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Descrigao e Estrutura

O presente projeto tem por objetivo desenvolver um sistema aplicavel ao rastreamento de bovinos com tuberculose (TB) e voltado
ao saneamento de propriedades rurais focos da doenga, utilizando-se de uma abordagem multidiagnéstica. O projeto prevé a
adigao de diferentes técnicas, adicionais ao esquema oficial preconizado pelo Programa Nacional de Controle e Erradicagédo da
Brucelose e Tuberculose Animal. Busca também desenvolver redes neurais artificiais para apoiar o diagnéstico de TB bovina,
definindo os métodos mais eficazes de diagnostico e fornecendo informacao estatistica adicional. Objetiva ainda uma melhor
caracterizagdo genotipica dos isolados de M. bovis recuperados. As investigagdes cientificas serdo realizadas em 25 rebanhos



em Mato Grosso do Sul e 25 rebanhos no Rio Grande do Sul, de exploracéo leiteira, com focos de TB identificados por meio do

Resumo: Teste Cervical Comparativo (TCC) e sucederdo com avaliagdes dos animais pelos métodos de ELISA quimérico e nested-PCR de
leite e secre¢do nasal, no intuito de identificar possiveis anérgicos. Posteriormente, todos os animais positivos aos testes de TCC
e um percentual dos animais TCC negativos/ELISA positivos serdo avaliados quanto a presenga de M. bovis em tecidos, por meio
da avaliagdo por imunohistoquimica, cultivo microbiano e nested-PCR. As coldnias resultantes do cultivo serdo testadas por
espectrometria de massas (MALDI-TOF) e PCR. Pretende-se também contribuir com a caracterizagdo genética de isolados
brasileiros de M. bovis por Spoligotyping, MIRU-VNTR e sequenciamento gendmico, avaliando associagdes entre os 'clusters’
identificados com as respostas aos testes diagnodsticos. Com essa pesquisa almeja-se acelerar o processo de saneamento de
rebanhos bovinos infectados e conhecer o impacto zoondtico desta enfermidade.

Objetivo Avaliar uma estratégia multidiagndstica para detecgdo da Tuberculose Bovina (TB) em rebanhos bovinos naturalmente infectados,
Geral: que possibilite a aceleragado no saneamento de focos

_ Identificar propriedades rurais com focos de TB mediante o uso do teste cervical comparativo (TCC), segundo as normas
do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT)

_ Em cada rebanho infectado, testar os soros de todos os animais avaliados ao TCC por ELISA com antigeno recombinante
quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6

Avaliar e comparar a detecgdo de M. bovis na excrecdo nasal e leite de vacas em rebanhos infectados, mediante nested-
" PCR e cultivo

_ Em animais positivos ao TCC ou ELISA, comparar a detecgdo de M. bovis em tecidos por meio de cultivo microbiano,
nested-PCR e imunohistoquimica

Genotipar os isolados de M. bovis obtidos em cultivo, por meio de spoligotyping, MIRU e sequenciamento gendmico, e
- associar os padrdes encontrados com os perfis de resposta no TCC e ELISA, e presenca e severidade das lesdes nos
tecidos

Objetivos
Especificos:

Empregar espectrometria de massas MALDI-TOF para montar um banco de perfis espectrais de massas (fingerprinting de
- proteinas) e identificar espécies do género Mycobacterium a partir do cultivo microbioldgico in vitro, em substituicdo aos
métodos bioquimicos

_Desenvolver um software baseado em rede neural artificial para tomada de decisGes que oriente a escolha das provas
diagnésticas e as medidas de controle da tuberculose bovina

_Comparar a cobertura diagnostica fornecida pela adicdo das técnicas diagnosticas propostas (ELISA, nested-PCR,
imunohistoquimica, MALDI-TOF) ao esquema oficial preconizado pelo PNCEBT

- Validar a associagao de técnicas de diagndstico da tuberculose bovina, junto aos LANAGROS de diferentes estados.

Resultados (Formato Novo)

Resultado n°: 1

Vinculado ao Plano de Agao: Avaliagdo da cobertura diagndstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes
métodos

tipo de Resultado: Apoio a formacgéo de estudantes de graduacgéo e pds-graduacgao

Titulo: Formagdo de alunos em cursos de mestrado e doutorado

Descrigdo: Formagao de alunos em cursos de mestrado e doutorado em Ciéncias Veterinarias
Ano previsao de Alcance : 2018

Resultado n°: 2

Vinculado ao Plano de Ac¢ao: Avaliagdo da cobertura diagnéstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes
métodos

tipo de Resultado: Softwares para Clientes Externos
Titulo: Software baseado em redes neurais, para apoio a decisdes de diagnostico da tuberculose bovina

Descrigao: Software baseado em redes neurais, para apoio a decisdes de diagnéstico da tuberculose bovina, levando em
conta diferentes testes de diagndstico empregados e o peso de cada um individualmente e coletivamente, para o
diagnéstico final.

Ano previsao de Alcance : 2018

Resultado n°: 3

Vinculado ao Plano de Ac¢ao: Avaliagdo da cobertura diagnéstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes
métodos

tipo de Resultado: Negocio Tecnoldgico

Titulo: Método diagnodstico da tuberculose bovina, baseado em ensaio sorolégico de imunoadsorgdo enzimatica (ELISA)
com quimera recombinante

Descrigao: Método diagndstico da tuberculose bovina, baseado em ensaio sorolégico de imunoadsorgao enzimatica
(ELISA), com quimera recombinante MPB70/MPB83/ESAT-6

Ano previsao de Alcance : 2018

Resultado n°: 4

Vinculado ao Plano de Ac¢ao: Avaliagdo da cobertura diagnédstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes
métodos

tipo de Resultado: Processo melhorado, metodologia ou estudo técnico, organizacional ou gerencial

Titulo: Adaptacdo de metodologia de diagnéstico molecular da tuberculose bovina, baseado em nested-PCR, para
deteccao de Mycobacterium bovis em swabs nasais e leite



Descrigao: Adaptacdo de metodologia de diagndstico molecular da tuberculose bovina, baseado em nested-PCR, para
deteccao de Mycobacterium bovis em swabs nasais e leite, como provas ante-mortem.

Ano previsao de Alcance : 2018

Resultado n%: 5

Vinculado ao Plano de Ag¢ao: Avaliagdo da cobertura diagnédstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes

métodos

tipo de Resultado: Processo melhorado, metodologia ou estudo técnico, organizacional ou gerencial

Titulo: Adaptagéo de metodologia de espectrometria de massas (MALDI-TOF) para detecgédo de Mycobacterioum bovis em
cultivos de material suspeito de tuberculose bovina
Descrigdo: Adaptagdo de metodologia de espectrometria de massas (MALDI-TOF) para detecgdo de Mycobacterioum
bovis em cultivos de material suspeito de tuberculose bovina

Ano previsdo de Alcance : 2018
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Informagodes adicionais

Caracterizagao do problema focado pelo projeto

A Tuberculose Bovina (TB) é uma importante enfermidade infectocontagiosa causada pela bactéria Mycobacterium bovis (O’REILLY;
DABORN, 1995). Bovinos e bufalos sédo suscetiveis a doenga, mas diversas espécies podem ser afetadas, inclusive o homem (AYELE et al.,
2004). Entretanto, a maior parte dos animais infectados é assintomatica, ainda que possua graves lesdes teciduais com cargas de
micobactérias viaveis, passiveis de disseminagcao (MENIN et al., 2013).

A infecgdo por M. bovis em humanos, de forma geral, parece estar associada a regides geograficas onde a tuberculose é endémica nos
rebanhos bovinos (MICHEL et al., 2010). As contaminagdes aerdgena e digestoria sdo consideradas importantes formas de disseminacao do
agente para humanos a partir de bovinos, especialmente favorecidas pelo estreito contato entre trabalhadores e animais infectados em
matadouros/ frigorificos ou pelo consumo de leite in natura e seus derivados nédo pasteurizados (de KANTOR et al., 2008).

A TB possui uma alta relevancia econdémica, considerando sua capacidade em afetar a produtividade dos animais e influenciar o agronegécio,
em especial o comércio internacional, bem como de produtos e subprodutos de origem animal (JORGE, 2010; MICHEL et al., 2010).Embargos
a exportacdo brasileira de carne para seu principal mercado consumidor internacional, a Unido Aduaneira (Russia, Bielorrissia e
Cazaquistao), ja ocorreram em virtude da doenga, e a partir disso foram criadas regras comerciais de sanidade mais severas que precisam
hoje ser obedecidas (BRASIL, 2012). As imposi¢cdes destes mercados tém demandado a geracdo de ferramentas tecnoldgicas para o
diagndstico mais rapido e preciso da TB.

Atualmente, a base do controle da TB no Brasil € o monitoramento dos rebanhos por meio do teste intradérmico a derivados proteicos
purificados (PPD) de M. bovis associado, em algumas ocasibes, a avaliagdes patologicas e cultivo bacterioldgico (BRASIL, 2004).

Algumas investigacdes a respeito da capacidade de cobertura desta estratégia diagndstica, entretanto, identificaram casos da doenga, a
principio ndo revelados, quando complementaram as técnicas oficiais com outros testes laboratoriais (LEITE et al., 2003; LILENBAUM,
FONSECA, 2006; PARRA et al., 2008; FURLANETTO et al., 2012; ZUMARRAGA et al., 2012; FRANCO et al., 2013; MARASSI et al., 2013;
ZARDEN et al., 2013; CASAL et al., 2014). Esses autores corroboram com a ideia de que o sucesso na identificagdo de animais tuberculosos
esta vinculado a combinagdes de varios métodos capazes de identificar animais infectados em diferentes estagios da infecgdo, reconhecendo
as limitagdes individuais de cada técnica.

Assim, o presente projeto pretende desenvolver um sistema aplicavel ao rastreamento de bovinos infectados e voltado ao saneamento de
propriedades rurais focos de TB utilizando-se de uma abordagem multidiagnéstica, com adicdo ao esquema oficial preconizado pelo Programa
Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) das técnicas de ELISA com antigeno recombinante
quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6 e de nested-PCRs para Mycobacterium bovis em amostras de leite e de tecidos.

Adicionalmente, a partir das andlises pretende-se desenvolver uma rede neural artificial que apoie o diagnéstico da TB, definindo os métodos
mais eficazes de diagnéstico e fornecendo informagdes estatisticas, proporcionando mais uma ferramenta para controle e/ou erradicacao da
enfermidade e coibindo equivocos de interpretacéo dos resultados. Um sistema moével de coleta de informagdes epidemiologicas e de manejo
sera projetado usando netbooks de baixo custo, de tal modo que os dados possam ser acessados remotamente.

De forma complementar, também se busca montar um banco espectral, utilizando a técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF, das
micobactérias identificadas e isoladas por cultivo microbiano nas regides em estudo, o qual podera substituir técnicas bioquimicas de
identificagcdo de M. bovis, as quais sdo mais laboriosas.

A principal finalidade pretendida é acelerar o saneamento de propriedades com tuberculose bovina e ampliar o nimero de propriedades
certificadas livres da doenga, mitigando-se os riscos de transmissdo de tuberculose zoondtica especialmente por garantia da seguranca
alimentar.

Hipétese ou questdes técnico-cientificas

O teste de ELISA com antigeno recombinante quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6 identifica animais infectados com Mycobacterium bovis, porém
falso-negativos ao teste intradérmico, preconizado pelo MAPA?

Animais negativos ao teste cervical comparativo (TCC), mas positivos ao ELISA, excretam M. bovis pelo leite/secregdo nasal em quantidades
detectaveis por métodos moleculares ou cultivo?

Método imunohistoquimico adiciona informagdes diagnésticas relevantes ao diagndstico da tuberculose bovina?
Qual a diversidade dos genotipos de M. bovis encontrados em MS e RS?
Diferentes gendtipos de M. bovis refletem diferentes padrdes de resposta no TCC e ELISA, ou presenca e severidade das leses nos tecidos?

A espectrometria de massas MALDI-TOF pode substituir métodos bioquimicos para identificar espécies do género Mycobacterium a partir do
cultivo microbiolégico in vitro?

Redes neurais artificiais podem apontar quais provas diagnosticas e as medidas de controle da tuberculose bovina s&o mais eficazes?

A cobertura diagnéstica fornecida pela adigdo das técnicas diagndsticas propostas no projeto € maior que o esquema oficial preconizado pelo
PNCEBT?

Estado da arte

Programas de controle da tuberculose bovina realizados mundialmente sdo baseados na identificagdo e eliminacdo de animais infectados
(SHITTU et al., 2013). No Brasil, desde a Instrugcdo Normativa n°6 de 2004, vigora a regulamentagéo técnica do Programa Nacional de
Controle e Erradicac&o da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), que entre outras coisas, estabelece a obrigatoriedade de resultados
negativos ao teste intradérmico com PPD (derivado proteico purificado) em bovinos e bubalinos para fins de emissdo de Guia de Transito
Animal (GTA) ou de certificagdo/monitoramento do status livre para a enfermidade (BRASIL, 2004).

Também sao consideradas dentre as agdes de controle da Tuberculose bovina no pais as estabelecidas pelo RIISPOA (Regulamento da
Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal), legitimado pelo Decreto n® 30.691 de 1952, atualizag&o pela IN n° 62 de 2011,
que determina o abate discriminatério (abate sanitario) dos animais reagentes ou inconclusivos ao teste intradérmico ou, adicionalmente,
condenagdes parciais ou totais de carcagas diante da identificagdo de lesdes sugestivas de tuberculose (LST) durante abate regular, além do
descarte do leite de vacas positivas em fazendas produtoras de leite tipo “A”, seguidos de notificagdo e encaminhamento de material suspeito
para confirmagao do diagnéstico em laboratérios credenciados pelo MAPA, por meio de cultivo bacteriano (BRASIL, 1952; BRASIL, 2011b).
Entretanto, as técnicas preconizadas no programa nacional, quando avaliadas individualmente, apresentam limitagdes na identificagcdo de
animais infectados em diferentes fases da infecgdo (MEDEIROS et al., 2010). Resultados falso-negativos no teste intradérmico podem ser
verificados em animais cronicamente infectados, ou ainda durante o final da gestagéo (pds-parto), em animais desnutridos e em animais sob
uso inadequado de drogas imunossupressoras (MEDEIROS et al., 2010; GOOD, DUIGNAN, 2011).

Mesmo durante um surto de TB, uma vez que um animal é classificado como negativo pelos testes intradérmicos, ndo ha nenhuma
recomendagéo para testes adicionais pelo PNCEBT, mesmo reconhecendo-se que os testes intradérmicos ndo sdo 100% sensiveis, o que
coloca em risco o controle da infec¢@o (ZARDEN et al., 2013).

Zarden et al. (2013), por exemplo, trabalhando em um rebanho infectado por M. bovis, identificaram a presenca de M. bovis em 5 de 8 (62,5%)
amostras de leite de vacas negativas ao teste cervical comparativo (TCC).



Além disso, os animais submetidos ao teste intradérmico cervical simples/TCS (apenas com PPD de M. bovis) tornam-se dessensibilizados
temporariamente, isto &, apresentam capacidade diminuida para responder a um novo teste, a qual é recuperada somente apés um periodo de
42 a 60 dias (MONAGHAN et al., 1994; GOOD, DUIGNAN, 2011). Com isso, pelo PNCEBT, animais com TCS s6 podem ser submetidos ao
TCC (PPD de M. bovis e de M. avium), que & confirmatério, apos intervalo minimo de 60 dias (BRASIL, 2004), podendo, neste periodo, ser
fonte de infecgéo.

Outra limitag@o existente na atual estratégia de diagnoéstico oficial da TB no Brasil refere-se a identificagéo etioldgica das lesdes sugestivas de
tuberculose (LST) nos animais submetidos ao abate sanitario apds teste intradérmico, ou mesmo em rebanhos comerciais, nos achados das
inspegdes de rotina em abatedouros. Apesar de M. bovis ser o agente mais usual das LSTs na espécie bovina, outras espécies de
micobactérias (AMENI et al., 2010) e microrganismos de outros géneros, tais como os causadores de actinobacilose, piogranuloma
estafilocécico, mucormicose, coccidioidomicose, pentastomiase, hidatidose policistica (RIET-CORREA e GARCIA, 2007) ja foram descritos
como capazes de induzir respostas inflamatorias semelhantes.

O cultivo bacteriano é considerado padrdo-ouro para diagndstico da tuberculose. No entanto, apresenta limitagdes, ja que micobactérias
patogénicas crescem lentamente (em até 90 dias, ou mais), sendo que 10% das amostras de M. bovis s6 apresentam colbnias visiveis apds
60 dias de cultivo. Além disso, a eficiéncia do mesmo s6 é alcangada quando as lesGes apresentam uma concentragdo de micobactérias
iguais ou superiores a 103 unidades formadora de colénia/mL (UFC/mL), uma limitagdo para o diagndstico nas fases iniciais da infec¢éo
(CORNER, 1994). De forma semelhante, lesdes cronicas podem conter uma baixa concentragao de micobactérias viaveis, o que compromete
o seu crescimento em meio de cultivo (MILLER et al., 2002). Ademais, o cultivo e a subsequente pesquisa de bacilos alcool-acidos resistentes
(BAAR), apos coloragdo especifica, ndo distinguem M. bovis de outras micobactérias, nem de outros BAAR, como os géneros Nocardia,
Rhodococcus e Corynebacterium (CORNER, 1994; NEILL et al., 1994).

Pelo exposto, torna-se necessdria a confirmagdo por outros métodos, como as provas bioquimicas, as quais demandam quantidade
apreciavel de colénias novas, puras e abundantes, condigdo s6 alcangada apds sucessivos repiques a partir do primo isolamento (CORNER,
1994; MICHEL et al., 2010). Desta forma, os métodos moleculares, baseados na amplificacdo de DNA de M. bovis por PCR, especialmente
aqueles que envolvem reagdes em tempo real, tém sido cada vez mais estudados para detec¢do do patégeno, diretamente em LST, ou em
cultivos, para identificagdo etiolégica, uma vez que suplantam diversas limitagdes das estratégias tradicionais.

Técnicas protedmicas também se mostram promissoras para a identificagdo de M. bovis em cultivos, especialmente as baseadas em MALDI-
TOF, e com custo inferiores a identificagdo bioquimica (NIITSUMA et al., 2014).

A introdugdo de novos testes de diagnéstico, de forma a acompanhar os avangos cientificos e tecnoldgicos € prevista no artigo 5° do PNCEBT
(BRASIL, 2004). E nesse sentido, a rede de pesquisa componente deste projeto tem trabalhado intensamente no desenvolvimento de novas
ferramentas de diagnodstico da TB. Um teste sorolégico ELISA baseado nas proteinas MPB70/MPB83/ESAT-6 expressas em fusdo (quimera)
apresentou sensibilidade de 83,2% e especificidade de 86,5% (SOUZA et al., 2012).

Métodos soroldgicos sédo bastante Uteis nas situagdes em que ocorre o fendmeno de anergia (auséncia da resposta imune celular). Em dois
rebanhos do Rio de Janeiro, Lilenbaum e Fonseca (2006) identificaram animais infectados com M. bovis, negativos ao teste intradérmico,
porém positivos sorologicamente e confirmados por achados de LSTs ao abate e por cultivo bacteriano.

Casal et al. (2014) realizaram na Espanha uma investigagdo abrangente sobre associagdes e correlagdes de diversos métodos para a
eficacia do diagnoéstico de TB. Foram analisados avaliagdes da resposta imune celular (teste intradérmico e de produgao de INF-y), avaliagdes
da resposta imune humoral (ELISA e quimioluminescéncia) e os testes histopatoldégico e de cultivo bacteriano. Foi verificado um melhor
desempenho pela associagdo do teste cutaneo, INF-y e qualquer um dos testes sorolégicos, entretanto nenhum dos testes indiretos foi capaz
de identificar alguns animais com LSTs e/ou positivos na cultura.

A rede de pesquisa deste projeto também desenvolveu uma nested-PCR para TbD1, visando a deteccao de M. bovis diretamente em tecidos.
O teste apresentou sensibilidade clinica de 76% e especificidade de 100%. Demonstrou performance semelhante ao cultivo na detecg&o de
animais TCC+ com LST ou de animais TCC+ sem lesdes visiveis; e superior para animais com LST sem histérico de TCC (ARAUJO et al.,
2014).

Apesar da existéncia de diversas alternativas diagnésticas que potencialmente podem agregar maior cobertura a identificagéo de animais com
tuberculose, distintos fatores epidemioldgicos, como a prevaléncia das infec¢des, padrdes raciais bovinos, estagio da infecgao, etc., podem ter
influéncia nas melhores escolhas em termos de técnicas de diagnodstico a serem empregadas. Por exemplo, a existéncia de animais
cronicamente infectados em propriedades de exploragéo leiteira, sem histérico prévio de adogédo de medidas de controle, pode sugerir a
ocorréncia de animais anérgicos, para os quais, a escolha de métodos sorolégicos de diagndstico pode ser mais indicada. No entanto, pela
natureza multifacetada destas informagdes, as abordagens estatisticas para tomada de decisdes nem sempre sao satisfatérias ou acessiveis.
O uso de redes neurais artificiais vem obtendo resultados bastante significativos na detecgéo de tuberculose humana (HAYKIN, 2008). O
sistema NeuralTB usa modelos baseado em redes MLP (Multi-layer Perceptron, treinamento supervisionado) e ART (Adaptive Resonance
Theory, treinamento ndo supervisionado) para determinar a probabilidade de um paciente estar ou ndo com tuberculose pulmonar e associar a
este um grupo de risco (baixo, médio e alto), baseando-se em sintomas e sinais obtidos diretamente do paciente (SEIXAS et al., 2006;
MAIDANTCHIK et al., 2007). O sistema opera apoiando a triagem e o exame médico de pacientes e é usado por médicos e enfermeiros como
um escore de obtengdo rapida para encaminhar o tratamento. Modelos para a associagdo TB-HIV, TB infantil, TB multirresistente e para a
internagao de pacientes estao sendo construidos e apresentam resultados preliminares bastante animadores.

No momento, o sistema NeuralTB esta tendo o seu custo-efetividade avaliado em sete cidades e quinze locais no Brasil (hospitais e postos de
saude), com recursos do Ministério da Saude, numa atuag&o conjunta da COPPE, Faculdade de Medicina e Hospital Universitario da UFRJ
com parceiros da area de saude de diferentes municipios e estados brasileiros.

A aplicagéo de redes neurais em TB foi estendida para a tuberculose pleural, com resultados bastante encorajadores (TRAJMAN et al., 2009).
No caso da tuberculose pleural, a andlise do pds-teste, quando varios exames sdo analisados e o modelo neural conjuga os seus resultados,
produzindo uma elevada sensibilidade e alta especificidade, assemelha-se ao caso bovino, onde varios testes estdo sendo aplicados de forma
independente ou combinados. No caso da TB bovina, deseja-se construir um diagndéstico de alta acuidade e identificar os testes que sdo
decisivos ao diagnostico. Desta maneira, pretende-se desenvolver um modelo baseado em redes neurais artificiais que possa ser aplicado ao
caso da tuberculose bovina, apoiando-se na experiéncia adquirida em tuberculose humana, em particular no pés-teste de tuberculose pleural.
O sucesso de agdes, no sentido de desenvolver sistemas computacionais de apoio ao diagnéstico, depende fundamentalmente da qualidade
dos dados que sao utilizados. Dados com problemas podem comprometer a qualidade do resultado do processo de decisdes, aumentar o
custo do processo em si e torna-lo mais lento. Técnicas de processamento de sinais e inteligéncia computacional vém se tornando uma
ferramenta importante também nesta area, o que permite desenvolver sistemas que monitoram a qualidade de dados. A monitoragéo da
qualidade de dados usa a anadlise de componentes independentes, teoria de informagéo, técnicas de filtragem e redes neurais. Indices de
qualidade s&o atribuidos a informagéo e dados faltantes séo tratados. Na area médica, também ja se comegou a usar tais técnicas, permitindo
que os sistemas computacionais atuem de forma mais eficiente. No caso do sistema NeuralTB, modelos de qualidade de dados s&o utilizados
usando redes neurais e arvores de decisdo (FERREIRA; SEIXAS, 2010). No projeto proposto, introduziremos estas técnicas para monitorar
os dados colhidos para os exames de TB bovina, tratando dados inconsistentes ou faltantes.

Estratégia de agao

A estratégia de agao do projeto estd sumarizada em um PDF anexo.

1. PA Gerencial

Coordenado pela Embrapa Gado de Corte (Flabio Araujo), contando com a ajuda, nesta Unidade, do analista Maxwell Andreu e a técnica
Gisele Leguizamon. Consta de uma atividade de gestéo técnica, coordenada pelo pesquisador, e uma administrativa, coordenada pela técnica.
2. PA: Avaliagdo de métodos ante-mortem para detecgéo da infecgé@o por Mycobacterium bovis

Sera coordenado pela Embrapa Gado de Corte (Lenita Santos). Constam trés atividades, todas também coordenadas pela Embrapa Gado de
Corte:

2.1 Identificag&o de propriedades rurais com focos de tuberculose (TB) bovina mediante o teste cervical comparativo.

Atividade imprescindivel para o desenvolvimento dos demais PAs e Atividades. A identificagdo de propriedades rurais com foco de TB nos
estados da BA, RS, SC e PR contara com o apoio de veterinarios habilitados pelo MAPA. As amostras colhidas nestas propriedades serdo
armazenadas no CNPGC e serdo enviadas, quando necessario, para os parceiros do projeto.

A atividade envolvera pesquisadores da Embrapa Gado de Corte (Flabio Araujo, responsavel), Embrapa Pecuaria Sul (Emanuelle Gaspar), e
da Secretaria da Agricultura, Pecuéria, Pesca e Agronegécio do Estado do Rio Grande do Sul (Rodrigo Etges).

2.2 Avaliagao sorologica de bovinos por ELISA com antigeno recombinante quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6

A atividade 2.2 envolve a detecgdo ante-mortem de bovinos infectados por M. bovis por sorologia, mediante prova de ELISA com proteina
recombinante. Esta atividade, que envolve organismo geneticamente modificado, ja recebeu autorizacdo da CTNBio (anexo). A empresa
Americana Ellie lab ira colaborar nessa atividade, na melhoria do desempenho do teste ELISA. Esta atividade envolvera pesquisadores da



Embrapa Gado de Corte (Lenita Santos, responsavel; e Flabio Araujo) e alunos de doutorado (Ana Beatriz Casteldo e Ingrid Souza). Ela é
crucial para o PA5, porque estimara a capacidade do teste sorolégico em detectar animais falso-negativos, testados na intradermorreagéo

2.3. Detecgao de Mycobacterium bovis na excregéo nasal e leite de vacas em rebanhos infectados, mediante nested-PCR e cultivo

A atividade 2.3 utilizara uma prova de nested-PCR, padronizada na Embrapa Gado de Corte e originalmente usada para tecidos de bovinos, e
métodos microbiolégicos para a deteccdo de M. bovis em excregcdo nasal e leite de vacas, como provas ante-mortem. Envolvera
pesquisadores da Embrapa Gado de Corte (Flabio Araujo, responsavel; e Lenita Santos) e alunos de doutorado (Ana Casteldo e Ingrid Souza).
Ela é crucial para o PA 5.

As atividades 2.2 e 2.3 serdo independentes entre si, porém terdo o mesmo objetivo de identificagdo ante-mortem de animais infectados com
M. bovis, complementando o teste intradérmico na atividade 2.1. Aqui ha hipétese de que os testes das atividades 2.2 e 2.3 aumentardo a
cobertura diagndstica fornecida na atividade 2.1, a qual sera objeto de estudo do Plano de Agéo 5.

3. PA: Avaliagdo de métodos post-mortem para detecgéo da infecgéo por Mycobacterium bovis

Este PA seréa coordenado pela Embrapa Gado de Corte (Flabio Araujo). Todo o plano é dependente da atividade 2.1. Constara das atividades:
3.1. Detecgao de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de imunohistoquimica

Esta atividade seré executada na UFMS (Claudio de Barros, responsavel; Tessie Martins). Os tecidos, obtidos a partir dos bovinos infectados
que sofrerem abate sanitario (PA 2), serdo analisados por imunohistoquimica para M. bovis. Esta atividade dara subsidios ao PA 5.

3.2. Detecgéo de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de cultivo celular

Esta atividade envolvera pesquisador da UFMS (Klaudia Jorge, responsavel), da Embrapa Gado de Corte (Lenita Santos) e da técnica Gisele
Leguizamon. Os tecidos, obtidos a partir dos bovinos infectados que sofrerem abate sanitario (PA 2), serdo cultivados em meio Stonebrink.
Eventuais micobactérias ambientais serado identificadas na Embrapa Suinos e Aves (José Pandolfi) Esta atividade dara subsidios para o PA 5.
3.3. Detecgao de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de nested-PCR

Esta atividade envolvera pesquisador da Embrapa Gado de Corte (Flabio Araujo, responsavel) e da UFMS (Carlos Ramos) e alunos de
doutorado (Ana Casteldo e Ingrid Souza). Analises confirmatérias serdo feitas no LANAGRO de MG, pelo pesquisador Antonio Fonseca
Junior. Os tecidos obtidos a partir dos bovinos infectados que sofrerem abate sanitario (PA 2), serdo testados para a presenca de M. bovis por
nested-PCR, atividade que dara subsidios para o PA 5.

3.4 Identificagdo de Mycobacterium bovis em cultivo por espectrometria de massas

Esta atividade sera coordenada pela Embrapa Gado de Corte (Newton Valério), e prevé a andlise de coldnias obtidas na atividade 3.2 por
espectrometria de massas. Portanto, € dependente daquela atividade. Estas analises serao feitas em espectrometro de massas disponivel na
Embrapa Gado de Corte. Essa atividade fornecera subsidios para o PA 5.

4. PA: Genotipagem de isolados de Mycobacterium bovis

Este PA sera coordenado pelo INTA, Argentina, constando de duas atividades:

4.1. Genotipagem de isolados de Mycobacterum bovis por MIRU e spoligotyping

A Embrapa Gado de Corte enviara amostras de DNA extraido dos cultivos realizados na atividade 2.2 para o pesquisador Martin Zumarraga,
INTA, Argentina, responsavel pela atividade, para realizagdo de genotipagem por métodos classicos. Como ndo € possivel repassar recursos
da Embrapa ao INTA, o material de consumo a ser usado na genotipagem classica sera pago com a contrapartida do CNPq (anexo).

4.2. Genotipagem de isolados de Mycobacterum bovis por sequenciamento gendmico

Os cultivos obtidos terdo DNA extraido na Embrapa Gado de Corte serdo sequenciados no LANAGRO-MG, pelo pesquisador Antonio
Fonseca Junior. A montagem, anotagéo e analises gendmicas serdo feitas pelo pesquisador Nalvo Almeida Jr, da UFMS, responsavel pela
atividade.

Todas as atividades desse plano dependem da atividade 2.2. Estas duas atividades s&o independentes uma da outra e ndo sao crucias para
os demais planos, mas fornecerdo informagdes epidemiolégicas importantes para o PA 5.

5. PA: Avaliagéo da cobertura diagnostica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes métodos

Este plano é dependente da maioria das atividades anteriores, conforme citado, e sera coordenado pelo Dr. Newton Verbisck, da Embrapa
Gado de Corte. Compreende duas atividades:

5.1 Desenvolvimento de software baseado para tomada de decisdes de diagndstico da TB bovina

5.2 Avaliagao da cobertura diagnéstica da TB bovina, fornecida por diferentes testes

A atividade 5.1 sera coordenada pelo Laboratério de Processamento de Sinais da UFRJ e envolve a criagéo de um software para tomada de
decisdes diagndsticas. Desta forma, esta atividade depende da maioria dos planos de agdo anteriores. A medida que os diferentes métodos
forem sendo utilizados, os resultados alimentar&o esta atividade.

A atividade 5.2, coordenada pela Embrapa Gado de Corte (Flabio Ribeiro de Araujo), e contara com a participagdo do Dr. Walter Lilenbaum, da
UFF, envolve a andlise dos dados obtidos, usando o software ja desenvolvido na atividade anterior. Portando, a atividade 5.2 é dependente da
5.1.

Metodologia

Origem das amostras: o estudo sera realizado em propriedades rurais nos Estados da Bahia, Minas Gerais, Santa Catarina, Parana e Rio
Grande do Sul. Espera-se trabalhar com 60 propriedades ao todo, caracterizadas por exploragao leiteira, nas quais os médicos veterinarios
habilitados pelo MAPA estejam fazendo diagnéstico de tuberculose.

Aspectos éticos: o projeto sera submetido ao Comité de Etica no uso de Animais em Experimentagdo (CEUA) da Embrapa Gado de Corte.

Identificag@o de propriedades rurais com focos de TB: A identificagdo de propriedades rurais com foco sera considerada quando da obtengao
de animais reagentes na realizag&o do teste cervical comparativo (TCC), por veterinarios habilitados pelo MAPA, segundo o PNCEBT. Todos
os animais positivos ao TCC serdo marcados a ferro candente no lado direito da face com um P, afastados da produgéo leiteira, isolados de
todo o rebanho e sacrificados no prazo maximo de 30 (trinta) dias apds o diagnéstico, em estabelecimento sob o servigo de inspegéo oficial,
indicado pelo servigco de defesa oficial federal ou estadual. Na impossibilidade de sacrificio em estabelecimento sob o servigo de inspegéo
oficial, 0 mesmo sera realizado no estabelecimento de criagdo, sob a fiscalizagdo direta da unidade local do servigo de defesa oficial,
respeitando procedimentos estabelecidos pelo Departamento de Defesa Animal (BRASIL, 2004). Serdo também consideradas propriedades
focos aquelas que originarem animais que durante o abate regular (de descarte) apresentar lesdées sugestivas de tuberculose (LST) ou dos
quais, em leite, swab ou tecidos sejam detectado M. bovis por cultivo ou nested-PCR.

Deteccédo de bovinos positivos para anticorpos contra M. bovis: todos os animais submetidos ao TCC, no momento de sua realizacao, terdo
amostras de sangue colhidas para obtengdo de soro. As amostras séricas serdo avaliadas para a presenca de anticorpos contra M. bovis em
ELISA com o antigeno recombinante quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6, segundo protocolo descrito por Souza et al. (2012).

Deteccdo de M. bovis em swabs nasais e leite: todos os animais submetidos ao TCC, no momento de sua realizagao, terdo amostras de leite
(vacas) e swabs nasais para detec¢ao de M. bovis por nested-PCR e cultivo.

Processamento de tecidos, leite e swabs nasais: em todos os animais positivos ao TCC, submetidos ao abate sanitario, e nas vacas negativas
ao TCC, porém positivas no ELISA, eventualmente descartadas durante o projeto, seréo investigadas a ocorréncia de lesdes sugestivas de
tuberculose (LST) no momento do abate. Caso haja identificagédo, as LST ser&o colhidas e encaminhadas para analise. Na auséncia de LST,
serdo colhidos linfonodos hepaticos, mediastinicos, mesentéricos, retrofaringeos e traqueobrénquicos. Parte dos tecidos coletados sera
imersa em formol a 10% para imunohistoquimica. Outra parte sera conservada em refrigeragdo até chegar ao laboratério com nivel 3 de
biosseguranga da Embrapa Gado de Corte, onde as amostras serdo mantidas a -30°C até processamento. As amostras teciduais serdo
descongeladas e divididas em duas aliquotas: uma para a cultura e isolamento microbiano e outra para a extragdo de DNA. Das vacas
negativas ao TCC e positivas no ELISA, um volume de 50 mL de leite cru seréa obtido. Posteriormente, serdo centrifugados individualmente a
3.000 rpm durante 15 min, e a camada de células obtida sera lavada duas vezes com PBS estéril para remover a gordura do leite a partir do
sobrenadante. O sedimento sera suspenso em 4 mL de PBS estéril, e em seguida 2 mL serdo cultivados. Os outros 2 mL serdo aquecidos a
700C durante 70 min para inativagdo dos microrganismos e, em seguida, armazenados a -200C até a extragdo de DNA gendmico.

Avaliagdo das amostras teciduais obtidas durante abates por imunohistoquimica: Os cortes dos tecidos terdo a peroxidase enddgena inibida



com solugéo de peroxido de hidrogénio a 3%, sobre a placa agitadora, por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds isso, os cortes serdo
tratados com tampé&o citrato em banho-maria a 96°C, por 30 minutos, para a recuperagao antigénica. Passado esse tempo, as laminas foram
colocadas em temperatura ambiente por 20 minutos para esfriar e banhadas em TBS. Para inibicdo de ligagdes inespecificas, os cortes serdo
bloqueados com uma solugéo de leite e albumina de sangue bovino, por 1 hora a 37°C. O anticorpo primario (Dako, EUA) sera incubado por 30
minutos, seguida da incubagdo com anticorpo secundario biotinilado por mais 30 minutos e, por fim, com a enzima estreptoavidina marcada
com a peroxidase por 30 minutos. A incubagdo com o cromégeno a base de diaminobenzidina (DAB) devidamente diluido permitira a revelagéo
de cor marrom-escura e, por fim, os cortes serdo contracorados com hematoxilina por 30 segundos, desidratados em banhos de alcool,
clarificados em banhos de xilol e montados com laminulas.

Cultivo de M. bovis: As amostras de tecido serdo descongeladas e homogeneizadas em aparelho MagnalLyser (Roche) em solugéo salina. As
suspensdes de tecido serao filtradas em gaze estéril e centrifugadas a 1200 x g durante 15 minutos. Os sedimentos serdo suspensos em 2
mL de solucéo salina estéril, submetidas ao método de descontaminagdo de Petroff (1915) e cultivadas em meio Stonebrink. As amostras de
leite descontaminadas e de swab também serdo cultivadas no mesmo meio. As culturas serdo incubadas a 37°C e observadas semanalmente
durante pelo menos 90 dias. Os esfregagos das colonias isoladas seréo corados pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN) para bacilos alcool-acido-
resistentes (BAAR). Todas as culturas BAAR ser&o analisadas por nested-PCR para M. bovis (ARAUJO et al., 2014) e MALDI-TOF.

Extracdo de DNA de cultivo, tecidos, swab nasais e leite: Para extragdo de DNA de tecidos, as amostras serdo cortadas em fragmentos de
aproximadamente 100 mg, correspondente a transicdo entre as areas de lesdes macroscopicas e aparentemente saudaveis. Estas pegas
serao completamente homogeneizadas em aparelho Magna Lyzer (Roche) com 1 mL de solug&o salina tamponada com fosfato (PBS). A partir
destas suspensdes, 200 uL serdo utiizados para extracdo de DNA com kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen), seguindo as instrugdes do
fabricante. As extragdes de DNA das amostras de leite e de cultivo BAAR positivos também ser&o feitas com o mesmo Kkit.

Detecgdo de M. bovis por nested-PCR: As amostras de material de cultivo microbiano, tecidos, swabs nasais e leite pés-extragdo de DNA
serdo testadas para a presenga de M. bovis por meio do sistema de nested-PCR, preconizado por Araujo et al. (2014), que se baseia na
amplificagdo da regido TbD1. Para todas as reagdes de nested-PCR, um controle positivo com DNA de M. bovis AN5, um controle negativo
sem DNA e um controle negativo com DNA de M. tuberculosis H37Rv ser&o incluidos.

Caracterizagdo genética de M. bovis por Spoligotyping: Os isolados obtidos ao longo do estudo serdo avaliados segundo o protocolo descrito
por Kamerbeek et al. (1997). A identificagdo dos padrdes de hibridagéo ou “espoligotipos” sera comparada com os incluidos na base de dados
internacional Veterinary Laboratories Agency do Reino Unido.

Caracterizagdo genética de M. bovis por MIRU: Os isolados obtidos ao longo do estudo serdo avaliados de acordo com o protocolo descrito
por Supply et al. (2000) e Skuce et al. (2002). Ser&o analisados 24 loci e os padrdes serdo expressos com um numero no qual cada digito
corresponde ao numero de unidades repetitivas em cada loci.

Sequenciamento gendmico: As amostras de DNA dos cultivos dos isolados obtidos no estudo serdo sequenciadas em aparelho MiSeq
(llumina). Apés a montagem dos reads e a anotag&o do genoma (draft), segundo protocolo da nossa rede de pesquisa (NISHIBE et al., 2013;
CANEVARI CASTELAO, 2014), os genomas serdo depositados em pagina particular da rede e no Bioproject PRUINA214551 no NCBI. Serado
feitas andlises genotipicas mediante a presenca de SNPs e baseada na presenga de genes para proteinas ortélogas.

Extragdo das proteinas das bactérias para analise por MALDI-TOF: Com finalidade de produzir os espectros de referéncia das espécies do
género Mycobacterium serdo utilizadas amostras de M. bovis, M. tuberculosis e M. avium, previamente identificadas por sequenciamento
gendmico e disponiveis no Laboratério de Imunologia da Embrapa Gado de Corte. Apds o isolamento de colénias em placas com os meios
seletivos apropriados para cada género bacteriano, as células bacterianas de trés coldnias serdo transferidas para um microtubo de 1,5 mL
contendo agua deionizada estéril e, em seguida, homogeneizadas para subsequente extragéo pelo método etanol/acido férmico descrito a
seguir. As células bacterianas serdo centrifugadas durante 1 minuto a 16.000 x g e o meio de cultivo sera descartado. As proteinas
bacterianas serédo extraidas conforme descrito (KHECHINE et al., 2011). Apos adigdo de etanol absoluto (70% final) as células coletadas na
etapa anterior, estas serdo centrifugadas durante 1 minuto a 16.000 x g, sendo o sobrenadante novamente descartado. Os precipitados seréo
brevemente secos em temperatura ambiente e ressuspensos com 50 uL de acido férmico (Sigma-Aldrich) 70% em agua (v/v) e misturado por
pipetagem, seguido pela adigéo de 50 uL de acetonitrila 100%. Essa mistura sera novamente centrifugada durante 1 minuto a 16.000 x g, com
subsequente aplicagdo de 1 uL do sobrenadante na placa de MALDI-TOF. Apds secagem ao ar em temperatura ambiente, cada amostra sera
recoberta com 1 uL de matriz para MALDI, no caso acido alfa-ciano-4-hidréxicinamico em solvente organico TA50 (50% de acetonitrila e 2,5%
de acido trifluoracético). Apés secagem ao ar em temperatura ambiente, as amostras terdo seus espectros de massas adquiridos.

Aquisicdo, processamento e andlise dos espectros de massas por MALDI-TOF: Os espectros de massas serdo adquiridos em um
equipamento MALDI-TOF Autoflex Il Smartbeam (BrukerDaltonics), disponivel na Embrapa Gado de Corte, empregando-se o modo linear
positivo com uma frequéncia de laser de 200 Hz em uma faixa de massas de 2.000 a 20.000 Daltons. Para cada espectro serdo coletados e
analisados 500 tiros de laser. Os espectros serdo calibrados externamente com mistura padrdo de proteinas de E. coli (Bacterial Test
Standard, BrukerDaltonics). O processamento e andlise dos espectros serao feitos com o programa MALDI Biotyper 2.0 e o banco de dados
de espectros de referéncia Reference Library 3.0 (BrukerDaltonics) (SAUER et al., 2008; LISTA et al., 2011).

Andlise estatistica: A eficiéncia dos métodos sera avaliada por meio do calculo da sensibilidade e especificidade do método testado. A linha de
corte (cutoff) de cada teste sera escolhida como sendo o valor que permita a divisdo mais acurada entre os soros positivos e negativos. A
correlagdo entre os testes, juntamente com seus valores de sensibilidade, sera comparada segundo o método do qui-quadrado, bem como
pelo célculo do indice de correlagado k (indice Kappa). Testes utilizando o indice SP (produto normalizado das médias geométrica e aritmética
da sensibilidade e especificidade), que produz modelos equilibrados de sensibilidade e especificidade seréo realizados, buscando-se indices
de desempenho adequados a diferentes cenarios de aplicagdo. Os modelos neurais baseados em Multi-layer Perceptron (MLP) -treinamento
supervisionado utilizardo a curva ROC e o indice SP avaliados sobre o conjunto de teste como figuras de mérito.

Modelo Neural: O modelo neural sera construido com base nos resultados dos testes propostos, utilizando a arquitetura MLP, com trés
camadas, sem realimentagcdo e com treinamento RProp. Esta topologia ir4 avaliar o conjunto de exames e produzir um escore para a TB
bovina. Um teste de relevancia sera aplicado sobre o modelo neural construido, utilizando-se o mapeamento de relevancia. Um segundo
modelo ird buscar o agrupamento (clustering) dos testes, baseando-se em treinamento ndo supervisionado. Neste caso, a exploragéo dos
dados se baseara na rede Adaptive Resonancy Theory, treinamento ndo supervisionado, e em SOM (Self-Organizing Map) (HAYKIN, 2008).
Os agrupamentos poderdo revelar a relag@o entre os testes e, em conjunto com o mapeamento de relevancia, irdo identificar os testes
essenciais para o diagnéstico da TB bovina.

Qualidade de Dados: O sistema de monitoragcdo da qualidade de dados utilizara modelos estatisticos basicos em conjunto com técnicas
sofisticadas de processamento de sinais, visando identificar outliers nas densidades de probabilidade e anomalias na informagéo colhida para
os diferentes testes a serem realizados. Testes aplicando arvores de decisdo, redes neurais e indices estatisticos de ordem superior
provenientes da teoria da informagao serdo utilizados (informagao mutua, divergéncias) sobre os dados do projeto.

Engenharia de Software: Os sistemas computacionais serdo desenvolvidos para informatizar o processo de coleta, armazenamento, acesso e
andlise dos dados, além de apoiar todo o processo operacional do projeto. O software sera integrado a rede neural de forma a apresentar o
score. O sistema também permitira a exportagdo do repositério para outros programas estatisticos e diferentes formatos, garantindo a
compatibilidade com varios aplicativos.

Impactos potenciais

Técnicos:
Desenvolvimento de um processo multidiagndstico de identificagdo de animais positivos TB em rebanhos infectados, com maior cobertura. Isto
resultara na aceleragao de processos de saneamento de propriedades infectadas.

Desenvolvimento de um software baseado em neural artificial, desenhado para dispositivo mével on line e off line. O mesmo ira orientar a
tomada de decisées em relacdo aos métodos diagndsticos e identificacdo de animais infectados, com capacidade de retroalimentagdo a
campo.

Ampliagdo do banco de gendtipos de isolados brasileiros de M. bovis, o que resultara em conhecimentos ainda pouco explorados sobre a



relacdo entre genétipos e resposta no diagnéstico imune humoral e celular e patologia.

Montagem de um banco de espectros de massas referéncia para isolados brasileiros de M. bovis.

Comerciais:

Como as ferramentas desenvolvidas no projeto terdo impacto direto na aceleragéo da certificagdo de propriedades livres de tuberculose, isso
trard vantagens competitivas nos mercados internos, por meio da agregacao de valor aos produtos destas propriedades; e nos mercados
externos, garantindo a qualidade sanidade do rebanho, necessérias a exportagéo.

Sociais:

Espera-se impacto na renda dos produtores rurais, em diversos niveis produtivos, desde produtores familiares até grandes empreendedores
rurais, resultantes dos incrementos comerciais descritos.

Sanitérios:
Redugéo de casos de tuberculose bovina e consequentemente de sua passivel transmissao a humanos, ou outros animais.

Formagao de recursos humanos:

Os pesquisadores do projeto, em sua maioria, sdo professores de cursos de graduacao e pés-graduagdo. As atividades do projeto envolverdo
alunos em diversos niveis, contribuindo para a formagéo de recursos humanos nas areas de imunologia, biologia molecular, epidemiologia e
microbiologia, redes neurais, e automagao (perspectiva multidisciplinar).

Institucionais:
A coordenagéo de projeto desta natureza pela Embrapa Gado de Corte contempla uma das missées da Empresa, que é de fornecer subsidios
para os programas de controle de enfermidades do MAPA.

Envolvimento do setor privado

A Embrapa estd em fase de negociagdo do ELISA com antigeno quimérico, desenvolvido na Embrapa Gado de Corte, com a empresa
americana Ellie Lab.

http://ellielab.com/

10437 Innovation Drive
Wauwatosa, WI 53226, U.S.A.

Medidas de seguranga ambiental, biolégica e pessoal

A coleta das amostras biologicas se dard, em sua maior parte, em abatedouros frigorificos oficiais, por médicos veterinarios do servigo oficial,
que ja trabalham na equipe. Esses técnicos usardo mascaras PFF2, éculos de protegéo, luvas e jaleco para coleta. As amostras serédo
acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificados, os quais serdo colocados em recipientes de plastico duro e com tampa. Estes
recipientes plasticos serdo acondicionados em caixas de isopor com gelo reciclavel, e estes, em caixas UN3373, devidamente identificadas,
dos Servigos Oficiais de cada Estado de origem, atendendo a legislacao de transporte (Instrugdo de embalagem 650 - IATA) para este tipo de
amostra.

A manipulagdo de Mycobacterium bovis vidvel ou material potencialmente contaminado sera feita exclusivamente em capelas de
biosseguranca nivel 3, em laboratério de biosseguranca nivel 2. Os técnicos usardo luvas descartaveis, jaleco de mangas compridas,
mascara PFF2, 6culos de prote¢&o, gorro e sapatos para laboratorio.

O material potencialmente contaminado sera autoclavado dentro do laboratorio antes de seu descarte. Apds o descarte, sera recolhido como
lixo hospitalar, por empresa terceirizada.

Os laboratérios onde houver manipulagéo de M. bovis terdo contratos de manutengéo das capelas de biosseguranga e de controle de insetos
e roedores.

As atividades que dependem da produgdo de proteinas recombinantes serdo feitas em laboratério de biosseguranca nivel 2, com Certificado
de Qualidade em Biosseguranga concedido pela CTNBio e autorizag&o para a atividade na CNTBio (anexos).

Riscos e dificuldades

Os riscos estao principalmente relacionados a obtengdo do numero planejado de propriedades com bovinos infectados em Mato Grosso do
Sul, uma vez que a prevaléncia de tuberculose bovina neste Estado é baixa. Além disso, teremos dificuldade de abater animais negativos ao
teste intradérmico e positivos ao ELISA. Na medida do possivel, tentaremos detectar M. bovis no leite destes animais, para obter uma
evidéncia ante-mortem a mais da infecgdo, que justifique o abate sanitario.

Claro que dependeremos de médicos veterindrios habilitados para localizagédo dos rebanhos infectados, porém como a rede deste projeto ja
trabalha com profissionais ha algum tempo, podemos afirmar que esta sera uma dificuldade menor.

Outros projetos e financiamentos
Abordagem multidiagndstica para a detecgéo da tuberculose bovina.

Coordenador: Flabio Ribeiro de Araujo
Edital: Apoio a Projetos de Pesquisa / MCTI/CNPQ/Universal 14/2014.
Processo: 443235/2014-7.

Valor aprovado: R$ 118.905,60

Lista de Anexos

Identificagado = Nome do Arquivo = Operagao
Parecer técnico CTNBio ParecerTecnicoProjetosFlabio.pdf Visualizar

Termo de concessao CNPq termosDeConcessao.pdf Visualizar



Identificagado = Nome do Arquivo # Operagao

Comentarios ao parecer Comentarios ao parecer.pdf Visualizar

Parecer CTI CNPGL Parecer CT|_participagdo em Visualizar
projeto_MRSilva.pdf

Estratégia de acao Estratégia de agdo MP2.pdf Visualizar

Plano de Acao e Atividades

Plano de Agao: Plano Gerencial
Caodigo PA: 02.13.10.008.00.01

Plano composto por atividades gerenciais, que visam acompanhar o andamento do projeto,
identificando possiveis dificuldades, e propondo alternativas para o éxito de seus objetivos.

Data de Inicio: 01/05/2016
Duragao(meses): 36

Data término: 30/04/2019

Responsavel: FLABIO RIBEIRO ARAUJO

Descrigao:

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Orgamento Custeio:
Ano SEG % Captagao nao Financeira % Captagao Financeira %
2016 10.208,55 | 33 0,00 0 0,00 0
2017 10.208,55 33 000 O 000 O
2018 10.208,55 33 000 O 000 O
Total: 30.625,65 0,00 0,00
Orcamento Investimento:
Ano SEG % Captacao nao Financeira % Captacao Financeira %
Total: 0,00 0,00 0,00
Atividades:
Atividade: Gestao técnica do projeto
Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.01.001

Serao realizadas quatro reunides presenciais entre os responsaveis por planos de agéo,
para planejamento (discussdes de detalhes metodolégicos e padronizagdo da
metodologia), acompanhamento e avaliacdo de resultados obtidos no projeto. Estas
reunides serao realizadas no inicio do projeto, e ao final do primeiro, segundo e terceiro
ano. Nestas reunides, serdo identificados gargalos a execugado das atividades, e propostas

Descrigao: alternativas para contornar as dificuldades. Também serdo discutidas e avaliadas agbes de
protecao e transferéncia tecnoldgica e planejamento de publicagdes. O acompanhamento
sera também feito a cada quadrimestre, por meio da ferramenta SISGP. Serdo realizadas
video-conferéncias semestrais ordinarias, e extra-ordinarias quando necessarias, com vista
a acompanhar as atividades do projeto, junto aos responsaveis por planos de acéo e
demais componentes do projeto.

Data de Inicio: 01/05/2016

Duragao(meses): 36

Data término: 30/04/2019

Responsavel: FLABIO RIBEIRO ARAUJO

Instituigao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:

Nome Unidade
Orgamento:

Item de Dispéndio SEG % | Captagdo nao Financeira % | Captacgdo Financeira % Total %
Taxa Administrativa 3.994,65 13 0,00 O 0,00 0 3.994,65 13
Consultoria
especializada 000 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0
Diarias 16.800,00 55 0,00 O 0,00 0 16.800,00 55
Material de consumo 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Passagens 9.831,00 | 32 0,00 0 0,00 0 9.831,00 32
Servigos de terceiros
(pessoa fisica) 0,00 0 0,00 O 0,00 0 0,00 0
Servigos de terceiros 0.00 0 000 0 000 0 000 o0

(pessoa juridica)



Item de Dispéndio SEG % | Captagado nao Financeira % Captagao Financeira % Total %

Adaptagédo-Orgcamento 0,00 0 0,00 0 0,00 O 0,00 0
Total 30.625,65 100 0,00 0 0,00 0 30.625,65
Atividade: Gestao administrativa do projeto

Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.01.002

Atividades de distribuicdo de recursos, elaboragdo de pedidos de compras,
acompanhamento dos pregdes eletrénicos, recebimento de produtos e equipamentos,
mapeamento de uso de equipamento e treinamento de seu uso, e certificagdo de sua
qualidade, controle de estoques,

Data de Inicio: 01/05/2016

Duragao(meses): 36

Data término: 30/04/2019

Responsavel: GISELE OLIVAS DE CAMPOS LEGUIZAMON
Instituigao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:

Descrigao:

Nome Unidade
Orgamento:
Item de Dispéndio SEG % Captagao nao Financeira %  Captagdo Financeira % Total %

Taxa Administrativa 000 0 0,00 0 000 0 000 O
Consultoria especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 0| 0,00 O
Diarias 0,00/ 0 0,00 O 000/ 0 000 0
Material de consumo 0,00 0 0,00 0 0,00 0 000 O
Passagens 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
S,e.rvigos de terceiros (pessoa 000 0 0.00 0O 000 0 000 o0
fisica) ’ ’ ’ ’
ji?a/iig:)s de terceiros (pessoa 0,00 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagéo-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 0 000 O
Total 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Plano de Agao: Avaliagdo de métodos post-mortem para detecgao da infecgdo por Mycobacterium bovis
Caodigo PA: 02.13.10.008.00.02

Descrigao: Avaliagdo de métodos post-mortem para deteccdo da infecgdo por Mycobacterium bovis

Data de Inicio: 01/01/2017

Duragao(meses): 26

Data término: 28/02/2019

Responsavel: FLABIO RIBEIRO ARAUJO

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Orgcamento Custeio:
Ano SEG % Captagao nao Financeira % Captagao Financeira %
2017 46.974,40 100 10.905,60 100 0,00 0
Total: 46.974,40 10.905,60 0,00
Orgamento Investimento:
Ano SEG % Captagao nao Financeira % Captagao Financeira %
Total: 0,00 0,00 0,00
Atividades:
Atividade: Detecgao de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de imunohistoquimica
Caodigo Ativ.: 02.13.10.008.00.02.001

Deteccdo de Mycobacterium bovis em tecidos de bovinos provenientes de propriedades
com foco de tuberculose bovina, por meio de imunohistoquimica

Data de Inicio: 01/01/2017

Duragao(meses): 22

Data término: 31/10/2018

Responsavel: CLAUDIO SEVERO LOMBARDO DE BARROS
Instituigao: Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Descrigéo:



Colaboradores:

Nome Unidade

Orgamento:

Item de Dispéndio SEG % Captagao ndo Financeira %  Captagao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 6.127,10 13 0,00 0 0,00 0 6.127,170 11
Consultoria

especializada 0,00/ 0 0,00 0 0,00 O 0,00 0
Diarias 0,00/ 0 0,00 0 0,00 O 0,00 0
Material de consumo | 40.847,30 87 10.905,60 100 0,00 0 51.752,90 89
Passagens 0,00 0 0,00 0 0,00 O 0,00 0
Servigos de terceiros

(pessoa fisica) 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0
Servigos de terceiros

(pessoa juridica) 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0
Adaptagado-Orgamento 0,00 0 0,00 0 0,00 O 0,00 0
Total 46.974,40 81 10.905,60 19 10,00 0 | 57.880,00
Atividade: Detecgao de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de cultivo celular
Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.02.002

D Lo Deteccdo de Mycobacterium bovis em tecidos de bovinos provenientes de propriedades
escrigao:

com foco de tuberculose bovina, por meio de cultivo celular
Data de Inicio: 01/01/2017

Duragao(meses): 22

Data término: 31/10/2018

Responsavel: Klaudia dos Santos Gongalves Jorge
Instituigao: Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Colaboradores:
Nome Unidade

Orgamento:

Item de Dispéndio SEG % Captacgao nao Financeira % | Captagdo Financeira % Total %
Taxa Administrativa 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Consultoria especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 0| 0,00 O
Diarias 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Material de consumo 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Passagens 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
I:}e.rvigos de terceiros (pessoa 000 0 000 0O 000 0 000 o0
fisica) ’ ’ ’ ’
ji?ir(;/iigao)s de terceiros (pessoa 0,00 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagéo-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Total 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Atividade: Detecgao de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de nested-PCR
Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.02.003
Descrigao: Detecgéo de Mycobacterium bovis em tecidos de bovinos provenientes de propriedades

com foco de tuberculose bovina, por meio de nested-PCR
Data de Inicio: 01/01/2017

Duracao(meses): 22

Data término: 31/10/2018

Responsavel: FLABIO RIBEIRO ARAUJO

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:

Nome Unidade
Orgamento:
Item de Dispéndio SEG % Captagao nao Financeira %  Captacao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O

Consultoria especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O



Item de Dispéndio SEG | % Captagao nao Financeira | % Captagao Financeira % Total %

Diarias 0,00 0 0,00 0O 0,00 O 0,00 0
Material de consumo 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Passagens 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
S'e.rvig:os de terceiros (pessoa 000 0 000 0 000 0 000 0
fisica)

Servigos de terceiros (pessoa

juridica) 0,00 0 0,00 O 0,00 0 0,00 O
Adaptagado-Orgcamento 0,00 0 0,00 O 0,00 0| 0,00 O
Total 0,00 0 |0,00 0 0,00 0 0,00
Atividade: Identificagdo de Mycobacterium bovis em cultivo por espectrometria de massas
Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.02.004

Descrigao: Andlise de colbénias de Mycobacterium bovis por espectrometria de massas, MALDI-TOF.

Data de Inicio: 01/01/2017

Duragao(meses): 22

Data término: 31/10/2018

Responsavel: NEWTON VALERIO VERBISCK

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:

Nome Unidade

Orgcamento:

Item de Dispéndio SEG % Captagao nao Financeira %  Captacgao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
Consultoria especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Diarias 0,00 0 0,00 0 000 0 000 O
Material de consumo 0,00 0 0,00 O 0,00 0| 0,00 O
Passagens 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
]?;l;:v;(;‘os de terceiros (pessoa 000 0 000 0 000 0 000 0
ji?ir(;liic(:;;;))s de terceiros (pessoa 000 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagdo-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Total 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Plano de Agdo: Avaliagdo de métodos ante-mortem para detecgédo da infecgdo por Mycobacterium bovis
Cédigo PA: 02.13.10.008.00.03

Detecgdo ante-mortem de Mycobacterium bovis bovinos procedentes de propriedades com foco de
tuberculose, por meio provas soroldgicas, celulares e moleculares. Avaliagdo da cobertura diagnéstica
conferida pelos testes, quando comparada com a preconizagao diagnostica do Programa Nacional de
Controle e Erradicagédo da Brucelose e Tuberculose Animal do MAPA.

Data de Inicio: 01/09/2016

Duragao(meses): 32

Data término: 30/04/2019

Responsavel: LENITA RAMIRES DOS SANTOS

Descrigao:

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Orgamento Custeio:
Ano SEG % Captagao nao Financeira % Captagao Financeira %
2016 90.376,20 86 25.000,00 | 100 0,00 0
2017 15.211,05 14 0,00 0 0,00 0
Total: 105.587,25 25.000,00 0,00
Orgamento Investimento:
Ano SEG % Captagao nao Financeira % Captagao Financeira %
2016 3.787,00 100 0,00 0 0,00 0
Total: 3.787,00 0,00 0,00

Atividades:



Identificagao de propriedades rurais com focos de tuberculose bovina mediante o teste

Atividade: . .

cervical comparativo
Codigo Ativ.: 02.13.10.008.00.03.001

Identificagdo de focos de tuberculose bovina mediante o teste cervical comparativo, em
Descrigao: fazendas no Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. Serdo analisados

todos os animais acima de 6 meses, em 25 propriedades de cada estado.
Data de Inicio: 01/09/2016
Duragao(meses): 12
Data término: 31/08/2017
Responsavel: FLABIO RIBEIRO ARAUJO
Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:

Nome Unidade
Adriana Krusser Rossi CIDASC
Karina Diniz Baumgarten CIDASC
Orgamento:
Item de Dispéndio SEG % Captagao nao Financeira | % | Captacgao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 13.772,25 | 13 0,00 O 0,00/ 0 13.772,25 11
Consultoria
especializada 000/ 0 000 0 0,00 0 0,00 0
Diarias 19.200,00 18 0,00 0 0,00 0 19.200,00 15
Material de consumo | 31.615,00 | 30 15.000,00 60 0,00 0 46.615,00 36
Passagens 16.000,00 | 15 0,00 O 0,00 0 16.000,00 12
Servigos de terceiros
(pessoa fisica) 0,00/ 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Servigos de terceiros
(pessoa juridica) 25.000,00 ' 24 10.000,00 ' 40 0,00 0 35.000,00 27
Adaptacgéo-
Orgamento 0,00/ 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Total 105.587,25 | 81 | 25.000,00 19 1 0,00 0 130.587,25
Atividade: Avaliagao sorolégica de bovinos por ELISA com antigeno recombinante quimérico
’ MPB70/MPB83/ESAT-6
Caédigo Ativ.: 02.13.10.008.00.03.002
Detecgcéo de anticorpos contra Mycobacterium bovis em bovinos de propriedades com
Descrigao: focos de tuberculose bovina, por meio de ELISA com antigeno recombinante quimérico
MPB70/MPB83/ESAT-6.

Data de Inicio: 01/09/2016

Duragao(meses): 32

Data término: 30/04/2019

Responsavel: LENITA RAMIRES DOS SANTOS

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:

Nome Unidade

Orgamento:

Item de Dispéndio SEG % Captacgao nao Financeira | %  Captagao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 0,00 0 0,00 0 0,00 O 0,00 O
Consultoria especializada 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
Diarias 0,00 0 0,00 0 000/ 0 000 O
Material de consumo 0,00 0 0,00 O 0,00 0| 0,00 O
Passagens 0,00 0 0,00 O 0,00 0O 0,00 O
S’;e.rvigos de terceiros (pessoa 000 0 0.00 0O 000 0 000 0
fisica) ’ ’ ’ ’
ji?ir(\iliigao)s de terceiros (pessoa 0,00 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagdo-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Total 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Detecgao de Mycobacterium bovis na excre¢ao nasal e leite de vacas em rebanhos



Atividade: infectados, mediante nested-PCR e cultivo

Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.03.003

Avaliagdo da deteccdo de M. bovis na excregcdo nasal e leite de vacas em rebanhos
infectados, mediante nested-PCR e cultivo

Data de Inicio: 01/09/2016
Duragao(meses): 32

Data término: 30/04/2019

Responsavel: FLABIO RIBEIRO ARAUJO

Descrigao:

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:
Nome Unidade
Orgcamento:
Item de Dispéndio SEG | % Captagao nao Financeira | % Captagao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Consultoria especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Diarias 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Material de consumo 0,00 o0 0,00 0 0,00 0 000 O
Passagens 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
S’e‘rvi(;os de terceiros (pessoa 0.00 0 0.00 0 000 0 000 o0
fisica) ’ ’ ’ ’
ji?{c\j/ii(‘:;ao)s de terceiros (pessoa 000 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagado-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 0| 0,00 O
Total 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Plano de Agao: Genotipagem de isolados de Mycobacterium bovis
Codigo PA: 02.13.10.008.00.04

Genotipagem de isolados de Mycobacterium bovis, por meio de técnicas tradicionais (Spoligotyping,
MIRU) ou sequenciamento gendmico

Data de Inicio: 01/02/2017
Duragao(meses): 24
Data término: 31/01/2019

Descrigao:

Responsavel: Martin José Zumarraga
Instituigao: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Argentina)
Orgamento Custeio:
Ano SEG % Captacgao nao Financeira % Captacgao Financeira %
2017 39.606,00 100 000 O 000 O
Total: 39.606,00 0,00 0,00
Orcamento Investimento:
Ano SEG % Captacao nao Financeira % Captacao Financeira %
Total: 0,00 0,00 0,00
Atividades:
Atividade: Genotipagem de isolados de Mycobacterum bovis por MIRU e spoligotyping
Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.04.001
Descrigao: Genotipagem pelas técnicas tradicionais de MIRU e spoligotyping de isolados de

Mycobacterum bovis obtidos de propriedades com foco de tuberculose bovina
Data de Inicio: 01/02/2017

Duragao(meses): 24

Data término: 31/01/2019

Responsavel: Martin José Zumarraga
Instituigao: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Argentina)
Colaboradores:
Nome Unidade
Orgamento:
Item de Dispéndio SEG % | Captacao nao Financeira % Captagao Financeira % Total %

Taxa Administrativa 5.166,00 13 0,00 O 0,00 0 5.166,00 13



Item de Dispéndio SEG % | Captagado nao Financeira % Captagao Financeira % Total %

Consultoria

especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Diarias 8.640,00 | 22 0,00 O 0,00 0 8.640,00 22
Material de consumo 0,00 0 0,00 0 0,00 O 0,00 0
Passagens 3.800,00 | 10 0,00 0 0,00 0 3.800,00 10
Servigos de terceiros

(pessoa fisica) 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Servigos de terceiros

(pessoa juridica) 22.000,00 56 0,00 O 0,00 0 22.000,00 56
Adaptagdo-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Total 39.606,00 100 | 0,00 0 0,00 0  39.606,00
Atividade: Genotipagem de isolados de Mycobacterum bovis por sequenciamento genémico
Cédigo Ativ.: 02.13.10.008.00.04.002

Genotipagem por sequenciamento gendmico de isolados de Mycobacterum bovis obtidos
de propriedades com foco de tuberculose bovina

Data de Inicio: 01/02/2017
Duragao(meses): 24
Data término: 31/01/2019

Descrigao:

Responsavel: Nalvo Franco de Almeida Junior

Instituigao: Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Colaboradores:

Nome Unidade
Orgcamento:
Item de Dispéndio SEG | % Captagao nao Financeira | % Captagao Financeira % Total %

Taxa Administrativa 0,00 0 0,00 O 0,00 0| 0,00 O
Consultoria especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Diarias 0,00 0 0,00 O 0,00 0O 0,00 0
Material de consumo 0,00 o0 0,00 O 0,00 0 000 O
Passagens 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
fSiSeiz;v;(ios de terceiros (pessoa 0,00 0 000 0 000 0 000 0
j?]?l’rc\ilii'?:)s de terceiros (pessoa 000 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagado-Orgamento 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
Total 0,00 0 |0,00 0 0,00 0 0,00

Plano de Agdo: Avaliagao da cobertura diagnoéstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes

métodos
Caodigo PA: 02.13.10.008.00.05

Avaliagdo da cobertura diagnéstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferentes métodos,
Descrigao: elaboragdo de recomendagbes ao MAPA e desenvolvimento de software de apoio a tomada de

decisdes diagndsticas
Data de Inicio: 01/05/2016
Duragao(meses): 36
Data término: 30/04/2019
Responsavel: NEWTON VALERIO VERBISCK
Instituigao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Orcamento Custeio:

Ano SEG % Captagao nao Financeira % Captagao Financeira %
2016 6.847,10 | 33 000 O 0,00 0
2017 6.847,10 | 33 000 O 000 O
2018 6.847,10 | 33 000 O 000 O

Total: 20.541,30 0,00 0,00

Orgamento Investimento:
Ano SEG % Captacgao nao Financeira % Captagao Financeira %



2016 4.587,45 100 0,00 0 0,00

Total: 4.587,45 0,00 0,00
Atividades:
.. . Desenvolvimento de software baseado para tomada de decisdes de diagnostico da
Atividade: .
tuberculose bovina
Caédigo Ativ.: 02.13.10.008.00.05.001
Desenvolvimento de um software baseado em rede neural artificial para tomada de
Descrigao: decisdes que oriente a escolha das provas diagnésticas e as medidas de controle da

tuberculose bovina
Data de Inicio: 01/05/2016
Duragao(meses): 36
Data término: 30/04/2019

Responsavel: Jose Manoel de Seixas
Instituigao: Universidade Federal do Rio de Janeiro
Colaboradores:

Nome Unidade
Orgamento:
Item de Dispéndio SEG % | Captagao nao Financeira % | Captagao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 2.679,30 13 0,00 O 0,00 0 2.679,30 13
cspecialzada 000 o I it Bl B
Diarias 9.600,00 | 47 0,00 0 0,00 0 9.600,00 47
Material de consumo 0,00 0 0,00 0 0,00 O 0,00 0
Passagens 8.262,00 | 40 0,00 0 0,00 0 8.262,00 40
(pesson fisioa) 000 0 0,00 0 000 0 000 0
(possoajuridosy | 000 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagdo-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Total 20.541,30 | 100 | 0,00 0 0,00 0 | 20.541,30

- . Avaliagao da cobertura diagnéstica da tuberculose bovina, fornecida por diferentes
Atividade:

testes
Cadigo Ativ.: 02.13.10.008.00.05.002
D Lo Avaliagédo da cobertura diagnéstica da tuberculose bovina, fornecida por diferentes testes, e
escrigao:

elaboragéo de recomendacgao para o PNCEBT-MAPA.
Data de Inicio: 01/05/2016

Duragao(meses): 36

Data término: 30/04/2019

Responsavel: FLABIO RIBEIRO ARAUJO

Instituicao: Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Colaboradores:

Nome Unidade

Orgcamento:

Item de Dispéndio SEG | % Captagao nao Financeira | % Captagao Financeira % Total %
Taxa Administrativa 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O
Consultoria especializada 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
Diarias 0,00/ 0 0,00 0 0,00 0 000 O
Material de consumo 0,00 o0 0,00 O 0,00 0 000 O
Passagens 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 O
ﬁseircv;(_);os de terceiros (pessoa 0,00 0 000 0 000 0 000 0
ji?irc\ilii?z;s de terceiros (pessoa 000 0 000 0 000 0 000 0
Adaptagdo-Orgamento 0,00 0 0,00 0 0,00 0| 0,00 O

Total 0,00 0 |0,00 0 0,00 0 0,00



Questionarios

Questionario: Aspectos Regulatérios

1. Acesso ao Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional Associado: A Medida Proviséria
n°. 2.186-16 e suas regulamentagées alcangam todas as atividades de pesquisa cientifica,
bioprospecc¢ao e desenvolvimento tecnolégico realizadas mediante a utilizagao de amostras de
patriménio genético coletados em condigdes in situ, inclusive domesticado, ou mantido em
colecoes ex situ, desde que tenham sido coletados no territério nacional, na plataforma
continental ou na zona econdmica exclusiva. Ou seja, aplica-se a todas as atividades envolvendo
acesso ao patriménio genético NATIVO, de origem animal, vegetal e microbiano,
independentemente da data da coleta das amostras. Todo os microrganismos originalmente
coletados no pais sdo sao considerados nativos pela referida legislagdao. Por Conhecimento
Tradicional Associado entende-se informagdo ou pratica individual ou coletiva de comunidade
indigena ou de comunidade local, com valor real ou potencial, associada ao patriménio genético -
(Inc. Il do Art. 7° da M. P. n.° 2.186-16, de 2001). 2. Biosseguranga: A Lei n° 11.105 (Lei de
Biosseguranga) e suas regulamentagdes estabelecem normas de seguranga e mecanismos de
fiscalizagao de atividades que envolvam Organismos Geneticamente Modificados — OGMs, bem
como dao outras providéncias.

Instrugoes do
Questionario:

Pergunta 1

Instrucdes:

A execucgao do presente projeto envolve a utilizagdo de patrimdnio genético nativo ou de conhecimento tradicional
associado?::

Nao Sim, Conhecimento Tradicional Associado Sim, Patriménio Genético Sim, ambos

Pergunta 2

Instrugdes:
A execugao do presente projeto envolve a utilizagdo/geragdo de Organismo Geneticamente Modificado — OGM?:

Nao Sim

Questionario: Aspectos de Propriedade Intelectual
Instrugoes do Questionario: Responda de forma objetiva e clara as questdes relacionadas a propriedade intelectual.

Pergunta 1

Instrugdes:
RESULTADOS ESTIMADOS DO PROJETO: estimar se ha resultados técnicos (tecnologias) previstos passiveis de
protecao intelectual.:

Sim. O software baseado em redes neurais pode ter registro solicitado. Em principio, a UFRJ seria detentora do
registro, com participacéo do lider do projeto, o qual fornecera dados para avaliagao do programa. Nao foi feita ainda
discussao sobre participagdo na titularidade. O ELISA com proteina quimérica estd com pedido de patente solicitado
no Brasil. No exterior, a Embrapa nao solicitou em tempo habil. A nested-PCR foi considerada tecnologia nao
patenteavel, pela SNT.

Pergunta 2

Instrucdes:

LEVANTAMENTOS DE BASE AO PROJETO: especificar a realizagdo de buscas preliminares de anterioridades e
analises comparativas tecnoldgicas.:

Ja foram feitas, durante o levantamento de patenteabilidade do ELISA e Nested-PCR.

Pergunta 3

Instrugdes:

COMPONENTES TECNOLOGICOS DE TERCEIROS: estimar a necessidade da realizacdo de estudo relativo ao uso
de produtos e métodos/processos tecnoldgicos de propriedade intelectual de terceiros previstos na obtengédo dos
resultados do projeto.:

Nao



Pergunta 4

Instrucdes:

NEGOCIACAO PRELIMINAR: especificar a negociagdo preliminar efetuada no que tange a participagdo dos
parceiros (se houver) sobre a apropriagéo (titularidade e/ou participagdo na exploragdo comercial/leconémica) dos
resultados estimados do projeto.:

A Ellie Lab estd em negociagdo com a Embrapa para comercializagdo do ELISA

Quadro de Desembolso - Custeio

Ano Valor
2016 107.431,85
2017 118.847,10
2018 17.055,65
Total: 243.334,60

Quadro de Desembolso - Investimento
Ano Valor
2016 8.374,45
Total: 8.374,45

Resumo de Orgamento — SEG

Ano/PA/Atividade Custeio | % Investimento | %
2016
PA: Plano Gerencial 0,00
Atv: Gestao técnica do projeto 10.208,55 | 100
Atv: Gestao administrativa do projeto 0,00 0
Total do PA 10.208,55 10 | 0,00 0
PA: Avaliagao de métodos ante-mortem para detecgao da 3.787,00

infecgdo por Mycobacterium bovis

Atv: Identificagdo de propriedades rurais com focos de

tuberculose bovina mediante o teste cervical comparativo 90.376,20 ' 100

Atv: Avaliagado sorologica de bovinos por ELISA com 0.00 0
antigeno recombinante quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6 ’

Atv: Deteccéo de Mycobacterium bovis na excregdo nasal e

leite de vacas em rebanhos infectados, mediante nested- 0,00 O

PCR e cultivo

Total do PA 90.376,20 84 | 3.787,00 45
PA: _Avalia(;éo _da cobertu_ra diagnc’)stifza da tuberculose 4.587 45
bovina, fornecida pelos diferentes métodos ’

Atv:‘ D_esenvolyimeptq de software baseado para tomada de 6.847.10 100

decisdes de diagnodstico da tuberculose bovina ’

Atv:_ Avaliagéo_da cobe_rtura diagnéstica da tuberculose 0.00 0

bovina, fornecida por diferentes testes ’

Total do PA 6.847,10 6  4.587,45 55
Total de 2016 107.431,85 44 | 8.374,45 100
2017

PA: Plano Gerencial 0,00
Atv: Gestéo técnica do projeto 10.208,55 | 100

Atv: Gestao administrativa do projeto 0,00 0

Total do PA 10.208,55 9 | 0,00 0
PA: Avaliagao de métodos post-mortem para detecgao da 0,00

infecgéo por Mycobacterium bovis

Atv: Deteccdo de Mycobacterium bovis em tecidos por meio
de imunohistoquimica 46.974,40 | 100

Atv: Deteccdo de Mycobacterium bovis em tecidos por meio 0.00 0
de cultivo celular ’



Ano/PA/Atividade Custeio % | Investimento %

Atv: Deteccéo de Mycobacterium bovis em tecidos por meio

de nested-PCR 0,00 0

Atv: Identificagdo de Mycobacterium bovis em cultivo por 0.00 0

espectrometria de massas ’

Total do PA 46.974,40 |40 0,00 0

PA: Avaliagdo de métodos ante-mortem para detecgéo da

infecgéo por Mycobacterium bovis 0,00

Atv: Identificacdo de propriedades rurais com focos de 15.211.05 | 100

tuberculose bovina mediante o teste cervical comparativo e

Atv: Avaliagao sorolégica de bovinos por ELISA com 0.00 0

antigeno recombinante quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6 ’

Atv: Detecgao de Mycobacterium bovis na excregao nasal e

leite de vacas em rebanhos infectados, mediante nested- 0,00 0

PCR e cultivo

Total do PA 15.211,05 13 0,00 0

PA: Genotipagem de isolados de Mycobacterium bovis 0,00

Atv: Genotipagem de isolados de Mycobacterum bovis por

MIRU e spoligotyping 39.606,00 | 100

Atv: Genotipagem de isolados de Mycobacterum bovis por 0.00 0

sequenciamento genémico ’

Total do PA 39.606,00 |33 0,00 0

PA: Avaliagéo da cobertura diagndstica da tuberculose 0.00

bovina, fornecida pelos diferentes métodos ’

Atv: Desenvolvimento de software baseado para tomada de 6.847.10 | 100

decisbes de diagndstico da tuberculose bovina U

Atv: Avaliagao da cobertura diagnostica da tuberculose 0.00 0

bovina, fornecida por diferentes testes ’

Total do PA 6.847,10 6 0,00 0

Total de 2017 118.847,10 49 0,00 0

2018

PA: Plano Gerencial 0,00

Atv: Gestao técnica do projeto 10.208,55 | 100

Atv: Gestao administrativa do projeto 0,00 0

Total do PA 10.208,55 60 @ 0,00 0

PA: Avaliagéo da cobertura diagnostica da tuberculose 0.00

bovina, fornecida pelos diferentes métodos ’

Atv: Desenvolvimento de software baseado para tomada de 6.847.10 | 100

decisdes de diagnodstico da tuberculose bovina Y

Atv: Avaliagao da cobertura diagnéstica da tuberculose 0.00 0

bovina, fornecida por diferentes testes ’

Total do PA 6.847,10 |40 0,00 0

Total de 2018 17.055,65 7 0,00 0

Total 243.334,60 | 97 | 8.374,45 3

Resumo de Orgamento — Captagado nao financeira

Ano/PA/Atividade Custeio = %  Investimento %

2016

Avaliagéo de métodos ante-mortem para detecgéo da infecgdo 0.00

por Mycobacterium bovis ’

>> |dentificagdo de propriedades rurais com focos de

tuberculose bovina mediante o teste cervical comparativo 25.000,00| 100

>> Avaliacéo soroldgica de bovinos por ELISA com antigeno 0.00 0

recombinante quimérico MPB70/MPB83/ESAT-6 ’

>> Detecgdo de Mycobacterium bovis na excregdo nasal e leite

de vacas em rebanhos infectados, mediante nested-PCR e 0,00 0

cultivo

Total do PA 25.000,00 100 | 0,00 0

Total de 2016 25.000,00 70 | 0,00 0

2017

Avaliagdo de métodos post-mortem para detecgéo da infecgao 0.00

por Mycobacterium bovis



Ano/PA/Atividade

>> Detec¢do de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de

imunohistoquimica

>> Detecgdo de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de

cultivo celular

>> Detec¢&o de Mycobacterium bovis em tecidos por meio de

nested-PCR

>> |dentificagdo de Mycobacterium bovis em cultivo por
espectrometria de massas

Total do PA
Total de 2017
Total

Custeio

10.905,60

0,00

0,00

0,00

10.905,60
10.905,60
35.905,60

%  Investimento %

100

0

0

0
100 | 0,00 0
30 10,00 0
100 1 0,00 0

Resumo de Orcamento — Captacao financeira

Ano/PA/Atividade

Total

Custeio

0,00

Investimento %

0,00

Orcamento - Detalhamento por Iltem de Dispéndio (Custeio)

Ano/ltem de Dispéndio

2016
Taxa Administrativa

Consultoria
especializada

Diarias
Material de consumo
Passagens

Servigos de terceiros
(pessoa fisica)

Servigos de terceiros
(pessoa juridica)

Adaptagéo-Orgamento
Total de 2016:

2017

Taxa Administrativa

Consultoria
especializada

Diarias
Material de consumo
Passagens

Servigos de terceiros
(pessoa fisica)

Servigos de terceiros
(pessoa juridica)

Adaptagéo-Orgamento
Total de 2017:

2018

Taxa Administrativa

Consultoria
especializada

Diarias
Material de consumo
Passagens

Servigos de terceiros
(pessoa fisica)

Servigos de terceiros
(pessoa juridica)

Adaptagéo-Orgamento
Total de 2018:

SEG

14.012,85
0,00

28.000,00
18.388,00
22.031,00

0,00

25.000,00

0,00
107.431,85

15.501,80
0,00

17.440,00
54.074,30
9.831,00

0,00

22.000,00

0,00
118.847,10

2.224,65
0,00

8.800,00
0,00
6.031,00

0,00

0,00

0,00
17.055,65

%

100

100
55
100

71

81

100

100
83
100

100

92

100

100

100

100

Captagao nado Financeira %

25.000,00

10.905,60

0,00

0,00 0
0,00 0

0,00 O
15.000,00 45
0,00 ©

0,00 O

10.000,00 29

0,00 O
19

0,00 O
0,00 0

0,00 0
10.905,60 17
0,00 ©

0,00 O

0,00 0

0,00 0

0,00 0
0,00 O

0,00 O
0,00 0
0,00 0

0,00 O

0,00 O

0,00 O
0

Captagao Financeira

0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

0,00

0,00

0,00
0,00

%

0

0

0

0
0

Total

14.012,85
0,00

28.000,00
33.388,00
22.031,00

0,00

35.000,00

0,00
132.431,85

15.501,80
0,00

17.440,00
64.979,90
9.831,00

0,00

22.000,00

0,00
129.752,70

2.224,65
0,00

8.800,00
0,00
6.031,00

0,00

0,00

0,00
17.055,65

%

21
25
17

26

47

12

13
50

17

46

52

35

0

0
6



Ano/ltem de Dispéndio SEG % | Captagdo nao Financeira % Captacao Financeira | % Total

Total 243.334,60 | 87 | 35.905,60 13 10,00 0 1 279.240,20

Orgamento - Detalhamento por Item de Dispéndio (Investimento)

Ano/ltem de Dispéndio  SEG % | Captagdo nao Financeira | % | Captagao Financeira % Total %
2016

ngrifl’::;ﬁ?;‘/’gé'\é’:te”a' 8.374,45 100 0,00 0 0,00 0 8.374,45 100
Obras civis 000 O 000 O 0,00/ 0 000 O
Adaptagdo-Orgamento 0,00 0 0,00 O 0,00 O 0,00 0
Total de 2016: 8.374,45 100 | 0,00 0 0,00 0 | 8.374,45 | 100
Total 8.374,45| 100 0,00 0 0,00 0 837445

Carta de Encaminhamento

Linha do Tempo

© Zoom @ Zoom
< Esquerda Direita
& Dia Atual & Més Atual
< Voltar
Legenda

Planos de Agao

Atividades

2017 2018

02.13.10.008.00.01 - Plano Gerencial
02.13.10.008.00.01.001 - Gestao técnica do projeto

02.13.10.008.00.01.002 - Gestao administrativa do projeto

%

2019

02.13.10.008.00.02 - Avaliagdo de métodos post-mortem para detecgéo da

02.13.10.008.00.02.001 - Detecgao de Mycobacterium bovis em
02.13.10.008.00.02.002 - Detecgao de Mycobacterium bovis em
02.13.10.008.00.02.003 - Detecgao de Mycobacterium bovis em

02.13.10.008.00.02.004 - Identificagao de Mycobacterium bovis

02.13.10.008.00.03 - Avaliacdo de métodos ante-mortem para deteccéo da infecgdo por Myc



02.13.10.008.00.03.001 - Identifice
02.13.10.008.00.03.002 - Avaliagao soroldgica de bovinos por ELISA com antigeno recombin
02.13.10.008.00.03.003 - Deteccdo de Mycobacterium bovis na excrecéo nasal e leite de vac
02.13.10.008.00.04 - Genotipagem de isolados de Mycobacterium bo
02.13.10.008.00.04.001 - Genotipagem de isolados de Mycobacterurr
02.13.10.008.00.04.002 - Genotipagem de isolados de Mycobacterurr
02.13.10.008.00.05 - Avaliagdo da cobertura diagndstica da tuberculose bovina, fornecida pelos diferente
02.13.10.008.00.05.001 - Desenvolvimento de software baseado para tomada de decisdes de diagnostic

02.13.10.008.00.05.002 - Avaliagao da cobertura diagndstica da tuberculose bovina, fornecida por diferer

2017 2018 2019



