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RESUMO

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa de abrangéncia
mundial que afeta seres humanos e diversas espécies de animais. A principal
espécie de microorganismo infectante dos bovinos é Mycobacterium bovis, que
pelo nimero de casos, é uma manifestagdo endémica no Brasil e causa
prejuizos econdmicos porque interfere na redugédo da produtividade do rebanho
e perdas de carcacas no frigorifico. Ainda, por se tratar de uma zoonose, M.
bovis pode infectar seres humanos, causando uma doencga clinicamente e
patologicamente indistinguivel da infeccdo por M. tuberculosis. Apesar da falta
de informacbdes e da importancia da tuberculose bovina para a salude da
populacdo, o aumento do numero de pacientes imunossuprimidos no pais,
principalmente pelo virus da imunodeficiéncia humana, causa preocupacao em
relacdo as doencas causadas por espécies atipicas.

Um total de 35 bovinos reagentes, ou indeterminados e negativos a
prova de tuberculinizacdo foram utilizados, tendo amostras de tecidos colhidas
no momento do abate. Em relagdo a prova de Tuberculina 48,57% (17/35) dos
animais foram diagnosticados positivos para Tuberculose, 22,86% (8/35)
apresentaram resultado inconclusivo e 28,57% (10/35) apresentaram resultado
negativo. Do total de bovinos examinados, 85,71% (30/35) apresentaram lesao
macroscopica sugestiva de tuberculose. Na avaliacdo microscopica (Citologia)
60,00% (21/35) apresentaram caracteristicas de algum tipo de lesdo. Na
avaliacao histopatolégica, 40,00% (14/35) dos animais apresentaram lesdes
granulomatosas caracteristicas de tuberculose, onde foram visualizados
Bacilos Alcool Acido Resistentes (BAAR). Com a interposicdo destes dados
obtemos que dos 17 animais positivos para prova da tuberculina 58,82%
(10/17) animais nao apresentaram lesdo caracteristica de tuberculose com a
presenca de BAAR, 88,23% (15/17) tinham lesdo macroscopica sugestiva de
tuberculose e 52,94% (9/17) apresentavam algum tipo de lesdo microscépica.

Para a analise molecular foi utilizada a metodologia de andlise do gene,
que codifica a subunidade B da RNA polimerase (rpof). Foram selecionadas as
amostras dos linfonodos carotideos para desenvolver esta metodologia. O seu
DNA foi extraido em dois momentos. O primeiro momento foi sem o isolamento

da cultura, sendo extraido DNA do tecido intacto através da técnica de Fenol-



Cloroférmio. Nesta andlise nao foi possivel a amplificacdo do DNA, fato este
esperado pela dificuldade de se obter quantidade de DNA suficiente para
amplificagdo na metodologia de PCR. O segundo momento foi feita a extracao
de DNA das amostras que obtiveram crescimento no meio de cultura
Lowenstein-Jensen (amostra 35) e Stonebrink (amostras 1, 2 e 5). O produto
desta PCR foi purificado e encaminhado para o sequienciamento, usando as
metodologias descritas no ponto 4 desta dissertacao.

O seqlienciamento da amostra 1 mostrou um fragmento com 746
nucleotideos, a amostra dois 728 nucleotideos, a amostra 5 743 nucleotideos e
a amostra 35 apresentou um fragmento de 742 nucleotideos. Quando
realizamos as andlises pelo programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) obtemos para todas as amostras 0 mesmo resultado. Isto demonstra que
a utilizacdo do gene rpof para a caracterizagdo de subtipos de M. bovis nesta

regiao nao € recomendada.

ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease of world-wide that affects humans
and several species of animals. The main species of microorganism infecting
animals is of Mycobacterium bovis, that the number of cases, is a manifestation
endemic in Brazil and causes economic losses because it interferes with
reduced productivity and loss of livestock carcasses in the refrigerator. Still,
because it is a zoonosis, M. bovis can infect humans, causing a disease
clinically and pathologically indistinguishable from infection by M. tuberculosis.
Despite the lack of information and the importance of bovine tuberculosis to the
health of the population, the increasing number of immunocompromised
patients in the country, especially the human immunodeficiency virus, causes
concern about the diseases caused by atypical species.

A total of 35 cattle reagents, negative or indeterminate and the tuberculin
test were used, and tissue samples taken at slaughter. The animals examined,
85.71% (30/35) showed gross lesions suggestive of tuberculosis. On

microscopic evaluation (cytology) 60.00% (21/35) showed characteristics of



some type of injury. In histopathological evaluation, 40.00% (14/35) of the
animals showed granulomatous lesions characteristic of tuberculosis, which
were visualized acid resistant bacilli (AFB). In relation to the test 48.57% (17/35)
of animals were diagnosed positive for TB, 22.86% (8 / 35) had inconclusive
results and 28,57% (10/35) tested negative. With the filing of these data we
obtain from the 17 animals positive for the tuberculin 58.82% (10/17) animals
showed lesions characteristic of tuberculosis in the presence of AFB, 88.23%
(15/17) had macroscopic lesions suggestive tuberculosis and 52.94% (9 / 17)
had some type of microscopic damage.

For molecular analysis we used the methodology of analysis of the gene,
which encodes the B subunit of RNA polymerase (rpof). We selected the
samples of lymph carotid to develop this methodology. His DNA was extracted
in two stages. The first time was without the isolation of the culture, and
extracted DNA from intact tissue using the technique of phenol-chloroform. This
analysis was not possible to amplify the DNA, a fact expected by the difficulty in
obtaining sufficient quantities of DNA for amplification in PCR methodology. The
second time was made to extract DNA from samples obtained through growth in
Lowenstein-densen culture (sample 35) and Stonebrink (samples 1, 2 and 5).

The product of this PCR was purified and sent for sequencing using the
methods described in chapter 4 of this dissertation. The sequencing of sample 1
showed a fragment with 746 nucleotides, the sample two 728 nucleotides, the
sample 5 743 nucleotides and sample 35 showed a fragment of 742
nucleotides. When we perform the analysis by BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) to get all the samples the same result. This demonstrates that the
use of gene rpoB characterize subtypes of M. bovis in this region is not

recommended.



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

O presente trabalho foi desenvolvido no Setor de Biologia Molecular do
Laboratério Central do Estado do Parana (LACEN-PR) e no Centro de
Diagnéstico Marcos Enrietti (CDME), sob convénio estabelecido entre estas
duas instituicdes do Governo Estadual e a Universidade Federal do Parana.
Este projeto teve como premissa a selecdo, otimizacdo e validacdo de um
método molecular para o diagnéstico de espécies de micobactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis que estariam contaminando rebanhos
bovinos do Estado do Parana. Para o desenvolvimento deste projeto o mesmo
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Agrarias desta Universidade sob protocolo 008/2008 e financiado por verba do
Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em Ciéncia e Tecnologia para o
SUS sob protocolo 9040 da Fundagéo Araucaria.

Durante o periodo do estudo, foram avaliados casos de animais com
resultados positivos e indeterminados para o teste de tuberculina,
encaminhados para abate sanitario no Frigorifico Argus Ltda. de Sao José dos
Pinhais, Parana. A coleta foi autorizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e do Abastecimento na pessoa do Prof. Carlos Roberto Conti Naumann,
professor da disciplina de Inspecao de Produtos de Origem Animal do
Departamento de Medicina Veterinaria-UFPR. Foram coletadas amostras
destes animais para se obter material necessario para os procedimentos de
Histopatologia, Cultivo celular e Biologia Molecular empregados neste caso.

Pretende-se, com a analise, discussdo e publicacdo dos resultados
deste trabalho, tracar aspectos de vigilancia epidemiol6gica dos rebanhos
bovinos de producdo de carne e leite. Isto & necessario para um melhor
entendimento da contaminagdo de tuberculose bovina, possibilitando assim
maneiras mais eficazes de controle, monitoramento e erradicacao da doenca,
evitando perda na producdo dos rebanhos e possiveis contagios inter-
especificos (contaminacao da tuberculose entre espécies diferentes).

O artigo de revisao de literatura em anexo foi submetido para a Revista
de Veterinaria e Zootecnia, da UNESP — Botucatu/SP (ISSN 0102-5716). O



INTRODUCAO

segundo artigo consistiu da apresentacdo dos resultados obtidos nos ensaios
de histopatologia realizados, submetida para Revista Pesquisa Agropecuaria
Brasileira (ISSN 0100-736X). No terceiro artigo os ensaios de Biologia
Molecular que foram realizados s&o discutidos e apresentados em formato de
publicacao para a Revista Zoonoses Public Health (ISSN 1863-2378).

Esta iniciativa visa acelerar a divulgacdo cientifica dos dados
encontrados e permitir que o Comité de Avaliacdo contribua com criticas e

sugestdes tanto na forma quanto ao conteudo dos trabalhos propostos.



OBJETIVOS

2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar o uso de técnicas moleculares e histopatolégicas na caracterizagcao e
diagnéstico da tuberculose bovina na regido centro oriental do Estado do

Parana.

2.2 ESPECIFICOS

1- Comparar as amostras teciduais mais adequadas para diagnostico post
morten, através de analises histopatoldgicas, utilizando animais
previamente positivos na tuberculinizacao.

2- Estabelecer o diagnostico molecular da tuberculose como rotina no
Laboratério de Referéncia em Diagnostico Animal do Estado do Parana
Marcos Enrietti (CDME).

3- Estabelecer o diagnostico molecular de Mycobacterium bovis, com base na
sequéncia do gene rpoB no Laboratério Central do Estado do Parana
(LACEN, PR).



REVISAO DE LITERATURA

3. REVISAO DE LITERATURA

A Tuberculose humana é a segunda causa de morte, por doencas
infecto-contagiosas no mundo, ficando atras apenas das mortes causadas por
HIV/AIDS (FRIEDEN et al., 2003). Varias pessoas conhecidas mundialmente,
tais como Frédéric Chopin, Paganini, Sdo Francisco de Assis, Noel Rosa, entre
muitas outras foram vitimas desta enfermidade (DUCATI et al., 2006). O Brasil
€ o 15° pais no mundo em casos de tuberculose e um dos 22 paises
responsaveis por 80% de novos casos de tuberculose no mundo (WHO, 2007).

Esta doenca é causada por microorganismos pertencentes ao género
Mycobacterium (Actinomycetales, Mycobacteriaceae) apresentando
aproximadamente 100 espécies descritas (MATHIAS, 1988). As micobactérias
causadoras de tuberculose em mamiferos fazem parte do complexo
Mycobacterium tuberculosis que inclui as espécies Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis (bacilo Calmette-Guérin BCG),
Mpycobacterium caprae e Mycobacterium canettii (HUARD et al., 2006).

As micobactérias sdo bacilos alcool &cido resistentes (BAAR)
(DORRONSORO & TORROBA, 2007). Estes bacilos foram descobertos por
Robert Koch, em 1882. Isto foi um marco fundamental para o conhecimento da
doenca. Significou também uma importante contribuicdo para o fortalecimento
da teoria da transmissibilidade das doencas, que vinha se desenvolvendo com
as pesquisas de Pasteur e outros cientistas, além de reforcar a concepcgao
biolégica das doencas. Essa descoberta impulsionou novas tentativas em
direcdo ao controle e tratamento especifico da tuberculose, ndo apresentando,
porém, neste contexto, avancos terapéuticos significativos (TAYLOR et al.,
2003).

O Mpycobacterium tuberculosis é uma bactéria aerébica que comumente
afeta os pulmdes e seu progresso é controlado pela integridade do sistema
imune do hospedeiro, onde estas bactérias podem ser eliminadas ou mantidas
em condicdo de laténcia. Com a falha na integridade do sistema imune do
hospedeiro a doenca entao se desenvolve (DUCATI et al., 2006).



REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tuberculose Bovina

A infecgédo pelo Mycobacterium bovis causa a tuberculose bovina. Até
1970 o bacilo tuberculoso bovino foi considerado uma variante do
Mpycobacterium tuberculosis e denominado M. tuberculosis variante bovis ou M.
tuberculosis subespécie bovis. KARLSON & LESSEL em 1970 propuseram sua
classificacdo como espécie individual denominada Mycobacterium bovis
(FERREIRA-NETO & BERNARDI, 1997).

A tuberculose bovina € uma doenca granulomatosa crénica, que
geralmente afeta os linfon6dos e o tecido pulmonar dos bovinos. O M. bovis
tem uma identidade de genoma 99,95% compartilhada com o M. tuberculosis
que é o agente da tuberculose humana (GORDON et al., 2001). Ja passados
mais de cem anos da sua descoberta, esta enfermidade continua tendo
grandes impactos devido, entre outros motivos, a grande incidéncia nos paises
em desenvolvimento, sendo estes reservatorios do M. bovis (O'REILLY &
DABORN, 1995).

O M. bovis é uma bactéria intracelular que infecta os macréfagos e
outras células da linhagem monocitica (RUA-DOMENECH et al., 2006). Esta
micobactéria afeta uma ampla variedade de hospedeiros, causando assim
prejuizos econémicos para a pecuaria, além de infeccbes atipicas em seres
humanos, sendo entdo chamada de tuberculose zoonética, com sistema imune
comprometido (O'REILLY & DABORN, 1995).

Os dados de notificagdes oficiais de tuberculose bovina indicam uma
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de 1989
a 1998. Um levantamento realizado em 1999, no Triangulo Mineiro e nas
regides do centro e sul de Minas Gerais, envolvendo aproximadamente 1.600
propriedades e 23.000 animais, estimou a prevaléncia aparente de animais
infectados em 0,8%. No mesmo estudo foram detectadas 5% das propriedades
com animais reagentes, sendo importante destacar que este valor subiu para
15% do universo de propriedades produtoras de leite com algum grau de
mecanizagdo da ordenha e de tecnificacdo da producdo. Estima-se que os
animais infectados perdem de 10% a 25% da sua eficiéncia produtiva (BRASIL,
2006).
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O diagndstico post-mortem da tuberculose causada por M. bovis baseia-
se geralmente em exames histolégicos e bacterioldgicos realizados a partir de
amostras teciduais. (FUVERKI et al., 2008).

3.2 Contaminacoes Interespecificas

Como zoonose, suspeita-se que a infeccdo pelo M. bovis seja
responsavel por mais de 4 mil dentre 100 mil casos de tuberculose humana
descritos anualmente no Brasil (LEITE et al.,2003). Os seres humanos
parecem ser tdo susceptiveis ao M. bovis quanto ao M. tuberculosis, sendo
contaminados pela ingestao, inalacdo, ou menos freqtiente, pelo contato com
mucosas ou feridas com micobactérias infectantes (RUA-DOMENECH et al.,
2006). A grande incidéncia de pessoas imunossuprimidas atualmente seja por
doencas ou por tratamentos como quimioterapia e transplantes de 6rgaos,
pode ser um dos fatores pela ocorréncia desta contaminacao interespecifica
(MATOS et al., 2006). Infec¢des por M. bovis em seres humanos podem ser
adquiridas mais comumente pelo consumo de leite e derivados crus (ACHA &
SZYFRES, 2003), levando ao desenvolvimento de doenca extrapulmonar
(GRANGE, YATES e KANTOR, 1996).

Esta doenca exerce grande importancia na saude publica sendo
necessario um rigido controle por parte das agéncias sanitarias para o seu
melhor entendimento e controle. No Estado do Parana existem normas de
controle e erradicacao da doenga desenvolvidas pela Secretaria de Agricultura
e Abastecimento (SEAB). Apesar de diversos estudos sobre vacinacdo e
tratamento da tuberculose bovina, até o presente momento, os resultados
obtidos néo justificam a adog¢do dessas medidas como forma de controle da
enfermidade (BRASIL, 2006; MENZIES & NEILL, 2000). Portanto é necessario
um acompanhamento por meio de diagnosticos mais conclusivos a fim de se

ter um rastreamento mais especifico do agente causador desta enfermidade.

3.3 Métodos Diagnosticos
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O diagnéstico preciso da infeccao pelo Mycobacterium bovis de animais
vivos é notoriamente problematico. A patogénese desta doenca pode variar
dentro da mesma espécie bem como entre espécies distintas, resultando em
diferentes vias de excregao e transmissao padroes (DREWE et al., 2009).

Nestas circunstancias, € necessario desenvolver sistemas de
diagnéstico que sao diretamente aplicaveis de amostras biolégicas e permitir
um elevado nivel de realizacdo e bons niveis de sensibilidade e especificidade,
permitindo um diagnéstico rapido, no laboratério, utilizando as amostras
colhidas no matadouro (PARRA et al., 2008).

Pode-se afirmar que existem métodos diagndsticos adequados para o
desenvolvimento de programas de controle e erradicacdo da tuberculose
bovina, entretanto, ndo existe um método diagnostico da tuberculose bovina
que tenha uma eficacia absoluta. A prova tuberculinica, a vigilancia
epidemiolégica em matadouros, os controles sanitarios, o diagnéstico de
laboratério, sdo todos elementos basicos que devem ser empregados com
critério e de modo adequado a cada situacao epidemiolégica (PARRA et al.,
2008).

Independentemente dos métodos de diagnostico utilizados, é
fundamental que os animais positivos sejam abatidos, evitando-se, assim, a
disseminacgao da tuberculose (FUNDEPEC, 2009).

3.3.1 Diagndstico Clinico

Possui valor relativo, porque o animal pode estar infectado, com um foco
localizado e apresentar-se aparentemente sadio. Periodos prolongados de
incubagao, chegando até varios anos, em algumas espécies, tais como bufalos
Africano (Syncerus caffer), indicam que animais aparentemente saudaveis
podem transportar e transmitir micobactérias patogénicas (DREWE et al.,
2009). O diagnostico clinico torna-se importante para 0s animais com
tuberculose avancada, para os quais o teste tuberculinico perde seu valor pela
possibilidade do fenbmeno da anergia (Desaparecimento da capacidade de o
organismo reagir a uma substancia ou a um agente patogénico relativamente

aos quais estava anteriormente sensibilizado) a tuberculina. Os sinais clinicos



REVISAO DE LITERATURA

mais freqlentes sdo a caquexia progressiva e a tosse seca, curta e repetitiva.
Podem ser reconhecidos também sinais de broncopneumonia com tosse umida
(com presenca de escarro) seguida de dispnéia e taquipnéia. Animais
tuberculosos, quando submetidos a marcha forcada, tendem a posicionar-se
atras dos demais, demonstrando cansaco e baixa capacidade respiratoria.
Pode ocorrer linfadenomegalia localizada ou generalizada (FUNDEPEC, 2009;
USDA-APHIS, 2009).

3.3.2 Tuberculinizacao

A tuberculinizacao € um teste imunolégico feito em campo. Este método
€ utilizado para o diagnostico da doenca por ser seguro e detectar a infecgao a
partir da terceira semana do seu inicio sem a necessidade de encaminhar as
amostras para laboratério (EMBRAPA, 2009). Como antigenos, para
desencadear a reacdo de hipersensibilidade, sdo empregadas tuberculinas
sintéticas de dois tipos: a PPD bovina, procedente do M. bovis; e a PPD aviaria
proveniente do M. avium (MONAGHAN et al., 1994).

A metodologia do teste consiste no Teste Cervical Simples (TCS)
observando-se as seguintes condicoes e critérios:

| - deve ser realizado com inoculacao intradérmica de tuberculina PPD
bovina, na dosagem de 0,1 ml, na regido cervical ou na regidao escapular de
bovinos, devendo a inoculacdo ser efetuada de um mesmo lado de todos os
animais do estabelecimento de criacéo.

Il - o local da inoculagdo serd demarcado por tricotomia e a espessura
da dobra da pele medida com cutimetro antes da inoculacao;

Il - apdés 72 horas, mais ou menos 6 horas, da inoculagdo, sera
realizada nova medida da dobra da pele, no local de inoculagdo da tuberculina
PPD bovina (Proteina Purificada Derivada);

IV - o aumento da espessura da dobra da pele (ADB) sera calculado
subtraindo-se da medida da dobra da pele 72 horas, mais ou menos 6 horas,
apds a inoculagdo a medida da dobra da pele no dia da inoculacdo da
tuberculina PPD bovina;
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V - os resultados em bovinos serdo interpretados de acordo com a
Tabela 1 (BRASIL, 2006).

Tabela 1 — Interpretacdo do teste cervical simples em bovinos (SEAB-PR,
2006).

Caracteristicas da reaciio

AB (mm) Sensibilidade Consisténcia  Qutras alteracdes Interpretaciio
0al9 - - - negativo

2,0a39 pouca dor endurecida delimitada mconclusivo

20a39 muita dor macia exsudato, necrose positivo
>40 - - - POSItivo

Apesar de ser seguro, o teste da tuberculina apresenta algumas
limitac6es. Podem ocorrer reacdes inespecificas pelo contato prévio com
outras micobactérias ambientais resultando em falso positivo. Nao reatividade
levando a falsos negativos, decorrentes de infeccbes recentes, mau estado
geral de saude, imunossupressao pés parto entre outras (MONAGHAN et al.,
1994) e reacdes cruzadas também com outros patégenos nao relacionados
como Corynebacterium e Noccardia spp. (ROMERO et al., 1999).

3.3.3 Diagnostico Bacteriologico

O diagnéstico definitivo da tuberculose € realizado mediante o
isolamento e a identificacdo do agente por métodos bacteriol6gicos. Amostras
frescas podem ser fixadas em lamina e coradas pelo método de Ziehl-Nielsen
para a pesquisa de bacilos alcool acido resistentes (BAAR), contudo, a
sensibilidade do método é baixa, e um resultado positivo sugere fortemente
tratar-se de micobactéria, mas n&o informa a espécie (VARELLO et al., 2008).

Essa mesma coloracdo pode ser empregada para col6nias isoladas em
meios de cultura. Muitas caracteristicas, inclusive a propriedade tintorial,
superpdem-se nos géneros Mycobacterium e Nocardia, tornando dificil, em
alguns casos, a diferenciacdo entre ambos. O diagnostico bacteriolégico por
isolamento requer um longo periodo de incubacao (30 a 90 dias), pois o M.
bovis cresce lentamente em meios de cultura artificiais. Para permitir o

isolamento de qualquer bactéria do género Mycobacterium sp, recomenda-se a
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semeadura concomitante nos meios de cultura Ldwenstein-dJensen e
Stonebrink-Lesslie (RIBEIRO, 2006).

Segundo Grange et al. (1996), com base nas caracteristicas
morfolégicas da cultura e pelo perfil bioquimico € possivel diferenciar M. bovis
de M. tuberculosis. O M. bovis tem seu crescimento dificultado em meios que
contenham glicerol, sendo essa uma caracteristica importante para
diferenciacao entre os dois microrganismos. Algumas cepas de M. bovis
crescem exclusivamente em meios de cultura que possuem suprimento de
piruvato ao invés de glicerol e outras ndo possuem tanta especificidade por
este suprimento. Devido este fato a necessidade do cultivo do material
bioldgico nestes dois meios, sendo o Léwenstein-densen apresentando um

suprimento de glicerol e Stonebrink-Lesslie um suprimento de piruvato.

3.3.4 Diagnostico post mortem

O diagnéstico anatomo-patolégico, ou post mortem, da tuberculose
bovina ocorre durante a necropsia ou na analise pela inspecao sanitaria de
carcagas em frigorificos-matadouros. E um diagnéstico que apresenta certa
dificuldade, pois, muitos processos inflamatérios granulomatosos apresentam
caracteristicas morfolégicas semelhantes as descritas para tuberculose, ou
seja, les6es nodulares com 1 mm a 2 cm de diametro, confluentes ou nao, de
cor amarelada, envolvida por capsula fibrosa e contendo exsudato com aspecto
caseoso ou purulento no seu interior (SALAZAR, 2005).

Estas lesGes estdo presentes em infecgcbes causadas por outros
microorganismos, tais quais, Corynebacterium pyogenes, Actinomyces bovis,
Actinobacillus lignieresi, por fungos, na infestacao por larvas de parasitos e até
por alguns processos neoplasicos (SALAZAR, 2005; CORNER, 1994).

Cerca de 70 a 90% destas lesbes presuntivas, encontradas em
abatedouros-frigorificos, para tuberculose bovina ocorrem nos linfon6dos da
cabeca (Sublingual, carotideo e retrofaringeo), e da cavidade toracica
(mesentérico, mediastinico ou brénquico e hepatico). Do total de lesées em
carcacas abatidas com lesdo presuntiva para tuberculose bovina, em regides

com alta prevaléncia da doencga, como paises em desenvolvimento com uma
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grande quantidade de rebanho bovino como o Brasil e a india, 47% sao de fato
tuberculosas (SALAZAR, 2005; CORNER, 1994; MENZIES & NEILL, 2000).

3.3.5 Diagnostico Histopatoldgico

O diagnéstico histopatologico consiste na andlise de lesdes presentes
em materiais colhidos geralmente post morten (WATRELOT-VIRIEUX et al.,
2006).

A metodologia classica consiste na fixagcdo das amostras de tecido com
lesbes caracteristicas em formol, geralmente a 10%. Apds este processo de
fixacdo as amostras sdo inseridas em blocos de parafina de acordo com
metodologias padrdo. As amostras que possuem lesdes fortemente calcificadas
passam por um processo de descalcificacao para facilitar no preparo dos cortes
histoldgicos. Sao efetuados cortes com cerca de 2 micrdmetros, para o preparo
das laminas histologicas que serdo coradas. O método classico de coloracao
de micobactérias € o Ziehl-Nielsen ou método de coloracdo a quente e sua
variante Fite Faraco (CARSON & HLADIK, 2008). Nesta metodologia as
laminas histopatolégicas sdo coradas com o corante Fucsina e Azul de
Metileno (VARELLO et al., 2008).

Nesta técnica os bacilos, forma das micobactérias, sdo visualizados
como bastonetes delgados, ligeiramente curvos, isolados, aos pares ou em

grupos corados em vermelho com o fundo azul (BRASIL, 2005).

3.3.6 Diagnostico Molecular

Métodos moleculares de diagnosticos possuem grande importancia para
um estudo epidemiolégico da tuberculose, tanto bovina como humana.
Técnicas de tipagem molecular, que detectam polimorfismos na micobactéria
tem sido usadas em estudos epidemiolégicos de transmissao da tuberculose
(BORSUK et al., 2005).

A identificacdo molecular de espécies do género Mycobacterium possui
duas principais vantagens em comparagdo com as técnicas fenotipicas de

identificacdo (tais como os métodos de diagndsticos aqui citados): ser uma
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ferramenta de identificacdo rapida e uma exata identificacao diferencial de
espécies do género Mycobacterium (MOHAMED, EL-ELLA e NASR, 2009).

A maioria das abordagens moleculares utilizadas é baseada na
conservacao da sequencia de DNA que codifica a subunidade menor (16S) do
RNA ribossomal (rRNA). Existem ainda estudos de polimorfismos de /6cus de
repeticoes diretas (DR) (técnica de spoligotyping), analises de numeros
variaveis de repeticoes em tanden (MIRU-VNTR) e andlises das regides de
delecdao do genoma da micobactéria pelo método de reacdo em cadeia da
polimerase (BORSUK et al., 2005; HUARD et al., 2006; KWARA et al., 2003;
KAMERBEEK et al., 1997). Técnicas de sequienciamento do gene codificador
da subunidade B da RNA polimerase (rpoB) das bactérias também sao
largamente utilizadas como método diagnéstico molecular de micobactérias
(ADEKAMBI, DRANCOURT e RAOULT, 2008).

Para a andlise molecular de amostras a partir de lesées granulomatosas
contaminadas pelo M. bovis é necessario que a escolha do método de extracao
de DNA seja feita com maior cuidado, pois se trata de uma bactéria intracelular.
Portanto é necessario usar técnicas de extragdo como a descrita por BOOM et
al.(1990), devido a diminuicdo da presenca de fatores de inibicdo de
amplificagdo (como enzimas de degradacdo de DNA presentes no tecido dos

animais abatidos) proporcionada por esta técnica (RIBEIRO, 2006).

3.3.7 Novas Metodologias de Diagndstico

Ainda nao existe uma vacina eficaz contra a Tuberculose tanto humana
qguanto bovina e o diagndstico ainda depende da baciloscopia, que tem apenas
60% a 70% de sensibilidade. O longo tempo necessario de incubacao da
cultura para micobactéria e os esquemas atuais de tratamento, tanto da doenca
quanto da infeccdo latente, sdo insatisfatérios por serem prolongados e
apresentarem efeitos adversos em diferentes populacdes que dificultam o seu
manuseio (KRITSKI et al., 2007).

Novas metodologias de diagnostico possibilitardo um avangco no nimero
de diagnésticos, possibiltando assim  um melhor tratamento e

acompanhamento de pessoas infectadas. Com isso espera-se que o0



REVISAO DE LITERATURA

diagnéstico chegue a 70% das pessoas infectadas e o tratamento alcance
cerca de 85% destas pessoas (WHO, 2007). Os avancos estao se baseando
na melhoria dos métodos antigos e na apresentacao de novos métodos.

Os avangos na microscopia buscam na utilizacdo da microscopia de
fluorescéncia, com os corantes auramina—rodamina, melhorar a sensibilidade
na deteccao das micobactérias (STEINGART et al., 2006).

Nos testes de cultivo bacteriano, teste padrdo para o diagnéstico, os
esforcos buscam acelerar o tempo de resultado. Em meio de cultivo sélido,
padrao utilizado na maioria dos laboratérios de diagnostico de tuberculose, este
teste tem um tempo de resposta de 4 a 6 semanas. Nos meios liquidos o
tempo desta resposta alcanca de 1 a 3 semanas. Além de diminuir o tempo de
resposta, 0s novos métodos de cultivo em meio liquido podem ser
automatizados possibilitando um maior nimero de diagnostico em menor
tempo (GARRIGO et al., 2007).

Outro tipo de diagnéstico, que os avancos sdao demonstrados pela
automatizacdo para um melhor resultado, sdo os baseados em conceitos de
Biologia Molecular. Sdo muitos os kits comerciais e cada um utiliza um método
diferente para amplificar regides especificas de DNA das micobactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis. Entre eles podemos citar o GenProbe
Amplified M. tuberculosis Direct test (AMTD)®, o Roche Amplicor MTB test®, o
Cobas Amplicor test®, Abbott LCx test® e o BD-ProbeTec (SDA) test® (LING
et al., 2008).

Porém muitos pesquisadores vém nos métodos de diagnosticos
imunolégicos como grande possibilidade de suprir as necessidades dos
métodos atuais (MUKHOPADHYAY et al.,, 2006; TEIXEIRA, ABRAMO e
MUNK, 2007) . Os testes imunolégicos baseiam-se no conceito de que células
T de individuos previamente sensibilizados por antigenos do M. tuberculosis
liberam IFN-y quando reestimuladas por antigenos especificos. Este teste, ao
contrario do teste cutaneo com o PPD, é realizado ex vivo, ou seja, através da
cultura de uma amostra de células do sangue periférico do paciente, por 24 h,
em presenca de antigenos do M. tuberculosis (TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK,
2007). Consequentemente, as células sensibilizadas e especificas produzem e
secretam IFN-y no sobrenadante da cultura, que pode ser posteriormente
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detectado por meio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) (TEIXEIRA,
ABRAMO e MUNK, 2007).

Estes testes parecem oferecer a possibilidade de melhorar a deteccéo e
sdo adequados para areas com recursos limitados. As principais vantagens
destes testes diagnosticos com base imunologica sdo a velocidade (os
resultados podem estar disponiveis dentro de horas) e simplicidade
(STEINGART et al., 2007), em comparacao com os outros testes aqui citados.

Apesar de a tuberculose ser uma doenca antiga, ainda causa muitos
danos e transtornos para a saude publica e animal. Ainda que possua
tratamento, a erradicacdo da tuberculose esta mais relacionada a acbes que
visem um diagndstico mais rapido e eficaz, possibilitando assim tracar acdes

mais efetivas de combate.
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4. METODOLOGIAS

4.1 Animais e Amostras

Este trabalho estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal sendo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias desta Universidade sob protocolo
008/2008.

Foram utilizados 35 bovinos (Bos taurus), 34 vacas da raca holandesa e
1 boi da raca Angus, submetidos ao teste de tuberculina bovina, apresentando
resultados positivos, indeterminados e negativos, encaminhados para o
abatedouro Frigorifico Argus Ltda. (Servico de Inspecdao Federal n® 1710) de
Sao José dos Pinhais, Parana. O abate foi realizado no dia 30/04/2008,
segundo normas da SEAB para procedimentos de abate sanitario.

As amostras utilizadas foram cortes de pulmao, linfonédos da cabeca
(sublingual, carotideo e retrofaringeo), linfonddos da cavidade toracica
(mesentérico, mediastinico ou brénquico e hepatico) e sangue total para a
obtencao de soro. No momento da coleta foi feito um exame macroscépico dos
pulmbes e linfonédos para a localizacdo de granulomas sendo dada a
preferéncia para a coleta de amostras que apresentam lesdes granulomatosas.
As amostras foram acondicionadas em recipientes com gelo para o seu

transporte.

4.2 Preparo das Amostras

As amostras foram separadas em 2 partes, cada parte contendo material
de todas as amostras, uma parte foi encaminhada ao Laboratério de Patologia
Veterinaria (Hospital Veterinario/Dep. de Medicina Veterinaria/UFPR) e a outra
parte encaminhada para o Centro de Diagnéstico Marcos Enretti (CDME), ao
Laboratério de Bacteriologia, para cultivo bacteriano. O material entregue ao
CDME foi homogeneizado, descontaminado com solugdo de NaOH 4 % e

posteriormente neutralizadas com solu¢do de HCI 1,0 N (Método de Petroff),.
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Apés a neutralizacao, os sedimentos formados foram separados. Uma parte foi
semeada em tubos contendo meio de cultura sélido de Lowenstein-Jensen e
outra parte para cultivo em meio de cultura soélido Stonebrink. As culturas foram
incubadas a 37 °C e controladas semanalmente para verificar o crescimento de
colénias durante 40 a 60 dias (BRASIL, 2005). A visualizagdo dos bacilos
alcool-acido resistentes foi realizada por baciloscopia, das amostras que
apresentaram crescimento na cultura em coloracao de Ziehl-Nielsen, segundo
técnica do Manual de Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 2005). A outra
parte teve seu DNA extraido segundo dois protocolos. Uma parte das amostras
teve seu DNA extraido através da técnica de quente-frio, que consiste de trés
ciclos de 30 minutos a 94 °C e 30 minutos a -20 °C para inativacao do agente e
liberagdo do material genético. As outras amostras tiveram o seu DNA extraido
pelo método classico Fenol/Cloroférmio/Etanol (segundo Procedimento
Operacional Padrdao do CDME). Neste caso as amostras foram tratadas por um
tampao de extracdo (Tris Base 2M; EDTA 0,5M; SDS 10%; Proteinas K 10
mg/mL e H2O ultra pura g.s.p.) por 16/24h em uma temperatura de 37° C. Apds
este periodo foi adicionado 500 pL de fenol saturado e entdo homogeneizado
em vortex por 5-10 s. As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 min,
a fase liquida (superior) foi transferida para um novo tubo. Foi adicionado
novamente Fenol e centrifugada com a mesma velocidade. A fase liquida foi
transferida para outro tubo onde foi adicionado 1-2 volumes de Cloroférmio a
20° C negativos. Apdés nova homogeneizacao e centrifugacdo a fase liquida
superior foi transferida para um novo tubo de 1,5uL. O DNA foi precipitado com
acetato de sédio e isopropanol a temperatura ambiente e centrifugado
imediatamente numa microcentrifuga refrigerada. O sedimento formado (pellet)
foi lavado com etanol 70% e ressuspenso em 150ul de uma solugéo Tris EDTA
contendo a enzima RNAse (50ug/ml).

O DNA das amostras que passaram pelos 40-60 dias de cultivo também
foi processado apds este periodo da mesma forma que a descrita

anteriormente.

4.3 Histopatologia

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Veterinaria (Hospital Veterinario/Dep. de Medicina Veterinaria/UFPR) e
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seccionadas de maneira que cada fragmento de lesdo se constituisse de todas
as camadas do granuloma, isto é, a transicdo entre a lesdao e o tecido
aparentemente normal, a capsula e o tecido necrético. Apés este processo,
cada seccado foi acondicionada em recipientes plasticos de boca larga,
contendo formol tamponado a 10% em uma quantidade na qual todo o material
estivesse embebido na solugéo.

Depois de fixadas, as amostras foram processadas pela técnica rotineira
de inclusdo em parafina e microtomizados a 4 micrometros, obtendo-se duas
laminas histolégicas de cada bloco. As laminas fixadas foram submetidas a
coloragdao de Hematoxilina-Eosina, com o objetivo de se visualizar alteragdes
histopatoldgicas e coloragéo Fite-Faraco, com o objetivo de visualizar bacilos
alcool-acido resistentes (CARSON & HLADIK, 2008).

4.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para todos os protocolos de PCR foram preparadas reagdes com
volume final de 50 pl, contendo 5 ul (1/10 do volume total) de tampéo 10X Taq
DNA Polimerase, MgCI2 a 1,5 mM, 200 mM de cada desoxirribonucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmoles de cada oligonucleotideo (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e 5 pl de DNA extraido. Foi utilizado 0,25 pl ( equivalentes
a 1 unidade) de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para
cada reagcdo. O volume final foi obtido com acréscimo de agua ultrapura. A
PCR para a identificagéo foi realizada de acordo com Adekambi et al. (2003).
Foram utilizados os primers MycoF (5-GGCAAGGTCACCCCGAAGGG-3/,
localizado da base 2573 a 2592) e MycoR (5-
AGCGGCTGCTGGGTGATCATC-3, localizado da base 3316 a 3337)
localizados em duas regides conservadas e flanqueando a regiao mais variavel
do gene rpoB. Este par de primer amplifica uma regido de 764 pares de bases
em isolados clinicos.

Todas as reacbes foram acompanhadas por um controle da reacdo ou
branco (5 ul de agua ultrapura) e um controle positivo (5 pl de DNA de M. bovis
cepa ATCC 19210). A amplificagcdo consistiu de 35 ciclos, com uma
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento do primer a 64°C por 30
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segundos e extensdao do DNA a 72°C por 90 segundos. O programa de
amplificagdo apresenta uma desnaturagdo inicial de 95°C for 1 minuto e
termina com uma extenséo final de 72°C por 5 minutos.

O padrao dos produtos de amplificacdo de todas as reagdes foi obtido por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, impregnados com brometo de etidio
(0,5 pg/mL), visualizados com transiluminador ultravioleta e fotografados com
sistema de fotodocumentacao.

4.5 Sequenciamento

As amostras foram enviadas para Macrogen Inc. (Shipping Address:
Macrogen Inc. - 908 World Meridian Center. 60-24 Gasan-dong; Geumchun-gu
Seoul, Korea 153-023) e sequenciadas pelo método de Single Extention,
usando-se fluorescentes especificos Big Dye Terminator cycle sequencing kit v.
2.0 (Applied Biosystems, Foster City, USA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Os produtos foram detectados utilizando o sistema Automatic
Sequencer 3730xl (Applied Biosystems, Foster City, USA). As sequéncias
obtidas foram comparadas com aquelas depositadas no GenBank utilizando-se
o BLAST (basic local alignment tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e
alinhadas com sequéncias selecionadas de cepas ATCC com o programa
BioEdit versdo 7.0.9 (Tom Hall Ibis Biosciences a subsidiary of Isis
Pharmaceuticals 1891 Rutherford Road Carlsbad, CA 92008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Tuberculinizacao

A partir do exame clinico € feita a selegdo de animais com sintomas
suspeitos aos de tuberculose, tais como a caquexia progressiva e a tosse seca,
curta e repetitiva. Podem ser reconhecidos também sinais de broncopneumonia
com tosse Umida (com presenca de escarro) seguida de dispnéia e taquipnéia.
Animais tuberculosos, quando submetidos a marcha forcada, tendem a
posicionar-se atras dos demais, demonstrando cansaco e baixa capacidade
respiratéria (USDA-APHIS, 2009).

Por meio desta andlise foram constatados 35 animais suspeitos de

tuberculose na regiao Centro oriental do estado do Parana. Estes animais
foram submetidos ao teste de tuberculina e os resultados estdo descritos no
Quadro 1 do segundo capitulo desta dissertacao.
No Quadro 1 é possivel identificar testes com resultado inconclusivo,
demonstrando a limitacdo deste método diagndstico e a necessidade da
utiizacdo de métodos complementares para um resultado conciso
(MONAGHAN et al., 1994, ROMERO et al., 1999). De acordo com as normas
do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) animais que apresentem resultados positivos e inconclusivos devem
ser encaminhados para abate sanitario, bem como animais préximos aos que
apresentaram estes resultados (BRASIL, 2006). Portanto estes 35 bovinos
foram encaminhados para este processo de abate sanitario de acordo com as
normas do PNCEBT.

5.2 Analise Macroscopica post mortem

No momento da realizacdo do abate foram colhidos fragmentos, post
mortem, de diferentes linfonodos e 6rgaos, buscando a presenca de lesdes
com processos inflamatérios granulomatosos de cor amarelada envolvida por
capsula fibrosa e contendo exsudato com aspecto caseoso ou purulento no seu
interior (SALAZAR, 2005) como apresentada na Figura 3. Como forma de
controle foram coletados também os linfonodos, mandibulares, carotideos e
retrofaringeos, preconizados (BROWN e de ANDA,1998) para o controle de

infeccdo da tuberculose independente da presenca ou auséncia de lesdo. Os
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resultados desta analise estdo descritos na coluna intitulada MACRO no

Quadro 2 do segundo capitulo desta dissertacéo.

Figura 1: Amostra de pulmao/linfonodo mediastinico com lesdo sugestiva de

tuberculose.

No total foram coletados 35 linfonodos carotideos, 21 linfonodos dos
Pulmdes e/ou linfonodo mediastinico ou brénquico, 5 pedacos de Figado e/ou
linfonodos hepaticos, 14 linfonodos Mesentéricos, 22 linfonodos retrofaringeos
e 10 linfonodos sublinguais, sendo assim 107 amostras. Cada amostra foi
seccionada e encaminhada para testes histopatolégicos, de cultura e

molecular.

5.3 Analise Histopatoldgica

A analise histopatolégica € um teste utilizado para auxiliar nos dados
obtidos da analise macroscépica, detectando o granuloma, considerando a
lesédo caracteristica desta doenca (CASSIDY et al., 1999). As amostras foram
coradas através da técnica de Hematoxilina-Eosina, para analisar a presenga
de lesbes sugestivas de tuberculose e presenca de micobactérias pela técnica
de Fite-Faraco.

De acordo com o Quadro 2 do segundo capitulo desta dissertagao,
podemos correlacionar os resultados das 3 anadlises diretas dos tecidos. Vale
ressaltar a necessidade de estabelecer em conjunto estas técnicas bem como
a analise da tuberculina, para se obter um resultado mais adequado e rapido.
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Analisando detalhadamente o quadro obtemos relagcées como a amostra
22, apresentando resultado inconclusivo para o teste da Tuberculina, porém
com lesGes macroscopicas presuntivas de tuberculose e exame histopatologico
positivo para a presenca de bacilos alcool acido resistentes (BAAR). Casos
como das amostra 7, 28 e 34 que apresentam resultado negativo para o teste
da tuberculina porém positivo no teste de Fite-Faraco demonstra a falibilidade
do teste intradérmico.

5.4 Cultivo Bacteriolégico

Cada uma das 107 amostras foi processada para o cultivo bacteriolégico
no Centro de Diagnéstico Marcos Enrietti (CDME). Esta técnica é o diagndstico
definitivo da tuberculose pois realiza o isolamento e a identificacdo do BAAR
através das caracteristicas morfolégicas e perfil bioquimico da cultura
(GRANGE et al. 1996).

As amostras foram descontaminadas através do método de Petroff, e
primeiramente encaminhadas para cultivo em meio de cultura sélido
Lowenstein-densen conforme metodologia padrao do CDME. Passados 60 dias
da inoculacdo houve crescimento de cultura com caracteristica morfologica
presuntiva de tuberculose apenas na amostra de numero 35. Foram
selecionadas novamente apenas as amostras com a presenca de BAAR para
novamente serem encaminhadas para o cultivo bacterioldgico, totalizando 24
amostras. Novamente ndo houve crescimento de cultura com caracteristica
morfoldgica presuntiva de tuberculose.

Num primeiro momento foi pensado na possibilidade de se tratar de
outro tipo de micobactéria, pois resultados com histologia positiva deve-se
atentar para a possibilidade da presenca de outras micobactérias (MILIAN-
SUAZO et al. 2000). Também ha a possibilidade de que o baixo niumero de
bactérias encontradas na lesdo no momento da coleta pode ter contribuido
para o baixo indice de isolamento (WATRELOT-VIRIEUX et al. 2006).

Para tentar a solucdo deste problema foi trocado o meio de cultura
bacteriolégica, utilizando entdo o meio de cultura sélido Stonebrink o qual
possui como fonte de carbono o piruvato € ndo o glicerol como é o caso do

meio Lowenstein-Jdensen, esta diferenca é fundamental no isolamento de cepas
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de M. bovis (que utilizam piruvato) e M. tuberculosis (que utilizam glicerol)
(RIBEIRO, 2006). Com este novo meio de cultura foram feitos de cada um dos
35 linfonodos carotideos e houve o crescimento de cultura presuntiva de M.
bovis nas amostras 1, 2, 5 e da amostra 35 com crescimento no meio

Lowenstein-densen.

5.5 Analise Molecular

Para a analise molecular foi utilizada a metodologia de anélise do gene,
que codifica a subunidade B da RNA polimerase (rpof). Foram selecionadas as
amostras dos linfonodos carotideos para desenvolver esta metodologia. O seu
DNA foi extraido em dois momentos. O primeiro momento foi sem o isolamento
da cultura, sendo extraido DNA do tecido intacto através da técnica de Fenol-
Cloroférmio. Nesta anélise nao foi possivel a amplificagdo do DNA, fato este
esperado pela dificuldade de se obter quantidade de DNA suficiente para
amplificacdo na metodologia de PCR e devido a complexidade da parede
celular das micobactérias ricas em lipideos (ACHA e SZYFRES, 2003).

O segundo momento foi feita a extracdo de DNA das amostras que
obtiveram crescimento no meio de cultura Lowenstein-Jensen (amostra 35) e
Stonebrink (amostras 1, 2 e 5). A extracdo pelo método quente e frio néo
obteve resultado satisfatorio, resultando na ndo amplificagdo do DNA pela
PCR, enquanto que a extracdo de DNA pelo método classico de Fenol-
Cloroférmio obteve um resultado satisfatério conseguindo a amplificacdo da
regiao do gene rpof3 como mostra a Figura 4.
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Figura 2: Amplificagdo do gene rpof onde os numeros 1, 2, 5 e 35
correspondem as amostras de mesmo numero, o simbolo — representa o
controle negativo, o simbolo + representa o controle positivo (M. bovis cepa
ATCC 19210) e BM corresponde ao marcador de massa molecular.

O produto desta PCR foi purificado e encaminhado para o
sequenciamento, usando as metodologias descritas no ponto 4 desta
dissertacao.

O seqlenciamento da amostra 1 mostrou um fragmento com 746
nucleotideos, a amostra dois 728 nucleotideos, a amostra 5 743 nucleotideos e
a amostra 35 apresentou um fragmento de 742 nucleotideos. Quando
realizamos as analises pelo programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) obtemos para todas as amostras o mesmo resultado, que esta

apresentado no Quadro 4.

Quadro 4. Analise através do programa BLAST mostrando uma maxima
identidade com varias espécies de micobactérias.

Sequences producing significant alignments:
Max Total uer E Max

h Links
score score coverage value ident

Accession Description

Mycobacterium tuberculosis KZN 1435

CP001658.1
complete genome

71304 1304 97% 0.0 99%

Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo
172 DNA, complete genome

CP000717.1 Mycobacterium tuberculosis F11, 1304 1304 97% 0.0 99%

AP010918.1 1304 1304 97% 0.0 99%
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Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description Links

complete genome

CP000611.1 Mycobacterium tuberculosis H37Ra, 1304 1304  97% 00  99%
—— complete genome —
AMA408590. 1 Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1304 1304  97% 00  99%
— 1173P2, complete genome -
AE000516.2 Mycobacterium tuberculosis CDC1551, 1304 1304 97% 00 999%
—  complete genome —
BX842574.1 Mycobacterium tuberculosis H37Rv 1304 1304  97% 00  99%
—  complete genome; segment 3/13 —
Mycobacterium bovis subsp. bovis
BX?248336.1 AF2122/97 complete genome; segment 1304 1304 97% 0.0 99%
3/14
Mycobacterium tuberculosis H37Rv
U12205.1  RNA-polymerase beta subunit (rpoB) 1304 1304 97% 0.0 99%

gene, partial cds

Quando estas amostras sdo analisadas entre si através do programa
BioEdit (Sequence Alignemet Editor) obtemos uma maxima identidade entre si
e o controle positivo da reacao (M. bovis cepa ATCC 19210).

Esta alta conservacao deste gene auxilia na escolha de um tratamento
mais adequado, podendo ser utilizada a rifampicina como medicamento. Isto
demonstra também que a utilizacdo do gene rpof para a caracterizagao de

subtipos de M. bovis nesta regidao nao é recomendada.
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6. CONCLUSOES

Nas analises macroscépicas foi possivel detectar que animais com
resultados inconclusivos para o teste de tuberculina apresentam lesdes visiveis
e tem grande chances de serem positivos para Tuberculose.

A analise Histopatolégica em conjunto com a analise macroscopica sao
bons métodos auxiliares para obter resultado rapido e confiaveis.

Apesar de a cultura ser o método diagnostico definitivo é preciso cuidado
na hora da coleta, transporte, acondicionamento e processamento para evitar
contaminacoes.

O seqlenciamento do gene rpof3 apresentou uma alta conservacao
nestas amostras nao sendo possivel caracterizar subtipos distintos de M. bovis

em uma mesma propriedade.
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MOLECULAR DIAGNOSIS OF Mycobacterium tuberculosis IN TAPIRS (Tapirus terrestris)
FROM THE CURITIBA ZOO, PARANA.

Patricia Sayuri Murakamil, Manoel Lucas Javorouski2, Marcelo Bonat2, Oneida Lacerda 2, Sonia
Regina Brockelt3, Sonia Maria Biesdorf* , Sueli Massumi Nakatani3, Irina Nastassja Riediger3, Renata
Benicio Neves Fuverkil, Janaina Biavas, Ricardo Guilherme D’Otaviano de Castro Vilanil, Ivan Roque
de Barros Filhol, Luiz Felipe M. Cavazzanil, Alexander Welker Biondo'.

lDepalrtamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Parana; Rua dos Funciondrios 1540,
Curitiba-PR 80035-050, abiondo@uiuc.edu; 2Zool(’)gico Municipal de Curitiba; 3Laboratério Central do
Estado - LACEN-PR; “Centro Diagnéstico Marcos Enrietti - CDME; SUniversidade Estadual Paulista —
UNESP, Botucatu, SP.

The Mycobacterium tuberculosis Complex includes M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum and M.
microti and its diagnosis may be difficult in wild animals as there is no standard protocol for these
species. Moreover, diagnosis in some wild species may not be efficient using traditional methods. Clinical
diagnosis, particularly in tapirs (Tapirus terrestris), may also be challenging since tuberculin tests are
unclear and clinical signs varies from non-specific signs to fast breathing, respiratory dyspnea and
presence of granulomatous injuries. In June 2006, two of the four tapirs of the Curitiba Zoo presented
episodes of chronic non-productive cough and discrete hyperthermia. Bacterial culture was carried out
from bilateral serous samples obtained by nasal swabs in two tapirs, and polimerase chain reaction (PCR)
performed on extracted DNA from original sample. Although culture was non-productive and presented
only growth of opportunist bacteria, PCR was weakly positive for one of the samples following a general
protocol for detection of M. tuberculsis Complex. Unfortunately, extracted DNA was not enough for
more specific PCR protocols. New collection was scheduled in November, 2006 and included sedation,
anesthesia and endoscopy of the same two tapirs with samples obtained by bronchoalveolar lavage
(BAL). Samples were placed in ice and taken to the Marcos Enrietti Center of Diagnosis (CDME) and
Central Laboratory of Parand State (LACEN-PR) and submitted to culture, baciloscopy and PCR.
Baciloscopy and PCR were performed directly from BAL and resulted negative for both animals. All
bacterial culture but one were negative, after 40 days of incubation, and presented excessively bacterial
contamination. PCR in this positive culture sample showed positive results for M. tuberculosis Complex
and also for Mycobacterium tuberculosis, with amplicon of predicted size. In our opinion, negative PCR
results obtained from BAL samples were probably caused by inflammatory cells and bacterial
contamination in these samples. Although Mycobacterium tuberculosis in zoo animals is known to be
caused by human to animal infection and employees must be screened for the disease, infected animals
may serve as reservoirs and, associated to environmental contamination, may frustrate effective
disinfection. Therefore, specific identification of Mycobacterium tuberculosis in these two tapirs was very
important for zoonoses and public health since they may be source of infection to other animals,
employees and visitors while sharing common areas, particularly immuno-compromised individuals such
as children and aged adults.
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RESUMO

A tuberculose € uma doenga infecto-contagiosa de abrangéncia mundial que afeta seres
humanos e diversas espécies de animais. A principal espécie de microorganismo
infectante dos bovinos € Mycobacterium bovis, que pelo nimero de casos, € uma
manifestacdo endémica no Brasil e causa prejuizos econdmicos porque interfere na
redugdo da produtividade do rebanho e perdas de carcacas no frigorifico. Ainda, por se
tratar de uma zoonose, M. bovis pode infectar seres humanos, causando uma doenca
clinicamente e patologicamente indistinguivel da infec¢do por M. tuberculosis. Apesar
da falta de informacdes e da importancia da tuberculose bovina para a saide da
populacdo, o aumento do ndmero de pacientes imunossuprimidos no pais,
principalmente pelo virus da imunodeficiéncia humana, causa preocupagdo em relagio

as doencgas causadas por espécies atipicas.
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A espécie M. bovis € transmitida principalmente por via aerégena entre bovinos
e pelo consumo de leite e derivados crus pelas pessoas. A imunidade do hospedeiro
contra os bacilos da tuberculose envolve uma variedade de eventos celulares, podendo
resultar em apresentacdes clinicas e patologia diferenciada, variando desde infec¢des
autolimitantes até doencga sist€émica grave. O diagndstico em bovinos € realizado
principalmente por tuberculinizacdo, entretanto € importante identificar por ensaios
laboratoriais a espécie causadora da doenca. Embora os programas de controle e
erradicagdo da doenga tenham sido implantados apenas na ultima década no pais, o

controle da tuberculose € fundamental para satde publica, satide animal e produgao

animal.

Palavras-chave: bovinos, Mycobacterium bovis, tuberculose, zoonose, tuberculiniza¢ao

LABORATORY DIAGNOSTICS OF HUMAN TUBERCULOSIS AND ANIMAL
TUBERCULOSIS

ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease of global scope that affects humans and several
other animal species. The main species infecting cattle is Mycobacterium bovis, which
is endemic in Brazil and causes economic losses by reducing the productivity of
livestock and loss of carcasses in the slaughterhouse. Still, this is a zoonosis, M. bovis
can infect humans, causing a disease clinically and pathologically indistinguishable
from infection by M. tuberculosis. Despite the lack of information of relevance of
bovine tuberculosis to humans, increasing the number of immunocompromised patients
in the country, especially by the human immunodeficiency virus, concern about diseases
caused by atypical species. M. bovis is transmitted mainly through aerogenes among
cattle and the consumption of raw milk and dairy products for people. The immunity of
the host against the bacilli of tuberculosis involves a variety of cellular events and may
result in different clinical presentations and pathology, ranging from infections to self
severe systemic disease. The diagnosis is performed mainly in cattle by tuberculin test
(skin test), however it is important to perform laboratory identification of the species

causing the disease. Although the control and eradication programs have been



implemented only in the last decade in the country, the control of tuberculosis is

essential to public health, animal health and animal production.

Key words: cattle, Mycobacterium bovis, tuberculosis, zoonosis, skin test

DIAGNOSTICOS LABORATORIALES DE LA TUBERCULOSIS HUMANA Y
ANIMAL

RESUMEN

La tuberculosis es una enférmedad infecciosa de alcance mundial que afecta a los seres
humanos y otras especies animales. La principale especie que infectan el ganado es
Mycobacterium bovis, que es endémica en Brasil y causa dafios econémicas por la
reduccién de la productividad del ganado y las pérdas de canales en el matadero. Por
que es una zoonosis, M. bovis puede infectar a los humanos, causando una enfermedad
clinica y patoldgicamente indistinguible de la infeccion por M. tuberculosis.
La falta de informacion de la tuberculosis bovina como zoonosis, €l aumento del
nimero de pacientes inmunocomprometidos en el pais, especialmente por el virus de
inmunodeficiencia humana, causa preocupacién por las enfermedades causadas por
especies atipicas. M. bovis se transmite principalmente através de aerogenes entre el
ganado y el consumo de leche cruda y productos lacteos para las personas. La
inmunidad del huésped contra los bacilos de la tuberculosis consiste en una variedad de
eventos celulares y puede dar lugar a diferentes presentaciones clinicas de la patologia,
que van desde infecciones autolimitantes a la grave enférmedad sistémica.
El diagndstico, en el ganado, se realiza principalmente por la prueba de la tuberculina
(la prueba en la piel), sin embargo, es importante llevar a cabo la identificacién
laboratoriale de la especie causante de la enfermedad. Aunque el control y los
programas de erradicacién se han aplicado s6lo en la dltima década en el pais, el control
de la tuberculosis es fundamental para la salud publica, sanidad animal y la produccién

animal.

Palabras-clave: Ganado, Mycobacterium bovis, tuberculosis, zoonosis, prueba cutdnea



Introducao

A Tuberculose é uma enfermidade que hd muito acomete tanto a populacio
humana quanto animal. Desde o século XIX a Tuberculose € tida como uma das
doencas que mais ocasiona mortes em todo o Mundo.

Mesmo com a descoberta de tratamentos eficazes para combater esta doenca o
numero de aparecimento de novos casos ainda ndo tem um controle ideal. Este fato
ocorre possivelmente pela tuberculose ser considerada uma doenca “social”. Este termo
caracteriza uma maior incidéncia de tuberculose junto as classes populares, em virtude
das precdrias condi¢des de vida. Outro fator preponderante na prevaléncia da
Tuberculose na populagdo Humana e Animal € a existéncia de reservatdrios naturais de
micobactérias.

A identificacdo do bacilo de Koch, em 1882, como o agente etioldgico da
Tuberculose foi um marco fundamental para o conhecimento da doenca. Significou
também uma importante contribuicio para o fortalecimento da teoria da
transmissibilidade das doencas, que vinha se desenvolvendo com as pesquisas de
Pasteur e outros cientistas.

Com base na identificacdo deste bacilo, buscou-se apresentar neste artigo de
revisdo, os métodos diagndsticos de Tuberculose Humana e Animal utilizados na
atualidade, fortalecendo assim as iniciativas de controle e reconhecimento da

Tuberculose e de seus reservatorios naturais.

Revisao de Literatura

1.1 Tuberculose Humana

A Tuberculose humana € a segunda causa de morte, por doencas infecto-
contagiosas no mundo, ficando atrds apenas das mortes causadas por HIV/AIDS (1).
Virias pessoas conhecidas mundialmente, tais como Frédéric Chopin, Paganini, Sao
Francisco de Assis, Noel Rosa, entre muitas outras foram vitimas desta enfermidade (2).
O Brasil € o 15° pais no mundo em casos de tuberculose € um dos 22 paises

responsaveis por 80% de novos casos de tuberculose no mundo (3).



z

Esta doenca € causada por microorganismos pertencentes ao género
Mycobacterium (Actinomycetales, Mycobacteriaceae) apresentando aproximadamente
100 espécies descritas (4). As micobactérias causadoras de tuberculose em mamiferos
fazem parte do complexo Mycobacterium tuberculosis que inclui as espécies
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis (bacilo
Calmette-Guérin BCG), Mycobacterium caprae e Mycobacterium canettii (5).

As micobactérias sdo bacilos alcool 4cido resistentes (BAAR) (6). Estes bacilos
foram descobertos por Robert Koch, em 1882. Isto foi um marco fundamental para o
conhecimento da doenca. Significou também uma importante contribuicdo para o
fortalecimento da teoria da transmissibilidade das doencgas, que vinha se desenvolvendo
com as pesquisas de Pasteur e outros cientistas, além de reforcar a concepg¢ao bioldgica
das doencas. Essa descoberta impulsionou novas tentativas em dire¢cdo ao controle e
tratamento especifico da tuberculose, nao apresentando, porém, neste contexto, avangos
terapéuticos significativos (7).

O Mycobacterium tuberculosis é uma bactéria aerdbica que comumente afeta os
pulmdes e seu progresso é controlado pela integridade do sistema imune do hospedeiro,
onde estas bactérias podem ser eliminadas ou mantidas em condicdo de laténcia. Com a

falha na integridade do sistema imune do hospedeiro a doenca entdo se desenvolve (2).

1.2 Tuberculose Bovina

A infecc@o pelo Mycobacterium bovis causa a tuberculose bovina. Até 1970 o
bacilo tuberculoso bovino foi considerado uma variante do Mycobacterium tuberculosis
e denominado M. tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis subespécie bovis.
KARLSON & LESSEL (8) propuseram sua classificacdo como espécie individual
denominada Mycobacterium bovis (9).

A tuberculose bovina € uma doenca granulomatosa cronica, que geralmente afeta
os linfonddos e o tecido pulmonar dos bovinos. O M. bovis tem uma identidade de
genoma 99,95% compartilhada com o M. tuberculosis que € o agente da tuberculose
humana (10). J& passados mais de cem anos da sua descoberta, esta enfermidade
continua tendo grandes impactos devido, entre outros motivos, a grande incidéncia nos

paises em desenvolvimento, sendo estes reservatorios do M. bovis (11).



O M. bovis € uma bactéria intracelular que infecta os macréfagos e outras células
da linhagem monocitica (12). Esta micobactéria afeta uma ampla variedade de
hospedeiros, causando assim prejuizos econdmicos para a pecudria, além de infec¢des
atipicas em seres humanos, sendo entdo chamada de tuberculose zoonética, com sistema
imune comprometido (11).

Os dados de notificacdes oficiais de tuberculose bovina indicam uma
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de 1989 a 1998.
Um levantamento realizado em 1999, no Triangulo Mineiro e nas regides do centro e
sul de Minas Gerais, envolvendo aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000
animais, estimou a prevaléncia aparente de animais infectados em 0,8%. No mesmo
estudo foram detectadas 5% das propriedades com animais reagentes, sendo importante
destacar que este valor subiu para 15% do universo de propriedades produtoras de leite
com algum grau de mecanizacido da ordenha e de tecnificacdo da producdo. Estima-se
que os animais infectados perdem de 10% a 25% da sua eficiéncia produtiva (13).

O diagnéstico post-mortem da tuberculose causada por M. bovis baseia-se
geralmente em exames histoldgicos e bacteriolégicos realizados a partir de amostras

teciduais. (14).

1.3 Contaminacdes Interespecificas

Como zoonose, suspeita-se que a infec¢do pelo M. bovis seja responsavel por
mais de 4 mil dentre 100 mil casos de tuberculose humana descritos anualmente no
Brasil (15). Os seres humanos parecem ser tdo susceptiveis ao M. bovis quanto ao M.
tuberculosis, sendo contaminados pela ingestdo, inalagdo, ou menos freqiiente, pelo
contato com mucosas ou feridas com micobactérias infectantes (12). A grande
incidéncia de pessoas imunossuprimidas atualmente seja por doengas ou por
tratamentos como quimioterapia e transplantes de 6rgdos, pode ser um dos fatores pela
ocorréncia desta contaminagdo interespecifica (16). Infeccdes por M. bovis em seres
humanos podem ser adquiridas mais comumente pelo consumo de leite e derivados crus
(17), levando ao desenvolvimento de doenca extrapulmonar (18).

Esta doenca exerce grande importancia na saide publica sendo necessirio um
rigido controle por parte das agéncias sanitdrias para o seu melhor entendimento e

controle. No Estado do Parand existem normas de controle e erradicacdo da doenca



desenvolvidas pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SEAB). Apesar de
diversos estudos sobre vacinacdo e tratamento da tuberculose bovina, até o presente
momento, os resultados obtidos ndo justificam a ado¢do dessas medidas como forma de
controle da enfermidade (19; 20). Portanto é necessdrio um acompanhamento por meio
de diagnésticos mais conclusivos a fim de se ter um rastreamento mais especifico do

agente causador desta enfermidade.

1.4 Métodos Diagnosticos

O diagnéstico preciso da infeccao pelo Mycobacterium bovis de animais vivos é
notoriamente problemdtico. A patogénese desta doenca pode variar dentro da mesma
espécie bem como entre espécies distintas, resultando em diferentes vias de excrecdo e
transmissao padrdes (21).

Nestas circunstancias, € necessario desenvolver sistemas de diagndstico que sdo
diretamente aplicdveis de amostras bioldgicas e permitir um elevado nivel de realizacao
e bons niveis de sensibilidade e especificidade, permitindo um diagndstico rapido, no
laboratério, utilizando as amostras colhidas no matadouro (22).

Pode-se afirmar que existem métodos diagndsticos adequados para o
desenvolvimento de programas de controle e erradicacdo da tuberculose bovina,
entretanto, ndo existe um método diagndstico da tuberculose bovina que tenha uma
eficdcia absoluta. A prova tuberculinica, a vigilancia epidemioldgica em matadouros, os
controles sanitdrios, o diagndstico de laboratério, sdo todos elementos bdsicos que
devem ser empregados com critério e de modo adequado a cada situagdo
epidemioldgica (22).

Independentemente dos métodos de diagnéstico utilizados, é fundamental que
0s animais positivos sejam abatidos, evitando-se, assim, a disseminagdo da tuberculose

(23).

1.4.1 Diagnéstico Clinico

Possui valor relativo, porque o animal pode estar infectado, com um foco
localizado e apresentar-se aparentemente sadio. Periodos prolongados de incubagio,

chegando até varios anos, em algumas espécies, tais como bitfalos Africano (Syncerus



caffer), indicam que animais aparentemente saudaveis podem transportar e transmitir
micobactérias patogénicas (21). O diagnéstico clinico torna-se importante para o0s
animais com tuberculose avancada, para os quais o teste tuberculinico perde seu valor
pela possibilidade do fenomeno da anergia (Desaparecimento da capacidade de o
organismo reagir a uma substancia ou a um agente patogénico relativamente aos quais
estava anteriormente sensibilizado) a tuberculina. Os sinais clinicos mais freqiientes sao
a caquexia progressiva € a tosse seca, curta e repetitiva. Podem ser reconhecidos
também sinais de broncopneumonia com tosse imida (com presenca de escarro) seguida
de dispnéia e taquipnéia. Animais tuberculosos, quando submetidos a marcha forcada,
tendem a posicionar-se atrds dos demais, demonstrando cansaco e baixa capacidade

respiratdria. Pode ocorrer linfadenomegalia localizada ou generalizada (23;24).

1.4.2 Tuberculinizacao

z

A tuberculinizacdo € um teste imunolégico feito em campo. Este método €
utilizado para o diagnéstico da doenga por ser seguro e detectar a infec¢do a partir da
terceira semana do seu inicio sem a necessidade de encaminhar as amostras para
laboratério (25). Como antigenos, para desencadear a reacao de hipersensibilidade, sdo
empregadas tuberculinas sintéticas de dois tipos: a PPD bovina, procedente do M. bovis;
e a PPD avidria proveniente do M. avium (26).

A metodologia do teste consiste no Teste Cervical Simples (TCS) observando-
se as seguintes condi¢des e critérios:

I - deve ser realizado com inocula¢do intradérmica de tuberculina PPD bovina,
na dosagem de 0,1 ml, na regido cervical ou na regido escapular de bovinos, devendo a
inoculagdo ser efetuada de um mesmo lado de todos os animais do estabelecimento de
criacdo.

IT - o local da inoculacdo serd demarcado por tricotomia e a espessura da dobra
da pele medida com cutimetro antes da inoculacao;

III - apdés 72 horas, mais ou menos 6 horas, da inoculagdo, serd realizada nova
medida da dobra da pele, no local de inoculacdo da tuberculina PPD bovina (Proteina

Purificada Derivada);



IV - 0 aumento da espessura da dobra da pele (ADB) sera calculado subtraindo-
se da medida da dobra da pele 72 horas, mais ou menos 6 horas, apés a inoculagdo a
medida da dobra da pele no dia da inoculagdo da tuberculina PPD bovina;

V - os resultados em bovinos serdo interpretados de acordo com a Tabela 1 (19).

Tabela 1 — Interpretacdo do teste cervical simples em bovinos (27).

Caracteristicas da reaciio

AB (mm) Sensibilidade Consisténcia  Qutras alteracdes Interpretaciio
0al9 - - - negativo

2,0a39 pouca dor endurecida delimitada mconclusivo

20a39 muita dor macia exsudato, necrose positivo
=40 - - - positivo

Apesar de ser seguro, o teste da tuberculina apresenta algumas limitacdes.
Podem ocorrer reacdes inespecificas pelo contato prévio com outras micobactérias
ambientais resultando em falso positivo. Nao reatividade levando a falsos negativos,
decorrentes de infeccdes recentes, mau estado geral de saide, imunossupressao pos
parto entre outras (26) e reagdes cruzadas também com outros patdégenos nao

relacionados como Corynebacterium € Noccardia spp. (28).

1.4.3 Diagnéstico Bacteriolégico

O diagnéstico definitivo da tuberculose € realizado mediante o isolamento € a
identificacdo do agente por métodos bacterioldgicos. Amostras frescas podem ser
fixadas em lamina e coradas pelo método de Ziehl-Nielsen para a pesquisa de bacilos
alcool acido resistentes (BAAR), contudo, a sensibilidade do método € baixa, e um
resultado positivo sugere fortemente tratar-se de micobactéria, mas nio informa a
espécie (29).

Essa mesma coloragdo pode ser empregada para colonias isoladas em meios de
cultura. Muitas caracteristicas, inclusive a propriedade tintorial, superpdem-se nos
géneros Mycobacterium e Nocardia, tornando dificil, em alguns casos, a diferenciacdo
entre ambos. O diagndstico bacteriolégico por isolamento requer um longo periodo de
incubacdo (30 a 90 dias), pois 0 M. bovis cresce lentamente em meios de cultura
artificiais. Para permitir o isolamento de qualquer bactéria do género Mycobacterium sp,
recomenda-se a semeadura concomitante nos meios de cultura Lowenstein-Jensen e

Stonebrink-Lesslie (30).



Segundo Grange et al. (18), com base nas caracteristicas morfoldgicas da cultura
e pelo perfil bioquimico € possivel diferenciar M. bovis de M. tuberculosis. O M. bovis
tem seu crescimento dificultado em meios que contenham glicerol, sendo essa uma
caracteristica importante para diferenciacdo entre os dois microrganismos. Algumas
cepas de M. bovis crescem exclusivamente em meios de cultura que possuem
suprimento de piruvato ao invés de glicerol e outras ndo possuem tanta especificidade
por este suprimento. Devido este fato a necessidade do cultivo do material biolégico
nestes dois meios, sendo o Lowenstein-Jensen apresentando um suprimento de glicerol

e Stonebrink-Lesslie um suprimento de piruvato.

1.4.4 Diagnéstico post mortem

O diagnéstico anatomo-patolégico, ou post mortem, da tuberculose bovina
ocorre durante a necropsia ou na andlise pela inspecao sanitdria de carcagcas em
frigorificos-matadouros. E um diagndstico que apresenta certa dificuldade, pois, muitos
processos inflamatdrios granulomatosos apresentam caracteristicas morfologicas
semelhantes as descritas para tuberculose, ou seja, lesdes nodulares com 1 mm a 2 cm
de diametro, confluentes ou nao, de cor amarelada, envolvida por capsula fibrosa e
contendo exsudato com aspecto caseoso ou purulento no seu interior (31).

Estas lesoes estdo presentes em infec¢des causadas por outros microorganismos,
tais quais, Corynebacterium pyogenes, Actinomyces bovis, Actinobacillus lignieresi, por
fungos, na infestac@o por larvas de parasitos e até por alguns processos neoplasicos
(31;32).

Cerca de 70 a 90% destas lesdes presuntivas, encontradas em abatedouros-
frigorificos, para tuberculose bovina ocorrem nos linfonddos da cabeca (Sublingual,
carotideo e retrofaringeo), e da cavidade toracica (mesentérico, mediastinico ou
bronquico e hepatico). Do total de lesdes em carcagas abatidas com lesdo presuntiva
para tuberculose bovina, em regides com alta prevaléncia da doenga, como paises em
desenvolvimento com uma grande quantidade de rebanho bovino como o Brasil e a

India, 47% sdo de fato tuberculosas (31;32; 20).

1.4.5 Diagnéstico Histopatologico



O diagnéstico histopatoldgico consiste na andlise de lesdes presentes em
materiais colhidos geralmente post morten (33).

A metodologia classica consiste na fixacdo das amostras de tecido com lesdes
caracteristicas em formol, geralmente a 10%. Ap0s este processo de fixacao as amostras
sao inseridas em blocos de parafina de acordo com metodologias padrdo. As amostras
que possuem lesdes fortemente calcificadas passam por um processo de descalcificacdao
para facilitar no preparo dos cortes histologicos. Sdo efetuados cortes com cerca de 2
micrometros, para o preparo das laminas histolégicas que serdo coradas. O método
classico de coloragdo de micobactérias é o Ziehl-Nielsen ou método de coloragdo a
quente e sua variante Fite Faraco (34). Nesta metodologia as laminas histopatolégicas
sdo coradas com o corante Fucsina e Azul de Metileno (29).

Nesta técnica os bacilos, forma das micobactérias, sdo visualizados como

bastonetes delgados, ligeiramente curvos, isolados, aos pares ou em grupos corados em

vermelho com o fundo azul (35).

1.4.6 Diagnéstico Molecular

Métodos moleculares de diagndsticos possuem grande importincia para um
estudo epidemioldgico da tuberculose, tanto bovina como humana. Técnicas de
tipagem molecular, que detectam polimorfismos na micobactéria tem sido usadas em
estudos epidemiol6gicos de transmissdo da tuberculose (36).

A identificacdo molecular de espécies do género Mycobacterium possui duas
principais vantagens em comparacdo com as técnicas fenotipicas de identificacdo (tais
como os métodos de diagnésticos aqui citados): ser uma ferramenta de identificacdo
rapida e uma exata identificacao diferencial de espécies do género Mycobacterium (37).

A maioria das abordagens moleculares utilizadas € baseada na conservagdo da
seqiiencia de DNA que codifica a subunidade menor (16S) do RNA ribossomal (rRNA).
Existem ainda estudos de polimorfismos de locus de repeti¢des diretas (DR) (técnica de
spoligotyping), andlises de nimeros varidveis de repeti¢cdes em tanden (MIRU-VNTR) e
andlises das regioes de delecdo do genoma da micobactéria pelo método de reacdo em
cadeia da polimerase (36; 5; 38; 39). Técnicas de seqiienciamento do gene codificador
da subunidade B da RNA polimerase (rpof) das bactérias também sdo largamente

utilizadas como método diagndstico molecular de micobactérias (40).



Para a andlise molecular de amostras a partir de lesdes granulomatosas
contaminadas pelo M. bovis € necessario que a escolha do método de extracdo de DNA
seja feita com maior cuidado, pois se trata de uma bactéria intracelular. Portanto é
necessario usar técnicas de extracdo como a descrita por BOOM et al.(41), devido a
diminui¢do da presenca de fatores de inibicdo de amplificacio (como enzimas de
degradacao de DNA presentes no tecido dos animais abatidos) proporcionada por esta

técnica (30).

1.4.7 Novas Metodologias de Diagnéstico

Ainda ndo existe uma vacina eficaz contra a Tuberculose tanto humana quanto
bovina e o diagndstico ainda depende da baciloscopia, que tem apenas 60% a 70% de
sensibilidade. O longo tempo necessario de incubacao da cultura para micobactéria e os
esquemas atuais de tratamento, tanto da doenca quanto da infec¢do latente, sdo
insatisfatérios por serem prolongados e apresentarem efeitos adversos em diferentes
populacdes que dificultam o seu manuseio (42).

Novas metodologias de diagnéstico possibilitardo um avango no ndmero de
diagnésticos, possibilitando assim um melhor tratamento e acompanhamento de pessoas
infectadas. Com isso espera-se que o diagndstico chegue a 70% das pessoas infectadas e
o tratamento alcance cerca de 85% destas pessoas (43). Os avancgos estdo se baseando
na melhoria dos métodos antigos e na apresentacdo de novos métodos.

Os avangos na microscopia buscam na utilizagdo da microscopia de
fluorescéncia, com os corantes auramina-rodamina, melhorar a sensibilidade na
deteccao das micobactérias (44).

Nos testes de cultivo bacteriano, teste padrdo para o diagndstico, os esforcos
buscam acelerar o tempo de resultado. Em meio de cultivo sélido, padrao utilizado na
maioria dos laboratérios de diagndstico de tuberculose, este teste tem um tempo de
resposta de 4 a 6 semanas. Nos meios liquidos o tempo desta resposta alcanca de 1 a 3
semanas. Além de diminuir o tempo de resposta, os novos métodos de cultivo em meio
liquido podem ser automatizados possibilitando um maior nimero de diagndstico em
menor tempo (45).

Outro tipo de diagndstico, que os avangos sao demonstrados pela automatizacao

para um melhor resultado, sdo os baseados em conceitos de Biologia Molecular. Sdo



muitos os kits comerciais e cada um utiliza um método diferente para amplificar regides
especificas de DNA das micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis. Entre
eles podemos citar o GenProbe Amplified M. tuberculosis Direct test (AMTD)®, o
Roche Amplicor MTB test®, o Cobas Amplicor test®, Abbott LCx test® e o BD-
ProbeTec (SDA) test® (46).

Porém muitos pesquisadores vém nos métodos de diagndsticos imunoldgicos
como grande possibilidade de suprir as necessidades dos métodos atuais (47; 48) . Os
testes imunoldgicos baseiam-se no conceito de que células T de individuos previamente
sensibilizados por antigenos do M. tuberculosis liberam IFN-y quando reestimuladas
por antigenos especificos. Este teste, ao contrdrio do teste cutdneo com o PPD, é
realizado ex vivo, ou seja, através da cultura de uma amostra de células do sangue
periférico do paciente, por 24 h, em presenca de antigenos do M. tuberculosis (48).
Conseqiientemente, as células sensibilizadas e especificas produzem e secretam IFN-y
no sobrenadante da cultura, que pode ser posteriormente detectado por meio de um
ensaio imunoenzimatico (ELISA) (48).

Estes testes parecem oferecer a possibilidade de melhorar a detec¢do e sdo
adequados para dreas com recursos limitados. As principais vantagens destes testes
diagndsticos com base imunoldgica sdo a velocidade (os resultados podem estar
disponiveis dentro de horas) e simplicidade (49), em comparagcdo com os outros testes

aqui citados.

1.5 Consideracoes finais

Apesar de a tuberculose ser uma doenca antiga, ainda causa muitos danos e
transtornos para a saude publica e animal. Com esta revisdo buscamos demonstrar quais
0s avangos, no que diz respeito ao diagndstico, que estdo sendo alcangados com

pesquisas nas mais variadas dreas das ciéncias da saide e bioldgica.

Ainda que possua tratamento, a erradicag@o da tuberculose esta mais relacionada
a acdes que visem um diagndstico mais rdpido e eficaz, possibilitando assim tragar

acOes mais efetivas de combate.
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RESUMO

A tuberculose bovina é uma enfermidade infecciosa de ocorréncia mundial. O teste
intradérmico € o método padrao para seu diagndstico, embora possua baixa
sensibilidade e especificidade. O presente estudo teve como objetivo comparar o
diagndstico da tuberculose bovina pelo teste intradérmico e colora¢do de Fite-Faraco
(Ziehl-Nielsen modificado). Um total de 35 bovinos reagentes, ou indeterminados e
negativos a prova de tuberculinizacdo foram utilizados, tendo amostras de tecidos
colhidas no momento do abate. Do total de bovinos examinados, 85,71% (30/35)
apresentaram lesao macroscOpica sugestiva de tuberculose. Na avaliagdo microscopica
(Citologia) 60,00% (21/35) apresentaram caracteristicas de algum tipo de lesdo. Na
avaliacdo histopatoldgica, 40,00% (14/35) dos animais apresentaram lesdes
granulomatosas caracteristicas de tuberculose, onde foram visualizados Bacilos Alcool
Acido Resistentes (BAAR). Em relagio & prova de Tuberculina 48,57% (17/35) dos
animais foram diagnosticados positivos para Tuberculose, 22,86% (8/35) apresentaram
resultado inconclusivo e 28,57% (10/35) apresentaram resultado negativo. Com a
interposicdo destes dados obtemos que dos 17 animais positivos para prova da
tuberculina 41,17% (7/17) animais ndao apresentaram lesdo caracteristica de tuberculose
com a presenca de BAAR, 88,23% (15/17) tinham lesdo macroscOpica sugestiva de
tuberculose e 52,94% (9/17) apresentavam algum tipo de les@o microscépica. O exame
macroscopico detalhado associado ao exame histopatoldgico, devido a sua alta
especificidade, sdo recomendados como ferramentas complementares e podem ser

utilizados para confirmar os casos duvidosos no abatedouro.

Palavras-chave: histopatologia, Mycobacterium bovis, tuberculose, zoonose,

tuberculinizagcdo



ABSTRACT

Bovine tuberculosis is an infectious disease of worldwide occurrence. The intradermal
test is the standard method for diagnosis, but has low sensitivity and specificity. This
study aimed to compare the diagnosis of bovine tuberculosis by the intradermal test and
Fite-Faraco stain (modified Ziehl-Nielsen). A total of 35 cattle reagents, and negative or
indeterminate for skin test were used, and samples of tissues taken at slaughter. Of the
total cattle examined, 85.71% (30/35) showed gross lesions suggestive of tuberculosis.
On microscopic evaluation (cytology) 60.00% (21/35) showed characteristics of some
type of injury. In histopathological evaluation, 40.00% (14/35) of animals showed
granulomatous lesions characteristic of tuberculosis, which were viewed resistant
alcohol-acid bacillus (RAAB). In relation to the skin test 48.57% (17/35) of animals
were diagnosed positive for tuberculosis, 22.86% (8 / 35) had inconclusive results and
28,57% (10/35) showed negative results. The comparison of these data to obtain the 17
animals positive for the tuberculin test, 41.17% (7/17) animals showed no lesions
characteristic of tuberculosis in the presence of (RAAB), 88.23% (15/17) had gross
lesions suggestive of tuberculosis and 52.94% (9 / 17) had some kind of microscopic
damage. The detailed microscopic examination associated with the histopathological
examination, due to its high specificity, are recommended as complementary tools and

can be used to confirm doubtful cases in the slaughterhouse.

Keywords: histopathology, = Mycobacterium  bovis, tuberculosis, zoonoses,

tuberculinizagdo



Introducao

A tuberculose é uma das mais antigas doencas infecciosas conhecidas. No
bovino, é uma enfermidade infecciosa determinada pelo agente Mycobacterium bovis,
de ocorréncia mundial, que determina prejuizos na casa dos 250 milhdes de ddlares
norte americanos s6 nos paises do continente americano a pecudria e riscos a saide da
populacdo que consume produtos de origem animal (FRAGAS, 2008).

Todas as espécies de mamiferos, incluindo a humana, e grupos etdrios sao
susceptiveis ao M. bovis, sendo os bovinos, caprinos e suinos os mais afetados, ao passo
que os ovinos e eqilinos mostram uma alta resisténcia natural. Animais silvestres tais
como o texugo na Inglaterra e Irlanda, o gambd na Nova Zelandia, o veado, o cervo, o
alce e o bisdo na América do Norte e os biifalos na Africa do Sul e na Austrdlia podem
atuar como hospedeiros silvestres do M. bovis (RADOSTITS et al., 2002). Alguns
hospedeiros silvestres encontrados no Brasil sdo a Anta Brasileira (Tapirus terrestris) e
Quatis (Nasua nasua) MURAKAMI, 2007).

O M. bovis, assim como as outras micobactérias causadoras de tuberculose em
mamiferos, fazem parte do complexo Mycobacterium tuberculosis que inclui as
espécies Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis
(bacilo Calmette-Guérin BCG), Mycobacterium caprae e Mycobacterium canettii
(HUARD et al., 2006).

No Brasil, estimava-se em 200 mil bovinos infectados entre uma populacio
total, naquela época, de aproximadamente 170 milhdes (LEITE et al., 2003). Dados de
notificacdes oficiais indicam uma prevaléncia média nacional de 1,3 % de animais
reagentes a tuberculina no periodo de 1989 a 1998 (BRASIL, 2006).

A tuberculose bovina é importante nao apenas devido aos prejuizos econdomicos,
mas também pelo fato de ser uma fonte de infeccdo para seres humanos (ACHA e
SZYFRES, 2003). A tuberculose como zoonose € preocupante, principalmente nos
paises em desenvolvimento, sendo necessarias melhorias nos aspectos de saide publica
veterindria em relacdo a infeccdo por M. bovis, especialmente nas populacdes em risco,
como tratadores de rebanhos e trabalhadores da industria de carnes. Um dos maiores
problemas de saide publica era a transmissdo da tuberculose bovina ao homem por

meio do leite de vacas infectadas, contudo, com o desenvolvimento da pasteurizacio



este problema foi minimizado (O'REILLY & DABORN, 1995; BRASIL, 2006). Como
zoonose, suspeita-se que a infec¢do pelo patégeno seja responsdvel por mais de 4 mil de
aproximadamente 100 mil casos de tuberculose humana descritos anualmente no Brasil
(LEITE et al., 2003).

O diagnostico da tuberculose em bovinos se dd pela tuberculinizacio
intradérmica como teste a campo, indicada pela resposta imune mediada por células.
Tem representado um papel fundamental em programas de erradicagdo, como o
primeiro teste diagndstico (BRASIL, 2006). Apesar de ser seguro, o teste da tuberculina
apresenta algumas limitagdes. Podem ocorrer reagdes inespecificas pelo contato prévio
com outras micobactérias ambientais resultando em falso positivo. Nao reatividade
levando a falsos negativos, decorrentes de infeccdes recentes, mau estado geral de
saide, imunossupressao pos parto entre outras (MONAGHAN et al., 1994, NEILL et
al., 1994) e reagdes cruzadas também com outros patégenos nao relacionados como
Corynebacterium spp. € Noccardia spp. (ROMERO et al., 1999).

A comprovacao dos resultados do teste intradérmico pode ser feita por deteccdo
de lesoes tipicas no exame post mortem. A andlise histopatolégica pode aumentar a
confianca no diagnéstico. O exame cuidadoso de seis pares de linfonodos dos pulmdes,
da cabeca e do mesentério pode estabelecer o diagndstico em 95% dos bovinos com
lesdes macroscépicas. No caso de infeccdes recentes ndo haverd lesdes macroscopicas
tipicas visiveis (CORNER, 1994). Os linfonodos preconizados sd@o os mandibulares, os
parotideos, os retrofaringeos, o mediastinais, os traqueobronquicos e os mesentéricos
(BROWN e de ANDA,1998). Whipple et al. (1996) em um estudo realizado com 30
bovinos positivos para tuberculose encontraram maiores alteracoes nos linfonodos
traqueobronquicos, mediastinicos e retrofaringeos. Corner (1994) lembra que o

isolamento de M. bovis € o caminho para o diagndstico definitivo.

2.1 Histopatologia

A deteccdo da tuberculose em matadouro-frigorificos depende da identificacao
de lesdes macroscopicas, que muitas vezes ndo sdao observadas nas carcagas
inspecionadas. No estudo de Whipple et al. (2006) foi isolado, dos 30 bovinos
analisados, M. bovis de quatro animais que nao apresentaram lesdes macroscopicas na

linha de inspe¢do. Ao correlacionarem os achados macroscépicos e histopatologicos



com o exame microbioldgico encontraram uma correlagdo de 93,3% nos linfonodos
traqueobronquico, mediastinico e retrofaringeo médio. As lesdes macroscopicas
descritas por Whipple et al. (1996) sdo circunscritas, amarelas esbranquicadas, de vérios
tamanhos e nimeros com envoltério cinzento. Na histopatologia descreve a presencga de
granuloma com necrose caseosa central e mineralizacao.

A histopatologia € uma forma de diagndstico complementar ao exame post
mortem de carcagas com lesdes presuntivas de tuberculose. Este exame constitui-se em
uma técnica direta de diagnéstico presuntivo pesquisando bacilos dlcool dcido
resistentes (BAAR), ou indireta, detectando o granuloma, considerando a lesdo
caracteristica desta doenca (CASSIDY et al., 1999).

A metodologia clissica da andlise histopatoldgica consiste na fixagcdo das
amostras de tecido com lesdes caracteristicas em formol, geralmente a 10%. Apds este
processo de fixacdo as amostras s@o inseridas em blocos de parafina de acordo com
metodologias padrdao. As amostras que possuem lesdes fortemente calcificadas passam
por um processo de descalcificacdo para facilitar no preparo dos cortes histolégicos. Sao
efetuados cortes com cerca de 2 micrOmetros, para o preparo das laminas histolégicas
que serdo coradas. O método cléssico de coloracao de micobactérias € o Ziehl-Neelson
ou método de coloracdo a quente e sua variante Ziehl-Nielsen Fite Faraco (CARSON &
HLADIK, 2008). Nesta metodologia as laminas histopatoldgicas sdo coradas com o
corante Fucsina e Azul de Metileno (VARELLO et al., 2008). Esta técnica baseia-se nas
propriedades tintoriais comuns as micobactérias, que quando tratados com reagentes
alcool 4dcidos conseguem reter fucsina aquecida no interior de suas células (SALAZAR,
2005).

Neste trabalho buscamos analisar um plantel bovino, de uma regiao com grande
movimentacdo pecudria do estado do Parand, pelos métodos diagndsticos classicos para

a deteccdo de tuberculose bovina, prova tuberculinica e exame histopatoldgico.

2.2 Metodologias

2.2.1 Local de Coleta: As amostras foram coletadas no matadouro-frigorifico de

bovinos Argus Ltda. (Servico de Inspecdo Federal n® 1710) de Sdo José dos Pinhais,
Parana. O abate foi realizado no dia 30/04/2008, segundo normas da Secretaria Estadual
da Agricultura e Abastecimento do estado do Parand (SEAB-PR) para procedimentos de

abate sanitario.



2.2.2 Amostras: Foram utilizados 35 bovinos (Bos taurus) da regido da cidade de
Palmeira, PR, 34 vacas da raga holandesa e 1 boi da raca Angus, todos analisados pelo

teste de tuberculina bovina, encaminhados para o abatedouro Frigorifico.

2.2.3 Tuberculinizacdo: O teste da tuberculina foi executado por um médico
veterindrio habilitado para realizacdo dos exames sanitdrios de acordo com o PNCEBT
(BRASIL, 2007). Foram realizados 2 testes em cada animal com 60 dias de intervalo

entre os testes.

2.2.4. Metodologia de colheita: As amostras utilizadas foram cortes de pulmaio,
linfonodos da cabeca (sublingual, carotideo e retrofaringeo) e linfonddos da cavidade
tordcica (mesentérico, mediastinico ou bronquico e hepatico). No momento da coleta foi
feito um exame macroscopico para a localizacdo de granulomas sendo dada a
preferéncia para a coleta de amostras que apresentam lesdes granulomatosas. As

amostras foram acondicionadas em recipientes com gelo para o seu transporte.

2.2.5. Histopatologia: As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Veterindria (Hospital Veterindario/Dep. de Medicina Veterindria/UFPR) e seccionadas
de maneira que cada fragmento de lesdo se constituisse de todas as camadas do
granuloma, isto €, a transicao entre a lesdo e o tecido aparentemente normal, a cidpsula e
o tecido necrético. Apds este processo, cada sec¢ao foi acondicionada em recipientes
plésticos de boca larga, contendo formol tamponado a 10% em uma quantidade na qual
todo o material estivesse embebido na solucdo. Depois de fixadas, as amostras foram
processadas pela técnica rotineira de inclusdo em parafina e cortados a 4 micrometros,
obtendo-se duas laminas histolégicas de cada bloco. As laminas fixadas foram
submetidas a coloracdo de Hematoxilina-Eosina, com o objetivo de se visualizar

alteracdes histopatoldgicas e coloragdao de Fite-Faraco, com o objetivo de visualizar

bacilos alcool-acido resistentes (CARSON & HLADIK, 2008).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tuberculinizacdo € um teste imunoldgico feito em campo. Este método é

utilizado para o diagnéstico da doenga por ser seguro e detectar a infec¢do a partir da



terceira semana do seu inicio sem a necessidade de encaminhar as amostras para
laboratério (BRASIL, 2006). Como antigenos, para desencadear a reacdo de
hipersensibilidade, sdo empregadas tuberculinas sintéticas de dois tipos: a PPD bovina,
procedente do M. bovis; e a PPD avidria proveniente do M. avium (MONAGHAN et al.,
1994). A sele¢do dos animais para participarem deste estudo foi feita através do teste da
tuberculina. Como a propriedade apresentou alguns animais com resultado positivo para
tuberculina, todos os animais que estavam proximos aos que apresentaram teste positivo
foram encaminhados para o abate sanitdrio seguindo as normas do PNCBET (BRASIL,

2006). O resultado do teste da tuberculina é apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 — Teste cervical simples das amostras de 35 bovinos abatidos. Os resultados
sdo expressos em milimetros (mm), onde AO-BO é a medida inicial da dobra da pele e
A72-B72 é a medida apds 72 horas. A diferenca de cada medida é expressa por #A ou
#B e o resultado final obtido através da média final das 2 medidas #B - #A. O resultado
do diagnéstico € obtido através da comparacdo com a tabela base de acordo com o

PNCEBT (BRASIL, 2007).

Amostra | Identificacdo | A0 | A72 | #A | B0 | B72 | #B | #B - #A | RESULTADO

1 57 6,7 10,8 14,1 6,3 | 151 |8,8 |47 POSITIVO

2 56 7 182 | 1217515 |75 |63 POSITIVO

3 53 92112533 (7,2|16,1 |89 |56 POSITIVO

4 87 7711123516514 |75 |4 POSITIVO

5 63 85196 |1,1|74|11,2]38 |27 INCONCLUSIVO
6 54 7 190 |2 [87|154|6,7 |47 POSITIVO

7 73 74180 (066783 |16 |1 NEGATIVO

8 77 6,5(81 |1,6/6,6|105(39 |23 INCONCLUSIVO
9 76 6,680 |14]66|11 |44 |3 INCONCLUSIVO
10 86 6,777 |1 |57|9 33 |23 INCONCLUSIVO
11 88 6978 1096286 |24 |15 NEGATIVO

12 85 71173 10216983 |14 |12 NEGATIVO

13 68 6,881 |1,3[67(92 |25 |1,2 NEGATIVO

14 70 73195 |22173|152(79 |57 POSITIVO

15 75 7 |73 |03]67|11,6[49 |46 POSITIVO

16 64 82 111,012,8]75|134(59 |3,1 INCONCLUSIVO




17 42 65191 |26(62|135|73 |47 POSITIVO

18 22 6276 |14(52]11 |58 |44 POSITIVO

19 59 71195 |2,4(8,0] 18,110,177 POSITIVO

20 32 62178 |1,6[60(93 |33 |17 NEGATIVO

21 35 7211151436 |22,1|16,1 11,8 POSITIVO

22 89 6,482 |1,8]6,1|10,1|4 2,2 INCONCLUSIVO
23 39 7,1 185 |1,4]162]122]6 4,6 POSITIVO

24 40 88112234168 |124 |56 |22 INCONCLUSIVO
25 81 72110513370 145|7,5 |42 POSITIVO

26 27 84110 |1,6(6,1|15 |89 |73 POSITIVO

27 80 6,6 81 |1,5]58]93 [35 |2 INCONCLUSIVO
28 97 841100 (1,6 84|103|19 |03 NEGATIVO

29 93 6,484 |2 [58[87 |29 |09 NEGATIVO

30 99 74175 |01]66 |7 04 |03 NEGATIVO

31 Angus 991110 1,1195|25 |155]| 144 POSITIVO

32 65 75182 |0,7167|11,4[4,7 |4 POSITIVO

33 104 57180 |23]51]|7 1,9 |-04 NEGATIVO

34 101 70185 | 1,5]68(95 |27 |12 NEGATIVO

35 26 6 |81 |21]63|30 |23,7]21,6 POSITIVO

A presenca de resultados inconclusivos demonstra a limitacdo de utiliza¢do do
teste da tuberculina. Este resultado pode ter ocorrido por vdrias razdes, dentre as quais,
nido reatividade decorrente de infec¢des recentes e reagdes cruzadas com outros
patdgenos apresentando uma alta reatividade em momentos distintos (MONAGHAN et
al., 1994, ROMERO et al., 1999).

No momento do abate a primeira andlise feita nas amostras foi macroscépica
enquanto estes animais eram abatidos e cortados conforme padrio do frigorifico. Nesta
andlise foram procurados processos inflamatdrios granulomatosos com lesdes nodulares
com cerca de 2 cm de diametro, confluentes ou ndo, de cor amarelada, envolvida por
capsula fibrosa e contendo exsudato com aspecto caseoso ou purulento no seu interior
(SALAZAR, 2005). Segundo Reis et al. (1996) os diagndsticos macroscopicos de
linfadenites dados na linha de inspecdo quando confrontados com os microscopicos

representam 37,93% de erros de diagnésticos. Neste momento foi possivel identificar



que, mesmo animais com resultado inconclusivo para a reacdo de tuberculina,

apresentaram lesoes semelhantes as de tuberculose como mostra a Figura 1.

Figura 1: Amostra de pulméo (animal n® 22) que apresentou resultado inconclusivo para

reacdo de tuberculina porém com lesdo sugestiva de tuberculose.

Os resultados das andlises macroscopicas foram tabulados no Quadro 2,

juntamente com as andlises histopatoldgicas de les@o e de presenca de micobactérias.

Quadro 2 — Descri¢do de presenga de lesdo nas amostras analisadas macroscopicamente,

microscopicamente através da técnica de Hematoxilina-Eosina e presenca de

micobactérias pela técnica de Fite-Faraco.

Amostra  Tuberculina MACRO MICRO

(anédlise post morten) Lesao Fite Faraco
1 POSITIVO B,D,F D D
2 POSITIVO A (linf.) A AF
3 POSITIVO A*, B, D* e F* C.E CE
4 POSITIVO A*(Linf) e D A,Cl1,E AE
5 INCONCLUSIVO CI1*, C2*,D E Nio apresenta micobactérias
6 POSITIVO C1,C2,D s/ lesao Nio apresenta micobactérias
7 NEGATIVO AeD A, C C
8 INCONCLUSIVO s/ lesao s/ lesao Nio apresenta micobactérias
9 INCONCLUSIVO CeF C C
10 INCONCLUSIVO A A Nio apresenta micobactérias
11 NEGATIVO A s/ lesdao Nao apresenta micobactérias
12 NEGATIVO C* E,F s/ lesao Nao apresenta micobactérias



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

NEGATIVO A, C*, D*, E*, F* s/ lesdo Nio apresenta micobactérias
POSITIVO A* C* D, F* s/ lesao Nio apresenta micobactérias
POSITIVO A*, D* s/ lesao Nio apresenta micobactérias
INCONCLUSIVO A, C, D, E*, F* A,C,E A,C,E

POSITIVO A*,C* D, E* E E

POSITIVO A*, B*, C*, F* A Nio apresenta micobactérias
POSITIVO A*, C* D*, F* s/ lesdao Nio apresenta micobactérias
NEGATIVO A,C* D, E F Nio apresenta micobactérias
POSITIVO A,D,E C Nio apresenta micobactérias
INCONCLUSIVO A,B,C,D A,C E A,C,E

POSITIVO A,B,C,D B,E B.E

INCONCLUSIVO A,C,D,F s/ lesdao Nio apresenta micobactérias
POSITIVO s/ lesao s/ lesao N&o apresenta micobactérias
POSITIVO A,D,E s/ lesao Nio apresenta micobactérias
INCONCLUSIVO D E E

NEGATIVO DeE D D

NEGATIVO s/ lesdao s/ lesao N&o apresenta micobactérias
NEGATIVO D,E C.E Nio apresenta micobactérias
POSITIVO A A A

POSITIVO s/ lesao s/ lesao N&o apresenta micobactérias
NEGATIVO s/ lesdao s/ lesao N&o apresenta micobactérias
NEGATIVO AeE A, A1LLA2 A AL A2

POSITIVO D,E E Nio apresenta micobactérias

A = Pulmio e/ou linfonodo mediastinico ou bronquico, B = Figado e/ou linfonodo
hepético, C = Linfonodo Mesentérico, D = Linfonodo retrofaringeo, E = Linfonodo
carotideo, F = Linfonodo sublingual, 1-2 = Amostras de regides diferentes do mesmo
material, * Apenas alteracdes teciduais macroscopicas, sem lesdo macroscépica

compativel com tuberculose.

Com a sobreposi¢do da tabela obtemos que do total de bovinos examinados,

85,71% (30/35) apresentaram lesdo macroscopica sugestiva de tuberculose.

Histologicamente, na coloracdo de hematoxilina e eosina, 60,00% (21/35) apresentaram

lesdes sugestivas de tuberculose. Na coloracdo de Fite-Faraco, 40,00% (14/35) dos



animais com lesdes granulomatosas sugestivas de tuberculose, resultaram positivo para
Bacilos Alcool Acido Resistentes (BAAR). Em relacio i prova de Tuberculina 48,57%
(17/35) dos animais foram diagnosticados positivos para Tuberculose, 22,86% (8/35)
apresentaram resultado inconclusivo e 28,57% (10/35) apresentaram resultado negativo.
Com a interposi¢ao destes dados obtemos que dos 17 animais positivos para prova da
tuberculina 41,17% (7/17) animais ndao apresentaram lesdo caracteristica de tuberculose
com a presenca de BAAR, 88,23% (15/17) tinham lesdo macroscOpica sugestiva de
tuberculose e 52,94% (9/17) apresentavam algum tipo de lesdo microscdpica. Para os
animais inconclusivos (8 animais) para o teste da tuberculina 50% (4/8) foram positivos
para a presenca de BAAR fortalecendo assim a necessidade de um teste complementar

ao teste da tuberculina.

2.4 Conclusao

Podemos concluir neste trabalho que o Linfonodo Carotideo apresenta uma
maior incidéncia de BAAR, que resultados inconclusivos para o teste de tuberculina
necessitam de uma andlise mais adequada por outros métodos diagnésticos e devido ao
baixo custo e a rapidez dos resultados recomenda-se o uso da histopatologia como

método auxiliar em matadouros-frigorificos.
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Summary

Tuberculosis is an infectious disease of global scope that affects humans and several
other animal species. The main species infecting cattle is Mycobacterium bovis, which
is endemic in Brazil and causes economic losses by reducing the productivity of
livestock and loss of carcasses at slaughterhouses. Moreover as zoonosis, M. bovis may
infect humans, causing a disease clinically and pathologically indistinguishable from
infection by M. tuberculosis. M. bovis is transmitted mainly through aerogenes among
cattle and the consumption of raw milk and dairy products for people. The intradermal
test is the standard method for diagnosis, but has low sensitivity and specificity. This
study aimed to compare the diagnosis of bovine tuberculosis by the intradermal test,
Fite-Faraco stain (modified Ziehl-Nielsen) and characterize rpof gene from 35 herd

reagents and negative or indeterminate for skin test.

Impacts

1. Bovine tuberculosis still remains an important zoonosis in developing countries,
and a re-emerging infectious disease of worldwide occurrence.

2. Although well known techniques such as histopathology, histochemistry and
culture are still the golden standard methods for ex vivo diagnosis, their low
sensitivity and specificity has limited reliable diagnosis, therapy, control,
epidemiology and eradication. New methods should be tested and improved.

3. Mycobacterium bovis genotyping is very important due to rpof} gene prevalence

wich may be used to obtain the classification of mycobacteria infecting herds.
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Introduction

In developing countries, Bovine tuberculosis still remains an important zoonosis
that spreads to humans beings through the inhalation of droplet nuclei or by ingestion of
infected meat or raw dairy products (LEITE et al., 2003; THOEN et al., 2006).

Bovine tuberculosis is a chronic granulomatous disease mainly affecting lymph
node and lung tissues of cattle. It is caused by Mycobacterium bovis, a member of the
Mycobacterium tuberculosis complex group of bacteria. At the genome level, M. bovis
shares 99.95% identity with Mycobacterium tuberculosis, the agent of human
tuberculosis (GARNIER, 2003).

M. bovis lymphadenitis in cattle presents as single or multiple lesion foci, which
in advanced cases can expand to occupy the entire tissue space of the affected lymph
node. The lesions vary in character, from necrotic with a predominantly neutrophilic
cellular infiltration and no distinct lesion margination, through clearly marginated
caseous or caseocalcified lesions, to lesions with distinctive granuloma-type
margination and primary mineralisation; only rarely are there heavily fibrotic,
encapsulated lesions of the classical tubercle nature in cattle lymphadenitis (GRIFFIN,
et al. 2006).

The cornerstone of tuberculosis control in cattle and other species is the accurate
detection and removal of animals infected with Mycobacterium bovis (M. bovis). Post
mortem examination of cattle and bacteriological examination of lesions are critical
steps in the diagnosis of bovine tuberculosis. A tentative diagnosis of bovine
tuberculosis can be made following the finding of typical lesions during necropsy.
These lesions should be collected for laboratory confirmation of Mycobacterium bovis
infection. A presumptive diagnosis can be made using histopathology but a definitive

diagnosis is dependent on the isolation of M. bovis (CORNER, 1994).



In Brazil the diagnosis of tuberculosis in cattle is given by the intradermal test as
a test field, indicated by the immune response mediated by cells. Has played a crucial
role in eradication programs, as the first diagnostic test (BRASIL, 2006). Despite being
safe, the tuberculin test has some limitations. Nonspecific reactions may occur by prior
contact with other environmental mycobacteria resulting in false positive. No reactivity
leading to false negatives resulting from recent infections, poor general health,
immunosuppression postpartum among others (MONAGHAN et al., 1994, NEILL et
al., 1994) and also cross-reactions with other pathogens not listed as Corynebacterium
spp . and Noccardia spp. (ROMERO et al., 1999). The confirmation of the results of
skin test can be done by detection of typical lesions at post-mortem. Histopathologic
analysis can increase diagnostic confidence. Careful examination of six pairs of lymph
nodes of the lungs, head and mesentery can establish the diagnosis in 95% of cattle with
gross lesions. In the case of recent infections will be no visible gross lesions typical
(CORNER, 1994). The Lymph nodes of mandible, the parotid, the mediastinum, the
tracheobronchial and mesenteric are recommended to utilize for detect post mortem
typical lesions (BROWN and ANDA, 1998). Whipple et al. (1996) in a study of 30
positive for bovine tuberculosis found major changes in the tracheobronchial lymph
nodes, mediastinal and retropharyngeal.

In this work, were analyzed 107 samples, sections of lung, lymph nodes of the
head (sublingual, carotid and retropharyngeal) and the thoracic lymph nodes
(mesenteric, bronchial, mediastinal or hepatic), from 35 bovines reagents, negative or
indeterminate for the tuberculin test (skin test). These animals were from a region with
great handling livestock (Central-Eastern region) in the state of Parand, Brazil. The
samples were analyzed by classical diagnostic methods for detection of bovine

tuberculosis, histopathological examination, culture and rpof3 genotyping.

Material and Methods

Tuberculin Skin Test

For Single Intradermal Tuberculin Test (SITT), Tuberculin test was applied 0.1 ml of
protein derived purified of Mycobacterium bovis (PPD bovine) in the caudal fold
internal. The read-out was performed at 72 h post-inoculation and was recorded as
positive when the induration presented a difference higher than 3 mm between both

measures. All the animals were submitted to two tuberculin tests with



an interval of 2 months between both measures. The tuberculin test was performed by a
veterinarian licensed to perform health examinations in accordance with the PNCEBT

(BRAZIL, 2006).

Biological samples
In a routine analysis were found 35 cows suspected of tuberculosis in the central

eastern region of the state of Parand, Brazil. These animals were submitted to the
tuberculin skin test where can be identified with positive, negative and inconclusive
results. According to the standards of the National Control and Eradication of
Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT) animals showing positive results and
inconclusive should be directed to stamping as well as animals that had close to these
results (BRAZIL, 2006). So these 35 cattle were sent to this process of stamping in
accordance with the rules of PNCEBT.

A hundred and seven samples were collected from these thirty-five bovines. The
samples were selected during post mortem inspection in an abattoir in the metropolitan
region of Curitiba, capital of the state of Parand, Brazil. The samples used were sections
of lung, lymph nodes of the head (sublingual, carotid and retropharyngeal) and lymph
nodes of the thoracic cavity mesenteric, bronchial, mediastinal, or liver). At the time of
collection was made a gross examination for the location of tuberculous-like lesions,
given preference for the collection of samples with lesions. The samples were placed in
containers with ice for transport, and then were divided into three aliquots. Aliquot 1
was used for culture. Aliquot 2 were used for DNA extraction control and direct
amplification by PCR. Aliquot 3 were used for stained with hematoxylin-eosin and

Ziehl-Neelsen modified Fite-Faraco stain.

Ziehl-Neelsen modified Fite-Faraco staining
Aliquot 3 were sectioned so that each fragment of injury contains all layers of

the tuberculous-like lesions, namely the transition between the lesion and the tissue
apparently normal, the capsule and necrotic tissue. After this process, each section was
wrapped in sterile plastic wide mouth, containing buffered formalin 10% in an amount
in which all the material was soaked in the solution. Once set, the samples were
processed by routine technical inclusion in paraffin and cut at 4 micrometers, resulting
in two histological slides of each block. The slides were fixed and stained with

hematoxylin-eosin in order to visualize pathological changes color and Ziehl-Neelsen



modified Fite-Faraco stain, in order to visualize acid-fast bacilli resistant (Carson &

Hladik, 2008).

Culture for M. bovis
Aliquot 1 of all the 107 samples were decontaminated by Petroff’s Sodium

Hydroxide method (Kent and Kubica, 1985) and were used for smear preparation and
culture in Stonebrink (Stonebrink et al., 1969) and in Lowestein-Jensen media (Becton,
Dickinson and Company Sparks, MD, USA). Cultures were incubated at 37° C for up to
2 months, respectively, in Stonebrink and Lowenstein-Jensen media. Acid-fast bacilli
(AFB) positive colonies were confirmed to be M. bovis by morphology and biochemical

methods (Kent and Kubica, 1985) All positive cultures had their DNA extracted.

DNA extraction and preparation
Mycobacterial DNA was extracted from all of the 35 carotid lymph node

samples (aliquot 2) and positive Stonebrink or Lowenstein-Jensen culture. Briefly,
samples were decontaminated by Petroff’s Sodium Hydroxide method (Kent and
Kubica, 1985) and the pellet was boiled for 5 min. Tris-EDTA buffer (10 mm Tris-HCl,
10 mm EDTA pH 8.0) (500 pul) was added to the pellet and then homogenized by vortex
for 10 s. They were then boiled for 5 min and stored overnight at) - 20° C. DNA were
further extracted by two volumes of phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25 : 24 : 1,
v/v) followed by two steps of extractions with chloroform-isoamyl alcohol (24 : 1, v/v).
DNA was purified by ethanol precipitation and further dissolved with Tris-EDTA
RNAse buffer. All extracted DNA were stored at - 20° C until use.

Genotyping assays
For all assays, PCR reactions were prepared with final volume of 50 pl,

containing 5 pl (1 / 10 of total volume) of buffer 10X Taq DNA polymerase, 1.5 mM
MgCl,, 200 mM of each deoxyribonucleotide (dATP, dCTP , dGTP and dTTP), 20
pmol of each primer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and 5 pl of extracted DNA. 1 unit
of Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used for each reaction.
The final volume was obtained by adding ultrapure water. The PCR for the
identification was carried out according Adekambi et al. (2003). Primers MycoF (5'-
GGCAAGGTCACCCCGAAGGG-3 ' from 2573 base to base 2592) and MycoR (5'-
AGCGGCTGCTGGGTGATCATC-3' from 3316 base to base 3337) located in two

conserved regions flanking the more variable region of rpof} gene were used in all



reactions. In order to amplify a region of 764 base pairs in clinical isolates.
All reactions were accompanied by a control reaction or white (5 pl ultrapure water) and
a positive control (5 pl DNA or 50,0 ng/ul of M. bovis strain ATCC 19210). The
amplification consisted of 35 cycles with a denaturation at 94 ° C for 30 seconds, primer
annealing at 64 ° C for 30 seconds and DNA extension at 72 ° C for 90 seconds. The
amplification process started an initial denaturation of 95 ° C for 1 minute and ends with
a final extension at 72 ° C for 5 minutes. The pattern of amplification products of all
reactions was obtained by electrophoresis on agarose gel 1.5%, contaning ethidium
bromide (0.5 pg/mL), visualized with UV transillumination and photographed with a
photo documentation system. For the sequencing samples were sent to Macrogen Inc.
(Shipping Address: Macrogen Inc. - 908 World Meridian Center. 60-24 Gasan-dong,
Geumchun-gu Seoul, Korea 153-023) and sequenced by the method of Single
Extension, using fluorescent Specific Big Dye Terminator cycle sequencing kit v. 2.0
(Applied Biosystems, Foster City, USA) according to the manufacturer's instructions.
The products were detected using the system 3730x] Automatic Sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, USA). The sequences obtained were compared with those
deposited in GenBank wusing the BLAST (basic local alignment tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) and aligned with selected sequences from
ATCC strains with the program BioEdit version 7.0.9 (Tom Hall Ibis Biosciences a
subsidiary of Isis Pharmaceuticals 1891 Rutherford Road Carlsbad, CA 92008).

Results and Discussion

In the skin test analyses of the 35 bovines, 48,57% (17/35) were positive,
28,57% (10/35) were negative and 22,85 (8/35) were inconclusive. The presence of
inconclusive results demonstrate the limitation of use of the tuberculin test. This result
may have occurred for several reasons, among which, no reactivity due to recent
infections and cross-reactivity with other pathogens with a low reactivity
(MONAGHAN et al. 1994).

Macroscopic examination showed lesion in 85,71 % (30/35) of animals, a total
of 79,43% (85/107) samples . These results are described in Table 1 along with the

result of hematoxylin and eosin stain and Ziehl-Neelsen modified Fite-Faraco stain.



Table 1. Results of Macroscopic , hematoxylin and eosin stain and Ziehl-Neelsen

modified Fite-Faraco stain

Sample MACRO

Cow post morten hematoxylin and eosin stain  Fite Faraco
1 B,D,F D D

2 A A A,F
3 A*, B, D* e F* CE CE
4 A*eD A,CLE AE
5 C1*,C2*%,D E -

6 C1,C2,D s/ lesdo -

7 AeD A, C C

8 Without lesion Without lesion -

9 CeF C C

10 A A -

11 A Without lesion -

12 C* E, F Without lesion -

13 A, C*, D* E* F* Without lesion -

14 A* C* D, F* Without lesion -

15 A* D* Without lesion -

16 A, C, D, E* F* A,CE A,CE
17 A* C* D, E* E E

18 A*, B*, C*, F* A -

19 A*, C*, D*, F* Without lesion -

20 A,C* D, E F -

21 A,D,E C -

22 A,B,C,D A,C,E A,C E
23 A,B,C,D B.E B, E
24 A, C,D,F Without lesion -

25 Without lesion Without lesion -

26 A, D, E Without lesion -

27 D E E
28 DeE D D
29 Without lesion Without lesion -



30 D,E CE -
31 A A A

32 Without lesion Without lesion -

33 Without lesion Without lesion -

34 AeE A, Al, A2 A, Al, A2

35 D,E E -

A = Lung and / or bronchial or mediastinal lymph node, B = liver and / or hepatic lymph node, C =

mesenteric lymph nodes, D = retropharyngeal lymph node, E = carotid lymph node, F = sublingual lymph
node, 1-2 = samples from different regions of the same material, * Only macroscopic tissue changes, no

macroscopic lesions compatible with tuberculosis. - = negative

85.71% (30/35) showed gross lesions suggestive of tuberculosis. In
hematoxylin-eosin stain, 60.00% (21/35) had lesions suggestive of tuberculosis.
Staining with Fite-Faraco, 40.00% (14/35) of animals had lesions suggestive of
tuberculosis, resulted positive for acid-fast bacilli (AFB). In relation to the skin test
48.57% (17/35) of animals were diagnosed positive for TB, 22.86% (8 / 35) had
inconclusive results and 28,57% (10/35) tested negative. With the filing of these data
we obtain from the 17 animals positive for the tuberculin test, 58.82% (10/17) animals
showed lesions characteristic of tuberculosis in the presence of AFB, 88.23% (15/17)
had macroscopic lesions suggestive tuberculosis and 52.94% (9 / 17) had some type of
microscopic damage. In the skin test inconclusive animals (8 animals), 50% (4 / 8) were
positive for the presence of AFB and 87,50% (7/8) showed lesions suggestive of
tuberculosis as same as figure 1 . According to Reis et al. (1996) gross diagnoses of
lymphadenitis data in the inspection line when confronted with the microscopic
represent 37.93% of diagnostic errors. These data reinforces a complementary test to the

tuberculin test.

Figure 1: Sample of lung (animal in 22) that had inconclusive results for tuberculin

reaction but with lesions suggestive of tuberculosis.




All the samples were negative for the amplification of the rpoB prior the
bacteriological culture. Only 4 samples grown in culture medium, where 3 (Samples 1,
2 and 5) grew in Stonebrink medium (Stonebrink et al., 1969) and 1 sample (Sample 35)
grew in Lowestein-Jensen medium (Becton, Dickinson and Company Sparks, MD,
USA). These samples had their DNA extracted and made PCR resulting Figure 2

showing the amplification of a fragment of 764 base pairs.

Figure 2. Electrophoretic separation of amplified DNA in 1.5% agarose gel
stained with ethidium bromide. Lane M, 100 bp ladder DNA molecular size markers;
lane 1, sample 1; lane 2, sample 2; lane 3, sample 5; lane 4, sample 35; lane 5, negative

control without DNA and Lane 6 M. bovis strain ATCC 19210.

The sequencing of sample 1 showed a fragment with 746 nucleotides, the sample
2 728 nucleotides, the sample 5 743 nucleotides and the sample 35 showed a fragment
of 742 nucleotides. When we perform the analysis by BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) to get all the samples the same result, that presented in Table 3.



Table 3. Analysis by BLAST showed a maximum identity with various species of

mycobacteria

Sequences producing significant alignments:
Max Total Query E Max

Accession Description : Links
score score coverage value ident
CP001658.1 Mycobacterium tuberculosis KZN 1435, 1304 1304  97% 00 999%
——  complete genome -
AP010918.1 Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo 1304 1304  97% 00  99%
— 172 DNA, complete genome —
CP000717.1 Mycobacterium tuberculosis F11, 1304 1304  97% 00  99%
~—— complete genome —
CP000611.1 Mycobacterium tuberculosis H37Ra, 1304 1304  97% 00 999%
——  complete genome -
AM408590. 1 Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1304 1304  97% 00  99%
—  1173P2, complete genome —
AE000516.2 Mycobacterium tuberculosis CDC1551, 1304 1304  97% 00  99%
— complete genome —
BX842574 1 Mycobacterium tuberculosis H37Rv 1304 1304  97% 00  99%
=~ complete genome; segment 3/13 -
Mycobacterium bovis subsp. bovis
BX248336.1 AF2122/97 complete genome; segment 1304 1304  97% 0.0 99%
3/14
Mycobacterium tuberculosis H37Rv
U12205.1 RNA-polymerase beta subunit (rpoB) 1304 1304 97% 0.0 99%

gene, partial cds

When these samples are analyzed together with the program BioEdit (Alignemet
Sequence Editor) we obtain a maximum identity among themselves and the positive
control (M. bovis strain ATCC 19210). This demonstrates that the sequence of the rpof
gene from these M. bovis 1is highly conserved showing no mutation that would render

the treatment of this herd by rifampicin.
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