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Tentar é correr o risco de fracassar.
Mas os riscos devem ser corridos, porque 0 maior perigo € ndo arriscar nada.
Ha pessoas que nao correm nenhum risco, ndao fazem nada, ndo tém nada
e nao sao nada. Somente a pessoa que corre riscos € livre!

(Seneca - orador romano)
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RESUMO

SANTOS, Alessa S.0., D.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Novembro de 2008. Nested-PCR, de
Mycobacterium bovis em granuloma tuberculdide bovino incluido em parafina.
Professor Orientador: Eulégio Carlos Queir6z de Carvalho. Professores
Conselheiros: Elmiro Rosendo do Nascimento, Adriane Nunes de Souza e Marcio
Manhaes Folly.

A tuberculose bovina resulta em sérios prejuizos a pecuaria de leite e corte e riscos
a saude publica. A OMS elegeu a doencga, principalmente a determinada pelo M.
bovis, uma importante zoonose profissional nos grupos dos magarefes, tratadores
de animais e médicos veterinarios. Este trabalho objetivou avaliar o valor diagnostico
das técnicas de nested-PCR em amostras das lesbes da tuberculose bovina
incluidas em parafina e a de PCR, a partir de material repicado destas. As amostras
provieram de 72 bovinos positivos para o teste de tuberculina e abatidos em
matadouros sob Inspecao Estadual, na regido do Norte Fluminense. O nested-PCR
gerou um produto de 216pb que permitiu identificar o complexo M. tuberculosis em
54 amostras sendo que 43 eram de lesdes representadas por células epitelidides e
necrose caseosa € 11 de casos negativos, sem lesdes aparentes. Amplificaram-se
30 das 35 amostras positivas na histopatologia/ZN e, ainda, evidenciou sucesso em
24 das 37 amostras negativas por esta técnica. Em todas as amostras de cultura, o
método molecular de PCR permitiu amplificar um produto de 343pb e identificou as
amostras do complexo M. tuberculosis. O método molecular mostrou sensibilidade
de 75% para a identificacdo do complexo M. tuberculosis em amostras de tecido
parafinado e 100% para as de cultura. Esses resultados indicam que o nested-PCR
aumentou a sensibilidade quando associado a histopatologia de rotina e especial e,
com isso, pode ser aplicado como uma ferramenta diagndstica complementar no
rastreio de tuberculose em bovinos, em diversos materiais biolégicos, principalmente
em amostras de tecidos fixados e incluidos em parafina, pois reduz o risco de
contagio através da manipulacdo da amostra e visa aumentar a sensibilidade e

especificidade.

Palavras-chave: tuberculose bovina; rastreamento; histopatologia; nested-PCR;
patologia molecular.
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ABSTRACT

SANTOS, Alessa S.O., D.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. November 2008. Nested-PCR essay for the detection of Mycobacterium
bovis on paraffin-embedded bovine tuberculoid granuloma; Professor Adviser:
Eulégio Carlos Queiréz de Carvalho. Committee Members: Elmiro Rosendo do
Nascimento, Adriane Nunes de Souza e Marcio Manh&es Folly.

Bovine tuberculosis results in serious damage to livestock milk and meat industry
and public health hazards. The WHO chose the disease, caused by M. bovis, an
important zoonosis for professional groups of the magarefes, animal handlers and
veterinarians. This study had the objective to evaluate the application of techniques
of: nested-PCR in samples of embedded tissues, and the PCR, in samples of culture,
for diagnosis of tuberculosis in cattle. A number of 72 samples were examined of
tuberculin-positive animals and slaughtered in slaughterhouses during state sanitary
inspection in the North part of Rio de Janeiro State. Nested-PCR generated a
product of 216bp and allowed a specific identification of M. tuberculosis complex in
54 samples while 43 had lesions represented by epithelioid cells and caseous
necrosis and 11 were negative.
Amplified 30 of the 35 positive samples for histopathology / ZN and also showed
success in 24 of the 37 negative samples in histopathology / ZN. The molecular
method of PCR produced 343bp fragment in all samples of culture and identified the
samples belonging to the M. tuberculosis complex. The molecular method showed a
sensitivity of 75% for identification of the M. tuberculosis complex in samples of
formalin-fixed paraffin- embedded tissues and 100% for the samples of culture.
These results indicate that nested-PCR increased sensitivity when associated with
routine and special histopathology, which can be applied as a complementary
diagnostic tool in screening for tuberculosis in cattle in various biological materials,
mainly in samples of formalin-fixed paraffin- embedded tissues because it reduces
the risk of contagion through the manipulation of the sample and aims to increase the

sensitivity and specificity.

Key-words: bovine tuberculosis; screening; histopathology; nested-PCR; molecular
pathology.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose nos bovinos possui distribuicdo mundial, concentrando-se,
principalmente, em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, notadamente,
naqueles com criacées intensivas de bovinos leiteiros. Esta enfermidade determina
prejuizos a pecuaria, pois interfere negativamente na capacidade de producao
animal e na oferta de alimentos a populacao e, compromete a saude da populacao
que consome produtos de origem animal. A doenca pode ser introduzida no
rebanho, principalmente pela aquisicdo de animais infectados, podendo propagar-se
nos bovinos sadios independente do sexo, raca e idade (SOUZA et al., 1999).
Porém, animais adultos sdo mais suscetiveis devido a maior possibilidade de
contagio no decorrer dos anos. Entre as ragas, 0s zebuinos sdo mais resistentes
que os taurinos e bubalinos (ACHA e SZYFRES, 1989; CORREA e CORREA, 1992).

O organismo responsavel por causar a tuberculose bovina, por mais de um
século descoberto, € o Mycobacterium bovis (M. bovis), um bacilo alcool-acido
resistente que, quando corado pela fucsina a quente, ndo se descora pelo alcool
cloridrico (coloracdo de Ziehl-Neelsen) (TRABULSI, 1999). Pertencem ao reino
Procaryotae, divisdo Firmicutes, classe Thallobacteria, ordem Actinomycetales,
familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium (GOMES, 2002). As espécies
causadoras da tuberculose classica foram agrupadas no “Complexo M.
tuberculosis’, constituido pelo M. bovis, M. tuberculosis, M. africanum, M. microti, M.
canetti (WEDLOCK et al., 2002), M. caprae e o mais recentemente inserido no
complexo, o M. pinnipeddi (COUSINS et al., 2003).

Embora a transmissao do M. bovis possa ocorrer por varias vias, a forma
mais frequente da doenca € pulmonar, pela via aerégena, através da inalacdo de
goticulas contaminadas. A infeccao pela via digestiva € possivel, através da ingestao
de fezes, agua, pastagens, leite e fdmites contaminados. Logo nos primeiros dias de
vida, os bezerros podem se infectar através da ingestdo do colostro contaminado ou,
até mesmo, por fébmites ou muco, pelo habito da mae lamber o filhote (PHILLIPS et
al., 2003).

Dados do Ministério da Agricultura referentes a prevaléncia da tuberculose
bovina no Brasil, realizados entre 1974 e 1984, apresentaram um coeficiente de
1,82%, representados por 6.491 focos da doenca (BUBNIAK, 2000). O rebanho
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bovino do Brasil estd estimado em mais de 200 milhées de cabecas (EMBRAPA,
2006). No Brasil, dados de 1986 mostraram que o nivel de infeccédo estava entre 0,9-
2,9%, com 6,2-26,3% dos rebanhos possuindo animais infectados sem que essas
taxas mostrassem tendéncias de diminuicdo (KANTOR e RITTACCO, 1994). O
impacto negativo da doenca na produtividade pecuaria mundial acarreta perda anual
em torno de trés bilhdes de ddélares (GARNIER et al., 2003), morte dos animais e
impossibilidade de atender as exigéncias sanitarias dos paises importadores de
bovinos e seus subprodutos (JORGE et al., 2004).

O Ministério da Agricultura instituiu o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdao da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) com o objetivo de
reduzir 0s prejuizos causados por essas zoonoses na saude humana e animal e de
promover a competitividade da pecuaria nacional. Para isso, adotou a
obrigatoriedade no Servico de Inspecdo Sanitaria do envio de lesdes sugestivas
detectadas no abate a um laboratério credenciado para a confirmacao da doenca e o
rastreamento do foco nas propriedades (MAPA, 2001).

Para o diagnéstico da tuberculose bovina no animal vivo, é aplicado o teste
alérgico intradérmico, que pode ser associado as manifestacdes clinicas, testes
sorolégicos (Elisa e y - IFN) e a técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR-
Polymerase Chain Reaction). No animal morto, a necropsia baseada nas lesdes
macro e microscopicas € o0 método mais comum para comprovar a doenga (OIE,
2000). As amostras processadas para exames histopatolégicos podem ser
submetidas aos métodos de coloragbes de rotina hematoxilina e eosina (HE) e
especiais, como: Ziehl-Neelsen (ZN), Kinyoun-Fite e Imuno-histoquimica (método
ABC-P, DAKO). E recomendavel, o diagnéstico bacteriolégico por cultivo do agente
a partir de amostras teciduais congeladas, associado ao histopatolégico, o que
permite a confirmacédo do diagnédstico. Apesar de o isolamento ser um diagnédstico
definitivo, pode requerer mais do que 12 semanas para a confirmacao cultural da
infeccdo e a identificacdo da cepa por métodos bioquimicos (CORNER, 1994).
MILLER et al. (2002) demonstraram que a técnica de PCR em tecido fixado em
formol associado a cultura bacteriolégica para a deteccdo e identificacdo das
micobacterioses de ruminantes, permitiu um aumento na eficacia do diagnéstico

laboratorial. A técnica de PCR utilizada para a deteccdo de membros do complexo
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M. tuberculosis tem permitido resultados satisfatérios nos estudos de varios grupos
de pesquisadores (ZANINI et al., 2001).

A aplicacdo da PCR tem sido associada a um diagndstico rapido de muitas
doencas, com especial utilizacdo na deteccdo direta do M. bovis em amostras
teciduais de bovinos (KOLK et al., 1992; KOX et al., 1994; LIEBANA et al., 1995). A
PCR tem sido usada também em tecidos fixados em formalina e incluidos em
parafina para detectar o grupo do M. tuberculosis e distingui-lo do M. avium (OIE,
2000; COETSIER et al., 2000). O estudo de anélise de DNA pode ser mais rapido e
seguro do que os métodos bioquimicos para a diferenciacdo do M. bovis de outros

membros do complexo M. tuberculosis (OIE, 2000).

A tuberculose bovina resulta em grandes perdas econémicas na pecuaria de
leite e corte e, enquanto zoonose reflete-se em grandes prejuizos na saude publica.
No Estado do Rio de Janeiro, a taxa de infec¢ao da tuberculose humana é de quase
cem por grupo de cem mil habitantes (o dobro da média nacional) (Jornal O GLOBO,
2007). Esta doenca possui distribuicdo mundial com grande impacto negativo na
pecuaria nacional, por isso a necessidade do controle e erradicacao da doenca. Os
objetivos deste trabalho foram: aplicar e avaliar a técnica de nested-PCR em
amostras teciduais incluidas em parafina, confrontar os resultados do nested-PCR
com as caracteristicas histologicas e morfometria bacilifera quantitativa, investigar o
potencial do diagnéstico molecular, nested-PCR, sob o ponto de vista

epidemioldgico e realizar o seqlenciamento e andlise das seqiéncias obtidas
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bovinocultura

O Brasil possui excelentes condicbes naturais para a producao agropastoril e
ocupa merecido destaque no contexto das nacdes produtoras de alimentos. O Pais
vem exercendo, ha algum tempo, o aprimoramento da producéo pecuaria. O fato de
possuir o maior rebanho bovino do planeta assume significancia impar em razao,
além de sua quantidade, da qualidade genética e das tecnologias empregadas na
producdo (ALMEIDA et al., 2004).

Segundo a Pesquisa da Producao Pecuaria Municipal divulgada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o rebanho bovino brasileiro atingiu
207,2 milhées de animais, o que representou um aumento de 1,3% em relagcédo a
2004 e manteve sua posicao de maior rebanho do mundo (IBGE, 2005; EMBRAPA,
2006). O crescimento de 4,58% sobre o ano de 2003 se deve as exportacbes de
carne. Atualmente, o Brasil exporta carne bovina para 140 paises, assumindo uma
situagéo de evidéncia mundial como o maior exportador de carne (IBGE, 2005). A
crise da “Vaca Louca” - Encefalopatia Espongiforme Bovina e, mais recente, da
“Gripe do Frango” - Influenza aviaria contribuiu para que o Brasil assumisse a
lideranca mundial nas exportacdes de carne bovina, como ja havia conquistado em
relacao a suinos e aves (ROXO, 2006).

Na pecuaria de leite, o Brasil também registrou um crescimento significativo
nas ultimas trés décadas. O Pais assumiu a sexta posi¢cdo como maior produtor de
leite do mundo e cresce a uma taxa anual de 4%, superando 0s outros paises que
ocupam os primeiros lugares (EMBRAPA, 2006).

Apesar dos grandes avangos da pecudria nacional, muitas falhas
permanecem em relacdo ao monitoramento das condi¢cdes sanitarias do rebanho
brasileiro. Adicionalmente, falhas em sistemas de vacinacédo associadas a métodos
de diagnéstico lentos e de baixa sensibilidade, agravam os riscos de disseminacao
de doencas. Além de ser, hoje, um dos fatores limitantes para a comercializagdo de
carne (ALMEIDA et al., 2004).
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2.2. Doencgas zoonoéticas

As zoonoses sdo enfermidades comuns ao homem e aos animais que,
atualmente, representam uma importante ameaca para a saude humana e animal
em todo o0 mundo, (Macedo, 1986 apud BUBNIAK, 2000).

Entre as doencas transmitidas pela carne e outros produtos de origem animal,
destacam-se as seguintes: a tuberculose, a brucelose, o complexo teniase x
cisticercose, as toxinfeccbes alimentares, que s&o provocadas por bactérias
(Salmonella sp., Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Campylobacter
jejuni, Staphylococcus aureus, Escherichia coli enteropatogénica, Clostridium
perfrigens), ou suas toxinas, causando uma sindrome gastroentérica; e parasitoses
(Toxoplasma gondii, Taenia solium, Taenia saginata) (MONTEIRO et al., 2004;
OLIVAL e SPEXOTO, 2004).

A tuberculose € uma zoonose de distribuicdo mundial, cuja ocorréncia sofre
variagao por regido e pais, sendo considerada uma antropozoonose e também uma
zooantroponose (BUBNIAK, 2000). Uma importante razao para o interesse na
tuberculose bovina € a susceptibilidade do homem a doenca pelo mesmo agente
etiolégico, Mycobacterium bovis. Desta forma, a tuberculose intestinal pode estar
relacionada a ingestdo de leite cru, sendo considerada a principal causa de
manifestacdo da doenca nao-pulmonar em regides rurais (GRANGE e YATES,
1994). No mundo todo, a pratica de se beber leite cru esta associada com o habito e
0 modo de vida da populagéo rural e aumenta o risco de infecgao, principalmente em
criancas (PRITCHARD, 1988). Estima-se que 50 a 60% do leite produzido no Brasil
seja comercializado sem qualquer controle sanitario, impondo risco de transmissao
de tuberculose, bem como de outras enfermidades, ao homem através do consumo
de leite e derivados crus (ROXO, 2006).

Mycobacterium  bovis também tem sido isolado de pacientes
imunodeprimidos, infectados pelo virus HIV. A comprovacdo dessa relacao foi
observada nos paises industrializados diante do grande nimero de seres humanos
infectados pelo virus HIV e M. bovis, constituindo uma significativa causa dos altos
coeficientes de morbidade e mortalidade (COSIVI et al., 1998). Segundo a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) em 1993, no Brasil, suspeitava-se que o M.
bovis fosse responsavel por aproximadamente 4.000 dos 80.000 casos de
tuberculose registrados por ano (LEITE et al.,, 2003). Estimativas indicam que a
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adocdo de investimentos na infra-estrutura laboratorial da rede publica,
possibilitando a realizacdo de isolamento e identificacdo das espécies de
micobactérias, a incidéncia da tuberculose humana por M. bovis podera atingir um
patamar mais elevado (LILENBAUM, 1998).

As implicagdes da tuberculose bovina para a saude humana e animal em
associacdo com os regulamentos do comércio internacional tém resultado na
adocao de programas de erradicacao para o controle da doenca por todo o mundo
(DOHERTY e CASSIDY, 2002).

2.3. Tuberculose em animais domeésticos

A tuberculose bovina é uma enfermidade infectocontagiosa, de carater
zoonotico, causada pelo Mycobacterium bovis. A doenga € predominantemente
subclinica, inicialmente, evoluindo para a cronicidade, com lesdes granulomatosas
(NEILL et al., 2001).

As doengas transmissiveis que acometem os animais domésticos,
responsaveis pela queda de producao reprodutiva, pneumonias, enterites e outros,
representam um capitulo de particular importdncia em medicina veterinaria, pois
comprometem os indices de producdo e produtividade da atividade pecuaria
(RADOSTITS et al.,, 2000). A tuberculose bovina provoca importantes efeitos
socioeconbmicos e em Saude Publica nos paises afetados, com um impacto
significante no comércio internacional de animais vivos e seus produtos (WEDLOCK
et al.,, 2002). A tuberculose bovina, como a humana, volta a assumir grande
importancia em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento,
alcangando coeficientes acima de 1%, acometendo aproximadamente 3,5 milhdes
de animais so6 entre Brasil e Argentina (BIANCHINI & RODRIGUES, 2008).

Na agricultura familiar, cada animal doente, além de representar prejuizo
econbmico pela queda na produtividade, também significa risco para a saude dos
demais animais, € de humanos, em se tratando de zoonoses (HOMEM, 1999;
AGUIAR, 2008).

As perdas econbémicas sdo decorrentes da morte dos animais, perda do
potencial produtivo, condenacdo de carcacas com lesdo e descréditos das
propriedades afetadas (WEDLOCK et al., 2002). Estima-se uma redugé@o econémica
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em 10% da producéo leiteira e em 20% da producado de carne bovina brasileira
(GRANGE e YATES, 1994; FERREIRA e BERNARDI, 1997).

Na América do Sul estimou-se que, possivelmente estivessem infectados 4
milhdes de animais, o0 que representaria perdas econémicas consideraveis devidas a
doenca nas vacas leiteiras e no gado de corte, e consequiente reducdo na producao
de carne, leite e derivados lacteos, constituindo um sério fator limitante para o
desenvolvimento da industria de criacao de gado, incluindo o mercado internacional
de animais e de produtos de origem animal, € uma ameaca para a saude humana
(OPAS, 1992; ABRAHAO, 1998; ABRAHAO et al., 2005).

Na Argentina, o atraso na 12 lactacéo, a diminuicdo no numero e duracao das
lactacdes resultaram no decréscimo de 18% na produgdo de leite de vacas
tuberculosas quando comparados com o rebanho leiteiro sadio (Nader e Husberg,
1988 apud KANTOR e RITTACCO, 1994).

No Brasil, a tuberculose bovina esta disseminada por todo o territério
nacional, porém a sua prevaléncia e distribuicAo regional, ndo estdo bem
caracterizadas (MAPA-PNCEBT, 2001). Estima-se que os animais infectados
perdem de 10 a 25% de sua eficiéncia produtiva, além da perda do prestigio e da
credibilidade da propriedade.

Considerando a importancia que a pecuaria assume na economia nacional, 0s
dados referentes a frequéncia da tuberculose bovina nos rebanhos brasileiros nao
permitem uma visdo exata sobre a verdadeira extensdo do problema (BRANDAO,
1994; SOUZA et al., 1999; LILENBAUM, 2000).

A tuberculose bovina é também responsavel por graves perdas econdmicas
nas criacées de outros animais domésticos de producao, tais como: bufalos, ovinos,
aves e suinos, sendo motivo de sérias restricobes comerciais e desvalorizagcao
(FREITAS et al, 2001; RIBEIRO, 2003).

A infeccdo nos suinos ocorre principalmente pela via digestiva, pois esta
intimamente relacionada com o tipo de alimentacao. Os suinos podem ser infectados
pelos trés tipos classicos do bacilo da tuberculose. A infeccao por determinado
agente depende da alimentacao oferecida e do local onde séo criados. A criagdo de
suinos e aves em conjunto, o habito de coprofagia, alimentacdo com residuos
provenientes de hospitais e sanatérios etc. sdo fatores que favorecem a infeccao
nesta espécie. Para o diagnéstico a tuberculinizacao é realizada através da prova

intradermoauricular, sendo que a tuberculina bovina € inoculada em uma orelha (na
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juncdo com o0 pescogo) e a aviaria na outra. A reacao positiva apresenta uma
tumefacao inflamatéria local apds 48 horas apds a inoculacao.

Nos caprinos e ovinos, a doenga é muito semelhante a tuberculose bovina. O
agente envolvido geralmente € o M. bovis, embora o M. tuberculosis e M. avium ja
tenha sido isolado (SEVA et al., 2002). O contagio ocorre devido a coabitacao
desses animais com vacas doentes. As lesdes se distinguem dos bovinos, pois 0s
ndédulos sdo caseosos, mas raramente apresentam calcificacbes. Na tuberculose
pulmonar do caprino predomina, com a evolug¢ao, a formacdo de cavernas, e nas
serosas, a tuberculose perolada. SEVA et al. (2002) utilizaram um teste de
tuberculina intradérmica comparativa para selecionar os animais positivos dos
negativos, mas as limitacdes desse teste sdo as mesmas das relatadas no teste
utilizado para os bovinos (BIANCHINI & RODRIGUES, 2008).

A tuberculose nas aves é causada comumente pelo M. avium e a infecgéo se
da pela ingestdo de agua e alimentos infectados pelas fezes de aves tuberculosas
introduzidas no plantel. A doenca se manifesta a partir de um ano de idade com
evolucao lenta. Devido a reducao do apetite, a ave emagrece muito com palidez da
crista e das barbelas e, diarréia. O figado apresenta lesées em 90 a 95% dos casos,
sendo que nos casos de ruptura do figado resulta em morte subita. As les6es no
figado se caracterizam por tubérculos, como a lesdo da tuberculose miliar nos
bovinos, mas a calcificacao é rara. A prova de tuberculinizacdo € a intradérmica,
onde a tuberculina aviaria é diluida a 50% e inoculada na espessura da barbela. A
reagcdo quando positiva evidencia uma tumefagéo na barbela dentro de 48-72 horas,
desaparecendo em seguida. A tuberculose nas aves pelo M. tuberculosis pode
ocorrer nos papagaios e nos canarios (BIANCHINI & RODRIGUES, 2008).

A tuberculose dos bufalos tem caracteristicas muito semelhantes a dos
bovinos. As lesdes observadas sdo associadas principalmente ao M. bovis, pois sao
semelhantes ao da tuberculose bovina, onde a lesdo se caracteriza por multiplos
granulomas em diferentes fases de evolugao, alguns com necrose central e outros
ainda com calcificacdo distréfica. No Brasil, a doenca tem sido percebida nos
criatérios e abate, mas a prevaléncia, extensao do processo infeccioso, localizagao
das lesdes, via de infeccdo e agentes micobacterianos ainda sdo pouco conhecidos
nesta espécie (FREITAS et al., 2001).
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2.3.1. Etiologia

As micobactérias sdo bastonetes fracamente gram-positivos, as vezes,
filamentosas, iméveis, sem capsula nem esporos, amplamente distribuidos na
natureza, sendo muitos sapréfitas e alguns patogénicos oportunistas
(DUNGWORTH, 1991). Pertencem ao reino Procaryotae, divisédo Firmicutes, classe
Thallobacteria, ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e género
Mycobacterium (GOMES, 2000). As diferentes espécies de micobactérias se
caracterizam por reter a coloracdo vermelha da fucsina fenicada e, por isso,
denominadas bacilo alcool-acido resistente (BAAR). Esta expressao significa que
estes germes, quando corados pela fucsina, ndo se deixam descorar por uma
mistura de alcool e acido cloridrico (TRABULSI, 1999). Tal caracteristica se deve a
complexidade da sua parede celular, composta por uma espessa camada de
lipideos e &cidos micélicos (CORREA e CORREA, 1992).

Mycobacterium bovis, organismo responsavel por causar a tuberculose
bovina, € um agente infeccioso nao sé para o bovino, mas também para o homem,
cao, gato, porco, ovelha, cabra e cavalo (MATTHIAS, 1988). Tal espécie de
micobactéria esta inserida no complexo M. tuberculosis, incluindo ainda o M.
tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. canetti(WEDLOCK et al., 2002), M. caprae
e 0 mais recentemente inserido no complexo, o M. pinnipeddi (COUSINS et al.,
2003).

A demonstracdo do M. bovis em material patolégico pode ser conseguida
mediante cultura bacteriolégica (MATTHIAS, 1988), onde crescem em meios
especiais, compostos por gema de ovo e amido, enriquecidos por asparagina e
contendo verde malaquita para inibir contaminantes. O meio sélido mais utilizado € o
Léwenstein- Jensen (LJ) com piruvato (CORREA e CORREA, 1992). Ao contrario do
M. tuberculosis, o M. bovis apresenta um crescimento escasso em meios solidos em
um periodo de 3-4 semanas, sobre os quais formam col6nias umidas, brilhantes,
lisas, achatadas, com coloragcdo amarelada ou com uma camada continua como um
véu (MATTHIAS, 1988).

Na etiologia da tuberculose animal, sdo importantes as espécies M. bovis,
M. tuberculosis e o M. avium (CORREA e CORREA, 1992). Estas espécies ocorrem

com mais frequéncia em seus respectivos hospedeiros, entretanto, pode ocorrer
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infecgdo cruzada (DUNGWORTH, 1991). As outras espécies de micobactérias
causam doencas que podem ser denominadas como micobacterioses ou recebem
nomes proprios, como a paratuberculose ou doenca de Johne (CORREA e
CORREA, 1992).

Mesmo com as evidéncias da resisténcia das micobactérias nas fezes
bovinas nos pastos e no esterco dessecado nos estabulos escuros, as mesmas se
mostram sensiveis quando submetidas ao calor (pasteurizacéo) e frente a agdo da
luz solar direta. Resistem por muitas horas ou dias aos desinfetantes comuns, sendo
a formalina, o acido cresolsufénico e solugdes cloradas a 3-4% 0s meios quimicos
mais ativos contra a bactéria (MATTHIAS, 1988). Genov (1965) apud MORRIS et al.
(1994) inoculou M. avium, M. bovis e M. tuberculosis nas fezes, sangue e urina e
observou que todos permaneceram viaveis no periodo maximo de 332 dias a 24°C,
quando protegidos da luz solar direta. Segundo Soparcker (1917) apud PHILLIPS et

al. (2003), o M. bovis parece ser mais resistente a luz solar do que o M. tuberculosis.

2.3.2. Epidemiologia

A tuberculose bovina possui distribuicdo mundial e determina prejuizos, em
especial para os paises em desenvolvimento onde a sua prevaléncia é maior € 0
conhecimento do problema é limitado (ALMEIDA et al., 2004).

A prevaléncia da doenca nos paises € variavel de acordo com o sistema de
exploracdo animal. A alta incidéncia da tuberculose € mais evidente nos rebanhos
leiteiros estabulados, enquanto, para os rebanhos de corte criados extensivamente,
a tuberculose é de menor importancia epidemioldgica (ACHA e SZYFRES, 1989;
SOUZA et al., 1999).

Muitas espécies sdo suscetiveis ao M. bovis, mas poucas atuam como
hospedeiros mantenedores da infec¢do, dentre elas estao os bovinos (Bos taurus e
Bos indicus) no mundo inteiro, os bufalos (Bubalus bubalis e Syncerus caffer),
sobretudo na Australia e na Africa equatorial, respectivamente. O bisdo (Bison bison)
na América do Norte e os cervos Odocoileus virginianus e Cervus elaphus na Nova
Zelandia e América do Norte. Também na Nova Zelandia, o marsupial Trichosurus
vulpecula e no Reino Unido e Irlanda, o furdo Meles meles (MORRIS et al., 1994).
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Dados do Ministério da Agricultura referentes a prevaléncia da tuberculose
bovina no Brasil, realizados entre 1974 e 1984, apresentaram um coeficiente de
1,82%, representados por 6.491 focos da doenca (BUBNIAK, 2000). E no periodo de
1989 a 1998, a prevaléncia média nacional foi de 1,3% de animais infectados
(MAPA, 2001).

LANGENEGGER et al. (1981) trabalharam com 24 rebanhos leiteiros da
regido Sudeste do Brasil, entre os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais, e verificaram coeficiente de reatividade de 9,7%. No Sul do Brasil, RICCETTI
et al. (1989) diagnosticaram a doenca em 60% dos municipios. No estado de Sao
Paulo, SAMARA et al. (1996) testaram 748 bovinos e identificaram coeficientes de
prevaléncia de 6,8%, enquanto SOERENSEN et al. (1992) estudaram um rebanho
estabulado com 331 vacas de aptidao leiteira e verificaram 32% de reatividade as
provas intradérmicas, confirmando com a necropsia e cultura.

No Rio de Janeiro, LILENBAUM (1998) testou 1632 bovinos de aptidao
leiteira em diversas propriedades com histérico sugestivo de tuberculose e verificou
que 12,7% de animais foram reativos ao teste intradérmico cervical simples.

No Norte e Noroeste Fluminense do Estado do Rio de Janeiro, a prevaléncia
de animais abatidos nos estabelecimentos com Servigo de Inspecédo Federal (SIF)
de Carnes, com lesdes macroscopicas tipicas de tuberculose, no periodo de dois
anos e meio foi de 0,26%, enquanto que nos estabelecimentos sob Inspecao
Estadual, a prevaléncia foi de 0,47% no periodo de um ano. Os animais procedentes
das regides dos Lagos, Norte Fluminense, Noroeste Fluminense, apresentaram a
prevaléncia de 1,14%, 0,46%, 0,36%, respectivamente, sendo que a regiao
Metropolitana e regido Serrana n&o houve prevaléncia da doenga (FERREIRA,
2005).

Um estudo realizado em 1999 nas regides do Triangulo Mineiro e Centro Sul
no estado Minas Gerais abordou 1600 propriedades e 23000 animais e estimou uma
prevaléncia de 0,8% de animais infectados e 5% das propriedades estudadas, sendo
que nas propriedades com exploracéo de leite com ordenha mecénica, o coeficiente
foi de 15% (BAPTISTA et al., 2004).

SCHENK et al. (1982) concluiram que a prevaléncia (0,2%) encontrada para
a tuberculose bovina no estado do Mato Grosso do Sul foi baixa se comparada a
taxa estimada (2,62%) para o Brasil. A justificativa desse resultado foi que os

animais utilizados nesse estudo eram de corte, normalmente, submetidos a
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exploracdo extensiva. Por outro lado, SALAZAR (2005) relatou a ocorréncia de
0,05% quando estudou bovinos sadios ao exame ante mortem, mas com lesbes
sugestivas de tuberculose no exame post mortem.

A prevaléncia da tuberculose bovina em estudos realizados a partir da
inspecao de carcagas em matadouros-frigorificos foi de 5,16% (3.561/ 69.057) no
Para (ALFINITO e OLIVEIRA, 1986), 0,64% (47.358 / 7.317.719) no Rio Grande do
Sul (ANDRADE et al., 1991), 0,36% (5.334 / 1.495.976) em Sao Paulo (RICCETTI et
al., 1989) 0,17% (267 / 161.437) em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 1986).

Com a implementagdo dos programas de controle de tuberculose bovina,
alguns paises da América do Sul, como Uruguai, Venezuela e Paraguai, tiveram
uma reducao na prevaléncia da doenca de 4,5 para 0,01%, de 1963-1984; 3,48 para
0,37%, de 1954-1964 e de 1,40 para 0,24%, de 1981-1990, respectivamente
(KANTOR e RITTACCO, 1994).

Nos EUA, Canada e paises da Europa a prevaléncia da doenca foi
controlada pela preconizacdo das campanhas de erradicagcéo e controle, através do
teste de tuberculina e abate dos animais infectados (JONES et al., 1997).

Em paises que ndo adotam efetivas medidas de controle e erradicacao a
taxa de mortalidade em bovinos se apresenta em torno de 8 a 10% e a letalidade
natural pode alcancar 50% se a enfermidade se desenvolver, pois os bovinos de
corte sao abatidos antes do desenvolvimento do quadro crénico da doenca
(MORRIS et al., 1994)

2.3.3. Transmissao

A tuberculose bovina acomete espécies de mamiferos domésticos e
silvestres. Algumas espécies silvestres, como texugos do Reino Unido e veados do
Norte da Irlanda, representam uma fonte mantenedora da infecgdo (MORRIS et al.,
1994; COSIVI et al., 1998; PHILLIPS et al., 2003), interferindo nos programas de
erradicagdo e controle da tuberculose em rebanhos bovinos (GORMLEY e
COLLINS, 2000).

Embora a transmissdo do M. bovis possa ocorrer por varias vias, a forma
mais freqiente da doenca é pela via aer6gena, através da inalagdo de goticulas
contaminadas. A infeccdo pela via digestiva é possivel, através da ingestao de
fezes, agua, pastagens, leite e fébmites contaminados (PHILLIPS et al., 2003).
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Existem vias menos comuns, como a via cutanea, que requer inicialmente uma porta
de entrada para a instalagdo do processo infeccioso. Ou ainda a via genital, pelo
coito, onde sao produzidas infecgdes por contato resultando no aparecimento de
lesbes no pénis, na vulva e na vagina. Na tuberculose uterina, a transmissao
congénita, embora rara, pode ocorrer via corddo umbilical (MATTHIAS, 1988; NEILL
et al., 2001).

Existem relatos da possivel transmissao da tuberculose dos seres humanos
para os bovinos. Nesses casos, a infeccao é principalmente pela via respiratéria,
mas existem ocorréncias de humanos com tuberculose geniturinaria, que infectam
0s bovinos ao urinarem nos cochos. Uma maior atencdo dos médicos e veterinarios
deve ser requerida em relacdo a atuacdo do homem, como importante fonte de
infeccdo (GRANGE e YATES, 1994; GRANGE, 2001).

Em bovinos adultos, 95% dos casos de tuberculose sdo causados pelo M.
bovis. Ha relatos de raros casos de tuberculose bovina progressiva causada pelo M.
tuberculosis, causando uma doenca que pode regredir ou curar-se
espontaneamente. O M. avium também tem sido considerado como patogénico para
0s bovinos, causando a doenga progressiva generalizada, com localizagdo nos
linfonodos mesentéricos (CORREA e CORREA, 1992).

Embora incomum, a tuberculose humana causada pelo M. bovis € um
problema de saude publica, e quase sempre ocorre pela inalacdo de aerossoéis ou
pelo consumo do leite contaminado. Esse problema é minimizado quando o leite é
submetido ao processo de pasteurizacdo. Os médicos veterinarios e magarefes
estdo sujeitos a infeccdo através da inalacdo de aerossois gerados durante o
manuseio das carcacas contaminadas. O homem quando se contamina ainda jovem,
pode apresentar linfoadenopatia cervical (escrofulose), lesdes intestinais,
tuberculose cutanea cronica (lupus vulgaris) e outras formas nao-pulmonares
(GRANGE e YATES, 1994; COSIVI et al., 1998; GRANGE, 2001).

Na América Latina, estima-se que o M. bovis seja 0 responsavel pela
ocorréncia de 2% dos casos de tuberculose pulmonar e 8% da forma n&o-pulmonar
em humanos, sendo a porcentagem mais alta em regides de criacdo intensiva de
gado leiteiro (GRANGE, 2001).
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2.3.4. Patogenia

Quando a infeccao se da pelo trato respiratério (aerossois), o pulmao € o
orgéo primeiramente atingido, assim como os linfonodos regionais. Ja quando a
infeccao é pela via digestiva, a lesdo se da no sitio de entrada, principalmente nos
linfonodos faringeos e mesentéricos, sendo esta a fonte de maior relevancia nos
bezerros, os quais se infectam ao mamar (NEILL et al., 2001; POLLOCK, 2002). O
conjunto de leséo do local de entrada e do linfonodo regional denomina-se complexo
primario.
Através das vias linfaticas e hematégenas, os bacilos podem disseminar-se
e ocasionar a infeccdo generalizada, onde as lesdes podem se estabelecer no
figado (Figura 1A), rins (Figura 1B), intestinos, serosas (Figura 1D) e outros 6rgaos
(ROXO, 1997; LOPEZ, 1998). Quando a lesdo é macica, os tubérculos caseosos
expandidos podem romper um vaso sanglineo e os bacilos alcancarem a
circulacao, estabelecendo a disseminagdo hematdgena. O curso da doenca, depois
de generalizada, é rapido e denominado como tuberculose miliar (Figura 1A), devido
ao grande numero de tubérculos do tamanho de sementes de milho que se
desenvolvem em muitos tecidos e 6rgdos (DUNGWORTH, 1991; LOPEZ, 1998),
sendo rara no utero (Figura 1C), conforme MATTHIAS (1988) e LILENBAUM (1998).
A resposta imune bovina ao M. bovis parece ser complexa e dinamica durante
a infeccao e envolve uma série de eventos celulares. A resposta mediada por
células € dominante, com pouca ou nenhuma deteccéo de anticorpos, com excecao
de lesbes disseminadas e extensas vistas em animais anérgicos. Esta resposta é
iniciada apds o reconhecimento por um linfécito do tipo T de um antigeno
micobacteriano processado e associado ao complexo maior de histocompatibilidade
(major histocompatibility complex - MHC) de células apresentadoras, como o0s
macroéfagos. Todo este conjunto de eventos desencadeia a liberacdo de citocinas,
gama interferon (IFN-y) e interleucina (IL), que sao cruciais na ativacao e atracao
dos macréfagos ao foco infeccioso. No estagio inicial, a resposta imunolégica devera
destruir ou inibir o microrganismo, mas posteriormente, podem ocorrer reagdes de
hipersensibilidade do tipo retardada que tendem a formagdo de granulomas e
necrose caseosa tecidual, resultando em redugé&o funcional do érgéo afetado (NEILL
et al., 2001; WEDLOCK et al., 2002).
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Nos focos de infeccdo, hd acumulo de linfécitos e macréfagos, que se
modulam em células epitelidides e gigantocitos de Langhans, formadas pela fusdo
dos macréfagos. Inicialmente, as lesGes consistem de pequenos tubérculos
caracterizados como formacdes nodulares firmes, de cor branca a amarelada,
constituidas de células epitelidides e gigantes de Langhans, rodeadas por uma
camada de linfocitos, de células plasmaticas e de mondcitos. Com a evolugdo da
lesdo, o granuloma tuberculoso desenvolve uma fibroplasia periférica e necrose
caseosa central, na qual podem ser observadas areas de mineralizacdes por
precipitacoes de sais de célcio. A necrose é resultado da hipersensibilidade mediada
por células e é de carater caseoso. A calcificacdo é caracteristica de algumas
espécies animais, ndo sendo observada na tuberculose aviaria (DUNGWORTH,
1991; JONES et al., 1997; LOPEZ, 1998; NEILL et al., 2001).

Conforme NEILL et al. (2001), para uma melhor compreensdo da completa
patogénese da tuberculose bovina € importante relacionar as fontes de

contaminacgao, o inicio da infeccédo e as respostas imunoldgica e patolégica.
2.4. Diagnéstico
2.4.1. Diagnéstico clinico

Na fase inicial da doenca, a clinica ndo € de expressao para o diagnéstico, pois o
animal embora infectado e com lesdes localizadas, muitas vezes néo traz evidéncia
clinica, apresentando-se aparentemente sadio. O exame clinico se baseia na
auscultacdo, percussao, termometria e na palpacdo de glandulas mamarias e
linfonodos superficiais, onde se avalia a linfadenomegalia e a sensibilidade a dor. No
momento do manejo dos animais, também se pode avaliar os sinais de dispnéia,
intenso cansaco, tosse seca improdutiva e producdo de secrecdo nasal (ROXO,
1997).

2.4.2. Diagnostico post mortem
O diagnéstico anatomopatoldgico ou post mortem da tuberculose bovina, a

partir da necropsia de casos clinicos e da inspecdo sanitdria de carnes em
matadouros-frigorificos, segue com a detec¢ao de lesdes tipicas macro (Figura 1) e



10

15

20

microscépicas (Figura 2), aceito como diagnéstico conclusivo em areas enzodticas.
Afora essa condicdo epidemiolégica, a necropsia deve ser seguida do isolamento
bacterioldgico para o diagndstico definitivo (CORREA e CORREA, 1992; CORNER,
1994; SEVA et al., 2002).

A inspecao sanitaria de carnes em bovinos, que é um ato necroscopico,
corresponde a um exame meticuloso de pelo menos 6 pares de linfonodos entre os
da cabeca, toracicos, mesentéricos e da carcaca, bem como dos pulmdes, figado,
baco, rim, Ubere e 6rgaos genitais, podendo identificar até 95% dos animais com
lesdes macroscopicas. Esse procedimento é empregado, muitas vezes, em animais
reagentes a tuberculina, permitindo uma avaliacdo criteriosa das lesdes
macroscopicas dos tecidos e a colheita asséptica de tecidos intactos para exames
mais detalhados no laboratério (CORNER, 1994). SANTOS, (2004) demonstrou que
dentre os animais reativos para o teste de tuberculina, 61,8% apresentaram lesdes
macroscopicas tipicas, proximos do coeficiente de 52% detectado por CORNER et
al. (1994). Para CORNER et al. (1994), esta propor¢cdo poderia aumentar
significativamente com o emprego de um exame anatomopatolégico mais detalhado,
razdo pela qual os animais reativos para o teste de tuberculina sem lesdes visiveis
ndo podem ser caracterizados como falso-positivos ou reatores sem lesdes visiveis,
considerando que o método de inspecdo post mortem aplicado e o0s locais

anatémicos examinados interferem na sensibilidade do exame macroscopico.
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Figura 1: Tuberculose bovina. A) Figado - granulomas mdultiplos e pequenos. Hepatite
tuberculosa miliar. B) Rim - superficie de corte com granuloma com caseose densa na
medular. Nefrite tuberculosa. C) Utero - mudltiplos tubérculos (granuloma) no endomeétrio.
Endometrite tuberculosa. D) Pleura parietal - pequenos granulomas recobertos por serosa.
Pleurite tuberculosa perlacea.

Fonte: SANTOS, 2004.

2.4.3. Diagnostico histopatolégico

Este método de diagndstico pode ser aplicado em animais vivos ou no post
mortem. As amostras de tecidos preparados para a histopatologia podem ser
submetidas a classica coloracao de HE, que permite a observacédo do granuloma,
lesdo tipica da tuberculose (Figura 2A e 2B), e a coloracdo especial de ZN, que
evidencia os bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) (SANTOS, 2004), os quais
incluem as micobactérias e os microrganismos do género Nocardia, Rhodococcus e
Corynebacterium. O diagnéstico é feito, se o tecido apresentar o conjunto de lesdes
histologicas caracteristicas de um granuloma, bem como o microrganismo (OIE,
2000). A técnica de ZN pode revelar bacilos corados em vermelho em pequeno
namero nos processos causados pelos agentes M. bovis (Figura 2C) ou M.
tuberculosis e, em grande numero, naqueles relacionados com M. avium (MILLER et
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al., 1995; SANTOS, 2004). MATTHIAS (1998) descreveu que a técnica de ZN pode
ser considerada a mais adequada para demonstrar tintorialmente as bactérias
tuberculosas. A histopatologia também oferece resultados satisfatérios a coloragcao
de fluorescéncia e a técnica de imuno-histoquimica (Figura 2D) (SANTOS, 2004). A
imuno-histoquimica € uma combinagcdo de técnicas histologicas, imunolégicas e
bioquimicas que possibilita a detecgdo de antigenos teciduais in situ, por meio da
utilizagdo de anticorpos especificos e moléculas marcadoras (GIMENO, 1995). Esta
técnica permite a avaliacdo da relacdo entre a presenca de antigenos especificos
nos tecidos com as lesbes por eles provocadas, com rapidez e precisdo nos

diagnosticos, favorecendo a durabilidade do material corado e a realizacdo de
estudos retrospectivos (SILVA e NOGUEIRA, 2002).

Figura 2: Tuberculose bovina. A) Granuloma evidenciando &rea de mineralizagdo. Linfadenite
tuberculosa. 100X, HE. B) Células gigantes de Langhans imersas na zona de células epitelidides.
Linfadenite tuberculosa. 400X, HE. C) Escassos bacilos fucsindfilos na periferia de gigantécito de
Langhans. 1000X, ZN. D) Imunomarcacdao de M. bovis na periferia de gigantécito de Langhans.
1000X, IHQ. Fonte: SANTOS, 2004.
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2.4.4. Diagnéstico imunoldgico

O método-padréao de diagnostico imunolégico para o estudo da tuberculose
bovina é o teste de tuberculina (OIE, 2000), este se baseia na resposta do animal a
injegdo intradérmica de extrato de micobactérias (tuberculina) descrita como uma
resposta alérgica de hipersensibilidade do tipo tardia do tipo IV. Este teste foi
preconizado por Robert em 1890 e, a partir dai tem sido amplamente empregado no
diagnostico indireto da tuberculose em animais vivos com a capacidade de revelar
infecgbes incipientes, com trés a oito semanas poés-contato com o M. bovis.
Atualmente, existem dois tipos de testes em uso. O teste intradérmico simples, que
consiste na injecdo intradérmica de 0,1 ml de purified protein derivative (PPD)
bovino, que corresponde ao extrato antigénico de proteinas purificadas derivado de
cepas AN5 ou Vallee do M.bovis, na regiao do pescocgo (teste cervical simples -
TCS) ou na prega ano-caudal (teste da prega caudal - TCP) do animal. E o teste
intradérmico comparado, que consiste na injecao intradérmica simultanea de 0,1 ml
da tuberculina bovina e 0,1 ml da aviaria (derivada das cepas D4ER ou TB56 do M.
avium) no mesmo lado do pescoco, com uma distdncia de 15 cm entre as
aplicagdes. O ultimo teste, denominado teste cervical comparativo (TCC), é utilizado
para diferenciar animais infectados com M. bovis daqueles sensibilizados devido a
exposicao a outras micobactérias, ou seja, reacao cruzada. Caso seja verificado um
aumento igual ou superior de 4mm apo6s subtrair a medida do local inoculado com
PPD aviario da medida do local inoculado com PPD bovino indica que o resultado é
positivo (MONAGHAN et al., 1994; WEDLOCK et al., 2002). Tais testes avaliam
respostas de hipersensibilidade retardada, 72 horas apds uma injecao intradérmica
de tuberculina ou PPD. A intensidade da reacdo independe do grau das lesdes
tuberculosas e é determinada pela espessura sofrida pela pele devido ao infiltrado
de células inflamatérias mononucleares e ao edemaciamento, que sera medida com
um cutimetro antes e depois da injecao intradérmica da tuberculina. Podem ser
obtidos resultados falso-negativos nas infec¢des recentes (30-50 dias); nos casos de
animais anérgicos decorrentes do estadio avangado da doenca e do acometimento
generalizado (tuberculose miliar); no periodo entre testes de PPD de 42 a 60 dias;
durante quatro a seis semanas pos-parto (imunossupressado transitoria); em

situacoes de desnutricdo; e no uso inescrupuloso e consciente de certas drogas; e
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ainda por fatores relacionados ao teste PPD, como validade do produto, variagbes
na leitura e interpretacdo do teste. Reacdes falso-positivas ou duvidosas podem
aparecer em bovinos que foram sensibilizados por outras micobactérias como M.
paratuberculosis, M. avium, tuberculose cutdnea e micobactérias atipicas, e em
animais tuberculinizados. Neste caso, € necessaria a realizagcdo minuciosa da
inspecao post-mortem (MONAGHAN et al., 1994; ROXO, 1997).

A sensibilidade do teste refere-se a habilidade para identificar animais
doentes, enquanto a especificidade refere-se a identificacdo de animais néo-
doentes. Estima-se que a sensibilidade do teste de tuberculina varia de 68-95%,
enquanto a especificidade é estimada ser de 96-99% (MONAGHAN et al., 1994).

O teste do gama interferon (IFN-y) baseia-se na titulagédo in vitro de gama-
interferon, em amostras heparinizadas de sangue total de animais suspeitos ou
infectados, produzido por linfocitos sensibilizados durante 16-24 horas do periodo de
incubacao com o antigeno especifico - PPD bovino. Este teste imunoldgico € um
ensaio de imunoadsor¢cao enzimatico (Enzyme Linked Immunosorbent Assay -
ELISA) através do qual se avalia a resposta imune mediada por células,
desenvolvida pelo organismo do animal em resposta a infecgdo micobacteriana. O
IFN-y produzido pelos linfocitos T do animal infectado € detectado através do teste
de ELISA de captura, utilizando anticorpos monoclonais anti- IFN-y (OIE, 2000).
Segundo DOMINGO et al. (1995), na Espanha, e LILENBAUM et al. (1999), no
Brasil, este teste se mostrou mais sensivel e mais rapido do que o teste intradérmico
simples, quando testado em rebanhos leiteiros. Como se trata de um teste in vitro
tem a vantagem de nao interferir no estado imune do animal, podendo ser repetido
no mesmo animal em qualquer momento (MADRUGA et al., 2001; WOOD e JONES,
2001).

2.4.5. Diagnéstico bacteriologico

Este método de diagndstico direto permite o isolamento do Mycobacterium
bovis e é considerado método “padrdo-ouro”. O estudo bacteriolégico envolve
procedimentos e materiais, tais como, meios de cultura, descontaminacdo e

condicoes de incubacado, os quais influenciam no sucesso do isolamento. Uma vez
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isolado o agente, testes adicionais como a técnica de analise de DNA e anticorpos
monoclonais podem ser aplicados para confirmar sua identidade (CORNER, 1994;
OIE, 2000). Apesar de o isolamento ser um diagnostico definitivo, pode requerer
mais do que 12 semanas para a confirmacao cultural da infeccdo e a identificacao
da cepa por métodos bioquimicos (CORNER, 1994).

A cultura em meios de Léwenstein-Jensen e Stonebrink a base de ovos e
piruvato favorece o crescimento de bactérias a partir de 10 bactérias/ml de
espécime, mas requer cuidados de colheita e remessa, a fim de manter a viabilidade
do agente para crescer nos meios de cultura (KANTOR, 1988). Meios de cultura a
base de agar enriquecidos com soro ou sangue, como exemplo o Middlebrook
modificado ou 7H11 e o meio tuberculose agar sangue ou B83, também sao
indicativos para o cultivo. A selecdo de um descontaminante e sua concentragao
para o processo de descontaminacdo também interfere na viabilidade das
micobactérias, por isso é importante conhecer os efeitos adversos que a maioria dos
reagentes tem sobre o M. bovis (CORNER, 1994).

A auséncia de micobactérias em amostras de animais tuberculina positivos
com lesdes tipicas ou sugestivas pode estar associada ao baixo numero encontrado
nas lesbes no momento da coleta das amostras ou a dificuldade de isolamento de
cepas de M. bovis (PINTO et al., 2002).

Um animal positivo para o teste de tuberculina pode ndo apresentar lesées
macroscopicas evidentes no post-mortem (OIE, 2000). Neste caso, o exame
bacteriolégico tem sido apontado como a sinalizagdo mais segura da presenca de
micobactérias em animais com tuberculose e outras micobacterioses (CORNER,
1994; PINTO et al., 2002). Portanto, € recomendada a utilizacdo simultanea de
técnicas histoldgicas e culturais no estudo de lesdes granulomatosas similares a
tuberculose (ANDRADE et al., 1991).

2.4.6. Diagndstico molecular

Desde 1950, com a descoberta da estrutura do DNA, surgiu uma nova

ciéncia, a biologia molecular, que se revelou uma ferramenta util no diagnostico de
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doencas infecciosas, através da identificacdo de uma sequiéncia génica especifica
de um agente causador de doenca.

Kary Mullis, em 1983, desenvolveu uma técnica que permitia a amplificacdo
de uma seqUéncia do material genético de qualquer organismo, a partir de
quantidades infimas, e que foi denominada de PCR ou reagéo de polimerizagdo em
cadeia.

A técnica de PCR se baseia na sintese enzimdtica orientada por
oligonucleotideos iniciadores, denominados primers. Estes primers funcionam como
sondas quando hibridizam com a sequéncia alvo de DNA da amostra e fornecem um
sitio especifico para que a enzima termoestavel DNA-polimerase promova a sintese
e incorporacao de nucleotideos, alongando o DNA. Este processo de amplificagcao in
vitro da sequéncia alvo de DNA acontece inUmeras vezes e em poucas horas
através das etapas de desnaturacao térmica e separacdo da fita de DNA, de
anelamento dos primers nos sitios especificos da fita de DNA isolada e de extensao
dos primers com auxilio dos nucleotideos e da enzima DNA-polimerase presentes
na reacao (OIE, 2000).

A sensibilidade da reacdo de PCR pode ser influenciada por fatores externos
e internos a reacao. O desenho dos primers e a escolha do método de extracdo do
DNA tém importancia relevante para o sucesso da reacao no diagnéstico da
tuberculose (SAKAMOTO et al., 1999). Nos ensaios moleculares, o desenvolvimento
e a padronizacao de um método apropriado para a extracdo de um pequeno numero
de organismos de lesdes teciduais e, a liberacdo do DNA presente nestes
organismos sao pré-requisitos que refletem na qualidade do DNA e,
conseqlentemente na sensibilidade da amplificagcdo por PCR, principalmente para a
deteccao de M. bovis em amostras paucibacilares (COLLINS et al., 1994; WARDS et
al., 1995). Entre os fatores internos destacam-se: temperatura de anelamento, que
pode influenciar na especificidade da reacao, a concentracdo de sal do tampao e a
de magnésio, que quando muito elevada pode inibir a atividade da polimerase e,
consequentemente a quantidade do produto amplificado (KLASTER et al., 1998;
SAKAMOTO et al., 1999; RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001).

No diagndstico da tuberculose bovina, o0 método de PCR e outras técnicas
moleculares vém sendo empregados para a deteccao e identificacdo dos agentes do
complexo M. tuberculosis em amostras de colbnias isoladas, de leite, de tecidos
frescos, e de tecidos fixados em formol e embebidos em parafina (ZANINI et al.,
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2001; LEITE et al., 2003). Uma das alternativas para aumentar a sensibilidade da
reacdo de PCR no diagnéstico molecular da tuberculose é o emprego da reacao de
nested-PCR, que consiste na re-amplificacdo, com primers internos, de um
fragmento amplificado em uma primeira reacdo (MOLINA e TOBO, 2004).

Atualmente, muitos pesquisadores tém utilizado a técnica de PCR para a
deteccao do DNA de micobactérias em diferentes amostras.

Rodriguez et al. (1995) descreveram o emprego dos pares de primers JB-21 e
JB-22, como especificos para discriminar a espécie M. bovis, mas com a ampliacao
da amostragem observou-se que muitas vezes nao discriminavam com clareza M.
bovis e também amplificavam pelo menos 25% de isolados de M. tuberculosis.

Bascufana e Belak (1996) utilizaram o método baseado no nested-PCR para
a rgpida identificacdo das espécies de M. bovis e M.avium intracellulare em tecido
fixado e parafinado. Para todas as espécies de micobactérias testadas foram obtidos
produtos especificos de 424pb de um gene que codifica um antigeno de superficie
de micobactéria de 65-KDa. O produto amplificado foi discriminado através de
endonucleases de restricdo em gel de agarose. Em 16,6% das amostras testadas
com uma molécula mimica usada como controle interno ndo houve amplificacdo do
alvo especifico, indicando a presenca de inibidores ou um erro dentro da reacao.

Coetsier et al. (2000) descreveram o emprego do método de diagnéstico
baseado no “duplex PCR” para discriminar complexo de micobactérias tuberculosas
de nao tuberculosas. A dupla amplificacao das sequUéncias us-p34 e f57 gerou um
padrdao de amplificacdo distinta, o que permitiu o diagndstico diferencial de
tuberculose, paratuberculose e infeccbes causadas por outros membros do
complexo M. avium. O mesmo par de primer, myc3 e myci, gerou produto de
amplificacdo de 178pb na seqUéncia us-p34 para o M. tuberculosis e M. bovis
enquanto que para o M. avium e M. avium subsp. paratuberculosis o produto foi de
257pb.

Miller et al. (2002), utilizaram primers 1S6110 para deteccdo do complexo
Mycobacterium tuberculosis e, 16S rRNA e IS900 para deteccdo do M. avium
através da técnica de PCR em secdes de blocos parafinados de animais com
suspeitas de lesbes microscépicas sem o isolamento bacteriano e mostraram 58
tecidos positivos para a infec¢gdo por micobactérias de 102 ruminantes estudados,
sendo 41 pertencentes ao complexo M. tuberculosis, possivelmente o M. bovis e 17
ao M. avium (11 subespécie M. avium paratuberculosis). Os resultados deste estudo
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mostraram que a identificagdo pela técnica de PCR é mais sensivel que a cultura, no
entanto, o método ndo mostrou 100% de sensibilidade em tecidos de animais com
cultura positiva.

Loeschke et al. (2005) descreveram o uso do nested-PCR em tecidos fixados
e embebidos em parafina, para a deteccdo de micobactérias. Enquanto que, Vitale
et al. (1998) aplicaram a mesma técnica em “swabs” nasais, aspirados de linfonodos
e leite de bovinos. A seqliiéncia alvo para a PCR foi a IS6110, pois € uma sequéncia
de insercédo especifica para organismos do complexo M. tuberculosis. Este ultimo
trabalho ressaltou a importancia da associagdo da técnica de PCR com o teste
aprovado oficialmente, o teste de tuberculina, especialmente em rea¢des duvidosas,
animais anérgicos ou nos casos de reatividade cruzada. E ainda destacou a
aplicacdo da PCR em estudos epidemiolégicos para estimar a prevaléncia da
tuberculose bovina em areas endémicas onde a doenca nao foi erradicada. Os
estudos de Miller et al. (1997) mostraram que a técnica de PCR baseada na
sequéncia IS6110 forneceu o diagndstico rapido de tuberculose em bovinos e
veados quando aplicada em secdes de tecidos parafinados com lesdes
caracteristicas e organismos alcool-acido resistentes.

Técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e outros
métodos moleculares tém sido utilizados para identificacdo de sequéncias génicas
do complexo M. tuberculosis e para estudos epidemioldgicos da tuberculose bovina
e humana (VAN EMBDEN et al., 1993; GUTIERREZ et al., 1995; ARANAZ et al.,
1998; KAMERBEEK et al., 1997; ZANINI et al., 2001). Diante das limitagées quanto
a sensibilidade e especificidade do teste da tuberculina e o longo periodo para a
confirmacdo da presenca do agente pelos métodos bacteriolégicos de rotina, tem
sido mais evidente o interesse laboratorial e cientifico pelos métodos moleculares no
diagnéstico da doenga em animais (RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001).

Estudos realizados no Mato Grosso do Sul, mostraram resultados satisfatérios
na identificacdo do M. bovis em isolados a partir de amostras teciduais, utilizando
métodos moleculares como a PCR associado a andlise padrdo com enzima de
restricdo (PRA-restriction enzyme pattern analysis) (ARAUJO et al., 2005).

No Estado de Minas Gerais, a aplicagdo da técnica de PCR em biopsias de
linfonodos de bovinos associado ao Spolygotyping e RFLP para a identificagdo do
M. bovis, mostrou que a PCR tem maior eficiéncia quando comparada a cultura e
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permitiu agrupar as amostras isoladas em cinco diferentes gendétipos (ZANINI et al.,
2001).

A nested-PCR, reacdo em cadeia da polimerase usada para amplificacao de
uma sequéncia interna, oferece vantagem por minimizar o nimero de resultados

falso-negativos quando se trata de amostra biol6gica com pouco material genético.
2.5. Fatores de risco e controle da doenca

As decisdes de manejo sanitario a serem implantadas pelos técnicos devem
ser baseadas na observacao dos fatores de risco. Os fatores que estao relacionados
com a introducdo da doenga em rebanhos livres sdo: a aquisicdo de animais
infectados sem prévio conhecimento da origem dos animais, do histérico dos testes
de diagndsticos e sem a realizacdo da quarentena; a proximidade a rebanhos
infectados que compartiiham o mesmo pasto; sombreamento, umidade e baixas
temperaturas favorecem a sobrevivéncia do agente no ambiente e, conseqlente
possibilidade de contaminacdo de animais susceptiveis. Os principais fatores que
influenciam na transmissao da doenca dentro do rebanho incluem as medidas gerais
de higiene, como limpeza e desinfeccdo das instalacdes; densidade populacional
(animal/hectare) e tipo de exploracao leiteira, ambos influenciam na transmisséo e
persisténcia da tuberculose no rebanho, pois favorecem um maior contato entre os
animais suscetiveis e infectados .

Um programa de saude animal consiste no planejamento de atividades
veterinarias regularmente aplicadas e do bom manejo do rebanho para a
manuteng¢do da saude animal e produtividade em niveis 6timos (RADOSTITS &
BLOOD, 1986). O controle visa reduzir a freqiéncia de ocorréncia de uma doenca ja
presente na populacdo, enquanto que a erradicagdo busca eliminar totalmente a
doenca (CORTES, 1993). O controle da saiude dos animais, além de garantir uma
producdo compativel com suas caracteristicas zootécnicas, propicia uma fonte de
alimento confiavel (HOMEM, 1999; AGUIAR, 2008).

A prevengdo através da vacinagdo contra tuberculose bovina ainda nao foi
preconizada em nenhum programa de controle, mas sao freqlientes as pesquisas
realizadas por entidades internacionais que visam desenvolver um antigeno capaz

de permitir a imunidade nos animais nao interferindo nos testes de diagnésticos
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(COLLINS, 1994; COSIVE et al., 1998; POLLOCK et al., 2001) . A vacina Bacille
Calmette-Guérin (BCG) ou vacina contra tuberculose € obtida através da bactéria
Mycobacterium bovis, em estado atenuado. A vacina € administrada pela via
intradérmica a partir do nascimento e, pessoas de qualquer idade podem ser
vacinadas (FUNASA, 2001). O laboratério de referéncias da OMS em Copenhagen
classificou a Moreau-Rio como a estirpe de maior viruléncia residual. Também a
maior protecao foi obtida pela vacina brasileira junto com somente mais duas (Rio-
Paris-Madras) de um grupo de 11.

O tratamento de animais tuberculosos nédo é recomendado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e também nao por paises que tém programas
de controle, pois ndo é possivel através do tratamento, principalmente com a droga
isoniazida, eliminar todos os animais portadores do bacilo, o que favorece a
manutencédo da fonte de infeccdo e disseminacdo da doencga no rebanho (ROXO,
1997; LAGE et al., 1998).

A tuberculose bovina € uma das doencgas de notificacdo obrigatéria para a
OIE (Organizacao Internacional de Epizootias), pois apresenta importancia
socioeconémica, na saude publica e afeta o comércio internacional. Com isso, para
o controle e erradicacado da doenga, em 2001, o MAPA instituiu o Programa Nacional
de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) e o
regulamento técnico do PNCEBT foi aprovado em 2004 através de uma Instrugao
Normativa da Secretaria de Defesa Agropecuéria. Este programa visa a reducao da
prevaléncia e incidéncia de ambas as doencgas, bem como a certificacdo dos
estabelecimentos de criacdo e suas respectivas medidas sanitarias, principalmente,
na bovinocultura e bubalinocultura com o intuito de evitar prejuizos a saude publica
(BRASIL, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras de tecidos fixados e incluidos em parafina

Foram utilizados blocos de parafina com tecidos fixados em formol
tamponado neutro a 10%, provenientes de 72 bovinos positivos para o teste de
tuberculina abatidos em matadouros sob Inspecdao Estadual na Regido do Norte
Fluminense. As amostras teciduais foram colhidas de acordo com a evidéncia de
lesdes macroscépicas na inspecao e, quando nado existia lesdo evidente a
macroscopia, priorizaram-se amostras teciduais dos pulmbes e seus linfonodos
satélites (retrofaringeos, mediastinicos e traqueobrénquicos). As amostras
parafinadas foram previamente cortadas a secdes de 5um e analisadas por métodos
histopatoldgicos de rotina de HE e, especial de ZN para a avaliagdo da condicéo de
paucibacilar, pluribacilar ou abacilar. Para isso, adotou-se a analise microscopica de
10 diferentes campos focalizando, quando da existéncia de lesdo granulomatosa, as
areas de infiltrado de células epitelidides, as células gigantes de Langhans e

necrose caseosa.

3.1.1. Processamento de retirada da parafina e extracao do DNA

As amostras foram processadas conforme o protocolo ajustado descrito por
Coetsier et al. (2000).

Os blocos foram limpos com gaze umedecida com etanol a 100%. Foram
obtidas 10 secdes de 2um de cada bloco parafinado com auxilio de navalhas
histolégicas novas para cada bloco. Os cortes foram transferidos para microtubos de
1,5mL devidamente identificados. Para o processo de retirada da parafina, os cortes
foram submetidos, por duas vezes, ao banho de 1mL de xilol por 30 minutos a 65°C,
centrifugados a 11289.6g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, foi retirado o excesso de xilol dos microtubos com sequiéncias de banhos
com 1mL de etanol a 100% e 95%, ambos por 1 minuto a temperatura ambiente
(=z27°C). Para a reidratagdo, o material foi submetido a dois banhos de 1mL de
etanol a 70°C e trés banhos com agua ultrapura, alternando com a centrifugacao a
11289.6g por 5 minutos entre cada banho.
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A partir do material hidratado foi realizada a digestdo das proteinas e a
extragdo do DNA utilizando o Kit Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega,
conforme o protocolo ajustado do fabricante. Para isso, foi adicionado no microtubo
contendo o material biolégico, 200uL de solucédo de lise celular (Wizard Genomic
DNA Purification Kit - Promega), em seguida, o microtubo foi bem homogeneizado
no vértex e incubado a 65°C por 60 minutos. Para a digestdo das proteinas, a
amostra foi incubada em 1uL de proteinase K (100 mg/mL) “overnight” a 60°C. Na
etapa seguinte, o material foi tratado com 0,75uL de RNase, homogeneizado por
inversdo e incubado por 15 minutos a 37°C. Em temperatura ambiente, foi
adicionado ao microtubo contendo o lisado celular, 100 uL de solucdo de
precipitacdo de proteinas (Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega),
homogeneizado no vortex em alta rotacdo por 30 segundos e centrifugado a
11289.6¢g por 3 minutos. No proximo passo, o sobrenadante foi transferido para um
microtubo de 1,5mL contendo 600uL de isopropanol e homogeneizado por inversao.
O microtubo foi submetido a centrifugacdo de 11289.6g por 1 minuto, seguido do
descarte do sobrenadante, adicdo de 50uL de solucdo de hidratacdo de DNA
(Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega) e incubagédo por 1 hora a 65°C.
Por fim, as amostras de DNA foram armazenadas a -20°C.

Esta etapa foi realizada no Nucleo de Andlise Genémica e no Setor de
Morfologia e Anatomia Patolégica do Laboratério de Sanidade Animal (LSA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

3.2. Amostras de cultura

Os isolados, a partir de tecidos bovinos foram obtidos de colénias com morfologia
tipica de micobactérias com o crescimento em meio solido Léwenstein-Jensen (LJ),
a base de ovo, com piruvato, ap6s um periodo de 2-3 meses. Foi utilizado também
um isolado a partir de lesao renal de um cédo. As amostras biologicas foram isoladas
no Laboratorio de Micobactérias da Universidade Federal do Rio de Janeiro no
Centro de Ciéncias da Saude (UFRJ/CCS).

3.2.1. Extracao do DNA

A extragdo do DNA bacteriano foi baseada no protocolo modificado do método
“boiling and freezing” (COATES et al.,, 1991; MILLER et al., 1997; MILLER et al.,
2002). Uma algada da amostra da bactéria foi depositada em um tubo com bolas de
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vidro seguida por agitagdo no “vortex” por 15 segundos. Foi adicionado 500ul do
tampdo T.E. no tubo e homogeneizado. O volume de 300ul desta solugédo foi
dispensado em um microtubo, o qual foi submetido, por 3 vezes alternadas, a
temperatura de 100 °C por 10 minutos e ao resfriamento no gelo por 10 minutos. O
microtubo foi centrifugado a 7840g por 5 minutos e o sobrenadante (DNA extraido)

foi armazenado a - 20 C.

3.3. Desenho dos iniciadores (primer)

Esta etapa e as que se seguem foram realizadas no Nucleo de analise
gendmica da UENF.

Os primers foram previamente desenhados para amplificar regides no gene
us-p34 correspondentes ao genoma do M. bovis. As seqliéncias de primers (Myc 1,
Myc 4 e Myc 5), gene de sua localizagdo e tamanho do produto amplificado estdo
apresentados na tabela 1 (COETSIER et al., 2000).

Tabela 1. Sequéncias de primers, gene alvo e tamanho do produto da 1° reacédo de

amplificacao
Primers Sequéncia de primers Genealvo Frodutodat’
amplificacao
Myc 1 5.GAG TAG GTC ATG GCT CCTCC  Gene us- -
P

Myc 5 5’-CGG CAG CGA AGC GTC ACC CGC p34

Tabela 2. Sequiéncias de primers, gene alvo e tamanho do produto da 2° reacédo de

amplificacao

Produto da 2°
Primers Seqléncia de primers Gene alvo amplificagao
(nested-PCR)

Myc 1 5'GAG TAG GTC ATG GCTccTcc~ Gene us- 216 pb
Myc 4 5-ATG CCG CGG TCG CTG GTG AA p34




12 amplificagao

myc 5 myc 1
— 343bp =
L ®

22 amplificagao

myc 4 myc 1
 —— 216bp —
® @

Figura 3: Esquema representativo do nested-PCR para a amplificagdo de um fragmento de 216bp.

myc5 — v
MB myc2 —> |coacAsccmccswaccmc#c.wcccamcccccccmccrmmCGGGATGNGGNTGTNGGGC
: | IIIIIIIIIII||IIII|||I|I|Illilillllllilllllllllll
MT bwwcAGCGAAGCGTCACCCGTC‘GTOGGATGGGCCGCCTGGCGCTTGACCGGG ATGTGGGTGTGTTCGGGE 90
POREREEE CERRRRerrer PReeeenr eenne o0 o0 benee or te el eereeer eeeed ok Perereey 1
MPT GTGCGCATGTAGCGGTCGTCGGGCAGCGACGCGTCGCCEETEETCGEGTGCGOGGCCTCCOGCTTGATOGGCGATATGCGTGTGTTCCGGC 90
mycd
MB Accrmmcsmccmccccmwmmems?cTeccccccccosccmmdamccccccrcccmm#AGCACAAGTCOG
FREVRRERRRRE R e e e e e ey e e e e e e e e e e e e e ren RRRRARRANNRY
MT ACGTAAAACGTGCGAAACCOGTGGC TTTCAGCAAGTCTGGCGGCCGOGGCCGGEETGATGCCOGCGGTCGCTGGTGAACAGCACAAGTCCG 180
PEORE T 0 Rt e e it e e veenet b Ceeere CEn e e peeeenen 1
MPT ACGTAGAAGGTCGCAAACCCGTGGTCGTCGECAAGCTTCGCGECCGCAGCCGRAGAGATGCCACGGTCGCTGGTGAAAAGCACAAGCCCG 180
myc3 —>
MB TAGTGCATGCACCGAATTAGAACGTGTTCCACCTGOGCOGEGCAAGC . . v oo v v e e va e nnaas GGCCGTCCAGTCGT. . . . TAATG
LT AAARRARARRARRRANRARnAY RLARRARNARANY T
MT TAG! TTCCACCTGOGCCGGGCAAGC . « o o v v e vvvnvranssnns GGCCGTCCAGTCGT. . . . TAATG 246
I FEEEE TEEE 1 PR [ 11l I
MPT TAATCCATGCAGTGAATTAGAACGTGTTC TACCTC TGCGGGGCAAGC TGTCGTGATACGGACCGTCTCGCCGCGCGGTCGTCTGCGAAGE 270
CELEELEEEREE e en e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e
Ma GTTCTACCTCTGCGGGGCAAGCTGTCGTGATACGGACCGTC TCGCCGCGCGGTCGTCTCCGAAGT
MB TCGCGAGC . . GCCGBTCGCTCCGGCAGCGGCACCCGAACGTGCGCTAGCGTGGTTGATCGAATCGCGTCG. < v v v e e v e v aeansns ccG
PECREEEE  PRRREee e en et e e e e e e et e e e e e e e e e e e et [
MT TCGCGAGLE . . GCCGGTOGC TCCGGCAGOGGECACCCGAACGTGCGC TAGCGTGGTTGATCGAATCGCOTCG. v v v v v v v s s s s ns CCG 317
N N O A N N RN NN | 1
MPT COGOGGGCAAGCCAATGGCGACGGCACCGGCOGTCGCACGTGCGCTAGCGTGGGTGATCG . ACCGTGTCGCTCGCGCAGTGACGCGCCTG 359
CORELEERRR e et e e e e e e e e et eet e b ety
MA CCGCGGGCAAGCCAATGGCGACGGCACCGGCCGTCGCACGTGCGC TAGCGTGGGTGATCG . ACCGTGTCGCTCGCGCAGTGACGCGCCTG
MB Tt Toond Tak Ye s yi ol Tag el Taiad Ve O ~—— myc1
HIIlIIIIIIIIII]IIIIIIIIII -
MT A ACATCOOCACTACACC AT b wiacein v svaran s s s o amis rpasiaio el GGAGGAGCCATGACCT! CGGG 370
|I]|| (L il 11|
MPT cuc;caccccmcc;cnmcuccsmmcccccmacwmmcmmccm.&mcmccmmciTACTCICCCGG 449
PEEREEEERE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e een g
MA CAAGCACCGCGTCGCATCGCAACCETGGOGCCOGCTCGGCACTAAAAGGCAGTGGAAGCAACA P34 ORF

Figura 4: Alinhamento das sequUéncias de nucleotideos dos genes us-p34 de M. bovis, M.
tuberculosis, M. avium subsp. paratuberculosis e M. avium subsp. Fonte: COETSIER et al., 2000 -
modificado.



10

15

20

25

30

3.4. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
3.4.1. PCR das amostras de tecido fixado e incluido em parafina

A amplificacao da sequéncia us-p34 foi realizada através de um nested-PCR.
Na primeira reacao de PCR foram usados os primers Myc 1 e Myc 5, e na segunda
reacao, os primers Myc 1 e Myc 4.

Na primeira amplificacdo, foi adicionado 1uL de cada amostra de DNA
extraido em uma reacao de PCR com um volume final de 25uL contendo 20pmol de
cada iniciador Myc 1 e Myc 5, 0,2mM de cada dNTP (10mM), 0,5U de DNA taq
polimerase, tampéo 10X de reacado da enzima taq polimerase (75mM Tris-HCI, 20
MM (NH4)2SO4, pH 8.8), 1,5 mM de MgCl, (25 mM) e agua ultrapura (Kit Fermentas
life sciences). Previamente foi realizada uma reacédo de gradiente de temperatura
para analisar a melhor temperatura de anelamento dos iniciadores. A primeira
reacao foi realizada nas seguintes condi¢coes de temperatura/tempo: desnaturacéo a
94°C por 5 minutos, 40 ciclos de amplificagdo como se segue: desnaturagcéo a 94 °C
por 30 segundos, anelamento a 40,6° C por um minuto e extensdo do DNA a 72°C
por um minuto e 30 segundos. Em seguida, procede-se uma extensao final a 72 °C
por sete minutos.

Na segunda amplificagdo (nested-PCR), foi adicionado 0,5uL do produto da
primeira amplificacdo em uma reagdo de PCR com um volume final de 25uL,
contendo 18,2uL de agua ultrapura, 1uL de cada iniciador Myc 1 e Myc 4 (20
pMoles), 0,5uL de DNTp Mix (10 mM), 0,1uL de tag polimerase recombinante
(0,5U), 2,5uL de tampao de reacédo da enzima taq polimerase 10x (NH4)2SO4 e 2uL
de MgCly .(25mM). Esta amplificacdo foi realizada no mesmo termociclador nas
seguintes condicbes de temperatura/tempo: desnaturacéo a 94 °C por cinco minutos,
40 ciclos de amplificacdo como se segue: desnaturacao a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 51,6°C por um minuto e extensdo a 72°C por um minuto e 30
segundos, seguidos de uma extensao final a 72 °C por sete minutos.

Os produtos da primeira amplificacdao foram diluidos em 1:10, 1:100 e
1:1000, em seguida, cada diluicao foi submetida a segunda amplificacao.

Nos casos com lesdes histopatoldgicas sugestivas, mas com amplificacao

negativa, foi repetido 0 mesmo procedimento de extracao do DNA e amplificacao.
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As reacdes foram realizadas no termociclador PTC 100™ (Programmable
Thermal Controller-MJ Research, Inc.).

A cada ensaio de amplificacao foi incluido um controle positivo (amostra de
DNA bacteriano proveniente de cultura - Mycobacterium tuberculosis - H37Rv) e um
controle negativo (contendo somente agua ultrapura e a solugao da reacao de PCR).

Os produtos das amplificacdes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,4 % preparado com TAE 1X, corado com brometo de etidio e,
visualizado e fotografado por trans-iluminagdo ultravioleta no aparelho EAGLE
EYE™ Il - STRATAGENE. Foi utilizado 9uL do produto amplificado com 1uL do
tampao de amostra 10X. O tamanho do produto amplificado foi determinado por um
marcador de peso molecular de 1000 pb (Fermentas Life Sciences).

3.4.1.1. Purificacao dos produtos de PCR em gel de agarose

O DNA amplificado foi extraido a partir do gel de agarose TAE 1X com 0 uso
do Kit BIOCLEAN para purificagdo de bandas de DNA (BIOTOOLS) seguindo os

passos:

1. A banda contendo o DNA amplificado foi recortada do gel, depositada dentro de
um microtubo 1,5mL onde foi adicionado 1mL da solucao de AgarMelt;

2. Para dissolver o gel, o microtubo foi submetido a temperatura de 65°C por 2

minutos em banho-maria;

3. Ao microtubo, foi adicionado 5uL de silica BC, homogeneizado suavemente por

inversao e incubado emt °C ambiente por 10 minutos, agitando a cada 2 minutos;

4. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 11289.6g por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado;

5. Foi adicionado o volume de 300uL da solucao de “cold wash” para decantagdo da
silica (“pellet”), seguido da centrifugagdo a 11289.6g por 10 minutos e descarte do
sobrenadante. Esse passo foi repetido por duas vezes;

6. Foi adicionado 25uL de agua ultrapura aquecida, incubado a 65°C por 3 minutos e

centrifugado a 11289.6g por 10 minutos;
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7. O sobrenadante foi transferido para um tubo estéril e centrifugado a 11289.6g por

10 minutos.

3.4.2. PCR das amostras de cultura

Para as amostras de cultura foi realizada somente a primeira reacdo de
amplificacdo com os primers myc1 e mycb, utilizando a mesma metodologia do item
3.6.

3.4.2.1. Sequenciamento das amostras de cultura

As amostras de cultura amplificadas na 1° reacao de PCR foram submetidas a
reacdo de sequenciamento com o Kit BigDye Terminator v. 3.1. (PE Applied
Biosystems). A reacao foi realizada nas seguintes condicbes de temperatura/tempo:
desnaturacédo a 96°C por 1 minuto, 25 ciclos de amplificagdo (desnaturacdao a 96°C
por 15 segundos, anelamento a 40,6°C por 15 segundos, extensdo a 60°C por 4
minutos) no PTC 100™ (Programmable Thermal Controller-MJ Research, Inc.). Os
primers utilizados na reacao de sequenciamento foram os mesmos para a PCR. A
etapa seguinte compreendeu o processo de precipitacdo com isopropanol.

O sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico capilar ABI
3130 (Applied Biosystems).

3.4.2.2. Analise e alinhamento das seqliéncias

As sequéncias geradas foram montadas através dos programas
Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux (Ewing & Green, 1998; Ewing et
al.,, 1998; Gordon et al., 1998). As sequéncias foram analisadas através da
ferramenta BLASTn contra a base de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information, website http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 evidenciou que 49 amostras analisadas por recursos
histopatoldgicos mostraram lesées granulomatosas microscépicas representada por
areas de necrose caseosa central com frequiente deposicdo de material calcario,
rodeada por um infiltrado inflamatério de macroéfagos, linfécitos, neutréfilos, células
epitelidides e células gigantes de Langhans, e uma cépsula de tecido conjuntivo
fibroso na periferia, caracterizando um granuloma (SANTOS, 2004). Enquanto que,
23 foram negativas para lesdes tipicas granulomatosas quando analisadas pela HE.
Para a coloracdo especial de ZN, 35 evidenciaram BAAR, porém com padrao
paucibacilar, onde a contagem nos dez campos previamente selecionados nao
totalizou mais que 10 BAAR. O método de diagnostico molecular através do nested-
PCR quando comparado com o padrdo de lesao histopatoldgico, mostrou 54
amostras positivas quando 43 revelaram lesbGes representadas por células
epitelidides e necrose caseosa, achados tipicos de um granuloma, e 11 amostras
foram negativas. E das 18 amostras negativas pela técnica molecular, 6
evidenciaram células epitelidides e necrose caseosa através da microscopia € 12
foram negativas para tal. Esses resultados demonstraram que a técnica de nested-
PCR em tecido fixado em formol em combinagdo com as técnicas histolégicas
aumentaram a eficiéncia dos diagnésticos laboratoriais na deteccao e identificagao
das doengas de ruminantes causadas por micobactérias (MILLER et al., 2002). A
tabela evidencia que a aplicagdo da técnica de PCR em tecido fixado em formol
pode resultar em infeccdes por micobactérias positivas quando a histopatologia falha
e vice-versa, considerando esta possibilidade, é coerente que os laboratérios de
diagnésticos para doencas causadas por micobactérias utilizem técnicas
complementares como a histopatologia de rotina e especial e a cultura para
maximizar a eficiéncia dos resultados. No tratamento estatistico pelo teste de Q-
quadrado (SAEG, 2007), as técnicas utilizadas ndo sdo independentes, o que
permite considerar que a técnica de PCR em tecido parafinado é um método de
diagnéstico complementar as técnicas histologicas.

O resultado da PCR a partir de amostras histolégicas € influenciado pelo tempo de
fixacdo, tempo de estoque dos blocos parafinados, método de extragcdo do DNA e o
comprimento da sequéncia-alvo de DNA (GREER et al., 1994). Estudos concluiram
que o método de PCR nao deve substituir a cultura até que melhores técnicas de
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extracdo sejam desenvolvidas para pequenos numeros de micobactérias, situacao
que frequentemente ocorre em tecidos de bovinos tuberculosos (WARDS et al.,
1995).

Tabela 3: Relacao entre os métodos de diagnéstico através da PCR e da

histopatologia de rotina (HE) e especial (ZN).

Métodos de diagndsticos

Resultados Células Epitelidides
PCR Necrose Caseosa Ziehl-Neelsen
+ - + - Total
Positivo 43 11 30 24 54
Negativo 6 12 5 13 18
Total 49 23 35 37 72

O método nested-PCR, baseado nas sequiéncias da regiao us-p34 foi aplicado para
discriminar o complexo de micobactérias tuberculosas. Este método que emprega
uma segunda etapa de amplificagdo com iniciadores internos aos utilizados na
primeira etapa visou aumentar a sensibilidade e especificidade (Figura 3). Os
primers utilizados permitiram uma amplificacdo de um fragmento de 216pb nas
micobactérias tuberculosas (Figura 4), conforme observado na sequUéncia us-p34
descrita no trabalho de Coetsier et al. (2000). O método de PCR confrontado com a
histopatologia/HE demonstrou éxito em 75% do total das amostras testadas sendo
que aproximadamente 60% apresentaram resultado positivo em ambos os métodos
e 20% foi positiva apenas pela PCR. O método molecular foi positivo em 30 de 35
(85,7%) amostras positivas para histopatologia/ZN e ainda evidenciou sucesso em
24 (64,9%) amostras negativas na histopatologia/ZN. O nested-PCR evidenciou uma
sensibilidade de 75% para a identificacdo do complexo M. tuberculosis sendo
equivalente a taxa de 71% (LIEBANA et al., 1995) e inferior a de 91% (WARDS et
al., 1995) e a de 88% (VITALE et al., 1998) em estudos realizados com tecidos
frescos. A sensibilidade depende do sistema de extracdo, da amostra biologica e do
tipo de lesdo. A sensibilidade variou de 61,11% para amostras sem lesdes visiveis a
80,64% para amostras com lesdes cronicas, com uma meédia de 73,87% (PARRA et
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al., 2008), de acordo com os achados do presente trabalho em tecido fixado e
parafinado. O diagnéstico molecular de micobactéria é considerado favoravel
particularmente se houver suspeita clinica e de lesdes histolégicas sem a
demonstracdo de bacilos alcool-acido resistentes no tecido fixado e incluido em
parafina (GUPTA et al., 2003).

250pb

Figura 5: Andlise da dupla amplificacdo com detecgcao do fragmento de 216pb pela eletroforese
em gel de agarose a 1,4%. Linha 1: ladder de 1 Kb, como marcador de peso molecular (PM);
linha 2 a 31: amostras testadas de DNA extraido de tecidos fixados e incluidos em parafina. A
seta indica a dire¢do da amplificagdo de 216pb, aproximadamente; linha 33: controle negativo;
linha 34: controle positivo.

Considerando a dificuldade na extragcdo do DNA em amostras bovinas decorrente do
padrdao paucibacilar e da intensa fibrose e calcificagcdo na lesdo que dificultam o
acesso ao DNA, este trabalho priorizou seguir resultados com metodologias para
melhorar a sensibilidade da PCR. Visando o aumento e a pureza do DNA extraido
conforme observado por Loeschke et al. (2005), foram utilizadas seg¢bes finas (2um)
e digestdo com proteinase K “overnight”. Conforme o experimento feito por
Whittington et al. (1999), a diluicdo do DNA extraido permitiu aumentar a intensidade
do produto de PCR. Tanto a diluigdo do DNA extraido como a do DNA amplificado &
um procedimento importante quando se trata de tecido fixado e parafinado, pois
reduz inibidores da reacdo e DNA nao-alvo. Neste trabalho, para algumas amostras
testadas, a diluicdo de 1:10 e 1:100 da 1* para a 2* amplificagdo evidenciou produto
de PCR antes nao visualizado quando utilizado sem diluicdo. Outra metodologia
adotada para a reducéo de inibidores € a purificacdo do DNA (KOLK et al., 1992). A
purificacdo do DNA com silica permitiu um resultado satisfatoério (Figura 7). A
presenca de inibidores e impurezas em solucao de DNA a partir de tecidos fixados e
parafinados € um problema bem conhecido que freqlentemente interfere na PCR,
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leva a resultados falso-negativos e torna um obstaculo para a adocao universal
desta técnica (KOLK et al., 1992; BASCUNANA & BELAK, 1996). A fragmentacéo do
DNA e a rigidez da parede celular da micobactéria também s&o obstaculos para a
deteccdo do DNA em tecidos embebidos em parafina (GOLDMANN & VOLLMER,
2003).

PM

250pb .

Figura 7: Resultado da purificagdo do DNA amplificado em gel de agarose. Amplificacdo do
fragmento de 216pb pela eletroforese em gel de agarose a 1,4%. Linha 1: ladder de 1 Kb, como
marcador de peso molecular (PM); linha 3 a 17: amostras amplificadas e purificadas de DNA
extraido de tecidos fixados e incluidos em parafina; linhas 18 a 23: amostras amplificadas e
purificadas com restos de reacao.

PM

Figura 8: Analise da PCR com deteccao do fragmento de 343pb pela eletroforese em gel de
agarose a 1,4%. Coluna 1: ladder de 1 Kb, como marcador de peso molecular (PM); colunas
2 a 13: amostras positivas de DNA extraido de cultura de micobactérias; colunas 14 e 15:

amostras de isolamento de coldnias provenientes de lesdo renal de um cado em diferentes
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diluicdes; coluna 16: amostra de controle positivo de M. tuberculosis H37Rv; coluna 17:
controle negativo. A seta indica a diregcao da amplificacao de 343pb.

Todas as 14 (100%) amostras de isolamentos de col6nias testadas demonstraram
amplificacdo na fotodocumentacédo (Figura 8), sensibilidade também relatada por
Zanini et al. (2001) em amostras isoladas. As amostras das colunas de 2 a 13
evidenciaram a amplificacdo de fragmentos de 343pb, confirmando pertencer ao
complexo M. tuberculosis quando analisado na sequéncia us-p34 descrita no
trabalho de Coetsier et al. (2000). A amostra em diferentes diluicdes das colunas 14
e 15, comprovadas por provas bioquimicas serem M. tuberculosis e o controle
positivo de M. tuberculosis H37Rv revelaram amplificacdo de fragmentos de
tamanho inferior a 343pb. Isso pode ser devido a Unica transicdo entre os
nucleotideos na posicao 41 de C para T (Figura 2) entre M. bovis e M. tuberculosis,
mas nao é possivel comprovar através da fotodocumentacao em gel de agarose, se
faz necessério técnicas moleculares mais sensiveis. Esses resultados revelaram que
o DNA a partir de cultura é mais disponivel do que o DNA extraido de tecidos
fixados. Liebana et al. (1995) relatam que existem limitacbes da técnica de PCR
quando utilizada para a deteccao direta de M. bovis em amostras paucibacilar e a
cultura tem sensibilidade superior para a deteccao direta. No entanto, a técnica de
PCR foi mais suficientemente sensivel para detectar M. bovis quando comparado
com amostras que falharam no crescimento da cultura (LIEBANA et al., 1995;
ZANINI et al., 2001). A PCR mostrou 28,5 vezes mais eficiente quando comparado
com a cultura e com a microscopia direta (ROMERO et al., 1999). O sucesso do
PCR depende da disponibilidade do DNA, livre de contaminagdes que prejudiquem
no processo de amplificagdo (KOLK et al., 1992).

As seqUéncias obtidas através da amplificacdo das amostras de cultura
foram analisadas através da ferramenta BLASTn contra a base de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information, website http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
As sequéncias mostraram identificacdo maxima, 99% de similaridade com as
seguintes sequéncias ja depositadas no banco de dados e identificadas com os

aCessos que se segue:
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Tabela 4: Relacdo de sequéncias obtidas contra a base de dados do NCBI que

mostraram identificacdo com as seqiiéncias analisadas na ferramenta BLASTn.

Sequéncias g{gggﬁ;&% Cg/L;ergg/ye Valor E Identidade
AM408590 MVCObaCteri“T1 ";g‘gz BCG Pasteur 95% 5e-166 99%
CP000717 Mycobacterium tuberculosis F11 95% 06164 99%
CP000611 Mycobacterium tuberculosis H37Ra 95% 06164 99%
AE000516 Mycobacterium tuberculosis CDC1551 95% 06164 99%
BX842575 Mycobacterium tuberculosis H37Rv 95% 06164 99%
BX248337 Mycobacterium bovis subsp. bovis 95% 06164 99%

AF2122/97
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5. CONCLUSOES

Os primers desenhados e utilizados para o nested-PCR demonstraram ser
especificos para o complexo Mycobacterium tuberculosis e permitiram a detec¢ao de
M. bovis em amostras bioldgicas de bovinos com a doenga quando associado com
as caracteristicas histolégicas da lesao.

O nested-PCR pode ser aplicado em tecidos fixados em solucdo de formalina e
parafinados como uma ferramenta diagndstica complementar a histopatologia no

rastreio de tuberculose em bovinos.

Diante da sensibilidade e eficiéncia nos resultados da técnica de nested-PCR, esta
pode ser valiosa no auxilio a inspecao sanitaria em matadouros para a condenagao

de animais sacrificados com suspeita de tuberculose bovina.

A patologia molecular associada a histopatologia permitiu incluir o agente etiolégico
identificado responsavel pela enzootia no complexo M. tuberculosis mais
notadamente o M. bovis.
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