal, com leite cru; e as outras
15, provenientes de estabelecimentos industrializados de pequeno e médio porte,cujo
processode producdo j& se realiza a pasteurizacio do leite.O material colhido foi
acondicionado em sacos plasticos, e em seguida submetido ao congelamento em freezer em
temperatura de -20°C. Nessa condi¢do foi transportado em caixas isotérmicas até o
Laboratério de Imunologia da Sanidade Animal da Embrapa Gado de CorteCampo Grande,
MS, Brasil.
Extracao de DNAde queijo de coalho para PCR convencional

Aliquotas de 2g de queijo de coalho foram maceradas com pistilo até a obter-se
mistura homogénea e colocada em tubo Falcon 50ml; adicionou-se 10 ml de tampao de lise
alimentar (FoodLysis Buffer/DNeasymericonFood Kit) e 25 nl de solugdo Proteinase K
(Proteinase K Solution) e agitada em vortex. Incubou-se a 60°Cpor30 minutos, submetendo-
as a agitacdo intermitente (a cada 10 min.). Apos a incubagao, foram resfriadas a temperatura
ambiente (15°C a 25°C) e centrifugadas por5 minutos a 2.500 X g, evitando-se a transferéncia

de sedimentos para as etapas subsequentes do Protocolo. Transferiu-se cuidadosamente 7,0 ml
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do sobrenadante limpido para um tubo Falcon 15 ml, contendo 5 ml de fenol/cloroférmio
gelado. Logo apds,incubados em gelo, sob agitagdo intermitente (3 vezes) a cada 10 minutos e
centrifugados na velocidade maxima (4.450 rpm) em micro centrifuga refrigerada a 4°C.

O sobrenadante (fase superior aquosa) foi cuidadosamente removido para
um‘“novo”’tubo Falcon de 15ml, evitando-seassim a transferéncia de proteinas precipitadas e
se repetiu os passos anteriores,substituindo-se o fenol/cloroformio por cloroférmio.
Adicionou-se 2,5 ml de acetato de amdnia 7M,homogeneizando-se a solugdo. Pds-se 1 ml em
microtubos (Eppendorf) de 2ml, adicionando-se 1 ml de Etanol absoluto em cada
microtubo;seguida por homogeneizac¢do. Deixou-se no freezer a -20°C, por pelo menos 2
horas;seguiu-se com uma centrifuga¢do por 15 minutos emmicrocentrifuga ndo refrigerada a
14.000 rpm, descartando-se o sobrenadante. Ospelletsforam lavados com etanol 70% gelado e
deixados para secar completamente em temperatura ambiente.

Apo6s secagem, adicionou-se 300ul de dgua mili”’Q” autoclavadapara dissolver bem o
sedimento, a concentragdo do DNA foi verificada em aparelho Qubit (Invitrogen) e sua

integridade por meio de Gel de Agarose a 1%.

Nested-PCR para deteccdo direta do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT)
emqueijos de coalho

A nested-PCR para o gene rv2807 do CMT foi realizada em duas etapas
deamplificagdo, segundo ARAUJO et al. (2014). Inicialmente, para PCR convencional,foram
utilizados os iniciadores rv2807externoF: GGCGGTGGCGGAGTTGAAGGCGATGe
rv2807externoR: GCCGCGAGCGAGTCTGGGCGATGTC. Para a segunda amplificacdo,por
PCR em tempo real, foram utilizados os iniciadores  rv2807internoF:
CATTGCTGCGTAATTCGATCA e rv2807internoR: GACCTTGGGGCGCTCAT; e

sondabFAMCAT-CCA-CAC-CTG-TTC-GMGBNFQ.
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Durante a primeira etapa, a PCR convencional foi realizada utilizando 10 pmol de
cadainiciador, 10 mM de dNTPs (Invitrogen, EUA), 2,5 ul de tampao 10 x (Sigma, EUA),
1,25U de Taq DNA polimerase (Sigma, EUA), 100 ng de DNAe, em um volume final
derecagao de 25 ul. As condi¢oes de amplificagdo por PCR foram 95°C por 4 min, e 35ciclos
de 95°C por 90 seg, 65°C por 30 seg, 72°C por 45 seg, com extensdo final a 72°C por 3 min.
As amplificagdes por PCR em tempo real foram realizadas na segunda etapa,utilizando 5
pmol de cada iniciador (AppliedBiosystems, EUA), 5 pmol de sondaTagMan
(AppliedBiosystems, EUA), 6,25 ul de Master Mix PCR TagMan (AppliedBiosystems,
EUA), 3 ul da reagdo de PCR convencional, realizada durante o primeiroestdgio, em um
volume final de reacdo de 12,5 pl. As condi¢des de amplificagdo daPCR em tempo real
foram: 95°C por 10 min para desnaturagéo inicial, 35 ciclos dedesnaturagdo a 95°C por 15 seg
¢ anelamento/extensdo a 62°C por 30 seg (Aragjo etal., 2014). Todas as rea¢des foram
realizadas em um termocicladorStepOne Plus(AppliedBiosystems, EUA), em duplicata,

utilizando DNA molde de M. bovis ANS comocontroles de reagdo positiva.

Cultivo bacteriano (Stonebrink)

Macerou-se 5g de cada amostra de queijo de coalho em cadinho com 5 ml de solugdo
fisioldgica de NaCI(SF) 0,9%, estéril; ao macerado, acrescentou-se 40 ml de SF 0,9% estéril
seguido de homogeneizacdo. Dessa mistura, foram separados 5 ml, os quais foram
centrifugados por 15 minutos a 1.000 x g. Descartou-se a fase intermediaria e ao sedimento
foram adicionados 5ml de dgua tipo I estéril com posterior agitagdo em vortex. Em seguida,
foram transferidos 5 ml da suspensao para um tubo limpo e adicionados 3ml de Lauril Sulfato
de Sdédio,seguido por agitagdo; incubou-se a 37°C o tubo contendo o material durante 20

minutos, submetendo-o a agitagdo a cada 5 minutos.
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Extraciao de DNA do cultivo Stonebrink

O protocolo de extragdo de DNA foi baseado no método de termélise, de acordo com
De Medici, D. et al (2003).

A técnica se iniciou por transferir 1 ml da amostra obtida na fase de cultivo para um
microtubo de 1,5 ml, e centrifuga-la durante 10 minutos a 14.000 x g. Descartou-se o
sobrenadante cuidadosamente,e o sedimento foi ressuspenso em 300 ul de agua ultrapura com
auxilio do vortex. A proxima etapa foi centrifugar a 14.000 x g durante 5 minutos, €
novamente o sobrenadante foi cuidadosamente descartado. Ressuspendeu-se o sedimento em
200 pl de agua ultrapura, que foi agitado com o vortex. O tubo em seguida foi incubado a
100°C porl5 minutos, e seguidamente resfriado em gelo. Centrifugou-se o tubo durante 5
minutos a 14.000 x g a 40°Ce o sobrenadante transferido cuidadosamente para um novo
microtubo. Incubou-seesse novamente por 10 minutos a 100°Ce esfriado imediatamente em
gelo. Separou-se uma aliquota de 5 pl do sobrenadante para analisar DNA.

A concentragdo do DNA foi verificada em aparelho Qubit (Invitrogen) e sua

integridade por meio de gel de agarose corado.

PCR para identificacao de isolados bacterianos, obtidos em meio Stonebrink

Realizou-se PCR com iniciadores que flanqueiam a regido de diferenciacao 4 (RD4),
especifica de M. bovis, mb400F: AACGCGACGACCTCATATTC e mb400R:
AAGGCGAACAGATTCAGCAT, que amplificam fragmento de 400 pb, segundo Sales et al.
(2014) com modificagdes. A PCR foi realizada utilizando 10 pmol de cada iniciador, 10 mM
de dNTPs (Invitrogen, EUA), 2,5 ul de tampao 10 x (Sigma, EUA), 1,25 U de Tag DNA
polimerase (Sigma, EUA), 100 ng de DNA, em um volume final de reacdo de 25 pl. As

condi¢des de amplificagdo por PCR foram 94°C por 5 min, e 35 ciclos a 94°C por 30 seg,

56°C por 30 seg, 72°C por 35 seg, com extensdo final a 72°C por 3 min.
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36

Os isolados negativos na PCR para RD4, foram submetidos a PCR para hsp65 de
Mycobacterium spp., para posterior sequenciamento de DNA. Para tanto, foram utilizados os
iniciadores Tbl1: ACCAACGATGGTGTGTCCAT e Tb12:
CTTGTCGAACCGCATACCCT para Mycobacterium spp., segundo TALENTI et al. (1993).
A PCR foi realizada utilizando 10 pmol de cada iniciador, 10 mM de dNTPs (Invitrogen,
EUA), 2,5 ul de tampao 10 x (Sigma, EUA), 1,25 U de Tag DNA polimerase (Sigma, EUA),
100 ng de DNA, em um volume de reacao de 25 pul. As condi¢des de amplificagdo por PCR
foram: 45 ciclos de desnaturagdo por 60 seg a 94°C, anelamento por 60 seg a 60°C, ¢
extensdo a 72°C, seguido por 10 min de extensdo a 72°C.

Posteriormente, os produtos da PCR foram purificados usando o ExoSAP e
sequenciados em duplicata, usando o Big DyeTerminator Kit CycleSequencing (versdo 3.1,
AppliedBiosystems, Foster City, EUA). As sequéncias de DNA de consenso resultantes foram

submetidas a busca de identidade usando do Blastn (NCBI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de queijo de coalhoproduziram resultado negativo na nested-PCR para
CMT (gene rv2807).

No cultivo das amostras em meio Stonebrink, duas apresentaram crescimento
bacteriano (4%). Verificou-se que os isolados apresentaram identidade com #hsp65 de
Mycobacterium lehmannii(ID da sequéncia: LT629971.1, valor e: 3e-108, identidades:
331/371 [89%]); eMycobacterium rutilum(ID da sequéncia: KY933786.1, valor e: 2e-133,
identidades: 312/363 [86%]).

Nao ha dados epidemiologicos oficiais atualizados sobre a prevaléncia da tuberculose
animal nos Estados do Rio Grande do Norte e Paraiba. Entretanto, os dados oficiais

disponiveis sobre a ocorréncia da doenca por M. bovis, no rebanho bovino, referem-se a
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indice nacional de 1,3% (BRASIL, 2006). Esses dados estdo em concordancia com estudo
publicado por Ferreira Neto et al.(2016), que utilizando testes de tuberculinizagdo no rebanho
bovino de 13 estados brasileiros produtores de leite observou o predominio de prevaléncia
situada até 1,5%; exceto regides do Espirito Santo, norte de Sao Paulo, sul de Minas Gerais
cujos indices observados variaram entre 1,5% e 2,5%.

O nao isolamento de M. bovis neste trabalho ndo surpreende e estd em consonancia
com as observagdes de Moriconi(2013),que pesquisou a ocorréncia deM. bovis em queijos
minas meia cura na cidade de Sao Paulo. A autora atribuiu a negatividade no seu trabalho ao
fato de ndo haver um método especifico para pesquisa de M. bovis emprodutos lacteos que
permita a detec¢do de baixos niveis de micobactérias, cujascélulas podem estar injuriadas na
presenga de alta carga de microrganismoscompetidores e de alteragdes de pH e atividade de
agua do processo de fabricagdodo queijo.Ainda de acordo com Mariconi (2013), € necessario
se considerar a diluicao do leite ordenhado de animais infectados ao leite dos saudaveiscomo
sendo mais um dos fatores que contribuem para dificultar o isolamento do agente em queijos.

No Brasil ainda sdo incipientes os estudos para avaliar a presenga de micobactérias em
queijosde coalho.Em pesquisa conduzida por Rocha(2013)em queijosde coalho produzidos no
Estado do Piaui, Brasil, encontrou-se evidéncias moleculares (mesmo sem ter ocorrido o
isolamento classico) de M. bovisem 10% do material analisado e isso gerou um alerta as
autoridades sobre a necessidade de mais pesquisas visando a busca desse patdogeno em
humanos, animais e alimentos, bem como estudos visando a padronizagdo do processo de
produgdo de queijos artesanais, buscando garantir a inocuidade desse produto.Barros de Melo
et al, (2014), analisaramqueijos de varios tipos apreendidos em aeroportos
internacionais(n=147), e o M. bovis foi identificado em 18 queijos (17,5%), enquanto M.

aviumparatuberculosis (MAP) foi amplificado em 13 (8,4%). Em outro estudo, conduzido por
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Cezar et al.(2016) publicou-se a prevaléncia de 2.8% de M. bovis em queijos de coalho
artesanais produzidos no agreste do Estado de Pernambuco, Brasil.

As MNT sdo microrganismos ubiquos, geralmente encontrados na 4agua, solo e
poeiras. Até pouco tempo ndo estavam associadas a patogenias em seres humanos, mas
recentemente com o advento do diagnostico molecular passaram a ser constantemente citadas
em artigos de pesquisas médicas (FALKINHAM, 2013). Em estudo posterior, Falkinham
(2015) atribuiu o aumento crescente de novas espécies de micobactérias a: 1) maior
suscetibilidade de individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia humana a infecc¢ao
por MNT; 2) melhores técnicas para cultura primaria de MNT; e 3) deteccao de infecg¢ao por
isolamento direto de DNA e sequenciamento.Estudos recentes de biologia molecular
corroboram  essas  ideias, apresentando novas  espécies de  micobactérias:
Mycobacteriumlehmanniisp. nov. (NOUIOUI et al., 2017); e Mycobacteriumrutilumsp.
nov.(HENNESSEE et al., 2009). Esses microrganismos foram classificados se utilizando PCR
e sequenciamento deisp65 e apresentaram alta similiradidade genética com outras
micobactérias causadoras de infec¢ao em humanos.De acordo com a pesquisa de Nouiouiet al.
(2017), a analise BLAST das sequéncias completasdo gene 16S rRNA da cepaM.
lehmanniimostrou similiradidade de 98,3% de Mycobacterium moriokaense (DSM 44221) e
Mycobacterium novocastresense (DSM 44203).

A ocorréncia de micobacterioses por MNT ¢ emergente. Estudos tém relatado a
patogenia de microrganismos emergentes, como observado nas publicacdes de:Adékambi;
Raoult; Drancourt (2006), no qual os autoresrecuperaram trés isolados idénticos de novas
micobactérias de crescimento rapido (RGM) de aspirado bronquico e expectoragdo de uma
mulher de 49 anos com pneumonia, cuja andlise da sequéncia do gene 16S rRNA indicou que
as sequéncias dos isolados eram idénticas e compartilhavam semelhangas de 99,7% e 98,1%

com as de Mycobacterium moriokaense e Mycobacterium gadium, respectivamente;Lamy et
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al.(2008), mencionaram sobre Mycobacterium fortuitum—group causando infeccdes em
tecidos moles e osteites em humanos. Em tecidos animais, Thoen (2018) relata o
Mycobacterium fortuitum associado a mastite em vacas, infec¢cdes pulmonares em caes, lesdes
linfonodais em porcos, bem como a lesdes cutaneas em gatos e cachorros. Em 2011, Shojaei;
Hashemi; Nasser (2011) relataram dois casos de infec¢do em humanos causados pelo
Mycobacterium novocastrense: sendo um pulmonar e outro de infeccdo em ferimentos.No
Brasil, estudo de caso publicado porAndrade et al. (2018)relatouacerca de um paciente de
dificil tratamento com infec¢do mista por tuberculose (TB) e micobactériasndo tuberculosas
(MNT), co-infectado com HIV, cancer e outras doencas associadas. Nesse trabalho as
identificacdes dos isolados foram: Complexo Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
intracelullare/chimaera e M. fortuitum, isolados de amostras pulmonares.

Essasmicobactérias sdoclassificadas como Grampositivas, de crescimento rapido em
meio dalcool-acido e facultativamente anaerdbicas. Nao sdo moveis eem cultivo
apresentamcoloragdoamarelo-alaranjada (cor de ferrugem). Esses agentes sdo de crescimento
rapido e apresentam otimo desenvolvimento a 37°C, na presenca de luz e/ou escuriddo,fato
observado apos 5 dias em varios meios de cultivo (Lowenstein—Jensen; Middlebrook TH10
agar; GYM; TSA). Além disso, apresentaram toleranciaa salinidade de média a alta (2,5 a

5,0%).Com essas caracteristicas metabodlicas esses microbios apresentam potencial de

sobrevivéncia e desenvolvimento em meios assemelhados aoencontrado em queijos de coalho.

A formacao de biofilme ¢ uma estratégia de sobrevivéncia bem-sucedida utilizada por
micobactérias ambientais (SOUSA et al., 2015). Portanto, deficiéncias na sanidade do
rebanho eordenha realizada em ambientes onde n3o se adotam as Boas Praticas
Agropecudrias(BPAs), bem como a elaboragdo de produtos lacteos em ambientes insalubres
sem serem observadas normas de Boas Praticas de Fabricagdo (BPFs) sdo tecnicamente

favoraveis ao desenvolvimento dessasbactérias. Em estudo de Faria et al.(2014), atribuiu-se
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que o manejo sanitario deficiente dos rebanhos leiteiros, bem como os cuidados inadequados
no processamento de queijos, sugere um crescente risco de contaminacdo por muitos
microrganismos, que depreciam o produto e colocam em risco a saude humana.

Embora seja maior o foco das pesquisas em detectar a presenca deM. bovis e MAP em
queijos elaborados com leite de vaca, haja vista o ja conhecido potencial zoonético dos
agentes e o habito de se produzir queijos com leite cru, estudos mais recentes tém direcionado
sua atenc¢do para detectar a ocorréncia de outras micobactérias nestes alimentos. Isso pode ser
observado nos trabalhos de Faria et al.(2014), ondese detectou DNA especifico para MAP em
10% (3/30) das amostras de queijo de coalho; e mais recentemente,Sarti et al.(2018) analisou
queijos de coalho comercializados no Estado da Paraiba, Brasil, edetectou contaminacdo de
5% (n=100) com MNT (M. fortuitum, M.novocastrense), e  actinobactérias

(Bifidobacteriumcrudilactis, Kocuriarhizophila, € Kocuria palustres).

CONCLUSOES

Atualmente as MNT s3o microrganismos emergentes € por serem de natureza ubiqua
merecem atengao especial, principalmente no que diz respeito as Boas Praticas Agropecudrias
— BPAs, na obtengdo do leite, ¢ as Boas Praticas de Fabricagdo — BPFs, no que se refere a
elaboragdo de produtos lacteos.

Neste estudo diagnosticou-se a presenga de MNT (Mycobacterium rutilum sp. nov. e
Mycobacterium lehmannii sp. nov.). em queijos de coalho comercializados em Caic6, Rio
Grande do Norte.O consumo de queijo de coalho contaminado representa risco a saude
publica, uma vez que podera ser um agentedifusor de microrganismos. Queijos devem ser
produzidos sob maior controle da inspec¢do sanitaria. Politicas para garantir a qualidade deste
tipo de queijo devem ser implementadas nas regides de maior produgdo, o que pode ser

alcancado com o uso de técnicas moleculares.
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CONSIDERAGOES GERAIS

Com o presente trabalho foi possivel se conhecer a atual situagéo
epidemioldgica da tuberculose humana no Estado do Rio Grande do Norte,
Brasil, no periodo de 2008 a 2017. A doenga esta presente em todo territorio
Potiguar, havendo registros das trés formas da doenca em todas as Unidades
Regionais de Saude (URSAPs), com forte predominio da forma pulmonar desta
bacteriose. Porém, chamou atengdo a ocorréncia de registros da forma
extrapulmonar, a qual apresenta forte correlacdo com a TB zoondtica em
humanos, principalmente no territério da IV URSAP (Caic6-RN). Sabe-se que
clinicamente ndo é possivel distingui-las, sendo necessario a realizacédo de
cultivo bacteriolégico. Segundo dados do Sinan, no RN apenas 12,6% destes
casos novos sao submetidos a cultivo, evidenciando caréncia de investimentos
nos servigos do Programa de controle da doenga. Também foi possivel se
avaliar a qualidade microbiolégica do queijo de coalho comercializado no
municipio de Caico-RN, pesquisando-se a presenca de Mycobacterium spp
através de cultivo e diagndstico molecular. Como resultado, ndo se detectou
micobactérias do CMT no material analisado; porém, das 50 amostras
analisadas, em duas dessas (4%) foi possivel identificar a presenca de
micobactérias nao tuberculosas (MNTs): Mycobacterium Ilehmanii e
Mycobacterium rutilum. As MNTs s&o microrganismos ubiquos, insinuando a
existéncia de contaminacdo ambiental destes queijos. Conhecendo-se as
caracteristicas destas micobactérias, sugere-se aos servigos oficiais darem
maior atengao a cadeia produtiva de queijos, tanto em relagéo as boas praticas

agropecuarias (BPAs) quanto nas boas praticas de fabricacéo (BPFs).
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¢ tida como a principal causadora de dbitos por um unico agente infeccioso. A regido das Américas
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junto ao Programa de Tuberculose no Rio Grande do Norte, da Subcoordenadoria de Vigilancia
Epidemiolégica — SUVIGE/SESAP-RN, enquanto os dados secundarios foram colhidos junto ao
Sinan/Ministério da Saude.

Resultados e Discussdo: Observou-se haver divergéncia entre os coeficientes de incidéncia calculados com
dados primarios daqueles que estéo publicados em Boletins Epidemiologicos: 37,1 a 27,0, por grupo de 100
mil habitantes; além disso, a doenga apresentou tendéncia linear de crescimento no Rio Grande do Norte.

Consideracdes finais: Medidas amplas de protegdo a populagdo e ao meio ambiente, bem como o

fortalecimento dos servigos de satde sdo essenciais para que se consiga atingir as metas propostas no End
TB, sejam de controle e/ou de erradicagao.

INDEXACAO

Area e sub-area do Ciéncias Agrarias, Sanidade Animal
Conhecimento

Palavras-chave Ciéncia Animal

Geo-espacial Brasil

Cronologica ou historica —

Caracteristicas da —
amostragem da pesquisa

Idioma pt
AGENCIAS DE FOMENTO
Agéncias —

REFERENCIAS

Referéncias ADESE. Diagnostico da Bacia Leiteira do Territério Serido. Caic6-RN: Colegiado Territorial do Serido,
2011.
ARAUJO, K. M. da F. A. et al. Evolugdo da distribui¢io espacial dos casos novos de tuberculose no
municipio de Patos (PB), 2001-2010. Cadernos Saude Coletiva, v. 21, n. 3, p. 296-302, 2013.
BRASIL. REGIONALIZACAO DA ASSISTENCIA A SAUDE: APROFUNDANDO A
DESCENTRALIZACAO COM EQUIDADE NO ACESSO. [s.I: s.n.]. Disponivel em:
BRASIL. Brasil Livre da tuberculose. 1a ed. Brasilia-DF: Biblioteca Virtual em Saude do Ministério da
Saude Ministério da saade , 2017a.
BRASIL, Ministério da saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Indicadores prioritarios para o
monitoramento do Plano Nacional pelo Fim da Tuberculose como Problema de Satude Publica no Brasil.
Boletim Epidemiologico, v. 48, n. 8, p. 11, 2017b.
CEZAR, R. D. S. et al. Detection of Mycobacterium bovis in artisanal cheese in the state of Pernambuco,
Brazil. International Journal of Mycobacteriology, v. 5, n. 3, p. 269-272, 2016.
FARIA, A. C. S. et al. Short communication: Viable Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in
retail artisanal Coalho cheese from Northeastern Brazil. Journal of Dairy Science, v. 97, n. 7, p. 4111-4114,
jul. 2014..
HINO, B. etal. A OCORRENCIA DA TUBERCULOSE EM UM DISTRITO ADMINISTRATIVO DO
MUNICIPIO DE SAO PAULO. Escola Anna Nery Revista de Enfermagem Universidade Federal do Rio de
Janeiro, v. 17, n. 1, p. 153159, 2013.
MABLESON, H. E. et al. Neglected Zoonotic Diseases—The Long and Winding Road to Advocacy. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 8, n. 6, p. €2800, 5 jun. 2014.
PEREIRA, A. G. L. et al. Analise espacial de casos de tuberculose e associagdo com fatores
socioecondmicos: uma experiéncia no municipio do Rio de Janeiro. Cadernos Saude Coletiva, v. 26, n. 2, p.
203-210, jun. 2018.
SILVA, M. R. et al. Risk factors for human mycobacterium bovis infections in an urban area of Brazil.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 113, n. 8, p. 1-6, 2018.
THOEN, C. O. et al. Tuberculosis: a re-emerging disease in animals and humans. International Journal on
Tuberculosis and Lung Disease, v. 14, n. 9, p. 1075-1078, 2010.
WHO. Global tuberculosis report - 2018. Geneva: WHO - World Health Organization, 2018.

http://revistas.ufcg.edu.br/acsal/index.php/ACSA/author/submission/1121

50

212



06/02/2019

Normas
b \l‘-d(‘r""r:',‘ * N L
Ciéncia 51
DN nnas l =
L : \MD CS-‘:L e

ISSN Eletronico: 1678-4596

Portugués (83 | English £= | Esr

Pédgina inicial Artigos publicados Indexacdo Consultores
Fale conosco  Iniciar submissdo  Iniciar avaliagdo = Normas Noticias Quem somos = Taxas

Normas para publicagao

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes
bibliogréficas e notas referentes a drea de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletrénica e editados preferencialmente em idioma Inglés. Os
encaminhados em Portugués poderdo ser traduzidos ap6s a 12 rodada de avaliagdo para que ainda sejam revisados pelos consultores ad hoc e
editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso ndo traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicagdo, terdo que ser
obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado
de tradugdo pelas mesmas para seguir tramitagdo na CR.

Empresas credenciadas:

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform Crural10 code.
- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special rates.
- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/)

- Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)

O trabalho apds tradugdo e o respectivo certificado devem ser enviados para: rudiweiblen@gmail.com

As despesas de tradugdo serdo por conta dos autores. Todas as linhas deverdo ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho
devera ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espag¢o duplo, com margens superior, inferior,
esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisdo
bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e
individualmente por pagina, sendo que ndo poderdo ultrapassar as margens e nem estar com apresentagdo paisagem.

Tendo em vista o formato de publicagdo eletronica estaremos considerando manuscritos com paginas adicionais além dos limites acima. No
entanto, os trabalhos aprovados que possuirem paginas além do estipulado terdo um custo adicional para a publicagdo (vide taxa).

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key
words; Introdugdo com Revisdo de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo; Referéncias e Declaragdo de conflito de
interesses. Agradecimento(s) e Apresentacao; Contribuicdo dos autores; Fontes de Aquisi¢do; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca
devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovagdo de um comité de ética institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo
Modelo Humano, Declaragdo Modelo Animal).

4. A revisdo bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract;
Key words; Introdugdo; Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias e Declaragdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentagdo;
Contribuicdo dos autores; Fontes de Aquisigdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias.
Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovagdo de um comité de ética
institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo
Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Texto (sem subdivisdo, porém com introdugdo; metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras);
Referéncias e Declaragdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentagdo; Contribui¢do dos autores; Fontes de Aquisi¢do e Informe
Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovagao de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo Animal).

6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as seguintes informagdes em inglés, exceto para artigos
submetidos em portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

c) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informagdes acesse o seguinte tutorial.

http://coral.ufsm.br/ccr/cienciarural/normas.htm 1/3



06/02/2019

Normas
7. N3o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no enderego eletronico da revista www.scielo.br/cr.

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a 52
primeira letra do titulo do artigo deve ser mailscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo. O
nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des
quando necessarios.

9. As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailsculas seguidas do ano de publicagdo, conforme exemplos: Esses
resultados estdo de acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma formagdo congénita
(MOULTON, 1978).

10. Nesse link é disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o software EndNote (o EndNote é um software de gerenciamento de
referéncias, usado para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também ¢é disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para uso
com o software Mendeley.

11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas proprias da revista.

11.1. Citagdo de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazdnia a bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2,
p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:
COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirdrgicas em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de identificagdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos
abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages of the stored product pests Tribolium confusum
(Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Available
from: <http://dx.doi.org/10.1016/5S0022-474X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/50022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus
surinamensis (L.) to different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n.
8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/50103-84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv. 'Sertanejo'. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 47, n. 3,
€20150705, 2017 . Available from: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50103-84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>.
Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016. doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANGCA, M.E. Avaliagdo de cultivares do ensaio nacional de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE
PESQUISA DA UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de Pés-graduagdo e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.:
tentar evitar esse tipo de citagdo).

11.6. Tese, dissertagdo:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f.
Monografia/Disserta¢do/Tese (Especializagdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pés-graduagdo em Zootecnia, Universidade
Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagdo).

11.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Produgdo Animal, 1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo
de citagdo).

11.8. Informagdo verbal:

Identificada no proprio texto logo apds a informagdo, através da expressdo entre parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991
- Informe verbal). Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliogréficas, citar o enderego completo do autor (incluir E-mail), e/ou local, evento,
data e tipo de apresentagdo na qual foi emitida a informagao.

11.9. Documentos eletrdnicos:
MATERA, J.M. Afecgdes cirurgicas da coluna vertebral: andlise sobre as possibilidades do tratamento cirtirgico. Sdo Paulo : Departamento de
Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.
Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>. Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de
citacdo).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Online. Available from:
<http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar. 18, 2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen.
Maturitas, (Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Online. Available from: <http://www.
Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de recuperagdo de Ulcera de cérnea ndo infectada em nivel de estroma
médio. In: SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de
Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

12. Desenhos, gréficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a
denominagdo quadro. As figuras devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos (com largura de no
maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensdo .tiff. As tabelas devem
conter a palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo ardbico e ndo devem exceder uma lauda.
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13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es).

14. Serd obrigatdrio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo tramitara enquanto o referido item nao for 53
atendido. Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a Comissdo Editorial outro expediente poderad ser utilizado.

15. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.
17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.
18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a Comissdo Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit)
deverdo pagar a taxa de tramitagdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terdo a taxa de tramitagdo reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio usando o programa “Cross Check”.

21. Contribuigdo dos autores
Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados deveriam ter contribui¢Ges intelectuais substanciais tanto
para a pesquisa quanto para sua preparacdo. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faca o seu.

Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram os experimentos, BB realizou as analises laboratoriais. BB
supervisionou e coordenou os experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou analises estatisticas de dados experimentais.
WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos os autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois
Todos os autores contribuiram igualmente para a concepgdo e redagdo do manuscrito. Todos os autores revisaram criticamente o manuscrito e
aprovaram a versdo final.

Exemplo trés
Os autores contribuiram igualmente para o manuscrito.
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