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APLICACAO DE UMA mPCR PARA DETECCAO E IDENTIFICACAO DE
MICOBACTERIAS DIRETAMENTE DE LESOES BOVINAS SUSPEITAS DE
TUBERCULOSE PROVENIENTES DE MATADOURO-FRIGORIFICO SOB
INSPECAO ESTADUAL NO ESTADO DA BAHIA

Autor: Evelin Santiago Vasconcelos dos Santos
Orientador: Dr. Robson Bahia Cerqueira

RESUMO:

Tem sido amplamente estudados ensaios de investigacdo molecular para
diagnostico da tuberculose bovina. Estes métodos vem possibilitar maior agilidade
e possuem alta sensibilidade e alta especificidade além de permitirem realizacao
de diagnostico diferencial entre doencas e identificacdo precisa do agente
etiolégico que é de grande importancia para a epidemiologia, tratamento e
prognostico especialmente na saude publica. O trabalho objetivou associar
recurso complementar ao exame post mortem em matadouro frigorifico através de
PCR multiplex realizado a partir diretamente do material caseoso coletado em
dois frigorificos do estado da Bahia sob inspecéo estadual. Foram analisadas 74
amostras de bovinos. No Sudoeste foram analisadas 61 linfonodos suspeitos de
bovinos abatidos em frigorifico sob inspecédo estadual resultando em 4,92% das
amostras positivas no isolamento e 18% no mPCR para M. bovis. No Recéncavo
foram analisadas 13 amostras de bovinos suspeitos resultando em 61,54% de
positivas ao isolamento sem diferenca estatisticamente significativa para o ensaio
molecular que detectou 54% de M. bovis. Para ambos os estabelecimentos, o
MPCR ser viavel atestando expressiva vantagem de divulgar resultado dentro de
um periodo maximo de 48h, capacidade de detectar varias espécies em uma
Unica reacdo, ndo depender da cultura bacteriana além de ndo necessitar do
micro-organismo vivo para positivar o diagnéstico. Todo DNA extraido evidenciou
boa concentracédo na extracdo e adequado grau de pureza. Os resultados indicam
gue o protocolo mostrou-se eficaz, rapido e bastante promissor na vigilancia em

matadouro.

Palavras chave: tuberculose, M. bovis, mPCR



APPLICATION OF A MPCR FOR DETECTION AND IDENTIFICATION OF
MYCOBACTERIA DIRECTLY FROM INJURIES OF SUSPECTED BOVINE
TUBERCULOSIS FROM SLAUGHTERHOUSE UNDER STATE INSPECTION IN
THE STATE OF BAHIA

Author: Evelin Santiago Vasconcelos dos Santos
Advisor: Dr. Robson Cerqueira Bahia

ABSTRACT:

Bovine tuberculosis diagnosis has been widely studied by molecular
assays. These methods have enabled greater agility, high sensitivity and
specificity. Furthermore allow differential diagnosis between diseases and
accurate identification of the etiologic agent which is of great importance to the
epidemiology, treatment and prognosis especially in public health. The aim of this
study was to associate as additional resource to the post-mortem examination in a
slaughterhouse, a multiplex PCR performed directly from the cheesy material
collected in two slaughterhouses under inspection in Bahia state. Seventy-seven
samples of cattle were analyzed. In Southwest sixty-one suspect cattle lymph
nodes were analyze, resulting in 4.92% positive samples in isolation and 18% in
mPCR for M. bovis. In Reconcavo 13 cattle suspected samples were analyze
resulting in 61.54% positive isolation with no significant statistical difference in the
molecular assay where was detected 54% of M. bovis. For both, the mPCR is
viable attesting significant advantage to disclose results within a maximum period
of 48 hours, ability to detect multiple species in a single reaction, not depend on
bacterial culture and does not require the living micro-organism to make positive
the diagnosis. DNA showed good concentration on the extraction and appropriate
purity. The results indicate that the protocol was effective, fast and very promising

in slaughterhouse vigilance.

Keywords: Tuberculosis, M. bovis, MPCR
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1. INTRODUCAO

Doenca infecciosa antiga, a tuberculose € uma zoonose de ocorréncia
mundial. A forma resistente a medicamentos é a maior preocupacao, além da
epidemia especialmente associada a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida). Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em muitos casos, a
resposta dos paises a este desafio € inadequada. O relatdrio mais recente calcula
gue aproximadamente 450 mil pacientes tém o tipo de tuberculose resistente
(WHO, 2013).

Nos bovinos, € uma enfermidade determinada pelo agente Mycobacterium
bovis que gera importantes prejuizos econémicos (LAGO, 2013) e riscos a saude
da populacdo humana que consume produtos de origem animal (MORATO, 2007;
DE LA RUA-DOMENECH, 2006). Quando infectado pelo M. bovis, o quadro
clinico no homem é indistinguivel do quadro causado pelo Mycobacterium
tuberculosis (POLLOCK e NEILL, 2002; WEDLOCK, 2002; DE LA RUA-
DOMENECH, 2006) e a baciloscopia do escarro, metodologia empregada
usualmente no Brasil para o diagnéstico da doenca nos humanos, é ineficaz nesta
distincdo entre as duas espécies (KANTOR e RITACCO, 1994; USABIAGA,
2001).

Ribeiro, Lobato e Abreu (2003) e Avilla et al (2013) ressaltam que o aspecto
epidemioldgico da enfermidade em bovinos no Brasil demonstra dados escassos
e distintos dependendo do local pesquisado em virtude da grande dimenséao
territorial e caracteristicas de criagdo préoprias de cada regido. Em um
levantamento mais recente, a estimativa da prevaléncia de animais doentes no

Brasil foi de 0,83%, sendo que a regidao Centro-Oeste apresentou a menor
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prevaléncia de 0,37% dentre as regides brasileiras (ROXO, 2004; KANTOR E
RITACCO, 2006).

Lilenbaum (2000), Pacheco et al (2009) descrevem que 0s métodos mais
confidveis de diagndstico sdo os diretos, no entanto, a dificuldade de obtencéo de
amostras in vivo torna pouco viavel sua utilizacao rotineira. Assim, a investigacao
da infeccdo em bovinos tende a ser realizada através de métodos indiretos como
0s testes imunologicos, a exemplo do teste de hipersensibilidade. De acordo com
o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (2006), a grande
inespecificidade dos sinais clinicos, a dificuldade de isolamento do M. bovis no
animal vivo e o baixo nivel de anticorpos durante o periodo inicial da infeccao
fazem com que os diagnosticos clinico, bacterioldgico e sorologico tenham um
valor relativo apesar do teste padréo ser o isolamento. O MAPA preconiza, ainda,
gue existem técnicas adequadas para o desenvolvimento de programas de
controle e erradicacédo da tuberculose bovina, entretanto, ndo existe um meétodo

diagnostico que tenha uma eficacia absoluta.

Furlanetto et al (2012); Fraguas (2008) e Cosivi (1998) afirmam que para um
diagnostico eficaz da infeccdo, junto ao método de isolamento do micro-
organismo, existe a necessidade do uso de técnicas complementares. Com o
advento da biologia molecular, novas técnicas tém sido estabelecidos para
colaborar na identificacdo do agente como a Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) que, conforme Zanini et al. (2001) e Cardoso et al. (2009) possibilita maior
agilidade no diagnostico, possuindo alta sensibilidade e alta especificidade
detectando, ainda, quantidades muito pequenas de bacilos nas amostras
coletadas ainda que inviaveis (SAKAMOTO et al., 1999; ZANINI et al., 2001).
Alguns testes, como o de Warren et al (2006) utilizando uma PCR multiplex para
identificacdo de espécies do género Mycobacterium se tornam indicados em
propostas de inspecao e laboratérios de rotina especialmente quando acontecem

diretamente do material caseoso dispensando o trabalhoso exame bacterioldgico.

Observa-se que para a comprovacao da referida enfermidade € primordial a
identificacdo da micobactéria, sendo relevante a investigacao das espécies e suas

prevaléncias, considerando ambientes nos quais a tuberculose humana e bovina
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coexistem, podendo-se assim, determinar o risco da infec¢cdo e suas implicacdes

zoondaticas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar deteccéo e identificagdo de micobactérias em amostras de bovinos
a partir de lesdes granulomatosas sugestivas de tuberculose em carcacas
inspecionadas em frigorifico sob regime de inspecdo estadual localizado na
Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Verificar a ocorréncia de Mycobacterium bovis e M.
tuberculosis em material coletado de frigorifico em lesdes
suspeitas através da cultura em matadouros frigorificos dos
municipios de Vitdria da Conquista - Ba e Santo Antbnio de

Jesus - Ba;

v’ Avaliar protocolo de extracdo e grau de pureza do DNA
para utilizacdo no mPCR a partir de material granulomatoso de

bovinos em frigorifico sob inspec¢éo estadual,

v Identificar espécies do género Mycobacterium através
da Reacdo em Cadeia da Polimerase multiplex (mMPCR)
realizada diretamente do granuloma, correlacionando com 0s

resultados da cultura e tempo de conservacao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 AGENTE ETIOLOGICO DA TUBERCULOSE BOVINA

O género Mycobacterium é caracterizado por possuir micro-organismos
alcool acido resistentes, aerdbios estritos, imoveis, ndo formadores de esporos e
desprovidos de capsulas ou flagelos (SOUSA, 2000; PFYFFER, 2007), medindo
de 0,5 a 7,0 um de comprimento por 0,3 um de largura (BRASIL, 2006). Dentre as
principais espécies de importancia epidemiologica descatam-se aquelas
pertencentes ao complexo M. tuberculosis (MTB), que compreende: M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. caprae, M. canettii e M.
microti, (HUARD et al., 2003; COUSINS et al., 2003; PRODINGER et al., 2005;
SKORIC et al.,, 2007; UEYAMA, 2013) e ainda citado por Alexander (2010) o
M. mungi e M. pinnipeddi (UEYAMA, 2013) sendo o mesmo, responsavel pela
maioria dos casos de tuberculose humana e animal (MURAKAMI, 2009). A
temperatura Otima de crescimento varia consoante a espécie e pode variar entre
30°C e 45°C, e a gama de pH suportada € limitada entre 6 e 8, sendo o pH 6ptimo
de 6,7 a 6,9 (PFYFFER, 2007).

Até 1970, o bacilo bovino foi considerado uma variante do M. tuberculosis e
denominado M. tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis subespécie bovis.
Neste mesmo ano Karlson e Lessel propuseram sua classificacdo como espécie
individual, denominada M. bovis (FERREIRA NETO e BERNARDI, 1997). Embora
seja primariamente um patdégeno animal, ele também pode infectar e causar
doenca ao homem e, assim, tornar-se uma importante ameaca a saude publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento (PRODINGER et al., 2002;
HADDAD, MASSELOT e DURAND, 2004; BIET et al., 2005; BOSE, 2008).
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Tratando-se dos aspectos bioquimicos, a parede celular das micobactérias
possui composi¢cdo quimica e estrutura complexa, particularmente rica em
componentes lipidicos exercendo influéncia na morfologia da bactéria conferindo
uma barreira contra a acado dos agentes fisicos e quimicos do meio ambiente,
como também influencia na patogenia das respectivas infeccdes (HONG e
HOPFINGER, 2004; DUCATI, 2004). Os acidos micolicos sdo os principais
responsaveis pela sua propriedade de &lcool-acido resisténcia, observada através
da coloracdo Ziehl-Neelsen (ZN) (PFYFFER, 2007), além de dificultar a captacdo
de nutrientes retardando o seu crescimento (COLLINS, 1994; NEILL et al., 2001),
ultrapassando 12 semanas para crescer em meio de cultura apropriado
(CORNER et al., 2012). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(2006) destaca, no entanto, que caracteristicas, a exemplo da tintorial,
superpbem-se nos géneros Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus e

Corynebacterium.

Também séo caracteristicas peculiares ao M. bovis um periodo de geracéo
longo, demandando de 16 a 20 horas dependendo da oferta de oxigénio e de
nutrientes. Eles também n&o sdo capazes de metabolizar glicerol em piruvato
como fazem as outras espécies do MTB. Desse modo, M. bovis cresce muito
melhor na presenca de piruvato como fonte de carbono (JORGE, 2011), como
indicado pela analise da sequéncia gendmica dessa espécie confirmando que os
genes requeridos para a formacdo do piruvato ndo sao funcionais. (BARRERA,
2007 e JORGE, 2011)

O bacilo, quanto a constituicdo génica, possui, no seu genoma 4.345.492
pares de base de comprimento com 3952 genes capazes de codificar proteinas,
sendo menor que o genoma de M. tuberculosis (4.411.532 pb para o isolado
humano H37Rv) e um conteido médio de Guanina somado a Citosina de 65,63%.
Possuem estreita relacdo filogenética cujos genomas, ambos descritos por
completo, apresentam mais de 99,95% de similaridade tendo como principais
eventos unidirecionais, as dele¢des (GARNIER et al., 2003; WHELAN, 2010).

Foi identificado em estudos de genémica comparativa entre uma estirpe de

M. tuberculosis e outra de M. bovis mais de 140 genes com presenca facultativa e
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que estdo relacionados com diferencas no fendtipo, hospedeiro preferencial e
viruléncia. Diversos desses genes ocorrem em regides de diferenciacdo (RD, do
inglés) que foram eliminadas em determinadas espécies (PYM et al., 2002). Na
formacéo dos loci RD estdo envolvidas alteragbes como erros na replicagéo de
DNA, movimento de elementos genéticos mdéveis, ou recombinacdo entre
fragmentos adjacentes de DNA homdlogo, com perda da sequéncia interveniente
(HUARD et al, 2006). No caso da cepa vacinal de M. bovis BCG ocorre a delecao
da RD1, demonstrando um papel importante desta regiao na viruléncia das cepas
patogénicas do complexo (PYM et al., 2002).

A bactéria é sensivel a agentes desinfetantes como fendlicos, formdlicos,
alcoois e, em especial ao hipoclorito de sédio, sendo eficientes dependendo da
correta utilizacdo. Também sdo destruidos pela pasteurizacéo, (ARAUJO, 2005;
COSTA, 2008) luz solar direta em ambiente seco, assim como calor umido a 60°C
(ROXO, 1996; DUCATI, 2004). No que diz respeito a resisténcia, 0 agente se
caracteriza por conseguir sobreviver na presenca de acidos, alcalis e
desinfetantes, a exemplo do aménio quaternaria e clorexidine (ARAUJO, 2005;
COSTA, 2008), aléem de resistir bem no ambiente, principalmente em locais
umidos e ao abrigo da luz solar, a exemplo de pastos, estabulos e no esterco por
até 2 anos; na agua por até 1 ano; e 10 meses nos produtos de origem animal
contaminados. Ela também se mostra moderadamente resistente ao calor, a
dessecacdo e a uma das principais drogas antituberculosas, a pirazinamida
(ABRAHAO, 1999; PARSONS, 2002; BELAS, 2011).

3.2 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Sao descritas diversas espécies como hospedeiras deste agente, a citar,
humanos, bovinos, bufalos e diversos outros animais domésticos e silvestres
(MORRIS et al, 1994; O'REILLY e DABORN, 1995, BROUGHAN, 2013), sendo
alguns hospedeiros terminais enquanto outros desenvolvem uma doenca
autolimitante. Em alguns paises, como Gra- Bretanha, Irflanda, Nova Zelandia e
Zambia, animais silvestres participam como reservatorios de M. bovis para
animais domésticos (O'REILLY e DABORN, 1995), sendo importantes para
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epidemiologia onde a tuberculose esta erradicada, representando uma ameaca
para a reintroducdo da doenga, uma vez que reservatorios silvestres ndo séo
controlados (BIET et al., 2005).

Neill et al. (1994) salientam que o bovino uma vez infectado, ja € capaz de
transmitir a doenca a outros, mesmo antes do desenvolvimento de lesdes
teciduais. A via de eliminacdo do bacilo é bastante variavel, podendo ser
eliminado por diversos fluidos corporais como o leite, fezes, urina, secrecdes
vaginais e uterinas, expectoragao, corrimento nasal e pelo sémen (ROXO, 1996).
A transmissao aerdgena € a via mais comum de infeccdo no gado totalizando 80
a 90% dos casos (MORRIS, 1994). Abrahao (1999) afirma que a propagacéo da
tuberculose em um rebanho independe da idade, sexo e raga e a principal forma
de ser introduzida, é pela aquisicdo de animais infectados. Os sinais clinicos sao
bem inespecificos ou ndo existem sinais caracteristicos, at¢é mesmo quando
muitos orgaos estédo afetados e a doenca se encontra em fase avancada (SMITH,
2006; BRASIL, 2006).

De acordo com Campos (2008), a enfermidade possui distribuicdo em todos
os continentes ja Furlanetto (2012) afirma que € predominante em paises que
possuem sistema de criacdo de forma intensiva e, em menor intensidade, onde a
criacdo é extensiva com acdes de controle sanitario ainda recentes. O tamanho
do rebanho também é importante na transmisséo da infeccdo (ABRAHAO, 1999).
Ainda, vale destacar como variaveis para justificar as diferencas de prevaléncia:
manejo, idade, raca, introducdo de animais, presenca de animais de corte e leite
nos rebanhos entre outros (OMER et al., 2001; PERREZ et al., 2002), além do
tipo de teste realizado para deteccdo da doenca (SABEDOT et al., 2009).

Benet (1994) relata que desde as décadas de 50 e 60 a doenca vem sendo
alvo de intensas campanhas de erradicacao e controle em varios paises. Algumas
regides do mundo apresentam situacdo bastante confortavel, enquanto em outras
a prevaléncia € alta. Entre o fim do século XIX e inicio do século XX, paises da
Europa demonstravam prevaléncias entre 20 e 40% em bovinos infectados
(CORREA e CORREA, 1992; FERREIRA NETO e BERNARDI, 1997) quadro que

foi revertido estando a enfermidade controlada em quase todos 0s paises
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membros da Comunidade Européia (BENET, 1994). Paises como Dinamarca,
Holanda e Luxemburgo possuem a doenca erradicada e Alemanha, Bélgica,
Inglaterra, Franca, Grécia e Portugal apresentam indices bastante reduzidos visto
gue iniciaram precocemente programas de controle e erradicacdo baseado em
acOes sanitarias como a tuberculinizacéo e o sacrificio de animais infectados. Na
Espanha, onde o programa nacional de erradicacdo era recente, a infeccéo
atingia 10% do rebanho bovino (CAFFREY, 1994).

Nos paises em desenvolvimento, raros estudos tém sido publicados quanto
a prevaléncia da tuberculose animal. No continente americano os indices de
bovinos infectados foram estimados em 0,005% no Uruguai e 0,37% na
Venezuela. Na Colébmbia, a infeccdo ainda ocorre em areas geograficamente
circunscritas, enquanto que no Suriname n&o tem sido detectada desde 1985
(KANTOR; RITACCO, 1994). No caso da Argentina, o indice apontado no ano de
2005 foi de 1,1% de carcacas condenadas (KANTOR e RITACCO, 2006).

No Brasil, em Minas Gerais, um estudo realizado em 1999 envolvendo
aproximadamente 23.000 animais (70% da populacdo) em 1.600 propriedades,
estimou uma prevaléncia de 0,85% de animais reativos a prova de
tuberculinizacdo. Também foram detectadas 5% de propriedades com animais
reagentes, sendo que naquelas produtoras de leite com algum grau de
mecanizacao da ordenha foi registrado uma prevaléncia de 15% (BRASIL, 2006).
Este fato confirma a proposicdo de Lilenbaum (2000) que diz ser a tuberculose
doenca endémica no pais que acomete grande parte das propriedades de
rebanho leiteiro de alto valor genético, provavelmente devido ao fato de tais
animais estarem na situacdo de confinamento e elevada demanda metabdlica,

resultando em maior predisposicdo ao desenvolvimento da doenca.

Em 2001, o MAPA instituiu o Programa Nacional de Controle e Erradicacao
da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) devido a importancia da tuberculose
bovina no Brasil com o objetivo de diminuir o impacto negativo dessas zoonoses
na saude humana e animal. Baseado no teste de tuberculinizacdo, um estudo
brasileiro no ano de 2004 evidenciou que, a prevaléncia variou de 0,4% a 3,6%
nas regides Sudeste e Norte, respectivamente (ROXO, 2005; KANTOR e
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RITACCO, 2006). Neste contexto cabe citar trabalho envolvendo amostras
planejadas que revelaram no estado da Paraiba no periodo de 2008 a 2009, que
62 (0,57%) das propriedades do estudo possuiam pelo menos um animal positivo
ao teste de tuberculinizagcdo. Em relacdo aos animais, 54.472 bovinos foram
testados para o diagnéstico da tuberculose, dos quais 136 (0,25%) foram
positivos (FIGUEIREDO et al., 2010). No estado do Espirito Santo foram
examinados 32.052 bovinos de varios municipios e foi demonstrado 163 (0,51%)
animais reativos ao agente (LAVAGNOLI et al., 2010). No Mato Grosso, Néspoli
(2012) estimou a prevaléncia de 1,3%de tuberculose nestes rebanhos.

De acordo com Araujo (2005), estudos realizados no pais, a partir de
exames de carcacas em matadouros-frigorificos, estimaram uma prevaléncia de
tuberculose bovina de 0,17% em Minas Gerais; 5,16% no Para e 0,64% no Rio
Grande do Sul. Ao referir-se a tal assunto, o autor diz que esta diferenca esta
relacionada ao grau de desenvolvimento regional, principalmente no que se refere
ao estabelecimento de medidas sanitarias no rebanho. Existe uma estimativa de
ocorréncia em torno de 5,7% do rebanho nacional. Destes, 0,14% correspondem
ao achado de les6es em matadouros (PUSTIGLIONE NETO, 1997; ROXO, 2000),
valendo notar a contribuicdo de Baptista et al (2004), ao afirmarem que os indices
encontrados em matadouros sdo subestimados, pois a prevaléncia real deve
considerar os casos de tuberculose que ndo apresentam lesdes macroscoépicas

detectaveis no exame post mortem.

3.3 IMPACTO NA SAUDE PUBLICA

Diversas espécies de mamiferos sdo susceptiveis ao M. bovis que possui
ampla cadeia de hospedeiros, sendo uma das maiores entre todos os patdégenos
conhecidos. O homem pode, portanto, contrair a doenca de diferentes animais e
igualmente transmitir-lhes a infeccdo (LILENBAUM, 2000; PINTO, 2003). A
doenca em pessoas quando causada pelo M. bovis é denominada de tuberculose
zoonotica. Ja o M. tuberculosis possui um espectro mais restrito de hospedeiros,
além do homem (NEILL et al., 2005), podendo ser o0 agente ocasional em bovinos

gue vivem em contato proximo com seres humanos (MURAKAMI, 2009). Existe
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ainda casos de co infec¢cdo no ser humano pelos dois micro-organismos (LAGO,
2013).

Ravenel em 1902, isolou M. bovis em ganglios de uma crianca falecida de
meningite tuberculosa nos EUA, este isolamento foi registrado como a primeira
prova definitiva da transmissao da doenga dos bovinos ao homem decorrente da
ingestéo de alimentos. Os bacilos foram entéo inoculados em 3 bovinos, os quais
em menos de 30 dias vieram a 6bito. Os resultados da necropsia foram definitivos
em afirmar que a causa da morte foi tuberculose (SOUZA et al., 1999).

No ano de 1993, a TB humana foi causa de 26% das mortes previsiveis e
7% de todas as mortes na Terra, sendo uma das principais preocupacdes da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) por ter sido naquele periodo, responsavel
pelo maior indice de mortalidade humana causada por um unico agente infeccioso
(WHO, 1994). Ja em 2009 a incidéncia global foi de 9,4 milhdes, com mortalidade
de 1,3 milhdes de pessoas sendo cerca de 85% dos casos na Asia e Africa.
Dentre este total, 1 a 1,2 milhdes estavam coinfectados pelo HIV (11 a 13%).
Estes valores correspondem a uma reducdo significativa, relativamente aos
dltimos anos. A prevaléncia na Africa continua no entanto muito elevada,
constituindo 80% do total de todo o mundo. Ha paises com uma prevaléncia de
coinfeccdo superior a 5%, mas a maior concentracdo verifica-se na Africa
Subsaariana e na Moldavia (WHO, 2011). O ultimo relatério da OMS reune dados
de 178 dos 197 Estados-membros da organizacao e relata que o Brasil, somente

em 2012, registrou mais de 71 mil casos de tuberculose (WHO, 2013).

Wedlock et al. (2002) salientam que em torno de 5 a 10% da incidéncia da
doenca em humanos sdo decorrentes da infec¢cdo por M. bovis. No inicio do
século XX, foi primeiramente descrita este tipo de infeccdo, onde se estimou que
foi causa de 10-18% de todos os casos da doencga, existindo uma associacao
entre o numero de casos humanos e a populacao bovina local. Naquele momento,
calculou-se que 70 a 80% do total de tuberculose dos ganglios cervicais em
criancas e 20% dos casos de tuberculose renal no homem foram causados pelo
M. bovis (SAURET et al., 1992; ABRAHAO,1999). No Brasil, a primeira publicacdo

na literatura nacional sobre o assunto foi em 1938, momento em que o agente foi
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isolado por Torres e Pacheco (SOUZA et al, 1999). Pesquisa realizada em San
Diego nos Estados Unidos da América apontou a crescente incidéncia da doenca
causada pelo M. bovis, com 45% de todos os casos de TB cultura positiva em
criancas entre 1994 e 2005 (RODWELL et al, 2008).

Na América Latina, os registros de tuberculose zoonética sdo escassos e
estimativas indicam 2% dos quadros pulmonares e 8% dos casos
extrapulmonares (KANTOR; RITACCO, 1994; LATINI et al., 1990; USABIAGA,
2001). Nos paises onde néo existe o controle da tuberculose bovina, a infec¢éo
pelo M. bovis ocorre principalmente em jovens pela ingestdo ou manipulagéo de
leite contaminado (HARDIE; WATSON, 1992; NEIL et al., 1992), sendo que na
Europa, a reativacdo enddgena de infec¢cdes adquiridas na infancia ou na
juventude representam o fator mais comum deste tipo de doenca (HARDIE e
WATSON, 1992).

Na maioria dos paises, a magnitude da infeccdo é desconhecida (COSIVI et
al., 1998) e de acordo com Romero et al (1999) este desconhecimento advém de
diversos fatores, principalmente em decorréncia do diagnéstico bacteriologico em
humanos geralmente estar limitado a baciloscopia e ao cultivo em meio
Lowenstein-Jensen que contém glicerol no qual o M. bovis apresenta crescimento
disgbnico porque utiliza preferencialmente o piruvato como uma fonte de carbono
(GORMLEY, 2014). Nos paises em desenvolvimento, € pertinente esta questao
pelo fato de nesses locais existirem poucas informacdes sobre o problema,
necessitando de maiores investimentos nos aspectos relevantes a saude publica
veterinaria em relacdo a infeccdo humana por M. bovis, principalmente com

relacdo aos grupos ocupacionais (WHO, 2009).

Wedlock et al., (2002) entendem que M. bovis e M. tuberculosis provocam
doenca indistinguivel clinica, radiologica e patologicamente. Um fator agravante &
gue laboratorialmente, devido a aparente similaridade também no tratamento e
prognostico € muito comum ocorrerem falhas no diagndéstico diferencial entre as
micobactérias, principalmente nos paises onde se julgava erradicada a
tuberculose bovina (ORDONEZ et al., 1999; PINTO, 2003). Essa discriminacdo se

torna possivel pelo emprego de meios de cultivo especificos como o Stonebrink
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isento de glicerol permitindo crescimento do M. bovis (KANTOR e RITACCO,
1994; LATINI et al., 1990; USABIAGA, 2001).

Ao referir-se a tal assunto, Abrahdo (1999) sustenta que a perda de
interesse epidemiologico ocorre devido a queda na incidéncia da doenca em
humanos causada pelo M. bovis o que justifica a falha no diagnéstico diferencial.
O autor afirma que ap6s a obrigatoriedade da pasteurizacdo do leite, abate do
gado tuberculina-positivo e a confianca na eficacia da quimioterapia contra todos
os tipos de tuberculose, a incidéncia da doenca diminuiu. Ueyama (2013), ainda
relata a falta de métodos simples de diferenciacdo e como relatado por Lago
(2013) a falta de disponibilidade de meios com piruvato. Vale lembrar que,
entretanto, existem raz0es para diferenciacdo dos agentes, a exemplo da
resisténcia do M. bovis a pirazinamida (droga antituberculose de 12 linha)
(PARSONS, 2002) e reintroducdo da doenca por esta espécie em paises nos
quais ela estava praticamente erradicada. Ainda é importante reforgar que a falha
no tratamento favorece o aumento de cepas multidroga resistentes (ABRAHAO,
1999)

3.4 IMPACTO ECONOMICO

De inicio, se faz interessante destacar que se tratando de uma zoonose
integrante da lista da OIE (Organizacdo Mundial da Saude Animal), a tuberculose
€ responsavel pela diminuicdo da credibilidade e competitividade dos produtos
oriundos de regides contaminadas. Ademais, torna o produto resultante da
pecuéria vulneravel a barreiras sanitarias impostas pelo mercado internacional.
Devido a estes fatores, Garnier et al. (2003) salientam que 0s prejuizos na

pecuéria mundial giram em torno de trés bilhdes de ddlares por ano.

Além da importancia econdmica atribuida as questbes comerciais, a doenca
acarreta perdas diretas resultantes da morte de animais, da diminuicdo no ganho
de peso e producéo de leite, da necessidade de descarte precoce e eliminacao de

animais de alto valor zootécnico, além da condenacdo de carcagas durante o
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abate. A estimativa anunciada pelo MAPA em 2006 permeia porcentagens entre
10 e 25% de sua eficiéncia produtiva. Estudo realizado por Homem (2003) no
municipio de Pirassununga-SP confirmam prejuizos na reducdo da producao de
leite, diminuicdo da converséo alimentar, reducdo de nascimentos e mortalidade

perinatal de bezerros.

3.5 PATOGENESE

A manifestacdo da doenca no hospedeiro depende de fatores diversos
valendo destacar, resposta imune, via de infeccdo e viruléncia do micro-
organismo que determinam ainda a sobrevivéncia e multiplicagcdo do mesmo no
animal (COLLINS, 2001; AYELE et al., 2004). Geralmente a tuberculose bovina
possui um periodo de incubacdo longo, com quadros pouco uniformes e uma
evolucdo demorada (DUARTE et al.,, 2007). Ocasionalmente pode assumir um
carater agudo e curso progressivo rapido (RUGGIERO, 2007). Marcondes (2006)
comenta que ja foi demonstrado em modelos animais que um bacilo em
suspensao pode causar a infeccéo. A inalacdo de aerossoéis contaminados com o
micro-organismo é responsavel (OLIVEIRA et al., 2008; JUNIOR e SOUZA, 2008
e LAVAGNOLI, 2010) por aproximadamente 90% das infeccdes em bovinos e
bubalinos (CORREIA e CORREIA, 1992; BEER, 1998, MARQUES, 2008). Com
relacdo a manifestacdo sistémica, a enfermidade pode assumir forma miliar,
guando ocorre de maneira abrupta e macica ou protraida, acometendo os
diversos tecidos pelas vias linfatica ou sanguinea, sendo esta ultima a mais
comum (BRASIL, 2006).

Micro-organismo intracelular facultativo (SKORIC et al.,, 2007), quando
inalado é fagocitado geralmente por macrofagos alveolares onde podera se
multiplicar dando forma a lesées denominadas tubérculos ou podera ser eliminado
(MARCONDES, 2006). Nao havendo destruicdo do bacilo e havendo
multiplicacdo, eles serdo atraidos por fatores quimiotaticos liberados pelos
préprios bacilos. Essa multiplicacdo cessa cerca de 2 a 3 semanas apoés a
inalacdo do agente infeccioso e é caracterizada por resposta imune mediada por

células e reacdo de hipersensibilidade retardada. Neste momento, o hospedeiro
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destréi seus proprios tecidos através da necrose de caseificagdo para conter o
crescimento intracelular da bactéria. Com mediacdo dos linfécitos T ocorre a
migracdo de novas células de defesa, culminando com a formacéo de granulomas
(CORREIA e CORREIA, 1992; BEER, 1998).

O granuloma na doenca caracteriza-se por nédulos de diametro entre 1,0 a
3,0 cm em média, podendo ser confluentes, aspecto purulento ou caseoso, de cor
branca, cinza ou amarelado, de consisténcia firme e inodoro. Os locais mais
comumente encontrados durante a necropsia ou inspecdo de carcacas em
matadouros frigorificos sdo os pulmdes e os linfonodos retrofaringeos, bronquiais
e mediastinicos (BRASIL, 2006; OIE, 2009), além de serosas e figados, contudo,
pode causar lesbes em todos 0s 0Orgaos, ja havendo sido descrita no sistema
nervoso central, articulacdes, diafragma, subcutis, ovarios, Utero e genitalia
masculina. Normalmente sao firmes, com centro caseoso e quando calcificados
rangem ao corte com faca como se contivessem areia (CORREIA e CORREIA,
1992).

No aspecto da microscopia do granuloma tuberculoso, trata-se de uma
estrutura complexa e de composicdo principalmente celular, consistindo
geralmente de um centro necrotico, circundado por densas camadas de células,
como os linfocitos (T e B), neutréfilos e fagdcitos mononucleares em diversos
estagios de desenvolvimento, sendo, por ultimo, circundado por uma firme
capsula de tecido fibroso (COSMA, SHERMAN e RAMAKRISHNAN, 2003;
AYELE et al., 2004; HOPE, 2008).

Tratando-se da resposta imune adquirida é essencial a producao do IFN-y
produzido do perfil Thl estimulado pela apresentacdo de antigenos as células T
CD4+ e CD8+ no aspecto de moléculas MHC 1l e |, respectivamente valendo
destacar funcédo de protecdo das células TCD4+ no granuloma (HOGAN et al.,
2007). Estas células sédo produtoras de IFN-y no granuloma, agindo no controle
do crescimento bacteriano intracelular, enquanto os linfécitos T CD8+ agem,
principalmente, na lise dos macréfagos infectados (PEPIN et al., 1994; POLLOCK
& NEILL, 2002). Outras citocinas estdo envolvidas neste cenario. A interleucina 12

(IL-12), também potencializa a producdo de IFN-y, tanto estimulando as células
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NK, quanto induzindo a polarizagdo Thl que eleva a producédo desta citocina.
Também citocinas inflamatérias como a IL-1, IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (LAN et al., 1998; HOPE et al., 2008). Na regulacdo do processo
infeccioso, a IL-10 inibe a resposta celular através da subregulacdo da producao
de IL-12 (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008; HOPE et al., 2008).

3.6 ACHADOS MACROSCOPICOS

Os achados macroscépicos de lesbes de tuberculose acontecem durante o
abate dos animais. No Brasil, a inspecdo das carcacas é regulamentada pelo
RIISPOA “Regulamento de Inspegéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal” da Divisdo de Normas Técnicas do Departamento de Inspecdo dos
Produtos de Origem Animal (DIPOA) do Ministério da Agricultura segundo decreto
de 29 de marco de 1952 alterado pelos decretos de 1962, 1994, 1997 e vigente
nos dias atuais (BRASIL, 1997). Diante da implantacéo do programa de controle e
erradicacao da tuberculose bovina favorecendo importante declinio na frequéncia
da doenca, os matadouros-frigorificos tornam-se importantes no contexto do
rastreamento dos focos, através da rotina de inspecéo, se tornando importantes
“sentinelas epidemioldgicos”, colaborando na estratégica de vigilancia e
erradicacao da doenca (WEDLOCK et al., 2002, COSTA 2008; LOPES, 2008) ja
gue esta € uma das zoonoses alimentares detectaveis durante o exame post
mortem. Uma outra questdo deveras importante no papel da vigilancia destes
estabelecimentos é que estes defendem a qualidade higiénico-sanitaria do

produto final funcionando como barreira de protecao para o consumidor.

Tratando-se do assunto a nivel internacional, o procedimento de
monitoramento em frigorificos demonstrou em paises como Australia, Estados
Unidos, Canada e Cuba ser de fundamental importancia na erradicacdo da
enfermidade em virtude da eficiéncia na identificacdo e na rastreabilidade da
origem de animais com lesdes compativeis com tuberculose (RODRIGUEZ, 2005
e COSTA, 2012). Esta informacdo também se confirma com estudo retrospectivo

realizado por Jorge (2011) no Mato Grosso do Sul que conclui que a identificagéo
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de um Unico bovino com lesdo no matadouro contribui para localizagdo de um

foco.

Apesar do papel de destaque dessas organizagdes, Corner (1994) ressalta
que para se identificar a real prevaléncia seria necessario somar também o0s
casos sem lesbes aparentes. O autor lembra que, em razdo da néo visibilidade de
algumas lesdes, os indices devem ser bem superiores, girando em torno de 53%
de impossibilidade de deteccdo na rotina da inspecdo. Neste contexto ainda
Baptista et al (2004) reafirmam que os indices encontrados em matadouros sédo
subestimados. Para que se aproxime de uma prevaléncia mais real Corner (1994)
argumenta que fazendas com amostras representativas ou abrangendo a
totalidade dos animais pode proporcionar boas estimativas da frequéncia ou o
exame cuidadoso de seis pares de linfonodos do pulmdo, da cabeca e do
mesentério que pode estabelecer o diagnostico em 95% dos bovinos com lesdes
macroscopicas. No caso de infec¢des recentes ndo havera lesbes macroscopicas
tipicas visiveis. Aléem dos argumentos acima, deve-se estar atento para o fato do
exame post mortem ser inspetor dependente, isto é, depende do critério da
inspecdo da carcaga e os sitios observados. O exame deve ser 0 mais preciso

possivel.

3.7 METODOS DE DIAGNOSTICO

Os meétodos para diagnéstico da tuberculose bovina podem ser
categorizados em diretos e indiretos. Os primeiros sdo capazes de identificar a
presenca da bactéria ou parte dela tendo, neste caso, como exemplos, a
bacteriologia e 0s ensaios moleculares. Os métodos indiretos investigam a
resposta ao agente etioldgico no hospedeiro, seja ela imunoldgica humoral ou
celular, sendo exemplificados, respectivamente pelos testes imunoenzimaticos e
pela tuberculinizacdo (BRASIL, 2006).

No cenario da inspecédo sanitaria durante o exame post mortem, usualmente,
as amostras suspeitas encontradas sdo adequadamente coletadas e rapidamente

encaminhadas para exames bacteriol6gicos e histopatolégicos com o objetivo de
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comprovacédo e controle do diagnéstico realizado a campo e para a avaliacdo da
eficacia das provas de tuberculina (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD, 1995). Corner (1994), esclarece que em muitos paises existe o critério de
deteccédo total das lesbes estabelecido por normas rigorosas de fiscalizacdo, a
exemplo da Austrdlia, onde tem-se detectado 95% dos animais com lesdes
tuberculosas durante a inspecao. Complementando as informagdes ditas acima,
Parra et al (2008) afirmam ser necesséario desenvolver sistemas de diagnostico
gue sdo diretamente aplicAveis de amostras bioldgicas colhidas direto do

matadouro.

Ao referir-se ao assunto da importancia de qualidade e padronizacado de
meios de diagnostico, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento atribui
em parte este fato a responsabilidade da eficacia de um programa nacional de
combate a qualquer doenca (BRASIL, 2001), além de ser fundamental uma rede
laboratorial que possa disponibilizar o suporte técnico e um diagndéstico rapido,
especifico e sensivel (COSIVI, 1998). Os testes de diagndstico da tuberculose no
Brasil estdo em sintonia com os padrdes internacionais, porém o MAPA pretende
atualizar e melhorar o padrdo de diagnostico a medida que novos testes forem
surgindo (BRASIL, 2001).

Apesar do grande avanco da ciéncia na area de diagnéstico, Ruggiero et al
(2007) destacam a inexisténcia de um exame sensivel, reprodutivel e rapido para
rotina do diagnostico da tuberculose em bovinos, sendo fundamental o
investimento em pesquisas para a solucdo desse ponto critico no combate a
enfermidade. Eles também consideram que os achados clinicos ndo devem ser
desprezados e sim interpretados conjuntamente com os resultados laboratoriais.
Outro aspecto levantado por Cosivi et al (1998) e Roring et al., (2000) é que
nenhum dos métodos de diagndstico pode ser empregado isoladamente, devendo
sempre se fazer uso de complementariedade de técnicas, a fim de se obter uma

informacéo eficaz e completa.

A evidéncia clinica da doenca nos bovinos raramente é encontrada, mesmo
em casos avancados de infeccBes crbnicas. Os sinais clinicos sdo bastante

variados e, por muitas vezes, nao estdo presentes (OIE, 2009). Os animais
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podem apresentar dispnéia, tosse, mastite, caquexia progressiva, e infertilidade,
entre outros (SMITH, 2006; BRASIL, 2006). Pode-se a palpagcdo perceber
aumento de linfonodos chegando, até mesmo, a causar obstrucéo de vias aéreas,
trato digestivo ou vasos sanguineos. O envolvimento do trato digestivo algumas
vezes se manifesta por diarreia intermitente intercalada por periodos de
constipacdo. Caquexia importante e dispnéia podem ocorrer durante a fase
terminal (OIE, 2009). Alguns ainda apresentam debilidade, anorexia, sinais
respiratérios, apetite seletivo e temperatura oscilante (SMITH, 1993; RADOSTITS
et al., 2002). Torna-se importante mencionar o papel do exame clinico como
diagnostico complementar nos casos de animais anérgicos ao teste da tuberculina
na busca segundo Radostitis et al (2002) e Smith (2006) por tosse seca, curta e

repetitiva.

3.7.1Tuberculinizacéo

O exame preconizado pelo PNCBET para o diagnéstico in vivo da
tuberculose é a tuberculinizagdo, uma reacdo de hipersensibilidade tardia,
imunologicamente especifica, mediada por linfécitos T sensibilizados que
possibilita a identificacdo de animais infectados, estando descrito sua realizacéo e
interpretacdo no regulamento técnico (BRASIL, 2006). Os individuos previamente
expostos ao bacilo normalmente mostram-se reagentes (MONAGHAN et al,
1994). Embora o teste tuberculinico seja usado para o controle e erradicacdo da
tuberculose bovina, resultados confiaveis ndo sao alcancados em alguns animais
infectados (PARDO et al, 2001).

O método consiste na inoculacdo de um extrato da cultura do agente no
animal suspeito (RADOSTITS et al., 2002) com formacdo de edema mais ou
menos pronunciado (NEIL et al, 1994). O Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (2006) descreve que podem ser feitos trés testes: teste da prega
caudal, usado somente para triagem em gado de corte; teste cervical simples,
utilizado como prova de rotina em gado de leite; e/ou teste cervical comparativo,

gue pode ser utilizado como prova confirmatdria naqueles animais que reagiram
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aos outros testes ou como prova Unica em animais de rebanhos com risco de
reacdes inespecificas. Os animais positivos aos testes de tuberculina devem ser

sacrificados.

O exame indireto pelo uso do PPD (Derivado Protéico Purificado) apresenta
algumas limitagbes podendo levar a interpretagcdes erroneas, a exemplo de falsos
positivos para reacdes inespecificas pelo contato prévio com outras micobactérias
ambientais ou interpretacdo de falso negativo decorrente de infec¢do recente, ja
gue a resposta imunoldgica pode aparecer até 50 dias apds o contato, mau
estado geral de saulde, imunossupressao poOs-parto ou até mesmo anergia
(MONOGHAN et al., 1994). As reacdes cruzadas com outros patdégenos nado
relacionados da-se pelo Corynebacterium ou Nocardia spp. (ROMERO et al.,
1999). Deve-se também estar atento para a dessensibilizacdo que ocorre apés a
tuberculinizacdo, visto que os animais apresentam sua capacidade de responder
a novos testes diminuida, sendo recobrada apds um periodo de 42 a 60 dias.
Resultados falso-negativos podem ocorrer ainda por variagdes inerentes ao
préprio teste ou por variagbes na leitura e interpretacdo do mesmo (MONOGHAN
et al., 1994). E preciso reconhecer que apesar das limitaces, ainda ndo existe

um ensaio mais satisfatorio in vivo que a tuberculinizacao.

3.7.2Diagnaostico sorologico

Dentre as possibilidades de diagndsticos sorologicos existe a quantificacao
da citocina denominada interferon gama (IFN-y). Este ensaio baseia-se na
resposta imune de células em cultura de sangue total estimuladas com antigenos
do bacilo através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (WOOD et al. 1990). A
auséncia de deteccdo de IFN-y caracteriza a negatividade do animal para
infeccdo pelo M. bovis, uma vez que os linfécitos de bovinos nédo infectados nao
produzem esta citocina de forma especifica (WOOD e JONES, 2001). Este ensaio
tem sido avaliado como um diagndstico primario em muitos paises (WOOD,
2001), inclusive no Brasil. Trata-se de um método sensivel que pode detectar a

infeccdo em varias espécies de animais e mais precocemente que 0s testes



37

tuberculinicos, possuindo sensibilidade e especificidade de 85% e 93%,
respectivamente (WEDLOCK et al, 2002; RUA-DOMENECH et al., 2006).

Como vantagens importantes estdo a estimulacdo de linfocitos in vitro que,
consequentemente, ndo alteram o estado imunolégico do animal, além de néo ser
necessario esperar 60-90 dias para repetir o teste quando o teste inicial ndo for
conclusivo, uma limitacdo distinta do testes cutaneos (LILENBAUM, 2000). O
teste para a detecc¢éo da infeccdo em bovinos ja é disponivel comercialmente com
a denominagdo BOVIGAN. Ele utiliza como antigenos o PPD bovino e o aviério,
embora outros antigenos, a exemplo da ESAT-6 e do CFP-10 ja tenham sido
usados (WOOD e JONES, 2001). Por outro lado, o ensaio INFy tem algumas
limitacbes em relagéo a infraestrutura de laboratorio e técnicos especializados,
além do custo dos kits comerciais. Deve-se estar atento também para o intervalo
de tempo a partir da colheita da amostra até o processamento do material,
podendo, no entanto, ser usado a partir de um ponto de vista estratégico para os
programas de controle (LOPES, 2012).

Em geral, a resposta de anticorpos séricos acontecem em estagios mais
avancados da doenca (POLOCK et al., 2005). Neste sentido, o ensaio de ELISA
para diagnostico da tuberculose, pode ser utilizado como um exame
complementar aos demais ensaios, especialmente na identificacdo de animais
anérgicos (WHO, 1994). O método imunoenzimatico permite detectar a presenca
de anticorpos IgG (SANT ANNA, 2001) contra antigenos micobacterianos no soro
de portadores de TB medindo a referida ligacdo. Os antigenos normalmente
utilizados sdo a PPD isoladas ou associadas a antigenos purificados a partir de
M. bovis estando os purificados representados pelo complexo AG85 que retrata a
maior parte das proteinas secretadas. O fato de anticorpos dirigidos contra os
antigenos poderem estar presentes em individuos néo infectados leva a
resultados falso positivos (MEDEIROS et al.,, 2010). A proteina MPB70 que
representa aproximadamente 10% da PPD tem sido identificada como uma célula
B alvo em bovinos tuberculosos e também como uma proteina razoavelmente
especifica. A homéloga da MPB70, a MPB83 também tem sido utilizada (WIKER,
2009).
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3.7.3Diagndstico histopatologico

O exame histopatolégico mostra-se importante como ferramenta
complementar aos achados macroscopicos e podem ser aplicados principalmente
em regides de alta prevaléncia da doenca por ser de conclusdo mais rapida para
um diagndéstico presuntivo (CORNER, 1994). Eles exigem grandes concentracfes
de bactérias além do fato de outros micro-organismos produzirem lesdes
semelhantes as ocorridas na tuberculose bovina por M. bovis (HAAGSMA, 1995;
ZANINI et al., 2001).

De forma preliminar, pode ser realizado coloracdo pela técnica de Ziehl-
Neelsen (ZN), método microscopico direto do esfregaco de amostras frescas com
0 objetivo de pesquisar a presenca de bacilos é&lcool-acidos resistentes. E
considerada uma técnica barata, pratica, rapida e 0til, mas que se apresenta
inespecifica e pouco sensivel (20-70%), uma vez que é necessario um grande
numero de organismos na amostra para a positividade do esfregaco (LISLE et al.,
2002; AYELE et al., 2004).

Na coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) ocorre acumulo de macréfagos
com formacdo de células gigantes de Langhans, circundadas por linfocitos,
plasmacitos, fibrose periférica e necrose caseosa central, o granuloma (NEILL et
al., 1994). Coelho (2002) classifica o granuloma em completo ou incompleto,
sendo que o primeiro deve apresentar todos os elementos ditados acima e o
incompleto sera assim chamado quando ndo houver necrose caseosa, células
gigantes ou macrofagos. Serd tipico quando existir célula gigante e, atipico,

guando essa faltar.

3.7.4Diagndstico bacteriologico

E consenso entre os pesquisadores que o método diagndstico definitivo da
tuberculose € o isolamento do agente, chamado também de "padrdo-ouro"
(ARANAZ et al., 1996; ALMEIDA et al., 2004) que pode ser realizado a partir de
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lesBes ou secrecdes de animais suspeitos. E essencial para definir as condicbes
ideais para a cultura, que se leve em conta, a concentracéo de bacilos na amostra
e os riscos de contaminagdo, uma vez que estes fatores podem influenciar a
selecdo de procedimentos de descontaminacdo e a duracdo da incubacéo
(GORMLEY, 2014).

O cultivo do M. bovis deve ser executado em laboratério do grupo de risco
nivel Il (BRASIL, 2006) em estufa a 37°C incubados em meio inclinado com pH
entre 6,8 e 7,0. As bactérias do género Mycobacterium spp. crescem em meios
gue contém verde malaquita para inibir contaminantes e compostos de ovo e
amido enriquecidos com asparagina. O glicerol favorece o crescimento de todos
0s outros micro-organismos do género, porém, dificulta o do M. bovis. Em meios
de cultura a base de ovo, o crescimento revela colénias pequenas, arredondadas,
de coloracdo amarelo-palida, com borda irregular e superficie granular. As
micobactérias também crescem em meios a base de agar; nestes as colonias sao
volumosas no centro, brancas, finas, asperas e planas (CORNER, 1994), a
exemplo do Middlebrook 7H11 e B83 (HAAGSMA, 1995). No meio Stonebrink -
Leslie, as colbnias se apresentam brancas e pequenas com bordas irregulares e
superficie granular, sendo observadas a partir do 28° dia de incubacdo, sendo
este meio 0 mais recomendado para o isolamento do M. bovis (MOTA et al.,
2001). O procedimento chega a requerer entre 3 e 12 semanas de incubacéo,
com um tempo médio de divisdo entre 12-24 horas (AYELE et al., 2004) e de
acordo com Corner (1994) sem influéncia da adicdo de 5% de CO?, ele observa

ainda que concentracfes maiores podem ser até prejudiciais ao crescimento.

Apesar de ser método padrédo, o isolamento traz alguns questionamentos, a
exemplo da baixa sensibilidade, despensa de muito tempo para finalizar o
diagnéstico e necessitar de uma grande quantidade de bacilos vidveis. E
interessante verificar ainda que a quantidade e viabilidade dos bacilos, ainda é
uma etapa influenciada pelos métodos drasticos de descontaminacédo do material
gue, além de destruir os contaminantes, também podem causar a morte de
algumas bactérias, o que pode comprometer o isolamento (HAAGSMA, 1995;
WARDS et al., 1995; ZANINI et al., 2001). Um dos principais métodos de

descontaminacdo na Medicina Veterinaria € o método de Petroff que utiliza NaOH
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4%, com posterior neutralizacdo com 1N HCI, a qual é aplicada em fragmentos de
amostras refrigeradas ou congeladas (ROSEMBERG, 1990). Mencionado por
Ambrosio (2008), outras substancias também tém sido utilizadas para 0 mesmo
fim: Acido sulfarico, acido oxalico (OA), cloreto de benzalconio (AC), fosfato
trissodico e laurel sulfato de sédio, cloreto de sodio, e o equivalente de cloreto de

1 - hexadecilpiridinio (HPC) ou cloreto de cetilpiridinio (CPC).

ApGs executada a técnica do isolamento, segue a identificacdo completa do
agente. Almeida et al (2004) relata que o reconhecimento deve ser feito por meio
de provas bioquimicas, andlise quimica dos grupos funcionais de acidos micélicos
gue se encontram na parede das micobactérias ou técnicas de biologia molecular,
os quais segundo Lisle et al., (2002) requerem um tempo adicional para sua total
realizacéo. Especificamente para bioquimica, pode-se levar mais quatro semanas
na verificagdo das provas, além do fato da técnica demandar um crescimento
abundante de cultura pura e madura, o que ndo € comum tratando-se de M. bovis,
(COLLINS et al. 1994). Como resultado, espera-se sensibilidade a hidrazida,
positividade para atividade de urease, hidrolisar moderadamente o Tween 80 e
negatividade nos testes de catalase e arilsulfatase (AYELE et al., 2004). Ainda, o
aumento da quantidade de niacina e reducéo de nitrato a nitrito sdo observados
guando a bactéria cultivada € M. tuberculosis, mas ndo ocorre quando se trata do
M. bovis, permitindo, uma diferenciacdo. Também o teste de sensibilidade ao
antibidtico pirazinamida contribui para diferenciacdo entre eles, sendo M. bovis
resistente a este antimicrobiano (PARSONS 2002; BELAS, 2011).

3.7.5Diagndstico molecular por PCR

Tem sido descrito diversos testes de diagnostico molecular para a
tuberculose, especialmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (FUVERKI,
2008). Tais descricdes contemplam métodos comerciais ou ndo. Em virtude da
longa demanda de tempo para isolamento e identificacdo do agente, o0s
procedimentos moleculares tornam-se cada vez mais promissores. No aspecto da
bacteriologia ainda ha de se considerar as perdas dos bacilos viaveis nos
processos de descontaminacdo (PINTO, 2002, SALAZAR, 2005; FRAGUAS,
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2008) onde a biologia molecular assume o papel de metodologia diagnostica

auxiliar.

Ruggiero et al (2007) entende que a técnica de PCR surge sem intencdo de
substituir a classica investigacdo bacterioldégica, mas tem o objetivo precipuo de
auxiliar os exames laboratoriais de tuberculose, esclarecendo a natureza das
lesBes sugestivas, especialmente de carcacas sequestradas em frigorificos. A
reducdo do tempo de exame dessas lesdes colabora para o controle da doenca
no homem e nos animais auxiliando na identificacdo dos fatores de risco, que

desempenham importante papel na epidemiologia da doenca.

O uso da reacdo em cadeia da polimerase teve inicio em 1986 por Mullis e
Faloona, tendo sido reconhecida como importante avango cientifico por permitir
inimeras vezes e em pouco tempo a amplificacéo in vitro de uma sequéncia alvo
de acido nucleico através do uso da enzima Taq polimerase, tornando possivel a
identificacdo do DNA bacteriano (ANDRADE, 1993). Os primers agem como
iniciadores e garantem a especificidade da reacdo. Os fragmentos amplificados
sdo evidenciados por eletroforese em gel com uso de corantes ou isétopos
radioativos ou fluorescentes e ainda empregando-se métodos enzimaticos ou de
quimiluminescéncia (ABRAHAO, 1999; ANDRADE, 1993; COLLINS et al., 1994).

A PCR tem demonstrado ser um método auxiliar mais rapido, sensivel,
especifico e que dispensa a grande quantidade e viabilidade dos bacilos,
finalizando a sua analise em até 24 horas. Para atingir o objetivo da identificacao
da micobactéria dois pontos sdo muito relevantes, a seguir: a escolha correta dos
primers e a qualidade da técnica de extracdo do DNA (ZUMARRAGA et al., 2001).
No que se refere a extracdo e purificacdo do DNA cromossomal do bacilo, Acha e
Szyfres (2001) acreditam ser uma etapa limitante ao uso da PCR em amostras
clinicas devido a complexidade da parede celular. Wards, Collins e Lisle (1995)
contribuem no mesmo sentindo, afirmando que a lise da parede celular para a
liberacdo do DNA integro representa um passo determinante neste procedimento
e acrescentam a dificuldade de purificar a bactéria das amostras clinicas, ja que
este micro-organismo € intracelular. Ainda, dentre as dificuldades na biologia

molecular neste contexto, a contaminagdo merece destaque. Relatos de
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contaminacdo cruzada chegam até 65%, podendo ser reduzidas a menos de 1%

em laboratdérios bem controlados e fiscalizados (KANDUMA et al., 2003).

Ribeiro (2006) menciona ser fortemente perceptivel a anuéncia de
pesquisadores na aplicacdo de PCR no diagnéstico e tipificacdo da tuberculose
bovina, no entanto, quando se trata de extrair DNA diretamente sobre
homogeneizados de tecidos a sensibilidade do método é reduzida e este fato
limita sua difusdo como método diagndstico de rotina. A autora salienta neste
caso, atencdo para protocolos de extracdo mais eficientes e menos vulneraveis
aos fatores inibidores da amplificagcdo. Ainda, nesta mesma linha de
consideracoes, Collins et al., (1994) e Roring et al., (2000) relembram que os
primeiros estudos empregando PCR para a deteccdo direta de M. bovis em
tecidos bovinos foram realizados em 1995 e comentam a proporcional vantagem
na reducéo do tempo para diagnostico realizado diretamente do tecido, ja que nao

precisaria aguardar o cultivo.

Quando se deseja ou precisa fazer diferenciacado das espécies do complexo
M. tuberculosis, a PCR multiplex se mostra uma técnica interessante. Numa unica
reacdo sao utilizados varios conjuntos de primers especificos para determinadas
regides do genoma bacteriano (ARRAIZ, 2007; CORSET, 2007 KEE, 2009).
Hernandez et al., (2003) destacam ainda a economia de tempo e de reagente.
Parsons et al (2002) explicam em quais situacdes deve-se pesquisar tal diferenca
especialmente entre M. bovis e M. tuberculosis: quando é importante fazer a
distincdo entre as fontes zoonoéticas ou fontes humanas da doenca e também
para fins epidemiologicos e de tratamento. A reacdo multiplex permite inclusive
auxiliar na diferenciacdo de Micobactérias Tuberculosas das ndo Tuberculosas
(POROCA et al., 2009; UEYAMA, 2013).

Em meio a indmeros protocolos de amplificacdo de DNA, Warren (2006)
utiliza técnica baseada em regides de diferenca (RD1, RD1mic , RD2seal , RD4 ,
RD9 e RD12) que foi desenvolvida para a diferenciacdo de M. canettii , M.
tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis e M.
bovis BCG. O tamanho da respectiva amplificacdo dos produtos resultantes da

PCR multiplex corresponde a presenca dos diferentes membros do complexo M.
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tuberculosis. O autor destaca que este protocolo permite a diferenciacdo rapida,
tornando-o adequado para fins de rotina de vigilancia e laboratérios. Ueyama
(2013), atenta para as interpretacdes baseadas nestes estudos. PCR multiplex
em tempo real também séo utilizados baseados nestas RD (HALSE, 2011).

Como opcdo a PCR simples ou multiplex existem diversos ensaios
moleculares a exemplo do nested-PCR que é mais sensivel e baseia-se na re-
amplificacdo de um fragmento amplificado em uma primeira reagdo com primers
internos (ZANDEN, 2002). Outra alternativa € o estudo de uma proteina de
choque térmico (heat-shock) de 65 KDa com PCR e analise do polimorfismo dos
fragmentos gerados por enzimas de restricdo (RFLP) (TAYLOR et al., 1997).
Ainda pouco disseminada, existe a técnica do microarranjo do DNA (DNA
microarray) que imobilizam sequéncias de DNA (GINGERAS et al., 1998) ou

espectrometria de massa (LAGO, 2013) dentre outras.

Apesar de inumeras possibilidades de diagnéstico para tuberculose bovina,
se faz necessaria a validacdo dessas técnicas aplicadas em amostras clinicas e
nas condicdes do pais, no qual os mesmos serdo empregados (WHO, 1994;
WARDS et al., 1995).

3.8 CONTROLE E PREVENCAO

No Brasil, o método habitual de controle da TB consiste na realizacdo da
prova de tuberculina e no abate sanitario. O PNCEBT também determina a
aquisicdo de animais de propriedades livres da doenca, adocédo de instalacdes
bem ventiladas com exposicao direta a luz solar, incluindo higiene de bebedouros
e cochos de alimentacdo. Também esta descrito restricdo do consumo do leite de
vacas reagentes, controle da saude dos trabalhadores das propriedades,
permanente monitoramento dos rebanhos bovinos através da deteccéo de lesdes
tuberculosas pela inspecdo sanitaria durante o abate dos animais, além do

controle de transito dos mesmos (BRASIL, 2006).
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Corner (1994) ressalta que para o estabelecimento dos programas de
controle € importante ser considerado o grau de incidéncia da doenca nos
rebanhos, ndo deixando de ressaltar a possibilidade do diagndstico errado
colaborando com a negligéncia dos casos. Medidas sanitarias integradas
envolvendo os diferentes segmentos da salude humana e veterinaria podem
proporcionar uma ampla abordagem da epidemiologia da tuberculose e atenuar a

incidéncia da doenca nos animais e no homem (JORGE, 2011).
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CAPITULO 1

AVALIACAO DE PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA PARA
MYCOBACTERIUM spp. DIRETAMENTE DE AMOSTRAS
GRANULOMATOSAS DE BOVINOS SUSPEITAS DE TUBERCULOSE
PROCEDENTES DE FRIGORIFICO NA BAHIA

1 Short communication submetida ao comité editorial do periédico cientifico Ciéncia Rural.
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1.0 INTRODUCAO

Entre as principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, a
tuberculose afeta diversas espécies animais, especialmente bovinos. A doenca é
causada por micobactérias que pertencem ao complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTC) (VAN INGEN, 2012). Tratando-se dos aspectos biolégicos, a
parede celular desses bacilos possui composi¢cdo quimica e estrutura complexa,
particularmente rica em componentes lipidicos o que exerce influéncia na
morfologia da bactéria e também conferem uma barreira contra a acdo dos
agentes fisicos e quimicos do meio ambiente, como também influencia na
patogenia das respectivas infeccbes (HONG e HOPFINGER, 2004). Os &cidos
micoélicos sdo os principais responsaveis pela sua propriedade de éalcool-acido
resisténcia, observada através da coloracdo Ziehl-Neelsen (ZN) (PFYFFER,
2007), além de dificultar a captacdo de nutrientes retardando o seu crescimento
(COLLINS, 1994; NEILL et al., 2001), ultrapassando 12 semanas para crescer em
meio de cultura apropriado (CORNER et al., 2012).

No aspecto do diagndstico devido a desvantagens nos métodos existentes,
tem sido descrito diversos ensaios moleculares para a tuberculose, especialmente
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Tais descricbes contemplam
métodos comerciais ou nao. Para atingir o objetivo da identificacdo da
micobactéria dois pontos sdo muito relevantes, a seguir: a escolha correta dos
primers e a qualidade da técnica de extracdo do DNA (COLLINS et al., 1994;
ZUMARRAGA et al., 2001). No que se refere & extracdo e purificacdo do DNA
cromossomal do bacilo, Acha e Szyfres (2001) acreditam ser uma etapa limitante
ao uso da PCR em amostras clinicas devido a complexidade da parede celular.
Wards, Collins e Lisle (1995) contribuem no mesmo sentido, afirmando que a lise
da parede celular para a liberacdo do DNA integro representa um passo
determinante neste procedimento e acrescentam a dificuldade de purificar a

bactéria das amostras clinicas, ja que este micro-organismo € intracelular.

Ribeiro (2006) menciona ser fortemente perceptivel a anuéncia de
pesquisadores na aplicacdo de PCR no diagnéstico e tipificacdo da tuberculose

bovina. No entanto, quando se trata de extrair DNA diretamente do tecido a
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sensibilidade do método é reduzida e este fato limita sua difusdo como método
diagnéstico de rotina. A autora salienta neste caso, atencdo para protocolos de
extragdo mais eficientes e menos vulneraveis aos fatores inibidores da

amplificagao.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar protocolo de extragao
de DNA de Mycobacterium, coletados diretamente do granuloma de bovinos com
suspeita de tuberculose abatidos em frigorificos da Bahia.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo ocorreu em dois matadouros-frigorifico sob inspecéo estadual no
estado da Bahia nas regibes do RecOncavo e do Sudoeste. Ambos sao
importantes estabelecimentos de abate comercial. Foram coletadas em diferentes
periodos entre os anos de 2012, 2013 e 2014 resultantes de bovinos sadios ao
exame ante mortem nado havendo distincdo. As amostras foram lesdes
granulomatosa sugestivas de tuberculose. Coletou-se 74 fragmentos com
tamanho aproximado de 2x2 cm, armazenados em coletor tipo universal estéril,
identificados e armazenados a -20°C. Posteriormente as amostras foram
encaminhadas ao Laboratorio de Doencas Infecciosas (LDI) da Universidade

Federal do Recbncavo da Bahia para armazenamento.

Apoés diferentes tempos de conservacdo, todas as amostras foram
submetidas ao protocolo de extracdo de DNA para bactérias gram-positivas
(QIAGEN, Alemanha) adaptado, com modificagcdes no tempo de acdo da lisozima
e da proteinase K. De forma breve, 25mg do centro do conteudo dos granulomas,
foram ressuspensos em 180 L de solugao de lisozima (20 mg/mL de lisozima; 20
mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 1.2% triton X-100) e incubados por 2h a 37 °C
(a melhor acdo da lisozima foi testado em diferentes intervalos de tempo
(FELBERGH, 2010)); posteriormente, 20 pl de proteinase K (QIAGEN, Alemanha)
e 200 ul de tampéao de lise AL (QIAGEN, Alemanha) foram adicionados, seguidos
por uma incubacdo de 1h a 56 °C e, logo apds, 15 minutos a 95 °C para
inativacao da proteinase K. O objetivo desta etapa foi provocar a lise da parede

bacteriana para liberacdo do DNA. Os DNAs foram, em seguida, purificados
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utilizando o QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemanha) conforme instru¢des do
fabricante (utilizacdo dos tampbes do kit e etanol 100% intercalados de
centrifugagéo variada em cada etapa) e eluidos em 50 yl de tampéao AE (10 mM
Tris-Cl; 0.5 mM EDTA; pH 9.0). A leitura das concentracdes e grau de pureza dos
DNAs foram determinados por aparelho nanodrop Thermo Scientific 2000c. Apos
estes resultados, cada DNA extraido foi diluido em &gua grau PCR, tantas vezes
fosse necessario para padronizacdo em 25ng de concentracdo a fim de
participarem do mPCR.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

As leituras espectrofotométricas resultaram em excelentes concentracdes de
DNA com otimo grau de pureza variando entre 115,2 ng/uL e 6.404,1 ng/uL e
entre 1,79 a 1,98 respectivamente. Nenhuma amostra se mostrou fora dos indices
considerados para alto grau de pureza apesar da amostra possuir inUmeras
impurezas (tabela 1). No mPCR, o ensaio demonstrou bons resultados (CAP. 2 e
3)

Tabela 1. Resultados da leitura em aparelho nanodrop Thermo Scientific 2000c do DNA extraido
direto do granuloma bovino.

Amostra Conc. DNA (ng/ul) A260 A280 260/280 260/230
am2 1878 37,56 19,894 1,89 2,09
am3 362,5 7,251 3,778 1,92 1,18
am4 1665,9 33,317 17,608 1,89 2,11
am5 4072,9 81,458 42,839 19 2,22
amo6 870,9 17,419 9,25 1,88 2,1
am7 1165 23,3 12,441 1,87 2,19
am8 1664.,8 33,297 17,486 19 2,09

am9 821,3 16,426 8,546 1,92 1,96
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2,12
2,18
2,2

2,25
2,21
2,17
1,92
2,23
2,05
1,46
1,61
2,19
2,19
1,75

2,16



am44

am45

am46

am47

am438

am49

am50

amsl

am52

am53.1

ams4

am56

ams’

am58

am59

am60

am61l

am62

am63

am64

ame65

ame66

am67.1

ame68

ame69

am-1N

am-2N

am-3N

710
1239,8
3529,8
5868,6

855,5
1066,9
3786,2
1226,1
1552,1
1629,5

140,2
3289,3
22751

663,2

986,8
1599,5
3390,9

242,1

216,1

1707

210,8

770,4
2619,8

149,7

674

577,2

1127

519,7

14,2
24,796
70,595

117,373
17,11
21,338
75,723
24,521
31,042
32,59
2,804
65,786
45,502
13,265
19,737
31,99
67,819
4,841
4,322
34,14
4,216
15,408
52,396
2,993
13,479
11,545
22,54

10,394

7,692
13,087
37,342
64,755

9,073

11,84

40,04
13,117
16,418
17,237

1,502
34,573
24,219

7,024
10,723
16,982
35,558

2,543

2,212
17,756

2,195

8,232
28,468

1,557

7,215

5,835
11,558

5,286

1,85
1,89
1,89
1,81
1,89
1,8
1,89
1,87
1,89
1,89
1,87
1,9
1,88
1,89
1,84
1,88
191
19
1,95
1,92
1,92
1,87
1,84
1,92
1,87
1,98
1,95

1,97

2,05
2,09
2,23
2,09
1,75
1,72
2,14
1,95
2,2
2,06
1,47
2,25
2,17
1,91
1,94
2,2
2,22
1,97
1,07
2,06
1,39
1,4
2,16
1,32
2,16
1,29
1,73

1,38



am-4N 115,2 2,303 1,183 1,95 0,49

am-5N 390,6 7,812 4,055 1,93 0,9
am-6N 1834,9 36,698 18,555 1,98 1,99
am-7N 192,8 3,856 1,975 1,95 1,08
am-8N 311,2 6,224 3,181 1,96 1,22
am-9N 1048 20,96 10,784 1,94 2,15
am-10N 506,7 10,134 5,383 1,88 1,68
am-11N 760,6 15,212 7,956 191 1,73
am-12N 833,7 16,675 8,843 1,89 2,12
am-13N 390,6 7,813 4,172 1,87 1,9

Um protocolo eficaz de PCR deve incluir um procedimento de extracdo de
DNA capaz de lisar a parede da micobactéria, promover boa recuperacdo do
material genético e ainda remover os inibidores da reacdo (TAYLOR, 2007).
Baseado na afirmativa do autor o protocolo realizado na presente pesquisa foi
eficaz. Certamente o tratamento dado as amostras com 0s tempos e temperaturas
da proteinase K e lisozima foram determinantes para o sucesso. Foi possivel
verificar altas concentracées de DNA neste trabalho assim como foi relatado por
Fehlberg (2010) em trabalho com caprinos. A autora também avaliou presenca de
fatores inibitorios e esse fato também nédo ocorreu, porque o grau de pureza das
amostras foi alto assim como o achado deste estudo. Honoré-Bouakline (2003)
utiliza para tratamento da amostra, etapa semelhante com modificacfes e enfatiza

a importancia da preparacdo do DNA para eficiéncia do PCR.

Neste contexto, o protocolo utilizado demonstrou ser capaz de lisar parede
da bactéria e extrair o DNA atingindo altas concentracbes com excelentes graus
de pureza apesar de toda contaminacdo vinda da amostra e tempo de
conservacao. Recomenda-se o uso do QlAamp DNA Mini Kit nestas condi¢des

para extracdo de DNA de Mycobacterium.
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CAPITULO 2

UTILIZACAO DA TECNICA DE mPCR DIRETAMENTE DE AMOSTRAS
GRANULOMATOSAS SUSPEITAS DE TUBERCULOSE ORIUNDAS DE
BOVINOS ABATIDOS EM FRIGORIFICO NA BAHIA

1 Artigo submetido ao comité editorial do periddico cientifico.......
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UTILIZACAO DA TECNICA DE mPCR DIRETAMENTE DE AMOSTRAS
GRANULOMATOSAS SUSPEITAS DE TUBERCULOSE ORIUNDAS DE
BOVINOS ABATIDOS EM FRIGORIFICO NA BAHIA

Autor: Evelin Santiago Vasconcelos dos Santos

Orientador: Dr. Robson Bahia Cerqueira

RESUMO:

Tem sido amplamente estudados ensaios de investigacdo molecular para
diagnéstico da tuberculose bovina. Estes métodos vem possibilitar maior agilidade
e possuem alta sensibilidade e alta especificidade além de permitirem realizacéo
de diagnostico diferencial entre doencas e identificacdo precisa do agente
etiolégico que é de grande importancia para a epidemiologia, tratamento e
prognostico especialmente na saude publica. O trabalho objetivou avaliar o mPCR
como ferramenta para o diagnostico da tuberculose realizado diretamente do
material granulomatoso de lesdes suspeitas coletadas em frigorifico sob inspecéo
estadual da regido do Recbncavo da Bahia. Foram analisadas 13 amostras de
bovinos suspeitos resultando em 61,54% das amostras positivas no isolamento
sem diferenca estatisticamente significativa para o mPCR que detectou 54% de
M. bovis com a expressiva vantagem de divulgar resultado dentro de um periodo
maximo de 48h, além de detectar varias espécies em uma unica reacdo, nao
depender da cultura bacteriana e ndo necessitar do micro-organismo vivo para
positivar o diagndstico. Todo DNA extraido evidenciou boa concentracdo na
extracdo e adequado grau de pureza. Os resultados indicam que o protocolo

mostrou-se eficaz, rapido e bastante promissor na vigilancia em matadouro.

Palavras chave: mPCR, tuberculose, granuloma, Mycobacterium bovis
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USING THE mPCR TECHNIQUE DIRECTLY FROM GRANULOMATOUS
SUSPECTED TUBERCULOSIS SAMPLES FROM CATTLE SLAUGHTERED IN
SLAUGHTERHOUSE IN BAHIA

Author: Evelin Santiago Vasconcelos dos Santos

Advisor: Dr. Robson Cerqueira Bahia

ASTRACT:

Bovine tuberculosis diagnosis has been widely studied by molecular
assays. These methods have enabled greater agility, high sensitivity and
specificity. Furthermore allow differential diagnosis between diseases and
accurate identification of the etiologic agent which is of great importance to the
epidemiology, treatment and prognosis especially in public health. The aim of this
study was to evaluate mPCR as a tool for the diagnosis of tuberculosis performed
directly from granulomatous material of suspicious lesions collected in
slaughterhouses under inspection in Reconcavo area in Bahia state. Thirteen
cattle suspected samples were analyzed resulting in 61.54% positive isolation with
no significant statistical difference in the molecular assay where was detected 54%
of M. bovis. with the significant advantage to disclose results within a maximum
period of 48 h in addition to detect multiple species in a single reaction, not
depend on bacterial culture and does not require the living micro-organism to
make positive the diagnosis. DNA showed good concentration on the extraction
and appropriate purity. The results indicate that the protocol was effective, fast and

very promising in slaughterhouse vigilance.

Keywords: mPCR, tuberculosis, granuloma, Mycobacterium bovis
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1.0 INTRODUCAO

Dentre as principais espécies do género Mycobacterium que possuem
importancia epidemiologica descatam-se aquelas pertencentes ao complexo M.
tuberculosis (MTB), que compreende: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M.
africanum, M. caprae, M. pinnipedii M. canettii e M. microti, (HUARD et al., 2003;
COUSINS et al., 2003; PRODINGER et al., 2005; SKORIC et al., 2007) e ainda
citado por Alexander (2010) o M. mungi sendo este complexo, 0 grupo
responsavel pela maioria dos casos de tuberculose humana e animal
(MURAKAMI, 2009). O homem pode, portanto, contrair a doenca de diferentes
animais e igualmente transmitir-lhnes a infeccdo (PINTO, 2003; VAN, 2012,
TORRES, 2013). Ainda em 2009 a OMS relata que a doenca nos humanos

continua a ser uma infeccdo endémica em varios paises.

O aspecto epidemiolégico da enfermidade entre os bovinos no Brasil
demonstra dados escassos e diferenciados dependendo da area pesquisada, em
virtude da grande dimensao territorial e as caracteristicas de criacao préprias de
cada regido (RIBEIRO, LOBATO e ABREU, 2003). No estado da Bahia, estudo
realizado por Costa (2012) indicou as prevaléncias de focos de TB e de bovinos
reagentes de 1,6% e 0,21%, respectivamente. O inquérito no Estado foi realizado
no periodo de 2008 a 2010. Os menores indices da doenca foram encontrados
em propriedades com exploracdo apenas de corte, em virtude entre outros
fatores, dos bovinos serem abatidos precocemente, tendo um menor tempo de
exposicdo aos membros infectados do rebanho. O sistema de criagcdo €
epidemiologicamente importante ainda para a inspecao sanitaria nos matadouros,
no que se refere ao abate de vacas leiteiras de descarte (MENZIES e NEILL,
2000).

O uso de estabelecimentos tipo matadouro - frigorifico para vigilancia
epidemiologica de enfermidades alvo em programas de controle ou que possuem
carater zoonotico € uma importante ferramenta no sistema de vigilancia (ROSA,
2012), entretanto Corner (1994) ressalta que a prevaléncia da tuberculose, global
e especifica pode ser duplicada porque a inspecéo de rotina sé identifica cerca de

47% das lesdes tuberculosas macroscopicamente detectaveis.
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De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) (2006), a grande inespecificidade dos sinais clinicos, a dificuldade de
isolamento do M. bovis do animal vivo e o baixo nivel de anticorpos durante o
periodo inicial da infeccdo fazem com que os diagndsticos clinicos, bacteriol6gico
e sorolégico tenham um valor relativo. O MAPA afirma ainda que existem
métodos diagnosticos adequados para o desenvolvimento de programas de
controle e erradicacdo da tuberculose bovina, entretanto, ndo existe um método

diagnostico que tenha uma eficcia absoluta.

E consenso entre os pesquisadores que o método diagnodstico definitivo da
tuberculose € o isolamento do agente, chamado também de "padrdo-ouro”
(ALMEIDA et al., 2004; PARRA, 2008). E essencial para definir as condicdes
ideais para a cultura, que se leve em conta, a concentracao de bacilos na amostra
e os riscos de contaminagdo, uma vez que estes fatores podem influenciar a
selecdo de procedimentos de descontaminacdo e a duracdo da incubacao
(GORMLEY, 2014).

Em todo esse cenario surge a biologia molecular que em virtude da longa
demanda de tempo para isolamento e identificacdo do agente, tornam
procedimentos moleculares cada vez mais promissores a exemplo da PCR.
Alguns testes, como o de Warren e colaboradores (2006) utilizando PCR multiplex
para identificacdo de espécies do género Mycobacterium se tornam aceitaveis
para serem usados em propostas de inspecéo e laboratérios de rotina. Parra et al
(2008) afirmam ser necessario desenvolver sistemas de diagndstico que séo

diretamente aplicaveis de amostras biolégicas colhidas direto do matadouro

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o mPCR como
ferramenta para o diagndéstico da tuberculose realizado diretamente do material
granulomatoso de lesdes suspeitas de bovinos, coletadas em matadouro -

frigorifico sob inspecédo estadual da regido do Recéncavo da Bahia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1  AREA DE ATUACAO

O local de realizagdo do estudo se deu em um matadouro-frigorifico sob
inspecao estadual (ADAB/DIPA) no estado da Bahia. O matadouro localizado na
Rodovia BA — 026, Santo Antdnio de Jesus- BA é um importante estabelecimento
de abate com abrangéncia em mais de 200 municipios do estado com distancia
de até 758 Km chegando a abater bovinos dos estados de Minas Gerais e

Tocantins.

3.2 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras no periodo de outubro de 2013 a janeiro de 2014
resultantes de bovinos sadios ao exame ante mortem ndo havendo distincdo de
idade, raca, sexo ou regido de procedéncia. Neste periodo, um total de 33.205
bovinos foram abatidos procedentes de 150 municipios baianos. A analise
ocorreu em animais pos abate que foram submetidos a avaliacdo sistematica de
carcacas e visceras pela inspecéo sanitaria. Durante o exame foi realizada busca
por lesbes sugestivas de tuberculose, nas linhas de inspecdo de acordo com o
Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de origem Animal
(RIISPOA). Quando ocorria suspeita, a decisdo sanitaria era tomada conforme

determinado pelo artigo 196 do mesmo regulamento (BRASIL, 1997).

O material selecionado foi qualquer 6rgdo ou tecido com lesdes sugestivas
sem restricdo para a quantidade de alteracdo coletada do mesmo animal. Foram
considerados suspeitos, locais que apresentaram lesdes nodulares de tamanhos
e formas variadas contendo exsudato purulento, caseoso ou calcificado. Coletou-
se 13 fragmentos com tamanho aproximado de 2x2 cm, armazenados em coletor
tipo universal estéril, identificados e armazenados a -20°C. Posteriormente as
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI) da

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia para armazenamento.
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2.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

As amostras foram alicotadas e enviadas a USP (Universidade de Séo
Paulo) — Laboratério de Zoonoses Bacterianas com o objetivo de andlise
bacteriolégico, sendo processadas segundo protocolo local. Em resumo, o
material foi descontaminado pelo método de HPC (Cetyridinium chloride
monohydrate, 98%) com posterior semeadura em meio de Lowenstein-Jensen e
Stonebrink Leslie em duplicata; os tubos foram observados durante 60 dias
semanalmente para confirmacdo do diagnéstico quando permaneceram

incubados a 37°C, sendo confirmada a espécie por PCR local.

2.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE MULTIPLEX

2.4.1Extracdo de DNA dos conteudos dos

abscessos

De todas as amostras, foi realizado extracdo de DNA. O protocolo foi para
bactérias gram-positivas (QIAGEN, Alemanha) adaptado, com modificacbes no
tempo de acéo da lisozima e da proteinase K. De forma breve, 25mg do centro do
contetdo dos granulomas, foram ressuspensos em 180 pL de solugao de lisozima
(20 mg/mL de lisozima; 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 1.2% triton X-100) e
incubados por 2h a 37 °C (a melhor acdo da lisozima foi testado em diferentes
intervalos de tempo (FELBERGH, 2010)); posteriormente, 20 ul de proteinase K
(QIAGEN, Alemanha) e 200 pl de tampao de lise AL (QIAGEN, Alemanha) foram
adicionados, seguidos por uma incubacgéo de 1h a 56 °C e, logo apds, 15 minutos
a 95 °C para inativacdo da proteinase K. O objetivo desta etapa foi provocar a lise
da parede bacteriana para liberacdo do DNA. Os DNAs foram, em seguida,
purificados utilizando o QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemanha) conforme
instrucdes do fabricante (utilizacdo dos tampd&es do kit e etanol 100% intercalados
de centrifugacdo variada em cada etapa) e eluidos em 50 pl de tampao AE (10
mM Tris-Cl; 0.5 mM EDTA; pH 9.0). A leitura das concentracdes e grau de pureza
dos DNAs foram determinados por aparelho nanodrop Thermo Scientific 2000c.

Com estes resultados, cada DNA extraido foi diluido em agua grau PCR, tantas
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vezes fosse necessario para padronizagdo em 25ng de concentragdo. Logo apos,

foram armazenados a -20 °C até a realizacdo dos mPCRs.

2.4.2Primers

Os primers deste estudo foram obtidos de trabalho publicado anteriormente
por Warren et al (2006) para diferenciacdo de espécies do género Mycobacterium
spp. (quadro 1).

2.4.3 Condigdes do mPCR de

Mycobacterium spp.

Microtubos de 200 pl, contendo volume final de 25ul cada, foram utilizados,
sendo: 0,625 Unidades da enzima HotStarTaq plus DNA polymerase (QIAGEN),
tampéao de PCR 1X, tampao Q 1X, 2 mM MgClI2, 0,4 mM de cada dNTP, 1 uM de
cada primer e 50 ng de DNA. Para controles positivos foram usados DNA de M.
bovis e M. tuberculosis gentiimente cedidos pelo Laboratorio de Imunologia e
Biolologia molecular, ICS- UFBa, Bahia, Brasil e para os negativos agua, presente
em todas as reacOes para avaliar o surgimento de contaminacdo nos reagentes.
As reacdes foram realizadas no termociclador (Bio-Rad iCycler iQ5) sob as
seguintes condi¢des: incubacao inicial a 95 °C por 5 minutos (para ativacao da
enzima); seguidos por 45 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 62 °C por 1 minuto e 72 °C
por 1 minuto e uma extenséao final a 72 °C por 10 minutos. As etapas do mPCR
foram realizadas em areas fisicamente separadas para minimizar o risco de

contaminacao cruzada.

2.5 ELETROFORESE

A eletroforese (6V/cm) dos produtos amplificados ocorreu em gel de agarose

3% (w/v) em tampé&o TBE 1X. O corante utilizado foi o Blue Green Loading Dye |
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da LGC Biotecnologia. O quadro 1 contém o tamanho dos produtos de PCR (em

pb) esperados para 5 diferentes membros do complexo MTB avaliados.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os resultados foi utilizado Modelo Linear Generalizado GLM
para uma distribuicdo binomial, ANOVA, funcao de ligacdo logit, tendo as
médias avaliadas pelo teste de médias Bonferroni a 5% de significancia. Foi

utilizado programa R /2012.
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Oriundos de 150 municipios do estado da Bahia 33.205 bovinos foram
inspecionados. Desse total, 11.577 fémeas, 21.628 machos e 03 animais com
lesdes sugestivas de tuberculose representando uma frequéncia para o periodo
analisado de 0,01%. Dentre as 13 amostras submetidas ao exame bacterioldgico
61,5% (8/13) apresentaram crescimento caracteristico de Mycobacterium bovis
em meio Stonebrink - Leslie sendo confirmadas a partir das colénias por PCR de
acordo com protocolo da USP. As amostras também foram semeadas em meio
Lowenstein-Jensen na tentativa de isolar outras espécies de micobactérias,
entretanto, ndo houve crescimento de colénias em nenhuma das amostras

cultivadas neste meio (tabela 1).

Tabela 01 - Resultado de isolados identificados como M. bovis ou M. tuberculosis a partir de
granulomas bovinos oriundos de frigorifico da regido do Recéncavo da Bahia

Amostra Stoneprink- Lowenstein- PCR - USP
1 + - M. bovis
2 + - M. bovis
3 + - M. bovis
4 + - M. bovis
7 + - M. bovis
9 + - M. bovis
10 + - M. bovis
13 + - M. bovis
Total 08 0 100%

Em relacdo as caracteristicas epidemiolégicas, pode-se observar

localizacdo da lesao e origem dos referidos animais (tabela 2).
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Tabela 2. Localizagcéo da leséo e origem do animal com granulomas bovinos oriundos de
frigorifico da Regido do Recdncavo da Bahia

Amostra Localizacao Origem
1 pulmao Santo Antonio de Jesus
> pulmao Santo Antonio de Jesus
3 figado Santo Antonio de Jesus
4 figado Santo Antonio de Jesus
5 figado Santo Antonio de Jesus
6 figado Santo Antonio de Jesus
7 figado Dom Macédo Costa
8 linfonodo Dom Macédo Costa
9 linfonodo Nazaré
10 linfonodo Nazaré
11 linfonodo Nazaré
12 linfonodo Nazaré
13 linfonodo Nazaré

Diante dos resultados expostos, foi interessante observar que um mesmo
animal mostrou amostra positiva e negativa ao isolamento, dependendo da regido
analisada. Vale ressaltar que uma lesdo positiva no isolamento caracteriza o
animal como infectado pelo Mycobacterium ssp. Foi possivel comprovar também
gue a equipe de inspecdo demonstrou precisdo na indicacdo das carcacas que
poderiam estar com tuberculose, ja que todos os animais indicados foram
comprovadamente positivos ao exame bacteriologico em pelo menos um material

granulomatoso coletado.
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Miller et al. (2002) e Araujo et al. (2005), abordam que devido ao fato do
namero de bactérias vivas ser pequena em alguns tecidos, a eficacia da cultura
como principal método de identificagdo M. bovis deve ser discutido também
consideram como argumentos validos, o tempo na obtencdo das amostras até
chegada ao laboratorio e ainda a sensibilidade dos bacilos ao processo de

descontaminacéao.

De acordo com Araudjo (2005), estudos realizados no pais, a partir de
exames de carcacas em matadouros-frigorificos, estimaram uma prevaléncia de
tuberculose bovina de 0,17% em Minas Gerais; 5,16% no Par4 e 0,64% no Rio
Grande do Sul, dados superiores aos encontrados no presente trabalho. Ao
referir-se a tal assunto, ele diz que diferencas de prevaléncias estao relacionadas
ao grau de desenvolvimento regional, principalmente no que se refere ao
estabelecimento de medidas sanitarias no rebanho. Existe uma estimativa de
ocorréncia em torno de 5,7% do rebanho nacional. Destes, 0,14% corresponde ao
achado de lesdes em matadouros (PUSTIGLIONE NETO, 1997; ROXO, 2000)

Furlanetto et al (2012) ao analisarem sete estabelecimentos de abate,
encontraram 0,007% de prevaléncia aparente de tuberculose bovina em animais
no estado de Mato Grosso, sendo este dado inferior ao achado nesta
pesquisa. Ao analisar indices de tuberculose encontrados em matadouros o0s
autores afirmam dever-se considerar o fato da inspecao de rotina post mortem
ndo identificar todos os animais doentes, além do abate clandestino
especialmente de animais de descarte ou a eliminacdo de bovinos positivos na
unidade de criacdo que subestimam a real prevaléncia da enfermidade. Também
Riet — Correa e Garcia (2001) afirmam que deve-se ponderar sobre a
sensibilidade e critério da inspecao, além do sistema de criacdo. Por outro lado,
Pinto (2003) destaca o fato de lesbes que ndo sdo macroscopicamente suspeitas,

serem positivas para a doenca.

No cenéario da investigacdo molecular, as leituras dos DNAs extraidos
diretamente dos granulomas foram realizadas em espectrofotdmetro variaram
entre 115,2 ng/uL e 1.834,9 ng/pL de concentracao e o grau de pureza entre 1,87

a 1,98 atestando DNA puro. As 13 amostras foram avaliadas pelo PCR multiplex
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e destas, 54% (7/13) apresentaram perfil de amplificagdo caracteristico de M.
bovis (tabela 3, figura 1 e 2) o que inclui 15,38% de amostras que foram negativas
no cultivo. Dentre as outras quatro espécies avaliadas, ndo foi detectado nas
amostras amplificadas perfil de bandas caracteristicos das mesmas (figura 1 e 2).
Afirmado por Parsons (2002) e Halse et al. (2011) estudos nas regides de
diferenca (RD) dos genomas bacterianos demonstraram que algumas delas foram
também ausentes de outros membros da TBC, sugerindo, assim, que a presenca
ou auséncia destas regibes podem ser Uteis na diferenciacdo de membros do
complexo.

Tabela 3. Resultado das amostras positivas para M. bovis no PCR multiplex direto do material
caseoso de lesbes suspeitas para o diagndstico da tuberculose bovina de frigorifico da Regido
do Recdncavo da Bahia

M. M. bovis
AMOSTRAS _ . bovi | _
tuberculosis M.caprae M. Dbovis BCG M. canetti

2 - - + - -
3 - - + - -
4 - - + - -
5 - - + - -
6 - - + - -
7 - - + - -
10 - - + - -

TOTAL 0 0 7 0 0
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose.
Perfil de amplificagdo de amostras
colhidas direto do material de granulomas
bovinos. Linha M, marcador molecular
(100pb ladder); linha 1, controle positivo
M. bovis; linha 2 amostra positiva; linha 4,
controle negativo; linhas 3, 5, 6 e 7,
amostras negativas.

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose.
Perfil de amplificacdo de amostras colhidas
direto do material de granulomas bovinos.
Linha 1, controle positivo M. tuberculosis;
linhas 2, controle positivo M. bovis; linhas 3
e 4 amostras positivas; linha 5, controle
negativo; linha 6, amostra negativa e linha
M, marcador molecular (100pb ladder).
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A aplicacdo do protocolo de mPCR permitiu com eficacia a distingdo rapida
e precisa de diferentes espécies de micobactérias O método demostrou
estatisticamente ser tdo eficaz quanto o exame microbiolégico na deteccdo dos
animais infectados por tuberculose com a expressiva vantagem de divulgar
diagnostico dentro de um periodo maximo de 48h, além de detectar varias
espécies em uma Unica reacdo, ndo depender da cultura bacteriana e néo
necessitar do micro-organismo vivo para positivar o diagnostico (tabela 4).
Protocolo multiplex foi realizado com sucesso por Warren (2006); Arraiz (2007);
Corset (2007) e Kee (2009).

Roring et al., (2000); Antognoli et al. (2001); Ribeiro, (2006) apontam
dificuldades no uso de técnicas moleculares para diagnostico, especialmente no
uso deste método a partir diretamente do material caseoso. A eficacia do ensaio
da PCR para diagnostico da TB depende de diversos fatores, tais como: a
gualidade do DNA, preferencialmente livre de contaminantes; escolha correta dos
primers para amplificacdo, assim como no emprego de protocolos de extracao de
acidos nucléicos adequados, especialmente para amostras paucibacilares
(RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001; NAKATANI et al, 2004; SALAZAR,
2005; TAYLOR et al., 2007).

Um protocolo eficaz de PCR deve incluir um procedimento de extracdo de
DNA capaz de lisar a parede da micobactéria, promover boa recuperacdo do
material genético e ainda remover os inibidores da reacdo (TAYLOR, 2007).
Baseado na afirmativa do autor o protocolo realizado na presente pesquisa foi
eficaz. Certamente o tratamento dado as amostras com o0s tempos e temperaturas
da proteinase K e lisozima foram determinantes para o sucesso. Foi possivel
verificar altas concentracdes de DNA neste trabalho assim como foi relatado por
Fehlberg (2010) em estudo com caprinos com mesmo protocolo e ensaio com
modificacdes relatado por Honoré-Bouakline (2003). A autora também avaliou
presenca de fatores inibitérios e esse fato também ndo ocorreu, porque houve

amplificacdo dos produtos de PCR.
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Tabela 4- Resultado do mPCR e do isolamento de material granulomatoso de lesdes suspeitas de
tuberculose oriundo de frigorifico da Regido do Recéncavo da Bahia

AMOSTRA ISOLAMENTO PCR
Am1l + —
Am 2 + +
Am 3 + +
Am4 + +
Am>5 _ +
Am 6 _ +
Am 7 + +
Am 8 _ -
Am9 + -
Am 10 + +
Am 11 _ —
Am 12 _ _
Am 13 + B
TOTAL 08 (61,54%) 07 (54%)

Foi estabelecido uma correlacdo de ambas as técnicas utilizadas no
presente trabalho e ficou demonstrado que a mPCR concordou em 61,54% dos
casos com o cultivo, ressaltando a capacidade de deteccdo de amostras positivas
gue nao haviam apresentado crescimento microbiolégico. Trés amostras foram
positivas somente do isolamento e duas somente no mPCR (tabela 5). Esta
discordancia pode ser justificada. Para as lesdes positivas somente no isolamento
podera ter havido problema na extracdo especialmente gracas a quantidade muito
pequena utilizada no protocolo (25mg) o que pode levar a auséncia do
Mycobacterium naquela alicota. Para diferenca de positividade sé para PCR, as

amostras paucibacilares também podem acontecer de demosntrarem ser falso
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negativas. Outra justificativa é o processo de descontaminacdo que podera ter
eliminado os bacilos, além de problemas com contaminagédo (ZANINI et al., 2001;
GORMLEY, 2014). Os resultados dos ensaios de cultura podem ser afetados
também pelos meios de crescimento e condicbes de incubacdo usadas e a
distribuicdo restrita de micobactérias em tecidos (CORNER et al, 2012). E
enfatizado por Rodriguez et al., (1995) e Roring et al., (2000) a importancia da
comparacao entre outros métodos de diagnostico com o isolamento. Todos os
animais em pelo menos uma amostra foi positivo em ambos 0s testes no presente

trabalho.

Tabela 5. Relacdo entre isolamento e PCR multiplex direto do material granulomatoso de lesbes
suspeitas para o diagnostico da tuberculose bovina de frigorifico da Regido do Recbncavo da
Bahia.

mPCR TOTAL
POS NEG

o POS 5 (38,5%) 3 (23,1%) 8 (61,5%)
i
=
<

5 NEG 2 (15,4%) 3 (23,1%) 5 (38,5%)
(7))

TOTAL 7 (53,9%) 6 (46,2%) 13 (100%)

Seria conveniente estabelecer relacio ao mMPCR com o0s ensaios de
Alzamora (2014), que isolou Mycobacterium em 56% das lesdes de bovinos do
estado da Bahia provenientes de frigorifico e praticou diagnéstico molecular

semelhante porém utilizou extracao por fervura e a partir da cultura.
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Pesquisa no Rio de Janeiro com 24 bovinos com historia de TB reagentes e
inconclusivos ao TCC abatidos e necropsiados resultou em amostras analisadas
por PCR multiplex encontrando através desta técnica 78,3% de positividade
demonstrando a cultura 83% dos positivos (ZARDEN, 2013). Tem-se relato de
protocolos para diagnéstico de tuberculose a partir de material caseoso com
sucesso (PACHECO 2007, CARDOSO, 2009, FURLANETTO, 2012), porém a
associacdo de métodos e o estabelecimento da correlacdo com o padréo ouro é
fundamental. Marassi (2013) sugere através de seu estudo que dentre os
métodos existentes, nenhum dos atuais possibilitou a identificacdo de todos os

animais infectados entre os quais, isolamento e PCR utilizado por ele.

4.0CONCLUSOES

O protocolo de extracéo utilizado para granulomas bovinos mostrou-se bem
sucedido visto que demonstrou altas concentragdes e excelente grau de pureza

para todas as amostras analisadas.

A m-PCR utilizada demonstrou ser uma ferramenta eficaz e rapida para
identificacdo da presenca do Mycobacterium diretamente de amostras de lesGes
sugestivas da doenca, demonstrando ainda capacidade de distinguir espécies

diferentes dentro do género.

Por altimo, conclui-se que a utilizacdo da mPCR para avaliar casos de TB
podera somar para o aumento da eficacia das medidas de controle auxiliando a

vigilancia em matadouro.
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INVESTIGACAO MOLECULAR DE AMOSTRAS DE GRANULOMAS BOVINOS
SUSPEITOS DE TUBERCULOSE ORIUNDOS DE FRIGORIFICO SOB
INSPECAO ESTADUAL NA BAHIA
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INVESTIGACAO MOLECULAR DE AMOSTRAS DE GRANULOMAS
SUSPEITOS DE TUBERCULOSE ORIUNDOS DE FRIGORIFICO SOB
INSPECAO ESTADUAL NA BAHIA

Autor: Evelin Santiago Vasconcelos dos Santos
Orientador: Dr. Robson Bahia Cerqueira

RESUMO:

Ensaios de investigacdo molecular para diagnostico da tuberculose bovina
tem sido amplamente estudados. Estes métodos vem possibilitar maior agilidade
e possuem alta sensibilidade e alta especificidade além de permitirem realizacao
de diagnostico diferencial entre doencas e identificacdo precisa do agente
etiolégico que é de grande importancia para a epidemiologia, tratamento e
prognostico especialmente na saude publica. O trabalho objetivou associar
recurso complementar ao exame post mortem em matadouro frigorifico atraves de
PCR multiplex realizado a partir diretamente do material caseoso coletado. Foram
analisadas 61 linfonodos suspeitos de bovinos abatidos em frigorifico sob
inspecdo estadual no Sudoeste da Bahia resultando em 4,92% das amostras
positivas no isolamento e 18% no mPCR para M. bovis. Verificou-se positividade
no isolamento mesmo em amostras com mais de um ano congeladas. Todo DNA
extraido evidenciou boa concentracdo na extracdo e adequado grau de pureza.
Os resultados indicam que o protocolo molecular mostrou-se eficaz, rapido e

bastante promissor na vigilancia em matadouro.

Palavras-chave: Bovino; Mycobacterium bovis; tuberculose; mPCR



102

MOLECULAR RESEARCH FROM GRANULOMATOUS SUSPECTED
TUBERCULOSIS SAMPLES FROM SLAUGHTERHOUSE UNDER STATE
INSPECTION IN BAHIA

Author: Evelin Santiago Vasconcelos dos Santos

Advisor: Dr. Robson Bahia Cerqueira

ABSTRACT:

Bovine tuberculosis diagnosis has been widely studied by molecular
assays. These methods have enabled greater agility, high sensitivity and
specificity. Furthermore allow differential diagnosis between diseases and
accurate identification of the etiologic agent which is of great importance to the
epidemiology, treatment and prognosis especially in public health. The aim of this
study was to associate as additional resource to the post-mortem examination in a
slaughterhouse, a multiplex PCR performed directly from the cheesy material.
Sixty-one suspect cattle lymph nodes were analyze, resulting in 4.92% positive
samples in isolation and 18% in mPCR for M. bovis. It was found positive in the
isolation even in samples frozen more than one year. DNA showed good
concentration on the extraction and appropriate purity. The results indicate that the

protocol was effective, fast and very promising in slaughterhouse vigilance.

Keywords: Cattle; Mycobacterium bovis; tuberculose; mPCR
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1.0 INTRODUCAO

A tuberculose, doenca infecciosa antiga € uma zoonose de ocorréncia
mundial. A forma resistente a medicamentos € a maior preocupac¢do, além da
epidemia especialmente quando associada a AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida). Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
muitos casos, a resposta dos paises a este desafio é inadequada. O relatorio
mais recente calcula que aproximadamente 450 mil pacientes tém o tipo de
tuberculose resistente (WHO, 2013).

Quando infectado pelo M. bovis, o quadro clinico no homem é indistinguivel
do quadro causado pelo Mycobacterium tuberculosis (POLLOCK e NEILL, 2002;
WEDLOCK, 2002) e a baciloscopia do escarro, metodologia empregada
usualmente no Brasil para o diagnéstico da doenca nos humanos, é ineficaz nesta
distincdo entre as duas espécies (KANTOR e RITACCO, 1994; USABIAGA,
2001). Os principais grupos de risco sao os tratadores de rebanhos infectados e
os trabalhadores da industria de carnes (WHO, 2009). O ultimo relatorio da OMS
reune dados de 178 dos 197 Estados-membros da organizacéo e relata que o

Brasil, somente em 2012, registrou mais de 71 mil casos da doenca (OMS, 2013).

Estima-se que os rebanhos infectados percam até 20% de sua eficiéncia
produtiva. Perdas diretas resultantes da morte de animais, queda no ganho de
peso, diminuicdo da producéo de leite, descarte precoce, eliminacdo de animais
de alto valor zootécnico e condenacdo de carcacas ao abate caracterizam a
importancia econbmica da doenca nos bovinos além da credibilidade da
propriedade comprometida (OLIVEIRA et al., 2008; PACHECO et al., 2009)

Diante da implantacdo do programa de controle e erradicacdo da
tuberculose bovina favorecendo importante declinio na frequéncia da doenca, 0s
matadouros-frigorificos tornam-se importantes no contexto do rastreamento dos
focos, através da rotina de inspecao, se tornando importantes “sentinelas
epidemiologicos” (WEDLOCK et al.,, 2002, COSTA 2008; LOPES, 2008) ja que

esta € uma das zoonoses alimentares detectaveis durante o exame post mortem.
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Uma outra questdo deveras importante no papel da vigilancia destes
estabelecimentos € que estes defendem a qualidade higiénico-sanitaria do

produto final funcionando como barreira de protecéo para o consumidor.

E consenso entre os pesquisadores que o método diagnostico definitivo da
tuberculose € o isolamento do agente, o chamado "padrao-ouro” (ARANAZ et al.,
1996; ALMEIDA et al.,, 2004) que pode ser realizado a partir de lesbes ou
secrecbes de animais suspeitos. E essencial para definir as condicbes ideais
para a cultura, que se leve em conta, a concentracao de bacilos na amostra e 0s
riscos de contaminacéo, uma vez que estes fatores podem influenciar a selecéo
de procedimentos de descontaminacdo e a duracdo da incubacéo (GORMLEY,
2014).

Devido as dificuldades encontradas no diagnostico da TB bovina como as
limitacbes do teste alergénico e sorolégico e extenso tempo exigido para
identificacdo do agente nos meétodos bacteriologicos de rotina, cresceu o
interesse pelos ensaios moleculares especialmente para deteccdo direta do
agente nas amostras sendo neste caso a PCR o método mais indicado (RORING
et al 2000, ZANINI et al, 2001; RUGGIERO, 2004; UEYAMA, 2013). Ainda assim
Ruggiero et al (2007) destacam a inexisténcia de um exame sensivel, reprodutivel
e rapido para rotina do diagnostico da tuberculose em bovinos. Para atingir o
objetivo da identificacdo da micobactéria dois pontos sdo muito relevantes, a
seguir: a escolha correta dos primers e a qualidade da técnica de extracdo do
DNA (COLLINS et al., 1994; ZUMARRAGA et al., 2001).

Vale lembrar que, entretanto, existem razBes para diferenciacdo dos
agentes, a exemplo da resisténcia do M. bovis a pirazinamida (droga
antituberculose de 12 linha) (PARSONS, 2002). Quando se deseja ou precisa
fazer diferenciacéo das espécies do complexo M. tuberculosis, a PCR multiplex se
mostra uma técnica interessante. Numa Unica reacdo sdo utilizados varios
conjuntos de primers especificos para determinadas regides do genoma
bacteriano (ARRAIZ, 2007; CORSET, 2007 KEE, 2009). Hernandez et al., (2003)

destacam ainda a economia de tempo e de reagente.
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Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi realizar um estudo molecular
em amostras de bovinos a partir de lesbes granulomatosas sugestivas de
tuberculose em carcacas inspecionadas em frigorifico sob regime de inspecéo

estadual localizado na regido Sudoeste da Bahia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 AREA DE ATUACAO

A area de atuacao deste estudo compreende um matadouro-frigorifico sob
inspecao estadual (ADAB/DIPA) no estado da Bahia. O matadouro localizado na
Rodovia BR 116, Km 867, Vitéria da Conquista- BA (14°53'00” S, 40°48°'00"0) é
um centro de abate com abrangéncia em diversos municipios da regido Sudoeste

do estado.

2.2 ANIMAIS

As amostras coletadas no periodo de mar¢co a novembro de 2012
resultaram de bovinos sadios ao exame ante mortem ndo havendo distingdo de
idade, raca, sexo ou regido de procedéncia. Neste periodo, um total de 58.268
bovinos foram abatidos procedentes de 76 municipios baianos. Foram estudados
70 bovinos pos abate procedentes de 20 municipios que foram submetidos a
exames do servico de inspecdo sanitaria passando por avaliacdo sistematica de
carcacas e visceras. Durante o exame foi realizada busca visual e tatil por lesdes
sugestivas de tuberculose, além de incisdo longitudinal nos ganglios linfaticos
indicados nas linhas de inspecédo B, D, E, F, H, | de acordo com o Regulamento
de Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de origem Animal (RIISPOA).
Quando ocorria suspeita, a decisdo sanitaria era tomada conforme determinado

pelo artigo 196 do mesmo regulamento (BRASIL, 1997).
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2.3 COLETA DE AMOSTRAS

O material coletado restringiu-se a linfonodos. Foram considerados
sugestivos os linfonodos que apresentaram lesbes nodulares de tamanhos e
formas variadas contendo exsudato purulento, caseoso ou calcificado. Desses,
foram retirados 99 fragmentos com tamanho aproximado de 2x2 cm,
armazenados em coletor tipo universal estéril, identificados e armazenados a -
20°C. Posteriormente as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Doencas Infecciosas (LDI) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia para
analise. Deste total de amostras coletadas, vinte e duas foram excluidas porque
0os coletores contendo os conteudos dos abscessos foram danificados no
armazenamento. Assim, os calculos estatisticos foram realizados com um total de

61 linfonodos.

Outra aliquota abrangendo area lesada e a area aparentemente normal, foi
coletada em frascos, contendo formol a 10%, na proporcédo de 5 a 10 partes de
fixador para cada parte de material colhido e encaminhados ao Laboratério de
Patologia Veterinaria (LPV) do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e

Biologicas da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

2.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA

No LPV os fragmentos foram recortados, clivados e processados conforme
sugerido por Behmer et al. (1976), para o diagnéstico histopatolégico por
coloracdo com Hematoxilina-Eosina. As amostras foram destinadas também a
coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN) para a identificacdo de bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR) com a finalidade de se obter diagndstico definitivo, conforme
sugerido por Behmer et al. (1976). As laminas coradas pelo método ZN foram
avaliadas em microscépio optico de luz e interpretados como positivo ou negativo
para micobactéria, conforme sugerido por Varello et al. (2008). Sendo positivas as

gue apresentaram um ou mais BAAR, em pelo menos uma secdo da amostra.
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2.5 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

Uma aliquota de cada amostra foi enviada a USP (Universidade de Séao
Paulo) — Laboratério de Zoonoses Bacterianas sendo destinadas ao exame
bacteriolégico, e processadas segundo protocolo local. O material foi
descontaminado pelo método de HPC (Cetyridinium chloride monohydrate, 98%)
com posterior semeadura em meio de Lowenstein-Jensen e Stonebrink Leslie em
duplicata; os tubos foram, entdo, incubados a 37°C e observados durante 60 dias
semanalmente. Para confirmacédo do diagndstico as coldnias foram submetidas ao

protocolo de PCR local.

2.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE MULTIPLEX

2.6.1 Extracéo de DNA dos conteudos dos abscessos

As 61 amostras, independente do resultado do isolamento, foram
submetidas a extracdo de DNA para o PCR. Para extracdo, foi utlizado o
protocolo para bactérias gram-positivas (QIAGEN, Alemanha) adaptado, com
modificacdes no tempo de acdo da lisozima e da proteinase K. De forma breve,
25mg dos conteudos dos abscessos, preferencialmente escolhidos do centro do
granuloma, foram ressuspensos em 180 uL de solug¢ao de lisozima (20 mg/mL de
lisozima; 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 1.2% triton X-100) e incubados
por 2h a 37 °C, sendo agitados a cada 10 minutos (a melhor acdo da lisozima foi
testado em diferentes intervalos de tempo (Felbergh, 2010)); posteriormente, 20 pl
de proteinase K (QIAGEN, Alemanha) e 200 ul de tampao de lise AL (QIAGEN,
Alemanha) foram adicionados, seguidos por uma incubacéao de 1h a 56 °C e, logo
apos, 15 minutos a 95 °C para inativacdo da proteinase K. Esta etapa teve por
finalidade lisar a bactéria para liberacdo do DNA tratando a amostra anteriormente
a purificacdo do DNA. Os DNAs foram, em seguida, purificados utilizando o
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemanha) conforme instrucbes do fabricante
(utilizacdo dos tampdes do kit e etanol 100% intercalados de centrifugacéo
variada em cada etapa) e eluidos em 50 pl de tampédo AE (10 mM Tris-Cl; 0.5 mM

EDTA; pH 9.0). As concentracbes e o grau de pureza dos DNAs foram
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determinados por aparelho nanodrop Thermo Scientific 2000c. ApGs verificagdo
das leituras da concentracdo, cada DNA extraido foi diluido em &gua grau PCR,
tantas vezes fosse necessario para padronizagdo em 25ng de concentragdo. Logo
apos, foram armazenados a -20 °C até a realizacdo dos mPCRs.

2.6.2 Primers

Os primers utilizados neste estudo foram obtidos de trabalho publicado
anteriormente por Warren e colaboradores (2006) para Mycobacterium spp., e

estao listados no quadro 1.

2.6.3 Condi¢cdes do mPCR de Mycobacterium spp.

Cada reagéo continha 0,625 Unidades da enzima HotStarTaq plus DNA
polymerase (QIAGEN), tampé&o de PCR 1X, tampao Q 1X, 2 mM MgCI2, 0,4 mM
de cada dNTP, 1 pM de cada primer e 50 ng de DNA, tanto dos controles
positivos e negativos, quanto das amostras dos granulomas. As reacles, em
volume final de 25 pl, foram realizadas no termociclador (Bio-Rad iCycler iQ5) sob
as seguintes condi¢fes: incubacao inicial a 95 °C por 5 minutos (para ativacao da
enzima); seguidos por 45 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 62 °C por 1 minuto e 72 °C
por 1 minuto e uma extensédo final a 72 °C por 10 minutos. As etapas do PCR
foram realizadas em areas fisicamente separadas para minimizar o risco de
contaminacao cruzada. Um controle negativo contendo agua foi incluido em todas
as reacOes para avaliar o surgimento de contaminacdo nos reagentes. Como
controles positivos foram usados DNA de M. bovis e M. tuberculosis gentilmente
cedidos pelo Laboratdério de Imunologia e Biolologia molecular, ICS- UFBa, Bahia,

Brasil.

2.7 ELETROFORESE

Os produtos amplificados foram fracionados por eletroforese (6 V/icm) em
gel de agarose 3% (w/v) em tampao TBE 1X. O corante utilizado foi o Blue Green

Loading Dye | da LGC Biotecnologia, visualizados através de fotodocumentar
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BIO- RAD. Cinco pL de marcador Universal Ladder (Invitrogen). O quadro 1
contém o tamanho dos produtos de PCR (em pb) esperados para 5 diferentes
membros do complexo MTB.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os resultados foi utilizado Modelo Linear Generalizado GLM
para uma distribuicdo binomial, ANOVA, funcao de ligacdo logit, tendo as
médias avaliadas pelo teste de médias Bonferroni a 5% de significancia. Foi

utilizado programa R /2012.
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram inspecionados no frigorifico no periodo das coletas, 58.268 bovinos
oriundos de 76 municipios do estado da Bahia. Desse total, 70 animais
apresentaram lesdes sugestivas de tuberculose (figura 1, 2 e 3) representando
uma frequéncia para o periodo analisado de 0,12% (dados ja apresentados —
FRANCA (2013)). Dentre as 61 amostras submetidas ao exame bacteriolégico
4,92% (3/61) apresentaram crescimento caracteristico de Mycobacterium bovis
em meio Stonebrink - Leslie sendo confirmadas por PCR de acordo com protocolo
local - USP. Além do cultivo em Stonebrink, as amostras foram semeadas em
meio Lowenstein-Jensen na tentativa de isolar outras espécies de micobactérias,
entretanto, ndo houve crescimento de col6nias em nenhuma das amostras

cultivadas neste meio (tabela 1).

Tabela 01 - Resultado de isolados identificados como M. bovis ou M. tuberculosis a partir de
granulomas bovinos oriundos de frigorifico da regido Sudoeste da Bahia

Stonebrink- Lowenstein-

Amostra . PCR - USP
Leslie Jensen
13.1 + i M. bovis
151 + i M. bovis
58 + i M. bovis
Total 03 0 100%

As amostras positivas, foram analisadas quanto a histopatologia através da
coloracdo hematoxilina — eosina (HE) e método de Zielh-Neelsen. Wangoo et al
(2005) preconiza que a caracterizacdo de lesbes granulomatosas tipicas de
tuberculose, estd baseada na presenca de necrose central com mineralizacéo,
células epitelidides, macréfagos e células gigantes de Langerhans. Para este
trabalho, no HE foram consideradas fortemente sugestivas (FS) para
micobactérias, as amostras que apresentavam pelo menos uma das trés
condicles: a) presenca de células gigantes; b) necrose, com ou sem calcificacao,

inflamacgé&o crénica e células gigantes de Langerhans e c) presenca de necrose,
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calcificagcéo e inflamacéo cronica. Diante do exposto, dentre as amostras positivas
no isolamento, 66,7% mostraram-se fortemente sugestivas. Considerando

avaliacdo de ZN nenhuma lesé&o apresentou BAAR (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas histopatolégicas de granulomas bovinos positivos no exame
bacteriolégico oriundos de frigorifico da Regido Sudoeste da Bahia

Amostra Histopatologia Resultado
HE ZN
13.1 CG+IC Negativo FS
15.1 NECROSE EOSINOFILICA.  Negativo Negativo
58 N+CG+IC Negativo FS

CG- células gigantes; IC- inflamac&o crbnica; N- necrose.

A procedéncia dos bovinos foi verificada nos municipios de Itapetinga,
Vitoria da Conquista e Itambé. No que se refere ao sexo, idade e localizacéo,
66,7% das referidas lesdes foram encontradas em machos de 48 meses de idade,
no linfonodo traqueobrénquico (tabela 3). De acordo com Asseged et al (2004)
86% das lesdes de TB em linfonodos, ocorrem na regido da cabeca ou cavidade
toracica revelando como caracterizado por Taylor (2007) a importancia da via

respiratoria.

Tabela 3. Caracteristicas epidemiolégicas de granulomas bovinos positivos no exame
bacteriol6gico oriundos de frigorifico da Regido Sudoeste da Bahia

Idade

Amostra Linfonodo Sexo (meses) Origem
13.1 traqueobrénquico M 48 m ltapetinga
15.1 traqueobrénquico F 60 m V. Conquista

58 hepatico M 48 m Itambé
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Figura 1. Achado de lesdo sugestiva de
tuberculose. Linfonodo mesentérico bovino com
massa granulomatosa de consisténcia pastosa e
cor amarelada.

Figura 2. Achado de lesdo sugestiva de tuberculose.
Linfonodo pré- escapular bovino, com forma
arredondada, bem delimitada, cor amarelada e
consisténcia firme.

Figura 3. Achado de lesdo sugestiva de
tuberculose. Linfonodo pulm&o bovino, com forma
arredondada, massa granulomatosa de
consisténcia pastosa e cor amarelada.
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Levantamentos realizados em frigorificos de bovinos, demostram
diferencas nos indices de lesdes suspeitas de TB (BAPTISTA et al 2004, COSTA,
2010, COSTA, 2012, DELGADO, 2011, ALZAMORA, 2014). As justificativas para
tal contraste sdo diversas, dentre elas de acordo com Reis et al (1995) a
subjetividade de classificacdo e as enormes semelhancas entre linfossarcomas e
linfadenites inespecificas. Além do citado, Riet — Correa e Garcia (2001)
especificam como doencas que apresentam lesBes macroscépicas similares a
tuberculose; a actinobacilose, piogranuloma estafilococico, mucormicose,
coccidioidomicose, pentastomiase e hidatidose policistica. Outros fatores também
devem ser considerados como sensibilidade da inspecdo e sistema de criacao.
De acordo com OIE (2012), a idade dos animais € outro fator de influéncia para

diferentes indices encontrados.

Inquérito epidemiologico ocorrido em 2012 no estado da Bahia (circuitos
produtores com caracteristicas epidemiolégicas semelhantes) baseado no teste
cervical comparativo revelou um cenério de prevaléncia em torno de 0,21% de
animais positivos para tuberculose bovina (COSTA, 2012), frequéncia semelhante
a encontrada neste trabalho. indices encontrados & campo, podem ser verificados

no momento do abate.

Em ambiente de matadouro, Costa (2010) avaliou em trés
estabelecimentos de forma pioneira na Regido Metropolitana de Salvador - Ba,
lesdes sugestivas ou ndo de tuberculose bovina, durante a inspecao post mortem.
Em 10 meses foram coletadas 43 amostras, numero inferior as condenacdes
encontradas no presente estudo, sendo ainda de se considerar para este, coleta
em estabelecimento Unico, menor periodo de coleta e a inclusdo de lesées ndo
sugestivas. Os achados encontrados resultaram em cinco lesGes com
caracteristicas macroscopicas sugestivas de TB confirmadas mediante analise
microbiolégica e molecular. Nenhuma amostra corada pela técnica de Ziehl-
Neelsen revelou a presenca de bacilos alcool-acido-resistentes na andlise
histopatoldgica exatamente como na presente pesquisa. A presenca de BAAR em
analises histopatologicas € bastante variavel na literatura. Pode-se verificar desde
nenhum bacilo (SALAZAR, 2005), até 50% de lesBes positivas para ZN. Esta

baixa frequéncia pode ser consequéncia: da reduzida taxa de sobrevivéncia das
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micobactérias, da perda de estrutura bacteriana em razdo das respostas
imunitarias (ANDRADE et al.,, 1991) ou a lesdo examinada ser paucibacilares
(RORING et al., 2000; NAKATANI et al, 2004). Ha de se considerar que na
presente pesquisa o ZN foi realizado direto do granuloma e n&do da cultura de
bactérias. Varello et al, (2008) e Watrelot-Virieux et al, (2006) afirmam baixa

sensibilidade para esta técnica.

Estudo realizado na regido noroeste do estado de S&do Paulo demonstrou a
ocorréncia de 0,16% de lesdes suspeitas a0 exame post-mortem nos bovinos
abatidos. Os animais foram provenientes de 29 cidades do estado paulista. No
que diz respeito a coloracdo por HE, foi evidenciado 98,5 % de processo
inflamatorio do tipo granulomatoso (SOUZA, 2013). A frequéncia de lesbes

suspeitas foi semelhante a encontrada neste trabalho.

Baseado no numero de lesdes selecionadas pela inspecdo sanitaria
poderia se esperar maior taxa de positividade no isolamento para este trabalho,
entretanto Fraguas (2008), relata sensibilidade de 11,34% para este método. Os
autores atribuem a taxa, ao numero pequeno de bactéria na leséo ou ao alto grau
de contaminacdo durante a coleta. Muitos trabalhos demostram grandes taxas de
contaminacao durante esse procedimento a exemplo do estudo de Costa (2010),
gue apresentou mais de 50% das amostras contaminadas. Ha situacdes em que
ocorre contaminacdo generalizada dos meios de cultura, e a descontaminacao
adicional das espécies originais armazenadas podem ser necessarias com
repeticdo da cultura (GORMLEY, 2014). Outros fatores também sao plausiveis
para justificar a baixa taxa de isolados, a citar: falhas no processo de
descontaminacéo levando a morte das bactérias (PINTO, 2002, SALAZAR, 2005
E FRAGUAS, 2008); dificuldade de crescimento em meio de cultura; morte do
Mycobacterium apds produzir o granuloma e a leséo ter sido causada por outro
agente infeccioso. Corner (1994) afirma que mesmo apds 1 ano de armazenadas

a -20° C, 78% das amostras positivas permanecem nas mesmas condi¢coes.

E importante recomendar cautela na indicacio deste método como rotina
para determinacdo da tuberculose bovina. Apesar de relativa sensibilidade, cabe
ressaltar que a especificidade é alta (DIRETRIZES, 2004; SANTOS, 2010) e que


http://www-sciencedirect-com.ez278.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0034528814001416#bib0845
http://www-sciencedirect-com.ez278.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0034528814001416#bib0870
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este método constitui-se como padrdo ouro de diagnéstico (PARRA, 2008;
CARDOSO, 2009). Gormley (2014), discute limitacdes no uso de meios solidos
para o rastreio de alto rendimento para micobactérias patogénicas, e aponta que
sistemas de cultura a base de caldo liquido automatizado proporciona melhorias
no tempo de deteccao e taxa de recuperacao desses micro-organismos.

Refletindo sobre os aspectos ja discutidos, vale destacar que para as mais
de 95% das amostras negativas no isolamento, deve-se ter precaugdo para
condenacdo desnecessaria, apesar das possiblidades de outras etiologias néo
terem sido avaliadas neste estudo mas também que a salde publica é o mais
relevante. Pinto (2002) em Vigosa — Minas Gerais identificou apenas 12% das 50
lesbes suspeitas selecionadas, como positivas ao isolamento. Furlanetto (2012)
comprovou ainda em menor niumero com 1,5% dos granulomas positivos para
Mycobacterium. Costa (2012) revelou maior prevaléncia totalizando 23% de
crescimento em Stonebrink e dentre essa porcentagem, duas amostras
cresceram também em Lowenstein-Jensen dessemelhante a este experimento

gue nao apresentou crescimento neste Ultimo meio.

Quanto a investigacdo molecular, as leituras espectrofotométricas dos
DNAs extraidos diretamente dos abscessos variaram entre 140,2 ng/uL e 6.404,1
ng/uL para as concentracdes e o grau de pureza entre 1,79 a 1,95 atestando DNA
puro. As 61 amostras foram avaliadas pelo PCR multiplex e destas, 18% (11/61)
apresentaram perfil de amplificacéo caracteristico de M. bovis (tabela 4, figura 4 e
5) o que inclui amostras que foram negativas no cultivo. Nenhuma das outras
guatro espécies avaliadas foi detectada nas amostras amplificadas, uma vez que

nao foi evidenciado perfil de bandas caracteristicas das mesmas (figura 4 e 5).
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Tabela 4. Resultado do mPCR a partir de material granulomatoso para 5 diferentes espécies
analisadas dentre as amostras positivas no exame bacterioldgico oriundos de frigorifico da Regido
Sudoeste da Bahia

AMOSTRAS tuberl::/ll.Jlosis M. caprae M. bovis M.Bté:oc\;/is M. canetti
am7 - - + - -
am8 - - + - -
am9 - - + - -

am10 - - + - -
am13.1 - - + - -
am15.1 - - + - -
am50 - - + - -
ams7 - - + - -
am58 - - + - -
am65 - - + - -
am68 - - + - -
TOTAL 0 0 11 0 0
500 pb -
200 pb -
100 pb -

Figura 4. Eletroforese em gel de
agarose. Perfil de amplificacdo de
amostras colhidas direto do material de
abscessos bovinos. Linha M, marcador
molecular (100pb ladder); linha 1,
controle positivo M. tuberculosis; linha
2, controle positivo M. bovis; linhas 3 e
4, amostras positivas; linha 5, controle
negativo; linhas 7 e 8, amostras
negativas.



RD12 (306 pb) — —
RD4 (268 pb)

RD1 (146 pb)

RD9 (108 pb) —

Figura 5. Eletroforese em gel de
agarose. Perfil de amplificacdo de
amostras colhidas direto do material de
abscessos bovinos. Linha 1, controle
positivo M. bovis; linhas 2, 3, 5 e 7
amostras negativas; linhas 4 e 6,
amostras positivas e linha 8, controle
negativo.
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O ensaio de mPCR deste experimento possibilitou a diferenciacao rapida e

precisa de diferentes espécies de micobactérias dentro de um periodo maximo de

dois dias. O método € seguramente mais rapido e mais eficaz comparado ao

exame microbiolégico embora este ultimo ainda seja o padréo ouro de diagnéstico

da tuberculose. Foi estabelecido uma correlacdo de ambas as técnicas utilizadas

no presente trabalho e ficou demonstrado que a mPCR confirmou todos os casos

positivos pelo cultivo, ressaltando a capacidade de deteccdo de amostras

positivas que nao haviam apresentado crescimento microbioldgico, 13,1% (8/61)

(tabela 5) superando a técnica padrao-ouro. Em relacao a especificidade, o teste

demosntrou 88% de precisdo. Rodriguez et al., (1995) e Roring et al., (2000)

enfatizaram a importancia da comparacdo entre outros métodos de diagndstico

com o isolamento.
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Tabela 5. Comparacdo do PCR multiplex direto do granulomatoso com o isolamento para o
diagnéstico da tuberculose bovina de frigorifico da Regido Sudoeste da Bahia

mPCR TOTAL
POS NEG

E POS 3 (4,9%) (0%) 3 (4,9%)

L

=

<

§ NEG 8 (13,1%) 50 (82%) 58 (95,1%)
TOTAL 11 (18%) 50 (82%) 61 (100%)

Especificamente para este experimento, dentre as inUmeras vantagens no
uso da PCR para investigacdo de doencas infecciosas, vale destacar a
independéncia sobre a cultura bacteriana aliada a importante reducdo do tempo
para diagnoéstico e ainda a possibilidade do diagndstico em amostras conservadas
por muito tempo. Tratando-se de uma técnica do tipo multiplex ainda vale
destacar a capacidade de distincdo entre as espécies de bactérias pesquisadas.
E também pertinente salientar que a reacdo em cadeia da polimerase n&o precisa
do micro-organismo vivo para sua deteccdo, tornando-se também neste aspecto,
superior ao isolamento. Ruggiero (2007), garante que a PCR multiplex, a qual
emprega numa mesma reacdo conjuntos de primers especificos para
determinadas regides do genoma bacteriano, tem sido uma alternativa para
diferenciar espécies do MTB. Brosch et al (2002), confirmam que o conhecimento
sobre regibes presentes ou ausentes do genoma das micobactérias, contribui

neste cenario.

Diversos autores como Wards et al. (1995); Zanini et al. (2001); Meickle et
al. (2007); Cardoso et al., (2009) e Felbergh (2010) apontam também dificuldades

no uso de técnicas moleculares para diagndstico, especialmente no uso deste
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meétodo a partir diretamente do material caseoso. A complexidade e o custo tém
sido restricbes apontadas para a utilizacdo da PCR na pesquisa sobre
tuberculose (ZANDEN, 2002) além da contaminag¢do cruzada nos laboratérios
relatada por Kaduma et al (2003) que pode chegar a 65%.

Outro aspecto restritivo neste contexto parece consistir na lise celular 6tima
para recuperagcdo do DNA, em decorréncia da espessa camada de acidos
micoOlicos que reveste a parede celular micobacteriana. Roring et al., (2000)
apontam como uma importante etapa para realizacdo da PCR a complexidade
para extracdo de DNA direto no granuloma. Para este trabalho a extragcdo nao foi
um problema visto que, foi verificado altas concentragdes de DNA. O protocolo de
extracdo aqui utilizado foi relatado com sucesso por Fehlberg (2010) e com
modificacdes relatado por Honoré-Bouakline (2003), que discutiu o impacto da
preparacdo das amostras e extragdo de DNA no diagnostico molecular da
tuberculose. Certamente o tratamento dado as amostras com 0s tempos e
temperaturas da proteinase K e lisozima foram determinantes para o sucesso da
desta etapa no presente trabalho. E ainda acrescentado por Antognoli et al.
(2001), a dificuldade em concentrar as micobactérias no pellet, especialmente
devido a flutuacéo e a tenséo superficial. Taylor et al (2001), destacam também a
pequena quantidade de bacilos nesse material. Fatores inibitdérios sdo outros
inconvenientes importantes que podem dificultar a amplificacdo, entretanto esse
fato também n&o ocorreu nestes achados porque, o grau de pureza das amostras

foi alto e houve amplificacao de produtos na PCR.

Seria conveniente estabelecer relagdo no que se refere ao protocolo de
extracdo e de mPCR com os trabalhos de Fehlberg (2010) que foi realizado direto
do material caseoso porém, em caprinos e de lesdes externas dos animais nao
resultando em nenhuma amostra positiva. Ja Alzamora (2014), praticou este
protocolo em bovinos porém, a partir da coldnia isolada. As analises obtidas no
presente estudo no aspecto molecular sdo dificeis serem comparada com outros
resultados, uma vez que ndo apenas o0s procedimentos de extracdo e purificacdo
foram diferentes, mas a sequéncia de metodologia e alvo também diferem

bastante.
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O presente estudo demonstrou positividade (18%) no PCR, superior a
citada por Furlanetto (2012) que foi de 7% que pesquisou em matadouro
frigorifico no estado de Mato Grosso e também com DNA extraido direto do tecido
lesionado. Contudo a prevaléncia encontrada foi inferior aos achados de Cardoso
(2009) no estado do Parana e de Zanini et al (2001), ambos sugerindo
superioridade do método molecular em relacdo com a cultura. Protocolo também
gue demonstrou bons resultados foi o de Yeboah-manu et al. (2001) que
possibilitou a discriminagao do M. tuberculosis, M. bovis e M. bovis BCG.

4.0 CONCLUSOES

O ensaio de mPCR empregado demonstrou a capacidade de avaliar
positividade para tuberculose diretamente de amostras de lesbes sugestivas da
doenca em um prazo maximo de 48h. A avaliagdo molecular evidenciou
superioridade na sensibilidade para deteccdo do DNA micobacteriano em relagéao
a cultura, demonstrando ainda ser capaz de diferenciar espécies do MTB numa
Unica reacdo. Vale destacar ainda a eficacia do protocolo em amostras antigas

gue poderiam ndo ser mais avaliadas devido ao tempo de conservacao.

Por altimo, conclui-se que a utilizacdo da mPCR para avaliar casos de TB
podera somar para o aumento da eficacia das medidas de controle da doenca.
Resultados indicam que a técnica € versatil, rapida e bastante promissora na

vigilancia em matadouro.
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4.0 CONSIDERACOES FINAIS

A tuberculose bovina ainda € uma doenca presente no estado exercendo
papel importante do cenario da saude publica, sendo o matadouro frigorifico
importante para deteccédo dos casos existentes.

Para minimizar equivocos no julgamento de tuberculose em abatedouros,
recomenda-se a utilizacdo de testes complementares de diagndstico rapido. A
associagao entre a inspecao post mortem de rotina e o diagnostico molecular (m-

PCR) direto do material caseoso de tecidos suspeitos € uma adequada estratégia.

O protocolo de mPCR realizado direto do material de granulomas demostrou
ser eficiente, com excelentes resultados para concentracdo e pureza do DNA,
com alto indice de correlacdo com o cultivo, indicando que esta técnica
diagnostica pode substituir os métodos bacteriolégicos, acrescentando ainda a
capacidade de distincdo entre as espeécies estudadas contribuindo para
epidemiologia molecular da doenca no estado e no pais podendo contribuir para
a criacdo de uma base de dados para o estudo epidemiolégico da tuberculose

bovina.

AGRADECIMENTOS: A FAPESB — Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado
da Bahia pela bolsa concedia a autora e pelo financiamento do projeto.



