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Resumo

Coxiella burnetii (C. burnetii) € uma bactéria gram-negativa causadora de uma
zoonose cosmopolita denominada febre Q. Infecta diferentes animais, sendo
os grandes ruminantes (bovinos) o maior reservatério. E conhecida por causar
distirbios gestacionais, tais como abortamentos, natimortos e partos
prematuros, além de ocasionar infertiidade, gerando grande prejuizo
econdbmico. A infeccdo em humanos ocorre pela inalacdo de aerossois
provindos dos excrementos, leite ou contato com produtos do parto destes
animais. O objetivo deste estudo foi investigar C. burnetii em 102 amostras de
leite bovino, a partir do leite de tanques de expansao de pequenas propriedades
de agricultura familiar, situadas em oito municipios, abrangendo a regiao
Centro-Oeste Paulista. Para isso, utilizou-se as técnicas moleculares de
Reacdo em Cadeia da Polimerase convencional (PCR), Nested-PCR e PCR
em tempo real (QPCR) e, em seguida, realizou-se 0 sequenciamento genético.
Posteriormente, foi realizada a andlise geografica de distribuicdo de casos
positivos diagnosticados nas regides estudadas. Detectou-se C. burnetii em
dezesseis amostras (15,68%) por Nested-PCR, vinte e duas (21,57%) pela
gPCR/Sybr e trinta e duas (31,37%) pela g°PCR/Sonda. A concordancia entre
0os métodos demonstrou-se mediana. Houve deteccdo em sete dos oito
municipios testados (87,50%). O gendtipo identificado foi ST61. A identificacdo
de C. burnetii indica possiveis riscos de infeccdo e impactos negativos na
pecuaria, de maneira silenciosa, visto que ndo ha testagem sistematica na
rotina de diagnéstico da qualidade do leite, levando a sub-notificacao.

Palavras-chave: febre Q, bovinos, leite de vaca, diagndstico molecular,

georreferenciamento.



Abstract

Coxiella burnetii (C. burnetii) is a gram-negative bacterium that causes a
cosmopolitan zoonosis called Q fever. It infects a range of animals, but large
ruminants (cattle) being the largest reservoir. It is known for causing gestational
disorders in animals such as miscarriage, stillbirths and premature births, and
infertility, generating a large negative economic impact. Infection in humans
occurs through inhalation of aerosols containing the bacteria, coming from the
excrement, milk or birth products of these animals. Therefore, the objective of
this work was to research C. burnetii in 102 samples of milk from lactating cows,
from milk from bulk tanks of small family farming properties. Different
municipalities in the Central-West region of S&o Paulo were tested. The
molecular techniques of conventional Polymerase Chain Reaction (PCR),
Nested PCR and real-time PCR (gPCR- Sybr and Probe) were used and then
genetic sequencing was carried out. Subsequently, a geographic analysis of the
distribution of positive cases diagnosed in the different regions studied was
carried out. C. burnetii was detected in sixteen samples (15.68%) by Nested-
PCR, twenty-two (21.57%) by gPCR/Sybr and thirty-two (31.37%) by
gPCR/Probe, the agreement between the methods proved to be reasonable.
There was detection in seven of the eight cities tested (87.50%). The genotype
idenfied was ST61. There is evidence of possible outbreaks and negative
impacts on livestock that the presence of C. burnetii can cause silently, as
notification and testing of the bacteria is not carried out, resulting in
underreporting.

Keywords: q fever, cattle, cow’s milk, molecular diagnosis, georeferencing.
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1. INTRODUCAO

Coxiella burnetii (C. burnetii) € uma proteobactéria gram-negativa
intracelular obrigatdria. Possui a estrutura de cocobacilo e pertence a ordem
Legionellales. E amplamente conhecida por causar uma doenca zoonoética
cosmopolita, a coxielose; também chamada de febre Q, quando identificada em
humanos. Tal bactéria é conhecida por infectar alguns grupos de animais como
caprinos, ovinos e bovinos (CDC, 2019).

C. burnetii € encontrada principalmente em produtos do nascimento
desses animais como, por exemplo, placenta e liquido amnidtico. Além disso,
produtos de abortamentos, urina, fezes e leite ja foram relatados como
responsaveis pela manutencao e transmissao da bactéria. Os humanos podem
infectar-se com C. burnetii a partir da inalacdo de aerossois contaminados. Os
sinais mais comumente relatados sdo semelhantes a gripe, como febre,
tremores, fadiga e dores musculares, e podem evoluir para um quadro
sintomatico grave e potencialmente fatal (Damasceno; Guerra, 2018).

Além das consequéncias relatadas em humanos, a doenca apresenta
um grande impacto na produtividade pecuaria, uma vez que causa disturbios
de gestacdo como infertilidade, abortamentos, natimortos e prematuros (Deka
et al., 2018).

Por possuir o maior rebanho comercial do mundo, o Brasil se enquadra
no maior exportador de carne bovina, no segundo maior produtor de carne e no
sexto maior produtor de leite no mundo (Instituto Brasileiro de Geografia
Estatistica, 2019). Tais coloca¢cdes demonstram que 0 pais possui um numero
expressivo de animais, refletindo a importancia da atividade pecuaria no Brasil.

No contexto brasileiro, a presenca de C. burnetti representa grande
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perda econdmica tanto animal quanto de mao de obra humana do ponto de
vista ocupacional (trabalhadores rurais, agricultores, veterinarios etc.). Por ter
uma grande magnitude de rebanhos, o Brasil também possui uma alta
quantidade de trabalhadores em risco ocupacional, que diariamente
encontram-se em contato direto com 0s animais, secre¢des, aerossois e
excrementos, além do possivel contato com carrapatos.

Além disso, grande parte da producédo de leite do nosso pais (cerca de
4.367.902 propriedades) é realizada em pequenas propriedades rurais, de
carater familiar. Essas propriedades sao caracterizadas por agricultura de
subsisténcia com pequena producdo e muitas vezes, pobreza rural. Ainda
assim, sao responsaveis por quase 85% dos estabelecimentos agropecuarios
brasileiros, correspondem a 38% do Valor Bruto Agropecuéario e 10% do
Produto Interno Bruto (Barcellos et al., 2019).

O leite nessas propriedades muitas vezes surge como alternativa
econdmica, e, por isso, € armazenado em tanques de refrigeracdo. Porém, tal
produto ndo passa por processos de pasteurizagdo ou de inspecao oficial para
verificacdo de contaminantes. Por se enquadrarem como pequeno porte de
carater familiar, muitas vezes o produto € utilizado para consumo préprio ou
comercializado para a populacdo local (rural e urbana) sem fervura, mais
conhecido como leite “cru”. Os pequenos produtores ainda utilizam esse leite
para producao de derivados como manteiga e queijo, todos sem pasteurizacao
(Barcellos et al., 2019).

A Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, 2017) citou que aproximadamente 30 milhdes de toneladas de leite séo

desperdicados devido a contaminacdo de agentes infecciosos causadores de
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zoonoses. Esse desperdicio contribui para a desnutricdo e diminuicdo da
resisténcia as doencas em idosos e criancas e causam embargos comerciais
uma vez que ha queda da produtividade e investimentos (Seimenis, 2008).
Logo, a pesquisa de C. burnetii nas amostras de leite avalia a qualidade deste
produto nos tanques de refrigeracao, além de contribuir para prevenir os casos
de zoonoses.

N&o h& dados especificos de casos confirmados de coxielose ou Febre
Q no Brasil, ja que de acordo com a Portaria n° 264, de 17 de fevereiro de 2020
do Ministério da Saude esta zoonose ndo € uma doenca de notificacdo
compulséria em humanos (BRASIL, 2020). Portanto, diante da comprovacéo
molecular de casos existentes no Brasil, torna-se necessaria a adocao de
medidas como alertar as autoridades sanitarias sobre a necessidade de um
diagnéstico rapido e seguro, orientar profissionais que se enquadram nos
grupos de risco e elaborar planos para o controle da disseminagéo da doenca.

De acordo com Meurer et al. (2022 a), a inclusao da febre Q como uma
doenca de notificacdo compulséria em humanos no Brasil constitui-se em uma
acdo importante para que esta zoonose deixe de ser subnotificada. Entretanto,
mesmo que haja notificacdo compulséria desta enfermidade, nao
necessariamente a febre Q deixaria de ser negligenciada, em semelhanca ao
que ocorre com outras doencas, como leishmaniose visceral e doenca de
Chagas.

Durante as investigacdes de processos febris agudos em humanos,
bem como casos de endocardite com hemocultura negativa, a febre Q deve ser
levada em consideragcéo como diagndstico diferencial, aliada a uma anamnese

de qualidade para investigar possiveis fatores de risco para a doencga, evitando-
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se assim gastos desnecessarios de recursos publicos. Portanto, estudos
epidemioldgicos sdo necessarios, como a soroprevaléncia para a febre Q em
humanos, assim como a resposta sorolégica em animais.

De acordo com a instrugdo normativa n° 50 de 24 de setembro de 2013,
a coxielose se enquadra como doenca que requer notificacdo imediata de
qualquer caso confirmado (BRASIL, 2013) em animais. Sendo assim, o
monitoramento diagndstico de identificacdo do patdgeno e a analise espacial
de propriedades sdo importantes para vigilancia epidemioldgica, além da
investigacdo de sinais clinicos nos animais positivos, principalmente
abortamentos ou disturbios reprodutivos.

Portanto, faz-se necessario o melhor entendimento da circulagédo da
doenca, possibilitando melhor compreenséo da epidemiologia da infec¢céo que
possam subsidiar politicas publicas em educacdo em saude e medidas de

prevencao para diminuir as chances de infecgbes em humanos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Viséo geral e historico

Conhecida por ser uma proteobactéria intracelular obrigatoria, Coxiella
burnetii (C. burnetii) é amplamente conhecida por causar uma doenca
zoonGtica cosmopolita: a febre Q, também chamada de coxielose nos animais
(Fournier et al., 1998). Primeiramente foi descrita na Australia em 1935 por
Edward Holbrook Derrick, durante a pesquisa de uma doencga desconhecida
em um grupo de trabalhadores de um matadouro. Por ndo saber do que se
tratava, denominou-a como ‘Query Fever’ (que pode ser traduzido como
“duvida” e de onde se origina o termo “Febre Q”).

Em seguida, em 1937, os pesquisadores Frank Burnet e Mavis Freeman
classificaram a bactéria causadora da febre como pertencente ao género
Rickettsia, nominando-a como Rickettsia burnetii (Santos et al., 2007; Oyston;
Davies, 2011).

Concomitantemente, Herald Cox e seu grupo de pesquisa em Montana,
nos Estados Unidos, também desenvolviam um estudo com um microrganismo
desconhecido (chamado de agente Nine Mile), que posteriormente percebeu-
se ser a mesma bactéria. Em 1948, a bactéria foi descrita como pertencente ao
género Coxiella, baseado em estudos moleculares e, para homenagear os dois
grupos de pesquisadores, recebeu 0 nome vigente até os dias de hoje: Coxiella
burnetii (Santos et al., 2007; Oyston; Davies, 2011).

Apesar de representar uma importante zoonose, esta febre é pouco
relatada e diagnosticada mesmo com uma abrangéncia mundial. Seu baixo

diagnéstico se da ao fato de que C. burnetii causa sintomas inespecificos

23



parecidos com a gripe (Influenza), fazendo com que os dados de prevaléncia
sejam subestimados (El-Mahallawi et al., 2015). Ainda assim, a febre Q foi
listada como uma entre as treze zoonoses mais importantes em ambito global,
com impacto a saude humana, a pecuéaria e chamando aten¢cdo em virtude da

gravidade da doenca (Grace et al., 2012).

2.2. Mecanismos de transmissé&o e reservatorios

Ao infectar o organismo humano, a bactéria invade principalmente os
fagoécitos mononucleares, como 0os macrofagos alveolares, para causar a doenca
(Dragan; Voth, 2020). E possivel observar duas formas evolutivas do
microrganismo, ou seja, C. burnetii possui um ciclo de desenvolvimento bifasico.
A primeira forma se trata da reproducéo exponencial da bactéria, denominada
Variante de Células Grandes (LCV), enquanto que a segunda fase é
caracterizada pela forma estacionéaria ndo-replicativa de C. burnetii, denominada
Variante de Células Pequenas (SCV) (Shaw; Voth, 2019).

Estas ultimas sdo mais estaveis no ambiente, possuindo alta resisténcia
a dessecacao, estresses mecanicos, térmicos, quimicos e osméticos. Foi
relatada sua resisténcia em |a (sete a dez meses), carne fresca (um més) e leite
(mais de 40 meses), raz0es que auxiliaram a adocao de altas temperaturas para
pasteurizacdo na década de 1950 (Angelakis; Raoult, 2010). O ciclo de vida de
C. burnetii encontra-se resumido na Figura 1.

Como fator de viruléncia, a bactéria expressa o lipopolissacarideo (LPS).
O microrganismo apresenta duas variacdes do LPS de membrana, conhecidos
como LPS | (fase virulenta 1) e LPS 1l (fase avirulenta Il). Podemos destacar o

LPS I, que possui fendtipo liso, constituido de dois acucares:
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dihidrohidroxistreptose e virenose, que até entdo ndo foram encontrados em
LPSs de outras bactérias, considerados, portanto, biomarcadores unicos de C.
burnetii. Estes biomarcadores possuem, inclusive, envolvimento na

imunobiologia da febre Q (Shaw; Voth, 2019).

Figura 1 - Ciclo de vida de Coxiella burnetii
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Fonte: Ceva, 2022 (adaptado)

C. burnetii é extremamente infecciosa; pois uma pequena quantidade em

contato com o0 organismo ja pode causar infeccdo por via respiratoria (1 a 10
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células sdo suficientes para a doenca ser desencadeada). E infectante no
ambiente por até quatro meses e apresenta resisténcia a seca, fatores fisicos
como o calor (resisténcia a 30 minutos sob uma temperatura de 60°C) e quimicos
(como a radiagdo ultravioleta e etanol 50%). Ainda, pode resistir & solugdo de
hipoclorito de sédio 100 mg/mL e as varia¢cbes de pH (Madariaga et al., 2003;
Kazar, 2005; Santos et al., 2007; CDC, 2019). Além disso, um risco maior de
adquirir infeccao foi relatado em locais de clima quente ou nos meses de veréo
(Dragan; Voth, 2020).

Devido a alta viruléncia, resisténcia ambiental e grande capacidade de
produzir aerossois, em 2009 o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC) dos Estados Unidos classificaram C. burnetii como agente de ameacga
biolégica categoria B, uma vez que 0 microrganismo € capaz de causar
significativa incapacidade ocupacional e impactos negativos a longo prazo se
persistente na populacéo (CDC, 2009).

O periodo de incubacao varia entre 10 e 21 dias apos a infec¢do e os
primeiros sinais da doenca ocorrem entre 10 e 90 dias (Rozental et al., 2012).
Diferentes espécies de animais sdo susceptiveis, como bovinos, caprinos,
ovinos, animais domésticos (cdes, gatos, coelhos) e selvagens, aves e
artropodes (principalmente carrapatos), bem como humanos (Sidi-Boumedine et
al., 2010; CDC, 2019).

Os principais reservatérios sao bovinos, caprinos e ovinos (Angelakis;
Raoult, 2010), sendo os bovinos as fontes mais importantes de infeccdo humana
(Kazar, 2005). Um estudo conduzido por Guatteo et al. (2011) com C. burnetii
em bovinos, caprinos e ovinos evidenciou que a prevaléncia da bactéria foi maior

em bovinos em relagdo aos pequenos ruminantes.
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Em produtos bioldgicos, como urina, leite, fezes, liquido vaginal e
componentes de nascimento como placenta e liquido amni6tico, C. burnetii
resiste de maneira altamente eficaz. O animal infectado pode, inclusive, liberar
a bactéria em liquidos bioldgicos durante meses. Além disso, a bactéria ja foi
descrita também em produtos de abate e Ia. A transmisséo para humanos ocorre
pela inalacdo dos aerossois presentes nos produtos supracitados (Esmaeili et
al., 2019a; Rozental et al., 2020).

A partir da ampla variedade de amostras que podem ser contaminadas
pela bactéria, e posteriormente veiculada por aerossois, destacam-se 0s riscos
ocupacionais de infec¢do por C. burnetii. Portanto, a infeccdo € essencialmente
ocupacional e, na maioria dos casos, afeta pessoas que exercem atividades
relacionadas a pecuéria de corte e leite. Em humanos geralmente evolui de
forma benigna, porém, em alguns casos, pode evoluir cronicamente, culminando
com desfecho fatal (Damasceno; Guerra, 2018). E importante citar, entretanto,
qgue nao ha somente risco ocupacional, visto que surtos de febre Q ja atingiram
pessoas residentes a longas distancias do local inicial de contagio (Schimmer et.
al., 2010)

A infecc@o pelo leite representa uma ameaca a saude publica, ja que o
produto cru ainda € consumido por uma parcela da populacédo, além de constituir-
se como base para derivados, como 0 queijo artesanal e manteiga, servindo,
portanto, como via de transmissao do patdgeno (Selim et al., 2019; Rozental et
al., 2020). Por esses motivos, e conforme citado anteriormente, trabalhadores
rurais, fazendeiros, veterinarios e funcionarios de abatedouro sdo as profissbes
de alto risco de infeccéo para C. burnetii, destacando o carater ocupacional da

enfermidade (Cook, 2014).
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Outra rota de infeccdo sdo as particulas de poeira e/ou goticulas
infectadas, normalmente quando os excrementos dos animais secam no solo
(Angelakis; Raoult, 2010; Roest et al., 2011; Whelan et al., 2012; CDC, 2019).

Além disso, a infecgcdo também pode ser transmitida pela picada de
carrapatos, provaveis vetores da bactéria, ainda que esta hipétese ndo esteja
totalmente confirmada e a real capacidade de transmissdao da infeccéo
permaneca desconhecida (Kazar, 2005; Duron, 2015). No entanto, a bactéria ja
foi identificada em véarias espécies de carrapatos, com destaque para
Rhipicephalus bursa e Hyalomma excavatum (Eldin et al., 2017; Aouadi et al.,
2017), com prevaléncias variaveis em varios géneros. Até mesmo as fezes de
carrapatos podem veicular o patégeno (Duron et al., 2015).

Varella-Castro et al. (2018) alertaram para a porcentagem de carrapatos
portadores de C. burnetti, especialmente o0s géneros Rhipicephalus e
Haemaphysalis. Abdelkadir et al. (2019) conduziram um estudo com carrapatos
ingurgitados na Argélia, e encontraram a bactéria em dois pools de macerado
dos artrépodes. A presenca da bactéria, no entanto, ndo significa que os
carrapatos representem vetores, porém, indica a circulacdo do microrganismo,
elucidando a eco-epidemiologia da doenca.

Durante o procedimento de tratamento de esgoto, particularmente na
aeracao ativa de iodo, ha muita formacédo de aerossois. Estes podem também
conter o microrganismo patogénico, originario de aguas residuais (BRANDI et
al., 2000). Um estudo conduzido por Schets et al. (2013) detectou pouca
quantidade da bactéria em agua de esgoto comparado a produtos animais,

porém ainda assim demonstrou sua presenca.
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2.3. Relatos de coxielose/Febre Q no mundo

Varios surtos ja foram reportados em humanos e animais no mundo,
porém ha um surto que merece destaque: ocorreu entre 2007 e 2010,
envolvendo quase 4.000 pessoas na Holanda, em locais proximos as fazendas
de leite caprino, devido exposicao as cabras infectadas. Somente em 2009 foram
detectados 2.361 casos, incluindo seis mortes, até entdo a maior epidemia ja
registrada na Europa (Delsing et al., 2010; Schimmer et al., 2012). Os animais
dessas fazendas apresentaram histérico de abortamentos devido a zoonose e
estudos posteriores demonstraram que pessoas até 2 km de distancia estariam
em risco de contrair a infeccéo (Schimmer et al., 2010).

Muitos estudos identificaram a bactéria nas Américas. Somente nos
Estados Unidos, C. burnetii ja foi responsavel por causar surto de Febre Q em
2008, com 132 casos positivos para febre (117 casos agudos e 15 cronicos)
(Jager et al.,, 2011). Anteriormente, em 2006, um estudo investigou 508
profissionais da area veterinaria no Havai, e resultou em sorologia positiva para
C. burnetii em 133 (26,2%) da populacdo estudada (Whitney et al., 2009). Além
disso, ainda no pais, um estudo utilizando 1622 amostras ambientais detectou
uma positividade de 23,8% (Kersh et al., 2016). Um relato de caso descrito por
Allan-Britz et al. (2018) de um paciente norte-americano com endocardite e
meningite descreveu que o paciente tinha altos titulos sorolégicos para C.
burnetii, além de ter provado a presenca da bactéria por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Interessantemente, a bactéria foi relatada também em
diferentes espécies de ledes marinhos, no Alasca (Minor et al., 2013).

Estudos conduzidos no Canada detectaram a bactéria em felinos

residentes em fazendas de bovinos por qPCR e ELISA (Cyr et al., 2021) e em
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ovinos e caprinos, também pelo exame sorolégico (Meadows et al., 2015 a,b).
No Equador, um estudo realizado em 386 rebanhos leiteiros e de corte detectou
uma soroprevaléncia de 12,6% (Carbonero et al., 2015), enquanto na Coldmbia,
a prevaléncia da bactéria por gqPCR em amostras sanguineas atingiu 25,9% e
19,5% em fazendeiros e rebanho bovino, respectivamente (Cabrera-Orrego et
al., 2020). Ainda se detectou C. burnetii em produtos de abortamentos no
Uruguai (Rabaza et al., 2021), em ovelhas prenhas em Barbados (Truijillo et al.,
2023) e em uma amostra humana na Argentina (Cicuttin et al., 2015).

O Escudo das Guianas, regido que abrange os paises Venezuela, Guiana,
Suriname, Guiana Francesa, Colémbia e Brasil, é a regido do mundo que mais
relata casos de infecgéo por Coxiella burnetii, com destaque para a cepa MST17,
considerada altamente virulenta (Epelboin et al., 2021).

Na cidade de Magdalena, na Colémbia, um estudo foi conduzido a partir
do sangue de pacientes com doenca febril aguda e detectou 39,5% dos
pacientes reagentes. Neste mesmo estudo, carrapatos do género Rhipicephalus
foram coletados da residéncia rural dos pacientes, e 11,8% estavam infectados,
evidenciando a manutenc¢éo da bactéria em artrépodes e seu potencial zoonético
(Cabrera et al., 2022).

Na Europa, sorologia positiva para C. burnetii foi observada em pequenos
roedores (Bartova et al., 2020), pequenos e grandes ruminantes (Borodusky et
al., 2017; Magouras et al., 2017; Szymanska-Czerwinska et al., 2017; Dobos et
al. 2022), além de testes moleculares em animais de producao (Szymanska-
Czerwinska et al., 2019; Dobos et al., 2020; Basanisi et al., 2022; Hemsley et al.,
2023), leite bovino (Borodusky et al., 2017), em carrapatos, aves e animais

selvagens (Cumbassa et al.,2015; Knap et al., 2019; Tokarevich et al., 2019) e
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produtos de abortamento (Chochlakis et al., 2018).

Em relacdo ao continente africano, diferentes estudos relataram a
presenca da bactéria. Revisbes sisteméticas e meta-andlises reuniram
resultados referentes a ocorréncia de C burnetii em animais selvagens,
domésticos, carrapatos e em humanos (Yessinou et al., 2022, Diseko et al.,
2023; Muhammad et al.,2023). Animais como dromedarios (Devaux et al., 2020),
camelos (Frangoulides et al., 2021), bovinos (Selim et al., 2023), caprinos
(Magadu; Thompson, 2023), roedores e seus ectoparasitas (Kamani et al., 2018)
roedores e aves (Ramatla et al., 2023) além de animais destinados a
abatedouros (Mangena et al., 2021) se mostraram infectados.

Um estudo em pacientes sintomaticos com quadro febril demonstrou a
presenca da bactéria (Angelakis et al., 2014). Ainda na Africa, estudos
demonstraram DNA e soroprevaléncia de C. burnetii em amostras cutaneas de
humanos, bem como em particulas de poeira de area rurais e em comunidades
pastoris (Diouf et al., 2021; Muema et al., 2022).

No continente asiético, varios paises relataram C. burnetii em diferentes
animais e produtos. A bactéria foi encontrada por testes moleculares em ourigcos
na China (Gong et al., 2020), em humanos e ruminantes domésticos na Turquia
(Ozgen et al., 2022), em bufalos na india (Keshavamurthy et al., 2019), em
carrapatos de mamiferos domeésticos e selvagens no Paquistdo e no Ird
(Rahravani et al., 2022; Ali et al., 2023) e em suinos (Seo et al., 2016a). Além
disso, produtos de abortamentos (Kilicoglu et al., 2020) e amostras de leite de
tanques de refrigeracdo provindos de diferentes animais (Seo et al.,, 2018;
Esmaeili et al., 2019b) ja foram relatados no continente.

Estudos que utilizaram a metodologia baseada em testes soroldgicos
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também foram desenvolvidos na Asia. Ruminantes domésticos, carrapatos,
humanos, equinos e suinos sdo exemplos de organismos testados
sorologicamente para a bactéria, demonstrando presenca de anticorpos anti-C.
burnetii (Seo et al., 2016b; Dabaja et al., 2019; Lafi et al., 2020; Bae et al., 2021;
Yadav et al., 2022).

Na Oceania, estudos relataram a presenca de C. burnetii em humanos
(Parker et al., 2010; Mathews et al., 2020; Sellens et al., 2020), cées (Shapiro et
al., 2016; Orr et al., 2022), gatos (Shapiro et al, 2015), marsupiais e carrapatos
(Cooper et al., 2013), cangurus e animais de producdo (Banazis et al., 2010;
Bennett et al., 2011) e cervos (Voss et al., 2023).

Diante do exposto, observa-se que C. burnetii € uma bactéria de carater
cosmopolita, que atinge grande variedade de espécies, incluindo o ser humano,
e pode estar presente em produtos abortivos, produtos lacteos e até mesmo no

domicilio e peridomicilio onde encontram-se animais infectados.

2.4. Coxiella burnetii no Brasil

O primeiro relato no Brasil ocorreu em 1953 por Brand&o e colaboradores.
Posteriormente, Ribeiro-Netto et al. (1964) desenvolveram um estudo no Vale do
Paraiba em S&o Paulo, envolvendo 200 ordenhadores e tratadores de bovinos,
detectando 17 casos positivos. Quase uma década depois, mais estudos foram
conduzidos por Riemannet al. (1975), envolvendo sorologia de humanos.

Depois de um lapso de trés décadas, Costa et al. (2005 e 2006)
desenvolveram também um estudo sorolégico em humanos. Somente em 2011,
Lemos et al. desenvolveram o primeiro estudo molecular para a doenga no pais,

identificando a bactéria em um paciente de 47 anos, o qual havia relatado contato

32



prévio com cabras e produtos de abortamentos de animais. Mares-Guia et al.
(2014) pesquisaram C. burnetii a partir de amostras de sangue de catorze céaes
e um gato; amostras de sangue, leite, swab anal e vaginal a partir de dez cabras;
amostras de sangue a partir de trés ovelhas e amostras de sangue a partir de
dois cavalos, verificando que dois caes, duas ovelhas e cinco cabras foram
reagentes e o DNA foi amplificado a partir de seis amostras de leite e duas
amostras de sangue de cabras e céaes, respectivamente.

Estudo posterior com pacientes com historico de endocardite demonstrou
prevaléncia de 4,8% de anticorpos anti-C.burnetii por Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Desses, 1,8% apresentavam endocardite
similar a causada por C. burnetii (Siciliano et al., 2015).

Até entdo, havia deteccdo da bactéria no pais, porém os estudos eram
limitados em quantidade. A partir de 2015, mais estudos com a bactéria
ganharam destaque. A bactéria ja foi identificada em roedores na Mata Atlantica
(Rozental et al., 2017), na regido semi-arida do Brasil, em Pernambuco, em
caprinos e ovinos (Souza et al., 2018), em seres humanos com histérico de
utilizacdo de drogas injetaveis (Rozental et al., 2018), em caprinos com
desordens reprodutivas (Oliveira et al., 2018), em morcegos na regido da
Floresta Amazonica (Ferreira et al., 2018), e em ovinos, caprinos e bovinos pela
técnica de Multispacer Sequence Typing (Mioni et al., 2019a).

Estudos mais recentes detectaram a bactéria em animais de abatedouro
(Mioni et al., 2020), humanos com suspeita de Dengue (Franca et al., 2022;
Meurer et al., 2022b), em fetos bovinos abortados (Mioni et al., 2022) e em leite

(Mioni et al. 2019b; Rozental et al. 2020; Nascimento et al., 2021).
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2.5. Coxiella burnetii em leite bovino e produtos lacteos

Varios estudos mostram a presenca de C. burnetii em leite de animais
infectados, bem como em outros produtos lacteos derivados. Devido a sua
presenca no leite, pode-se considerar também a contaminacao pela bactéria em
tanques de refrigeracéo de leite ndo pasteurizado.

Um estudo conduzido em 238 amostras lacteas contendo leite cru,
queijos, iogurtes, sorvetes e massa (dough) detectou C. burnetii em 20 amostras
(8,4%), das quais treze amostras pertencentes ao leite cru, trés em iogurtes,
duas em queijo, e duas em massa (Abdali et al., 2018).

Estudos tem identificado de maneira preocupante que a bactéria circula
em tanques de refrigeracdo. Esses tanques contém leite ndo pasteurizado, ao
qual, na maioria das vezes, é repassado aos laticinios. Entretanto, podem
também ser vendidos diretamente ao consumidor final, principalmente nos casos
de pequenas propriedades rurais. Mohammad e colaboradores (2017) avaliaram
78 tanques de refrigeracdo contendo leite bovino, na Jordania e testaram
sorologicamente as amostras pela técnica de ELISA, observando 70,9% de
animais sororreagentes para C. burnetii no leite.

Outro estudo desenvolvido por Bauer e colaboradores (2015) revelou
61,1% de presenca de DNA de C. burnetii por técnicas moleculares com o
marcador IS1111 em leite dos tanques. Os estudos com maior prevaléncia da
bactéria, nos Estados Unidos, mostram 94 a 96% de positividade, utilizando
técnicas sorologicas e moleculares como ELISA, PCR em tempo real, Nested
PCR e sequenciamento genético (Kim et al., 2005; Pearson et al., 2014).

Estudo realizado no estado de S&o Paulo, Brasil, verificou quatro (3,57%)

de 112 amostras de leite cru comercializado diretamente para consumo humano,
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positivas para C. burnetti. Entretanto, a baixa prevaléncia ndo reduz a
importancia da presenca da bactéria, uma vez que esse produto estava sendo
vendido para consumo humano imediato e sem pasteurizacdo, podendo causar
doenca nos consumidores (Mioni et al., 2019). Outro estudo, no Rio de Janeiro,
detectou a bactéria em 9,43% (5/53) de queijos artesanais, produto derivado do
leite (Rozental et al., 2020).

Uma revisdo sistemética analisou varios estudos que utilizaram leite de
tanques de refrigeracédo. Das 4031 amostras analisadas, 1661 foram positivas
(41,2%). A revisdo afirma que a porcentagem de positividade dos estudos
variava de 10,7% a 76,9%, indicando diferenca de prevaléncia da bactéria a
depender da regido analisada (Rabaza et al., 2020).

Ainda que diversos estudos tenha provado a circulacdo da bactéria em
produtos lacteos, no Brasil sdo escassos estudos com este tipo de produto,

principalmente em tanques de resfriamento.

2.6.  Sinais clinicos

Embora a infeccdo geralmente ndo apresente sinais clinicos especificos,
pode-se observar febre subita, letargia, infertilidade, abortamentos tardios e
partos de natimortos em animais (Arricau-Bouvery; Rodolakis, 2005; Porter et al,
2011). Devido a essas complicacdes, C. burnetii € considerada uma bactéria de
grande impacto econdémico, ja que diminui a produtividade dos animais (Deka et
al., 2018).

Apesar de 60% dos casos serem assintomaticos, em humanos podem
ocorrer sinais como pneumonia atipica, hepatite granulomatosa, e

meningoencefalite (Tissot-Dupont et al, 2008; Angelakis; Raoult, 2010). Assim
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como nos animais de producao, a infecgdo também pode causar consequéncias
na saude de gestantes, trazendo resultados adversos a gravidez, como o
abortamentos espontaneos, natimortos, partos prematuros e baixo peso ao
nascer (Goldenberg et al., 2010; Baud; Greub, 2011).

Ainda em humanos, se tém observado ocasionalmente infec¢ao cronica
meses ou anos apos a fase aguda, na qual a endocardite o sinal mais frequente
(Delsing et al., 2010; Astobiza et al., 2011). Estudos feitos com pacientes curados
da infeccao relataram severa fadiga mesmo apdés um ano do inicio dos sinais
clinicos, conhecida como Sindrome de fadiga pos febre Q (Limonard et al.,

2010).

2.7. Diagnostico sorolégico

A sorologia € comumente usada para detectar C. burnetii em animais (Caraguel
et al., 2020). A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2018) recomenda a
sorologia pelo seu bom indicador de prevaléncia de C. burnetii. Contudo, € importante
mencionar que a deteccdo soroldgica individual (ou seja, para cada animal) possui
desvantagens, uma vez que uma grande proporgao de animais que liberam C. burnetii
e produtos abortivos sdo soronegativos. Portanto, o ideal é realizar um teste massivo
de leite proveniente de tanques a granel ou testes agrupados de amostras de animais.

A OIE afirma ainda que os testes de Imunoabsor¢cdo Enzimética (ELISA) e de
Imunofluorescéncia Indireta sdo os mais indicados para o diagndéstico de C. burnetii,
pois sdo os melhores em sensibilidade e especificidade. A RIFI é considerada
referéncia para ensaio soroldgico pela facilidade de execucédo e maior confiabilidade
dos resultados em humanos enquanto que o ELISA é padrdo-ouro para diagnostico

nos animais (Mares-Guia, 2015).
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2.8. Diagnostico molecular

Varios métodos diagnésticos sdo empregados para detectar C. burnetii,
principalmente aqueles baseados na deteccdo de DNA por PCR (PCR
convencional, Nested PCR, real-time PCR (qPCR) (Klee et al., 2006; Chen;
Ching, 2014).

C. burnetii revelou possuir 20 copias da transposase 1S1111 em seu
genoma ao analiser a cepa Nine Mile. Esta é a regido conservada da bactéria,
considerada um bom alvo para os iniciadores das reagbes de amplificacéo.
Deste modo, detectar e diferenciar C. burnetii por Nested PCR se mostrou Uutil.
Um estudo utilizando a técnica de Nested PCR e os primers trans (especificos
para a regido conservada IS1111 da bactéria) provou que adicionar esta técnica
apos a primeira PCR levou a resultados melhores que somente utilizar a PCR
convencional (Denison et al., 2007).

Outra vantagem da técnica de Nested PCR é poder utiliza-la para varios
tipos de amostras como o sangue, leite, swabs e tecidos (KIM et al., 2005). Além
disso, a sensibilidade do teste é melhor que a PCR convencional, e utilizando o
primer trans, bactérias Coxiella-like ndo podem intervir no resultado molecular
(Duron et al. 2015).

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) é uma técnica
fundamental nos que revolucionou a deteccdo de RNA e DNA, com o objetivo de
minimizar as numerosas limitacbes da PCR convencional. Caracteriza-se por um
método de quantificacdo e amplificacdo simultanea do DNA, baseada na
deteccdo e quantificacdo de um composto fluorescente durante as primeiras
fases da PCR. Apresenta iniUmeras vantagens como realizar analise rapida e

simples, sem influéncia da amplificacdo nao especifica, podendo a amplificacéo
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ser controlada em tempo real. Além disso, o risco de contaminacdo é baixo
devido a auséncia de processamento p6s-PCR dos produtos resultantes. Por
fim, requer pouca quantidade de material, caracterizando-se como uma técnica

mais especifica, sensivel e reprodutivel (Olivera, 2010).

2.9. Georreferenciamento

Os Sistemas de Informacédo Geogréafica (SIGs) sédo ferramentas de
georreferenciamento que possibilitaram integrar dados ambientais e dados de
saude. Assim sendo, a realizacéo de técnicas de distribuicdo espacial dos dados
possibilita uma caracterizacdo mais sofisticada de riscos e seus fatores
determinantes (Arjona, 2017).

Para que seja possivel compreender o perfil epidemiolégico das zoonoses
na saude publica, como é o caso da Febre Q, o uso de técnicas de analise
espacial e geogréfica é fundamental. Com essas ferramentas, € possivel
investigar relacdes entre a presenca da bactéria e seu ambiente de origem,
analisar variaveis que possam explicar fatores de risco e compreender a
dindmica de distribuicdo das doencas (Magalhdes, 2012).

Portanto, diante da comprovacdo molecular de C. burnetii em animais e
produtos de consumo no Brasil, torna-se necessaria a adocdo de medidas, como
alertar as autoridades sanitarias sobre ferramentas para um diagndstico rapido e
seguro, orientar profissionais que se enquadram nos grupos de risco e elaborar
planos para o controle da disseminagao da doenca. Sendo assim, pretende-se
com este estudo detectar a presenca de Coxiella burnetii em amostras de leite de
tangue em pequenas propriedades de agricultura familiar, para compreender

melhor a epidemiologia da infeccéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Pesquisar C. burnetii, pelo diagnéstico molecular e andlise espacial, em
leite bovino de tanques de refrigeracdo, procedentes de pequenas
propriedades rurais abrangendo a regido Centro-Oeste do Estado de Sé&o

Paulo.

3.2. Objetivos especificos

- Detectar C. burnetii em amostras de leite bovino pelo uso de técnicas
moleculares de PCR e Nested-PCR e PCR em tempo real (utilizando os
sistemas de agentes intercalantes de DNA (Sybr) e sonda de hidrdlise)

- Realizar o sequenciamento genético a partir dos resultados de PCR
Nested a fim de confirmar a presenca do agente e comparar a similaridade da
bactéria com as sequéncias depositadas no GenBank;

- Comparar a concordancia entre os métodos moleculares utilizados para
detectar Coxiella burnetti no leite do tanque;

- Genotipar a amostra de melhor material genético a fim de identificar o
genatipo circulante na regido do Centro-Oeste paulista;

-Utilizar georreferenciamento para mapear a distribuicdo de C. burnetii
por municipio, a fim de compreender e delimitar as possiveis areas de risco de

infeccéo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Comité de Etica

O presente projeto de pesquisa contou com a utilizacdo de material
biologico (leite de tanque de refrigeracdo) de outro projeto de pesquisa, ja
concluido e publicado, o qual foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica-
CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ — UNESP
sob numero 51/2016. O aproveitamento do material de pesquisa € justificado
pelas restricdes sanitarias impostas pela pandemia por COVID-19 no inicio do
estudo. A coleta de materiais dentro das propriedades rurais foi impossibilitada,
para preservar a saude dos produtores e funcionarios, seguindo as medidas de
isolamento. O atual projeto de pesquisa de doutorado foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica — CEUA da Faculdade de Medicina de Botucatu - FMB—

UNESP sob niumero 1369/2020 (Anexo A).

4.2. Caracteristicas dos municipios e propriedades rurais e coleta das

amostras de leite bovino dos tanques de refrigeracéo

Foram coletadas amostras diretamente dos tanques de refrigeracéo
individuais de 102 pequenas propriedades leiteiras da regido Centro-Oeste de
Sao Paulo, retirando-se uma amostra de 100 mL de leite de tanque de
refrigeracao por propriedade. O nimero de amostras estudadas baseou-se em
uma estimativa da prevaléncia de 4%, como mostram alguns estudos com C.
burnetii no pais (Mioni et al., 2019b).

As propriedades possuiam caracteristica de agricultura familiar, ou seja,

area e renda de acordo com o Programa Nacional de Fortalecimento da
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Agricultura Familiar (PRONAF). Foram organizadas em até quatro moédulos
fiscais, possuiam receita financeira anual caracteristica de uma unidade
familiar, e m&o de obra predominantemente familiar (BARCELLOS et al, 2019).

Localizadas em oito municipios, abrangendo a regido Centro-Oeste
Paulista, a saber: Anhembi (13 amostras), Avaré (47 amostras), Arandu (4
amostras), Bofete (7 amostras), Botucatu (2 amostras), Bauru (3 amostras),
Cerqueira Cesar (10 amostras) e Pardinho (16 amostras) (Figura 2). Todas as
amostras de leite foram encaminhadas também para laticinios da regido
estudada. Todas as fazendas amostradas forneciam leite para laticinios

fiscalizados pelo Servigco de Inspecao Federal (SIF).

Figura 2 - Localizagdo dos municipios de coletas e numero de

amostras de leite de tanque coletadas de cada municipio.

Bauru 3

Anhembi 13

Botucatu 2

3

C.César 10
Avaré 47 Bofete T
Arandu 4 Pardinho 16 |
}
L

Fonte: Amanda Bezerra Bertolini
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Os tanques de refrigeracdo seguiram critérios para que o leite pudesse
ser coletado, dentre eles: estar com a temperatura maxima de 4°C, e ndo
deveriam armazenar leite de ordenhas realizadas a mais de 48 horas (dois
dias). Previamente a coleta, o agitador do tanque foi ligado para que o leite
fosse homogeneizado por pelo menos cinco minutos e, apds este periodo, com
um auxilio de uma concha inox previamente esterilizada, foi coletado o volume
de 100 mL para um frasco estéril, o qual foi acondicionado em caixa isotérmica
contendo gelo reciclavel.

Em seguida, o material foi encaminhado ao laboratorio para as analises
moleculares, permanecendo em freezer a -20°C até o momento da extragéo de
DNA. A Figura 3 apresenta o fluxograma da metodologia utilizada para as

coletas de leite e analises moleculares realizadas na presente pesquisa.

Figura 3 - Esquema do procedimento de coleta das amostras de leite bovino e

analises moleculares de PCR e qPCR para Coxiella burnetii.

Sequenciamento
genético

GAT AAAT CT ( Extragio de DNA

Fonte: Bertolini, 2019 (modificado pelo autor)
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4.3. Local de realizagdo dos exames

Os procedimentos moleculares (Reacdo em Cadeia da Polimerase —
PCR, Nested PCR) foram realizados no Laboratério de Sanidade Animal de
Bauru (LASAB) da APTA/SAA - Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios — Sede Bauru. O procedimento de PCR em tempo real (QPCR)
foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular da Disciplina de
Enfermidades Infecciosas dos Animais, do Departamento de Producdao Animal
e Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) em Botucatu. As reacbes de sequenciamento foram

realizadas por uma empresa terceirizada em Botucatu-SP.

4.4. Exames moleculares

4.4.1. Extracdo de DNA - leite

A extracdo do DNA das amostras de leite foi realizada com Kit comercial
GFX Genomic Blood (GE Healthcare®), seguindo-se as recomendagdes de
Cunha et al. (2006). A Figura 4 apresenta as etapas do procedimento.
Figura 4 - Procedimento de extracdo de DNA a partir de leite bovino. Separacéo das
amostras (A). Processamento das amostras de leite (B). Extracdo de DNA com kit

especifico (C).

Fonte: Elaborada pelo autor/Arquivo pessoal
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Foram processados 300 pL do leite nos quais foram adicionados 900 pL
da solucdo de lise em tubo de 1,5 mL, homogeneizando-se. A mistura foi
incubada a temperatura ambiente por cinco minutos. Realizou-se a
centrifugacéo a 12000 rpm por 20 minutos. Apds a centrifugagdo removeu-se 0
sobrenadante por aspiragéo. Do pellet realizou-se digest&o inicial com lisozima
(10 mg/mL) e proteinase K (20 mg/mL) e extracdo do DNA utilizando-se o Kit
GFX (GE Healthcare®). Adicionou-se 500 L da solucdo de extracdo a mistura
e centrifugacdo a 10.000 x g por 4 minutos. Em seguida o sobrenadante foi
transferido para a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 minuto.

O liquido coletado foi descartado e 500 pL de solucdo de extracdo foi
adicionado novamente a coluna. Ap6s a centrifugacdo e descarte do liquido
coletado, 500 pL da solucédo de lavagem foi adicionada a coluna e a mesma
submetida a centrifugacdo a 20.000 x g por 3 min. Em seguida, a coluna foi
transferida para um tubo de 1,5 mL e 200 pL de agua Milli Q aquecida a 70°C

foi utilizada para a eluigéo.

4.4.2. Quantificagdo do DNA

Para verificacdo da quantidade e qualidade de DNA, todas as amostras
foram analisadas em espectrofotometro NanoVue Plus® da GE Healthcare,
Bioscience/UK. A quantificacdo das amostras pode ser visualizada no Apéndice

A.

4.4.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com iniciadores para a

regido especifica IS1111

O genoma de C. burnetii possui 20 copias da transposase IS1111, que

serve para deteccado e diferenciacdo da bactéria; por esse motivo, foram
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utilizados primers que identificam essa regiao, resultando em um produto de

687 pb (Mares-Guia et al., 2018):

TRANS1 (5°-TAT GTA TCC ACC GTA GCC AGT C-3’)

TRANS2 (5°’- CCC AAC AACACCTCCTTATTC-3’)

A Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) foi realizada com 2,5 pL do
DNA extraido (leite) adicionado ao tampé&o de PCR contendo 0,2 mM de dNTP,
20mM Tris-HCL (pH 8,4) + 50mM KCL (PCR buffer, Invitrogen), 1,5U de
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen®) + MgCl2 1,5 mM e 200 mM de
cada primer Transl e Trans2 perfazendo um volume total de 50 pL. O
procedimento pode ser visualizado na Figura 5. As condi¢cdes de amplificacao
em termociclador (Eppendorf Mastercycle PRO) foram realizadas de acordo
com Mares-Guia et. al (2018), sendo a desnaturacéo inicial em um ciclo de 95°C
por 5 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 30 segundos, temperatura
de anelamento a 60°C durante 30 segundos e uma extensao de 72°C durante
1 minutos. Por fim, uma Gltima etapa de extenséo de 7 minutos a 72° C.

Figura 5 - Procedimento de Reag¢do em Cadeia da Polimerase. Preparagcédo do mix de
PCR (A). Distribuicdo do mix de PCR (B). Adicdo do DNA extraido ao mix de PCR para
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posterior inser¢do em termociclador (C).

Fonte: Elaborada pelo autor/ Arquivo pessoal

4.4.4. Reacao de Nested-PCR para aregiao IS1111 de C. burnetii

A reacdo de Nested PCR trata-se de outra amplificacdo, apos a PCR
convencional, que utiliza inner primers, ou seja, seleciona uma regido mais
especifica dentro do produto da PCR. Desse modo, o procedimento de Nested
utilizou: 2uL do produto da primeira PCR + 1 X PCR buffer 10 X, 0,2 uM de
cada primer (N3+ e N4-), 1,5 mM de MgClz, 200 uM de dNTP mix e 0,5U de
Platinum Taq Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), perfazendo um total
de 25 uL de volume final. Estes primers foram desenhados para as regifes
conservadas de diferentes sequencias de genes 1S1111, resultando em um

produto de 440 pb (Mares-Guia et al., 2018)

N3+(5"AAG CGT GTG GAG GAG CGA ACC 3))

N4- (5°CTC GTA ATC ACC AATCGC TTC GTC 3)

As condi¢des de amplificacdo em termociclador (Eppendorf Mastercycle

PRO) foram realizadas de acordo com Mares-Guia et al. (2018) consistindo em
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um ciclo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos a 95°C por 30
segundos, e anelamento em 66°C por 30 segundos; e um ciclo de extensédo de

72°C por 90 segundos e extensao final de 72°C por 5 minutos.

4.4.5. Aquisicdo de cepas e controles
Cepas referéncia de Coxiella burnetti (Nine Mile) foram utilizadas como
controle positivo (Pacheco et al., 2013). Como controle negativo foi utilizado

agua ultra pura estéril.

4.4.6. Eletroforese em gel de agarose

A identificacdo dos produtos amplificados foi realizada pela eletroforese
em gel de agarose a 2%, corado com Syber safe® (Invitrogen), e submetido a
corrida eletroforética em cuba horizontal HE99 (Amershan Biosciences)
contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09m de acido bdrico e 0,001M de EDTA). A
voltagem utilizada foi de 80V por aproximadamente 90 minutos.

Para o padrdo de peso molecular, foi utilizado o DNA Ladder 100pb
(Invitrogen) e o tamanho dos fragmentos amplificados foram verificados a partir
da comparacdo visual com os padrfes de peso molecular e com a cepa padrao
utilizada como controle positivo utilizando-se o foto-documentador digital Major

Science.

4.4.7. Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

utilizando o Sybr Go Taq

A técnica de gPCR-teve como alvo o gene de repeticdo da regido



conservada de C. burnetii IS1111. A curva de melting foi captada por padrbes
de fluorescéncia. O protocolo foi desenvolvido de acordo com Vaidya et al.

(2010), utilizando os primers Trans- 3 e Trans- 4.

Trans 3 (5'- GTAACGATGCGCAGGCGAT-3’)

Trans 4 (5'-CCACCGCTTCGCTCGCTA-3’)

O volume final foi de 20 pL, contendo 5pMol de cada primer, 10 yL de
SYBR GoTag™ gPCR Master Mix (Promega®), 7 uL de agua ultra pura e 2 pL
do DNA para preparacao do min (Figura 6-A). Cada amostra foi colocada em
um poco de placa de 96 pocos (Figura 6-B) e posteriormente selada com filme
adesivo Optico prépria para permitir a leitura e captacéo da fluorescéncia pelo
equipamento Step One™ Plus Real Time PCR System (Life Technologies®,
Carlsbad, USA) (Figura 6-C).

Posteriormente, a placa foi centrifugada (Figura 6-D) e levada ao
termociclador (Figura 6-E). A PCR em tempo real foi realizada em um ciclo
inicial de 95°C por 10 min, 40 ciclos de 94°C por 30 s, 61°C por 30 s, e 72°C
por 1 min. A fluorescéncia foi captada ao fim de cada ciclo e a curva de
dissociacao foi analisada em 95°C por 30s, seguido de 61°C por 30s € um
passo gradual de 95°C em 2°C/ min.

O processo teve como controle positivo o DNA da cepa Nine Mile. Depois
de completa a curva, a temperatura de melting foi registrada em

aproximadamente 86,91°C.
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Figura 6 - Procedimento de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(qPCR). Preparacao do mix de PCR (A). Distribuicdo do mix de PCR (B). Aplicacéo
de pelicula especifica para insercao no termociclador (C). Centrifugacéo da placa (D).

Insercao da placa no termociclador (E).

Fonte: Elaborada pela autora/ Arquivo pessoal

4.4.8. Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

utilizando a sonda Tagman

A técnica de gPCR com a sonda Tagman teve como alvo o gene de
repeticdo da regido conservada de C. burnetii 1S1111. O protocolo foi
desenvolvido de acordo com Mioni et al. (2022), utilizando os primers 1S-202
(foward) e 1S-249 (reverse) e a sonda especifica para Coxiella burnetii,

conforme descrito abaixo:
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IS-202 (5'-TGT ATC CAC CGT AGC CAG TC-3')
1S-249 (5'-TGG TTC GCT CCT CCA CAC-3’)

Sonda (5°-FAM-TAA GGT GGG CTG CGT GGT GAT GG BQH1-3’)

A reacdo gPCR para sonda foi realizada com volume final de 25 pl,
contendo 320nM de cada primer, 200 nM de sonda especifica (FAM-BHQ1),
1X TagMan PCR Master Mix Unversal (Applied Biosystems®) e 6,6 uL de
agua nuclease-free e 5uL do DNA de cada amostra. Como controle positivo
foi utilizado o DNA da cepa Nine Mile, referéncia para identificacdo de C.
burnetii.

Cada amostra foi colocada em um poco de uma placa de 96 pocos e
posteriormente selada com filme adesivo 6ptico que possibilita a leitura do
equipamento. As condi¢des de ciclagem foram 50° por 2 minutos, 95° por 10
minutos e 40 ciclos de 95° por 15 segundos e 60° por 1 minuto. A fluorescéncia
foi gravada ao final de cada ciclo, pelo equipamento da Step-One™ Plus Real

Time PCR System (Life Technologies®, Carlsbad, USA) (Figura 7).
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Figura 7 - Procedimento de Reagcao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

utilizando a sonda. Preparacdo do mix de qPCR (A). Amostras de DNA e mix

preparado (B). Centrifugacdo das amostras de DNA (C). Termociclador Step-One

utilizado (D).

Fonte: Elaborada pela autora/ Arquivo pessoal

4.5. Sequenciamento
As reacbes de sequenciamento a partir dos produtos da PCR
convencional foram realizadas por uma empresa terceirizada de Botucatu-SP
(Genotyping) pela técnica de sequenciamento Sanger. Previamente as
amostras foram submetidas a purificacdo de DNA, realizada pela mesma
empresa. Os amplicons foram visualizados (software Chromas 2.6.6) e

submetidos ao BLASTn (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). O software é

disponibilizado online de maneira gratuita e realiza comparacdes de
similaridade entre a sequéncia dada pelo pesquisador com todas as sequéncias

disponiveis no banco de dados do GenBank.
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4.6. Genotipagem

A técnica de genotipagem da amostra de melhor material genético foi
realizada pelo método de Multi Spacers Typing (MST), utilizando primers
descritos por Glazunova et al. (2005) via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Realizou-se amplificacdo de PCR utilizando 33,5 pL de &gua, 1X de
Phusion HF BufferTM, 200 uM de dNTP, 0,5 puM de cada primer forward e
reverso, 0,02 U/uL de Phusion DNA polimerase e 2 pL de DNA. As condi¢cbes
de ciclagem foram compostas por 98 °C por 30 s, 40 ciclos de 98 °C por 10 s,
57 °C por 30 s e 72 °C por 1 min, uma etapa final de extenséo de 72 °C por 10
min e mantida a 4 °C.

Os produtos de PCR foram enviados para sequenciamento Sanger e 0s
resultados foram analisados usando BioeditTM (lbis Bioscience, Carlsbad, CA,
EUA) para criar uma sequéncia de consenso baseada em cada primer direto e
reverso. As sequéncias de consenso de cada espacgador de Cox foram entéo

comparadas no site https://ifr48.timone.univ-

mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/spacers.html da instituicdo Mediterranée Infection

para atribuir o tipo de MST.

4.7. Georreferenciamento

Utilizando uma base de dados digital, o0 geoprocessamento foi realizado
a partir do mapeamento dos isolados ja sequenciados visando compreender
espacialmente a distribuicdo de casos positivos na area de estudo. Para isso,
foi utilizado o instrumento de Sistema de Informacdo Geografica (SIG), e 0
software ArcGis 10.3, para a construcdo do banco de dados e elaboracéo de

produtos cartograficos.
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4.8. Andlise Estatistica

Para estimar uma prevaléncia suposta de 4% (Mioni et al, 2019), foram
utilizadas 102 amostras de leite de tanque de refrigeracdo de diferentes
propriedades localizadas na regido Centro-Oeste paulista. O célculo do
tamanho das amostras foi realizado com o programa OpenEpi (DEAN et al.,
2015). A prevaléncia de C. burnetii foi estimada com o respectivo intervalo de
confianca de 95% (Clopper-Pearson) de acordo com os resultados da PCR do
leite de tanque. Foi realizada a andlise do coeficiente Kappa entre os métodos
moleculares empregados a fim de verificar a concordancia entre eles, utilizando

0 programa estatistico Sigma.
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5. RESULTADOS

5.1. Coletado leite e analise das propriedades

Durante as visitas a propriedades, ja havia sido observado no momento
das coletas de leite varios fatores de risco para a contaminacao do leite bovino
dentro dos tanques de refrigeracdo. Fatores como presenca de animais de
varias espécies, alguns com sintomas respiratorios (secrecdo nasal) e
digestorios (diarreia), ambientes sujos, presenca de esgoto, entulhos e
depdsitos de lixo. Importante salientar que, em duas propriedades, foram
encontrados suinos, e em uma delas, o animal encontrava-se em trabalho de
parto bem ao lado de um tanque de refrigeracdo. Observou-se também um
leitdo lambendo os restos de leite da saida do tanque de refrigeracdo em uma

outra propriedade (Figura 8).
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Figura 8 - Suino em trabalho de parto ao lado do tanque de refrigeracéo (A) e leitédo
bebendo restos de leite da saida do tanque de refrigeracdo no momento da coleta de
leite (B).

Fonte: Bertolini, 2019
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5.2. Quantificacdo do DNA a partir da extracao do leite

O resultado da quantificacdo de DNA das 102 amostras de leite que
passaram por extracdo esta detalhado no Apéndice A. De maneira geral, as
amostras quantificadas perfizeram uma relagédo 260/280 que variou de 1,204 a
2,571. Os DNAs se encontravam em concentragdes que variavam de 4,7 ng/ul

a 92 ng/pl.

5.3.  Anédlise molecular

5.3.1. Reagdo em Cadeia da Polimerase Convencional (PCR convencional)
A analise molecular a partir das técnicas de extracdo, PCR/Nested-PCR

e eletroforese indicaram dezesseis amostras positivas para Coxiella burnetii

(16/102), perfazendo deteccdo de 15,68%. A Figura 9 apresenta o gel de

eletroforese com bandas positivas verificadas em fotodocumentador.

Figura 9 — Amostras de leite de tanque positivas para C. burnetti. Gel de agarose a
2%. Primers Trans1l/Trans2 e N3+/N4- (Nested-PCR).

LASAB/ APTA - 12/07/2021
Amostras de Leite - Coxiella burnetii - Primers Trans1/Trans 2 e N3+/N4- (PCR nested)
Gel a 2 % (80 V/ 100mA/ 90min)

Ld 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 C+ C-

Legenda: Ld — Ladder (padrdo de 100 pares de base) C+ controle positivo. C- controle negativo. Os
nameros representam as amostras testadas. Amostras 35, 37, 38, 43, 44, 49 3 52 apresentam banda
(positivas). Demais numeracgdes, amostras negativas. Fonte: Arquivo pessoal
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As informagfes referentes as amostras positivas se encontram na
Tabela 1. De acordo com os achados, das 16 amostras positivas, cinco
(31,25%) pertenciam ao municipio de Avaré, duas (12,5%) ao municipio de
Cerqueira César, duas (12,5%) ao municipio de Arandu, trés (18,75%) ao
municipio de Bofete, duas (12,5%) ao municipio de Pardinho e os municipios
de Bauru e Anhembi com uma amostra positiva (6,25%) cada um. O municipio

de Botucatu apresentou resultado negativo para C. burnetii.

Tabela 1. Deteccao de C. burnetii em leite de bovinos por Reacdo em Cadeia da

Polimerase — Nested-PCR

N°® Amostra positiva Cidade de origem Deteccéo (%)
35, 37,38,43 e 44 Avaré 31,25%
49 e 52 Cerqueira César 12,5%
59 e 60 Arandu 12,5%
62, 64 e 66 Bofete 18,75%
71le74 Pardinho 12,5%
93 Anhembi 6,25%
100 Bauru 6,25%

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.2. Sequenciamento genético
Todas as 16 amostras foram exitosamente sequenciadas e analisadas
por bioinformatica. De maneira geral todas as amostras demostraram uma boa
leitura, apresentando picos altos e singulares, conforme mostra o Apéndice B,

contendo os eletroferogramas analisados.
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Apés a andlise dos gréficos de sequenciamento, e comparagcdo com
amostras ja presentes no banco de dados do GenBank, as amostras obtiveram
uma semelhanca entre 98,7% e 100% com as sequéncias do referido banco de
dados.

Os isolados de Coxiella burnetii identificados de acordo com a
semelhanca entre as sequéncias identificadas nos leites de tanque de
refrigeracdo do presente estudo e as sequencias contidas no GenBank foram:

7T1, 28T1, 36T1, 54T1 e Isolado ZonVet2 (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparagédo da semelhanca entre as sequéncias das amostras de

leite de tanque de refrigeracéo positivas para Coxiella burnetti e as sequéncias

do Genbank

Sequéncias contidas no Blastn

7T1

28T1

36T1

94T1

ZonVet2

Sequéncias do estudo

(% semelhanca)
Amostra 52 (100%)
Amostra 60 (100%)

Amostra 64 (99,56%)
Amostra 74 (100%)
Amostra 54 (99,22%)
Amostra 100 (98,97%)
Amostra 62 (100%)
Amostra 71 (99,70%)
Amostra 35 (99,73%)
Amostra 37 (100%)
Amostra 43 (98,87%)
Amostra 44 (99,74%)
Amostra 49 (100%)
Amostra 66 (99,73%)
Amostra 93 (99,74%)

Amostra 38 (100%)
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5.3.3. Reagcdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) utilizando
Sybr

Todas as 102 amostras testadas para PCR convencional foram testadas
para a técnica de qPCR utilizando Sybr. Do total de amostras analisadas, vinte
e duas (22/102) demonstraram amplificacdo. A prevaléncia estimada de
Coxiella burnetii foi de 21,56%. Sete dos oito municipios apresentaram
amostras positivas para C. burnetii, tendo-se apenas o municipio de Botucatu
com resultados negativos.

Das vinte e duas amostras positivas, quatro (18,18%) pertenciam ao
municipio de Avaré, duas (9,09%) ao municipio de Cerqueira César, duas
(9,09%) ao municipio de Arandu, quatro (18,18%) ao municipio de Bofete,
quatro (18,18%) ao municipio de Pardinho, quatro (18,18%) ao municipio de
Anhembi e duas (9,09%) ao municipio de Bauru. A procedéncia das amostras
positivas a PCR em tempo real para os primers Trans 3 e Trans 4 esta descrita
na Tabela 3, enquanto que as curvas de amplificacdo estdo representadas na

Figura 10.
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Tabela 3. Informacdes das amostras positivas de C. burnetii em leite bovino

de tanque de refrigeracéo por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo

Real (QPCR) — Primers Trans 3 e Trans 4

N°® Amostra positiva

Cidade de origem

Deteccéo (%)

8,19,22 e 44
49 e 52
58 e 60
62, 63, 65 e 66
74,78, 80 e 81
85, 88, 93 e 96

100 e 101

Avaré
Cerqueira César
Arandu
Bofete
Pardinho
Anhembi

Bauru

18,18%
9,09%
9,09%

18,18%

18,18%

18,18%

9,09%

Fonte: elaborada pelo autor

Figura 10 — Exemplo de gréafico de amplificacdo de amostras positivas para qPCR/ Sybr

AMPLIFICACAO

Fonte: elaborada pelo autor
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5.3.4. Reacgédo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) utilizando a
sonda

As 102 amostras foram testadas para a técnica de gPCR utilizando sonda.
Do total de amostras analisadas, trinta e duas (32/102) demonstraram
amplificagéo, portanto, a prevaléncia estimada de Coxiella burnetii foi de
31,37%. Sete dos oito municipios estudados possuiam amostras positivas para
C. burnetii. Das trinta e duas amostras positivas para qPCR utilizando a sonda,
doze (37,5%) pertenciam ao municipio de Avaré, trés (9,35%) ao municipio de
Cerqueira César, duas (6,25%) ao municipio de Arandu, cinco (15,62%) ao
municipio de Bofete, quatro (12,5%) ao municipio de Pardinho, quatro (12,5%)
ao municipio de Anhembi e duas (6,25%) ao municipio de Bauru. A procedéncia
das amostras positivas a PCR em tempo real para os primers 1S-202 e 1S-249
esta descrita na Tabela 4 e as curvas de amplificacdo por gPCR/Sonda estédo

representadas na Figura 11.

Tabela 4. Procedéncia das amostras positivas de C. burnetii em leite de
bovinos por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) —

Primers 1S-202 e 1S-249

N° Amostra positiva Cidade de origem Deteccéo (%)

2,8,12, 19, 20, 22, 23 Avaré 37,5%
28,34, 35,37 e 44

49,52 e 55 Cerqueira César 9,35%
58 e 60 Arandu 6,25%
62, 63, 64, 65 e 66 Bofete 15,62%
74,78, 79 e 81 Pardinho 12,5%
88, 93,95 e 96 Anhembi 12,5%
100 e 101 Bauru 6,25%

Fonte: elaborada pelo autor
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Figura 11 - Exemplo de grafico de amplificacdo de amostras positivas para gPCR/ Sonda

100000 4 — COntrole Potiiivo
| Amocira 48

- S e S— Ar0OUATS 62

| P il =t Amocira 56
10000 ‘ 22 .:7_'.17-"' - Amosira 85

—— AmOLira 34

Amoctra 85

— ) rotira 78

1000 { Amosira &1

|
|
100 £

Y S P = —\ .
10 J\ \ i W o S TN sz

1

i
0.14

é 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 28 30 » 34 3% 38 0
Ciclo
Fonte: elaborada pelo autor

5.3.5. Comparacdo das amostras positivas por técnica e municipio e

analise de concordancia entre os métodos

Ao analisar as amostras postivas em cada técnica, observou-se que a
PCR convencional foi capaz de detectar C. burnetii em 16/102 amostras; a
qPCR/Sybr em 22/102 amostras e a gPCR/Sonda em 32/102 amostras. E
importante destacar que as técnicas tiveram resultados distintos quanto as
amostras que se mostraram positivas. A tabela detalhada com as informacdes
de deteccdo para cada técnica encontra-se no Apendice C. Ao contabilizar
todas as amostras que foram positivas para C. burnetii em pelo menos uma
das técnicas, foi possivel identificar 37/102 (36,27%) amostras positivas neste
estudo.

Quando analisadas as trés técnicas em conjunto, obteve-se um indice
de concordancia mediana (coeficiente Kappa 0,463). Observou-se
identificacdo de C. burnetii pelas trés técnicas em 9/102 amostras (8,82%). Ao

comparar as técnicas de Nested-PCR e qPCR/Sybr, obtéve-se uma

concordancia mediana (coeficiente Kappa 0,4212), ambas as técnicas
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identificaram C. burnetii em 10/102 amostras analisadas (9,80%).

O menor indice de concordancia foi observado entre as técnicas de
Nested-PCR e gPCR/Sonda, obtendo um coeficiénte Kappa de 0,3678,
considerado baixo. Foram 12/102 (11,7%) amostras com detecgdo para
C.burnetii por ambas as técnicas. Ainda que tenham identificado mais
amostras positivas em comparacdo com gqPCR/Syby vs. Nested-PCR, as
técnicas pouco concordavam em quais amostras se mostravam negativas,
justificando o baixo coeficiente Kappa. A maior concordancia foi observada
entre as técnicas de qPCR/sonda e gPCR/Sybr (coeficiente Kappa 0,602). Foi
possivel identificar C. burnetii por ambas as técnicas em 19/102 (18,62%) das
amostras.

Também foi possivel observar amostras que foram positivas somente
em uma das técnicas. Trés amostras (2,94%) foram identificadas somente
pela técnica de Nested-PCR, duas (1,96%) somente pela qPCR/Sybr e nove
(8,82%) somente pela qPCR/Sonda. Os gréaficos abaixo demonstram
visualmente os resultados (Figura 12).

Em relacdo aos municipos estudados, a cidade de Bauru obteve maior
deteccdo para Coxiella burnetii pela sonda (p-valor: 0,0412). Os demais
municipios ndo apresentaram diferencas entre si por nenhuma das técnicas

empregadas.
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Figura 12 - Deteccao de C. burnetii ao analisar as técnicas em conjunto e
separadamente

Deteccgao de C. burnetii (n° amostras)

gPCR/Sonda + Nested PCR
gPCR/Sybr + Nested PCR 10

Trés técnicas e
Somente qPCR/Sonda S R

Somente Nested PCR 3

Somente qPCR/Sybr -

Fonte: elaborada pelo autor

5.4. Genotipagem
A genotipagem foi realizada a partir da amostras 93, cuja similaridade e qualidade
se demonstraram mais apropriadas para uma genotipagem bem sucedida. A partir do
sequenciamento e analise, observa-se na tabela abaixo os resultados para a técnica

de MST para sete espacos intergenicos de C. burnetii (Cox 2, 5, 18, 22, 37, 51 e 61):

Tabela 5 — Resultado da genotipagem de C. burnetii pela técnica de MST

MST Cox Cox Cox Cox Cox Cox Cox
Loci 2 5 18 22 37 51 61
3 2 6 5 10 4 5

A combinacao dos alelos dos espacos intergénicos obtidos revelou a presenca do

genotipo ST61 nos leites de tanque de refrigeragéo.
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5.5. Andlise espacial, climatica e demografica dos
municipios

Os resultados obtidos por andlise espacial com o software ArqGis estao
sumarizados nas figuras 13 e 14, e apontam o local de estudo e as amostras
positivas. Na Figura 13 observa-se o0 mapa do Brasil, e em destaque, o estado
de Séo Paulo, regido do pais onde o estudo foi realizado. Na Figura 14 observa-
se mais detalhadamente os municipios nos quais as 102 amostras de leite
foram coletadas, evidenciando a quantidade de amostras positivas por

municipio.
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Figura 13 - Mapa do Brasil, evidenciando o estado de Sao Paulo, local de estudo
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Figura 14 - Cidades incluidas no estudo e numero de amostras positivas
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Tabela 6 — Temperatura média e dados demograficos dos municipios estudados

Cidade Temperatura média IDH Densidade demografica
(hab/km?)
Bauru 22,3 0,801 567,85
Anhembi 21,7 0,721 7,70
Cergueira Cesar 20,8 0,729 41,96
Botucatu 20,5 0,800 97,90
Arandu 20,7 0,685 24,08
Pardinho 20,1 0,727 34,08
Bofete 20,5 0,705 16,01
Avaré 20,4 0,767 76,51

Fonte: IBGE, 2022

Das cidades estudadas, Bauru é a que possui a temperatura média mais alta
(22,3 °C) e também maior indice de Desenvolvimento Humano e densidade

demografica.
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6. DISCUSSAO

A bactéria Coxiella burnetti, causadora da febre Q, ocasiona uma
importante zoonose, tendo em vista que a infec¢cado pode ocorrer por aerossois
contaminados com produtos animais infectados, principalmente pelas espécies
bovina, ovina e caprina, os quais podem ser dispersos pelo vento com muita
facilidade, o que possibilita a infeccdo humana. A infeccdo em humanos pode
variar desde a auséncia de sinais ou evoluir para quadros graves e fatais, o que
demonstra a gravidade desta enfermidade.

Tendo em vista que o Brasil possui grande numero de ruminantes
domésticos, a ocorréncia de coxielose nesses animais pode trazer prejuizos ao
produtor pelas alteracdes reprodutivas. Além disso, nos humanos, a Febre Q
possui caracteristica ocupacional, ou seja, grande numero de trabalhadores
estdo expostos & zoonose. E importante que se tenham mais estudos acerca
desta enfermidade, como o estudo presente, para que se possa alertar a
populacao dos riscos da infecgéo, principalmente da ingestédo do leite cru, em

gue os agentes infecciosos, se presentes, ndo sao inativados.

O primeiro estudo molecular envolvendo a bactéria no pais foi
desenvolvido a partir de um Unico paciente que relatava contato constante com
cabras e produtos de abortamentos (Lemos et al., 2018). Estudos
subsequentes relataram a presenca de C. burnetii em animais a partir de
amostras de sangue (Mares-Guia et al., 2018), placenta (Oliveira et al., 2018),
bem como em animais de matadouro (Mioni et al., 2020). Neste estudo, utilizou-
se amostras provindas de leite de tanques de refrigeragdo. A amostragem
realizada a partir desses tanques tem varias vantagens. Por fornecer uma

amostra representativa para todas as vacas em lactacéo, € de facil obtencéo,
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nao invasivo, conveniente e econdmico.

No presente estudo foi identificada a presenca de C. burnetii em leite
bovino cru (sem pasteurizacdo) de pequenas propriedades rurais. Em relacéo
aos produtos de animais de rebanho, outros estudos também identificaram a
bactéria em leite cru sem pasteurizacdo (Mioni et al., 2019) e em queijos
artesanais preparados a partir de leite sem a fervura em alta temperatura
(Rozental et al., 2020; Nascimento et al., 2021).

Autores como Capuano et al. (2012) afirmam que produtos néao
pasteurizados possuem potencial infectivo ao ser humano dada a alta
resisténcia de C. burnetii, que poderia sobreviver no alimento por um periodo
prolongado. Simulacdes de analise de risco demonstraram que nédo se pode
desprezar os riscos de transmissao de C. burnetii aos humanos pelo consumo
de lacteos néo pasteurizados, apesar dele ser menor em comparacdo com a
inalacdo de aerossois contaminados (Gale et al. 2015).

Durante as visitas as propriedades para coleta, varios fatores de risco
para a contaminacéo do leite bovino dentro dos tanques de refrigeracao foram
observados. A presenca de animais de varias espécies, alguns com sinais
respiratorios (secrecéo nasal) e diarreia, ambientes sujos, presenca de esgoto,
entulhos e depdésitos de lixo foram observados. De acordo com a EMBRAPA
(2018), as paredes e pisos do local onde se encontram os tanques devem
permitir que os mesmos sejam lavados diariamente. Locais e tanques mal
lavados ou sujos podem prejudicar muito a qualidade do leite do tanque,
aumentando a contagem bacteriana.

Além disso, foi observado uma fémea suina em trabalho de parto,

proxima ao tanque de refrigeragdo e, inclusive, se alimentando do leite que



escorria dos tanques. E importante frisar que, apesar de ndo ser comum em
suinos, Coxiella burnetii ja foi identificada nesses animais, portanto, ndo se
pode excluir esse possivel reservatorio como fonte de transmisséo da bactéria
(Seo et al., 2016a). Portanto, devido aos fatores de risco observados nas
propriedades rurais, ressalta-se os esfor¢cos para a educacao sanitaria por meio
da extenséo rural na tentativa de educar os produtores de leite, para que estes
riscos sejam minimizados e, com a educacao estabelecida, sejam extintos.

Deve-se atentar também ao fato de que as principais rotas de entrada
de C .burnetti em uma propriedade sé&o formas semelhantes a esporos
aerosolizados, transportados pelo vento (Nusinovici et al., 2015) e a introducao
de animais de outros rebanhos. Portanto, dependendo do tamanho e do grau
de imunidade dos animais, a disseminacdo de C. burnetti aerossolizada na
propriedade pode levar a infecgdo dos animais, com ocorréncia de alteragdes
reprodutivas (Van den Brom et al., 2015). Ndo foi possivel verificar se os
animais deste estudo apresentavam desordens reprodutivas, tendo em vista
que a amostra biologica estudada foi exclusivamente o leite dos animais,
coletada diretamente dos tanques de refrigeracgéo.

No presente estudo, a detec¢do da bactéria foi realizada a partir de
métodos moleculares, tendo-se verificado C. burnetii em dezesseis amostras
(15,68%) por Nested-PCR, vinte e duas (21,57%) pela gPCR/Sybr e trinta e
duas (31,37%) pela gPCR/Sonda. Ainda que o método padrdo-ouro para o
diagnoéstico de C. burnetii seja a Imunoflourescéncia Indireta (RIFI), métodos
moleculares tém sido amplamente utilizados para a identificacdo de C. burnetti,
com sucesso nos resultados, como verificado neste estudo. Varios testes

baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase foram desenvolvidos com
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intuito de detectar C. burnetii por diferentes sequencias-alvo: gene superdxido
dismutase, RNA 16S-23S, gene coml, elemento repetitivo 1IS1111, plasmideos,
etc. (Eldin etal., 2017).

A regido alvo escolhida foi 0 gene 1S1111. Rolain e Raoult (2005) citam
que esta regido é a mais sensivel para a identificacdo da bactéria. Essa
sequencia pertence a um grupo denominado “sequéncias de insergao” (IS) e
sdo comuns em bactérias intracelulares obrigatorias devido as poucas
oportunidades de troca genética. Estao envolvidos em rearranjos
cromossémicos, no aumento da diversidade genética da bactéria e no potencial
de viruléncia de C. burnetii (Marrie et al., 2015).

A Nested-PCR foi uma técnica amplamente empregada para digndstico
molecular de bactérias em diversos estudos, entretanto, autores afirmam que a
técnica apresenta pouca especificidade (Eldin et al., 2017). Por outro lado,
estudos afirmam que a utilizacdo de iniciadores internos aumentam a
sensibilidade e aumenta 10.000 vezes o numero de produto de PCR, obtendo-
se menor numero de falsos-negativos, sendo, portanto, uma alternativa
diagndstica quando testes mais robustos como a gPCR nao esta disponivel
(Mares-Guia 2015). Nosso estudo demonstrou dezesseis amostras positivas
para Nested-PCR enquanto que a gPCR/Sonda identificou trinta e duas
amostras positivas. Ainda que tenha identificado amostras positivas, de fato a
Nested-PCR identificou apenas metade das amostras positivas, demonstrando,

portanto, baixa sensibilidade.

Por sua vez, a técnica de PCR em tempo real (QPCR) demonstrou ser
mais pratica e, portanto, se tornou a mais usada no diagndéstico da febre Q

(ELDIN et al., 2017). Do mesmo modo, nossos resultados evidenciaram a boa
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deteccao da bactéria por este método molecular, tendo em vista a detecgéo de

C. burnetii em trinta e duas amostras pela sonda.

A amostra com material genético de melhor qualidade foi selecionada
para a técnica de multispacer sequence typing (MST) e genotipagem. Os
métodos baseados em sequéncias de alta resolucdo, como MST, sao
comumente empregados em estudos moleculares atualmente para que se

possa detectar qual tipo de gendtipo esta relacionado (MIONI, 2018).

A genotipagem de C. burnetii é Util uma vez que permite comparar as
estirpes responsaveis pelo quadro infectivo e estabelecer uma relagéo entre o
genotipo, a espécie animal, sua origem geogréfica e viruléncia (Jodetko et al.,
2021; Kalaitzakis et al., 2021), permite identificar fontes de infecdo, ajuda a
estabelecer medidas de controle (Menadi et al., 2022), e a comparagcdo em
bases de dados internacionais permite uma melhor compreensdo da
epidemiologia da Febre Q (Kalaitzakis et al., 2021), caracterizando-se,
portanto, em uma importante ferramenta para compreensao da epidemiologia
das doencas infecciosas, auxiliando no entendimento do ciclo bioldgico e

possibilitando entender qual a fonte de infecgdo animal de surtos humanos.

ApOs o consenso e andlise no banco de dados foi possivel observar que
a amostra genotipada neste estudo configura-se como ST61. Este gendtipo
pertence ao grupo genémico lll. O genoma completo de C. burnetii foi publicado
em 2003 (Seshadri et al., 2003) e cerca de 74 gendtipos distintos da bactéria
foram identificados até o momento (Fu et al., 2022). Isolados de C. burnetii séo
agrupados em seis “grupos gendmicos” (GGs), alguns deles possuindo
caracteristica local enquanto outros encontram-se por todo o mundo (D’Amato

et al., 2016).
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Resumidamente, os grupos gendmicos |, Il e Il estdo mais intimamente
relacionados, enquanto o grupo gendmico V mostrou 0 maior nimero de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e GG IV foi o mais distantemente
relacionado em um estudo filogenético. Os isolados pertencentes ao GG | séo
0s mais virulentos em modelos animais, seguidos por GG Il e lll. O GG IV e V
mostram viruléncia moderada e os isolados GG VI parecem ser avirulentos

(Metters et al., 2019).

Também diferem em relacdo a distribuicdo geografica: GG | e IV séo
encontrados no mundo todo, GG Il € encontrado predominantemente na
Europa e 0 GG V é encontrado na Nova Escécia e areas vizinhas da América
do Norte (Hemsley et al., 2019). O GG Il é frequentemente encontrado na
Europa, nas Américas e na Africa, mas ainda n&o foi relatado na Australia ou

no Norte e na Asia Central (Hemsley et al., 2021).

A coxielose pode ser causada por multiplos genétipos, porém, nem todos
sdo infecciosos para humanos. Por exemplo, o genétipo pertencente ao mesmo
GG do gendtipo encontrado em nosso estudo, ST20, é circulante nos Estados
Unidos e possui alta prevaléncia bovinos, entretanto, poucos casos de doenca

humana (Pearson et al., 2014).

O subtipo encontrado neste estudo mostra a maior similaridade com
ST20. Até o momento, ST61 foi descrito em bovinos leiteiros na Polbnia;
também em caprinos e bovinos na Bélgica e em pequenos ruminantes na
Poldnia (Szymanska-Czerwinska et al., 2019; Jodelko et al., 2021; Tomaiuolo
et al., 2021) sendo o presente trabalho o primeiro relato do subtipo 61 circulante
no Brasil. Além disso, Mioni et al. 2019 realizaram uma analise filogenética com

0S seis espacgadores intergénicos que mostraram uma estreita relacdo entre o
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novo tipo de sequéncia de cepas brasileiras (ST74) com ST20 e ST61.

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo e representa o
maior exportador de carne bovina, o segundo maior produtor de carne e o sexto
maior produtor de leite no mundo (EMBRAPA, 2022). Tais dados demonstram
gue o pais possui um numero expressivo de animais, refletindo a importancia
da atividade pecuéria no Brasil. Deste modo, a presenca de C. burnetii e a
possibilidade de adoecimento dos animais e dos trabalhadores que lidam com
eles refletem o potencial negativo que surtos de coxielose podem causar, uma
vez que causa distirbios de gestacdo como infertilidade, abortamentos,

natimortos e prematuros.

A caréncia da vigilancia epidemiolégica da febre Q no Brasil (Mares-Guia
et al. 2016) e, particularmente, na regido estudada (municipios da Regido
Centro-Oeste paulista), bem como os relatos observados em outras regiées na
América do Sul, como Guiana Francesa (Eldin et al., 2014), Chile (Cornejo et
al., 2020) e Uruguai (Somma-Moreira et al., 1987), sugerem que a febre Q seja

uma doenca subdiagnosticada no Brasil.

Diante do nimero escasso de estudos envolvendo a epidemiologia da
bactéria em produtos lacteos, sugere-se que ha grande subnotificacdo de
casos, fato que subestima os dados de prevaléncia da bactéria no pais. Porém,
0s casos de doenca em humanos e em animais supracitados, relatados nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Rio de Janeiro e Bahia indicam o
carater emergente da doenca, em semelhanca ao que ocorre em outros paises

do mundo.

A ocorréncia de C. burnetii pode apresentar variacdo sazonal. A
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sazonalidade esta relacionada com o aumento da excrecdo bacteriana em
animais no momento do parto (Basanisi et al., 2022). Estudos demonstram que
h& observacdo de um padréo sazonal relacionado ao aumento do numero de
casos da doencga durante os meses de primavera e verao (Asamoah et al.,
2021; Espi et al., 2021).

Existe a preocupacéo de que as alteracdes climaticas possam alterar a
distribuicdo geografica e temporal de uma série de doencas infecciosas. Muitas
doencas infecciosas séo sensiveis ao clima, sendo que a sua emergéncia numa
regido depende de alteracdes ecoldgicas relacionadas a ela (OPAS et al.,
2021).

O Brasil € um pais tropical de clima quente e possui varios rebanhos que
favorece a transmissdo zoonotica de agentes infecciosos (FRANCA et al.,
2022). Nas areas tropicais, a incidéncia de Coxiella burnetti esté relacionada
com o aumento de pluviosidade (ELDIN et al., 2017). Nosso estudo abrangeu
municipios da regido Centro-Oeste paulista e as amostras de leite coletadas
foram realizadas no verdo. Pode-se verificar que o municipio de Bauru se
destacou para deteccdo de C. burnetii de acordo com o nimero de amostras.
Dentre as cidades estudadas é a que possui maior temperatura (Tm: 22,3 °C).
Avaré também se destacou por ser 0 municipio com maior nimero de amostras

coletadas (n=47), tendo-se detectado positividade em 14 (29,78%) amostras.

As propriedades leiteiras deste estudo sao caracterizadas como
pequenas propriedades de agricultura familiar. Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2023), o cenéario da producao
leiteira vem se alterando desde 2021, com varios produtores saindo da

atividade e reducgé&o do rebanho em varios estados do pais, tendo-se destacado
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0 ano de 2022 por altos pregcos que se intensificaram com a entrada da
entressafra, o que comprometeu o consumo de leite pela populacéo, devido a
questdes econdmicas do pais que se configuraram por um cenario de

desemprego e queda de salérios dos trabalhadores (SILVA, 2023).

Além disso, esses fatores sinalizaram para a necessidade de politicas
publicas para os médios e pequenos produtores, principalmente os produtores
da agricultura familiar. Por ser uma atividade que garante o recebimento mensal
pelo produto, muitos produtores, como o0s assentados, optaram por produzir
leite para a garantia de renda mensal. Assim, a possivel reducdo de sua
participacdo na producdo poderia, a curto e a médio prazo, exclui-los do

mercado.

A queda da rentabilidade da producéo de leite — devido a elevagéo dos
custos de producédo e a baixa qualidade nas pastagens — foi a razdo principal
para a queda na oferta e a consequente alta dos precos (FERREIRA et al.,
2023). Tais fatores sédo importantes e desafiadores para o pequeno produtor, ja
gue a baixa qualidade nas pastagens e consequentemente diminuicdo de
producao de leite , sdo fatores que irdo refletir na sanidade dos rebanho, pelo
estresse alimentar e diminuicdo de imunidade, facilitando as infec¢cdes por

diferentes agentes patogénicos, como Coxiella burnetti.

Diante dos impactos negativos concernentes a presenca de C. burnetii
para a producéo de leite, queda na rentabilidade, saude geral do rebanho e
risco a populacéo e trabalhadores da area, este presente trabalho, para além
da deteccdo da bactéria, mostra a importancia da educacdo em saude aos
pequenos produtores de leite e demonstra a importancia da testagem do

rebanho para coxielose.
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7. CONCLUSAO

- Foi possivel verificar a ocorréncia de C. burnetii em leite bovino
procedente de tanques de refrigeracdo em propriedades leiteiras da regiao
Centro-Oeste do Estado de S&o Paulo pelas trés técnicas moleculares
empregadas;

- Sete dos oito municipios estudados possuiam amostras de leite de
tanques de refrigeracdo com DNA de C. burnetii;

- A concordancia entre os trés métodos moleculares se mostrou mediana;
- A gPCR/Sonda foi a técnica molecular que permitiu detectar maior
namero de amostras positivas para C. burnetii, enquanto que a Nested-PCR
identificou menor nimero de amostras positivas;

- O gendtipo identificado (ST61) esta relacionado a infec¢des bovinas e de
pequenos ruminantes e ndo havia sido até entdo encontrado no pais,

demonstrando ineditismo da circulacao de tal genotipo.
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APENDICE A - Quantificacdo do DNA das amostras de leite bovino em Nanodrop

(ng/pL)

AMOSTRAS

RELACAO 260/280

DNA AMOSTRA (ng/uL)

1 2.027 8.1

2 2.060 15.6
3 1.882 17.5
4 2.234 15.3
5 2.037 12.6
6 2.148 16.0
7 2.030 12.1
8 2.036 17.0
9 2.080 7.6

10 2.060 20.5
11 1.900 13.3
12 1.963 26.5
13 2.368 10.3
14 2.289 9.5

15 2.215 13.4
16 2.185 16.5
17 2.152 17.0
18 2.171 16.5
19 2.080 14.3
20 2.176 18.5
21 2.020 14.9
22 2.036 17.0
23 2.242 18.5
24 2.090 18.5
25 2.256 22.0
26 2.374 16.5
27 2.379 16.6
28 2.143 21.0
29 1.841 121.0
30 2.312 18.5
31 2.051 6.0

32 2.404 5.7

33 1.980 4.9

34 2.011 18.0
35 1.648 21.5
36 2.222 17.0
37 1.809 18.0
38 1.727 21.5
39 1.600 76.00
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40 2.020 20.0
41 1.860 15.9
42 1.457 102.0
43 2.112 8.5
44 1.965 11.3
45 2.571 7.2
46 1.632 6.2
47 1.534 56.0
48 2.143 12.8
49 2.539 11.3
50 2.059 13.1
51 2.268 9.3
52 1.898 28.0
53 2.062 26.5
54 2.124 27.5
55 1.835 25.5
56 1.485 50.5
57 2.147 24.5
58 2.168 22.0
59 1.712 31.5
60 2.204 20.5
61 2.018 22.5
62 1.905 20.0
63 1.866 10.5
64 1.986 14.4
65 2.071 8.8
66 1.984 12.6
67 1.553 8.0
68 2.229 7.8
69 2.246 6.9
70 2.012 8.2
71 1.955 8.6
72 1.783 8.2
73 1.571 9.4
74 1.804 18.0
75 1.499 8.5
76 1.892 7.7
77 1.664 9.4
78 1.676 8.8
79 1.569 9.1
80 1.773 9.8
81 1.469 9.4
82 1.811 10.1
83 1.720 13.5
84 1.756 18.0
85 1.903 12.1
86 1.716 15.6
87 1.678 12.4
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88 1.974 8.8
89 1.769 12.5
90 1.597 12.7
91 1.879 11.7
92 1.204 5.6
93 1.880 4.7
94 2.054 5.8
95 1.916 12.6
96 1.831 5.4
97 1.447 7.4
98 1.643 92.0
99 1.707 9.9
100 1.694 9.4
101 1.851 9.4
102 1.873 5.9

111



APENDICE B - Eletroferogramas gerados no programa Chromas 2.6.6
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Apéndice C — Resultados de deteccdo de Coxiella burnetti em amostras de leite
bovino para cada técnica diagnostica utilizada — Nested-PCR, gPCR Syber e gPCR

sonda

N° Amostra
1

© 00 ~NO Ol WN

BB D WWWWWWWWWWNDNNDNDNNNNMNNNRPRRPRPEPEPEPEPRPEREER
NP OOWO~NOUOMAWNPEPOOONODODUUUMAAWDMNMPOOONOOGRMMWDNEO

Nested-PCR
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

gqPCR Sybr
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

gPCR Sonda
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

Municipio

Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva

Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva

Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Avaré
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Cerqueira César
Arandu
Arandu
Arandu
Arandu
Bofete
Bofete
Bofete
Bofete
Bofete
Bofete
Bofete
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Pardinho
Anhembi
Anhembi
Anhembi
Anhembi
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89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa

Anhembi
Anhembi
Anhembi
Anhembi
Anhembi
Anhembi
Anhembi
Anhembi
Anhembi
Botucatu
Botucatu
Bauru
Bauru
Bauru
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ANEXO A - Certificado de aceite do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Comissio e Efca no Uso de Animals:

Criada siraves da Poriana DFMW ™ 611 de 13122012

CERTIFICADO N° 1369/2020 — CEUA

Certificamos que o projeto intitulado: "Diagndstico molecular para Coxiella Burnetii em leite bovino coletado de tanques de refrigeracio de pequenas
propriedades e andlise espacial”, Conduzido pela Pesguisadora: Thaina Valente Bertozzo - Orentador: Profa. Dra. Simone Baldini Lucheis - Coorientadora: Profa. Dra.
Maria Izabel Merino de Medeiros, registrada com o n® CEUA 13692020, que ervolve a produgdo, manutengdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acondo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 08 de ouwtubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 13
de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentacio Animal (COMCEA), e foi APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medidna de Botucatu, em reunido ordindria de 26 de agosto de 2020,

Finalidade { ) Ensine (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacio 31/08/2022
Espécie/ Linhagem,/Raca Amostras de Leite
N de animais ZERO
Idade/Pese |  m———
Origem CELA 51/2016 FMVZ
A
il
Sara Rosa Stanley Sampaio Profa. Assodada Bertha Furlan Polegato
Secretaria da Comissdo de Etica no Uso de Animais Presidents da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESE

Distrito RublBa Jonior, £/n? — Botucaty - SP. CEP: 1B 61B-970 Fones: (14) 3880 1880 - E-mall Secretaria: ceua@fmb.unesp br
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