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RESUMO

O Mycobacterium bovis integra 0 Complexo Mycobacterium tuberculosis e € responsavel pela
tuberculose nos bovinos e bubalinos (TB), entre outras espécies, inclusive a humana. Objetivou-
se com este estudo realizar ensaios biomoleculares investigativos usando PCR para pesquisa de
Mycobacteruim bovis em amostras séricas de bovinos previamente submetidos ao teste da
tuberculina. Foram examinadas 100 amostras sericas para identificacdo gendmica do M. bovis,
escolhidas ao acaso por conveniéncia ndo probabilistica e distribuidas em seis grupos
experimentais, provenientes de bovinos aparentemente higidos e previamente submetidos ao
Teste da Tuberculina, criados em seis propriedades de diferentes municipios do estado de
Pernambuco. Das 100 amostras de soro sanguineo submetidas a PCR, 5% (05/100)
apresentaram positividade ao M. Bovis. Quanto ao Teste da Tuberculina, 19% (19/100) dos
animais apresentaram reacao positiva. Concluiu-se que a PCR em tempo real, quando aplicada
diretamente em amostras de soro sanguineo, demonstrou baixa sensibilidade para ser

empregada como ferramenta na rotina diagndstica da tuberculose em bovinos.

Palavras-chave: Bovinos, Gado, Diagnostico, Tuberculose.



ABSTRACT

The Mycobacterium bovis belongs to the Mycobacterium tuberculosis Complex and is
responsible for tuberculosis in bovines and buffaloes, as well as in humans. This study aimed
to carry out biomolecular assays using PCR for investigate M. bovis in serum samples of bovine
subjected to the tuberculin test. A hundred samples, from seemingly healthy bovines and
previously submitted to the tuberculin test, raised in six properties from different cities of the
State of Pernambuco, were examined for Genomic identification of M. bovis. The samples were
chosen at random by non-probability convenience and distributed in six groups. From the
samples subjected to PCR, 5% (100/05) resulted positive for M. Bovis. The tuberculin test
showed a positive reaction on 19% (19/100) of the animals. Was possible to conclude that the
real time PCR, when applied directly in blood serum, showed low sensitivity to be used as a

tool in routine diagnosis of tuberculosis in bovine.

Keywords: Bovines, Cattle, Diagnosis, Tuberculosis.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) animal é uma doenca de evolugdo crbnica, causada pelo
Mycobacterium bovis, que acomete principalmente bovinos e bubalinos, sendo também relatada
em caprinos (MELO et al.,2012), e pode ser transmitida aos seres humanos por meio da ingestao
de produtos de origem animal contaminados (ROXO, 1996; ABRAHAO, 2005).

A situacdo da tuberculose bovina no Brasil ndo estd bem delineada: embora sua
prevaléncia seja estimada em 1,3% (BRASIL, 1994), ha registros de valores regionais
superiores, como 5,7% em Pernambuco, aferidos nos catalogos do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2006).

Estudos realizados por Mendes et al. (2008) e por Melo et al. (2010), usando o Teste da
Tuberculina, estimaram prevaléncias de 15,2% e 11,5%, respectivamente, bem superiores as
notificadas pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA). A ocorréncia da
tuberculose também foi registrada pioneiramente em rebanhos caprinos do estado de
Pernambuco, sendo aferida positividade em 3,4% dos animais examinados (MELO et al.,
2012).

Desta forma, a realidade da tuberculose bovina no Brasil, em meio ao comércio
clandestino de carne e leite, associados a falta de dados estatisticos confiaveis, torna-se uma
grande ameaca & satide publica (ABRAHAO, 2005; ANTORE, 1998). A Organizacdo Mundial
de Salde (OMS) tem alertado que uma propor¢do significativa dos casos de tuberculose
humana, entre 2 a 8%, ocorre em pessoas infectadas pelo Mycobacterium bovis, agente primario
da doenca em bovideos e caprinos, na chamada Tuberculose Zoonoética (TBZ), considerada uma
doenca infecciosa emergente (COSIVE et al., 1998; MELO, 1999; MELO et al., 1999; MAPA,
2001; MELO et al., 2005; MELO et al., 2008; MENDES et al., 2008).

A epidemiologia da Tuberculose Zoonotica é ancorada em um cendrio em que
coexistem fatores de risco, como a presenca de bovinos infectados em pequenas criagoes
consorciadas com caprinos, em que pessoas Vvinculadas a familia dos produtores,
principalmente, mantém contato insalubre e em conexdo com o habito social, econémico e
cultural da populacéo, especialmente a da Regido Nordeste, de consumir de forma in natura o

leite de vaca ou de cabra, ou de seus produtos derivados, como o queijo coalho.
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Estima-se que 42 milhOes de pessoas estejam infectadas pelo Mycobacterium
tuberculosis e que ocorreram, na Gltima década, cerca de 50 mil 6bitos no pais. O Brasil esta
entre os 22 paises que concentram 80% dos casos de tuberculose no mundo, com quase 70 mil
registros s6 em 2011 e cerca de 4,6 mil mortes anuais (BRASIL, 2012). Dados do Sistema
Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN) demonstram que Pernambuco destaca-se
negativamente no cenario da tuberculose humana no Brasil, sendo o quarto estado com maior
incidéncia da doenca, com 46,2 casos a cada 100 mil habitantes, e ocupa a segunda colocagédo
em mortes causadas pela enfermidade. Dentre as capitais do Brasil, Recife é a que apresenta
maior nimero de o6bitos registrados (BRASIL, 2012).

A ocorréncia da tuberculose animal, portanto, aléem de ser um entrave primario a
produtividade dos rebanhos leiteiros infectados, bovinos ou caprinos, repercute na saude
publica, pois representa uma ameaca as pessoas. Neste sentido, a realizacdo deste estudo
justifica-se como contribuicdo para o aperfeicoamento do diagnéstico da tuberculose animal,
usando amostras soroldgicas para a pesquisa de M. bovis através da PCR, em bovinos

submetidos a Tuberculizag&o.
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar 0 uso do soro sanguineo como espécime biolégico para pesquisa de
Mycobacterium bovis segundo a Técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

1.2 Especificos

e ldentificacdo do Mycobacterium bovis em soro sanguineo de bovinos, por meio da PCR

em tempo real;

e Determinar sensibilidade da técnica da PCR, considerando o Teste da Tuberculina como

teste padréo-ouro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos da tuberculose

Tuberculose designa uma das doencas infectocontagiosas mais populares do mundo e
0S primeiros registros em bovinos apontam sua origem para a Inglaterra e Europa Continental
e datam de 384-322 a.C, sendo escritos por Hipocrates, Celsus e Avicena, porém naquela época
nada era muito claro e costumava-se atribuir as lesdes encontradas a diversas outras doencas
(FAPEMIG , 2004).

Em relacdo ao carater zoondtico da Tuberculose Bovina, desde tempos remotos, em
meio ao processo de domesticacdo dos bovideos, ocorrido entre 8000-4000 a.C., surgem
evidéncias arqueoldgicas de infeccdo humana, havendo relatos em mumias, datados da pré-
historia, nas quais foram encontradas lesdes que indicavam a doenca (DANKNER et al, 1993;
ROSEN, 1994; CAMPOS et al 2001; DORMANDY, 2002; REICHMAN & TANNE, 2003).

Ha registros de interesse pelo assunto desde os periodos biblicos, onde no fim do século
Il os rabinos proibiam ao povo hebreu de consumir carne de bovinos em cujos pulmdes
houvesse lesdes ulcerosas. E, mais tarde, na Alemanha, em 1307, lei equivalente foi
promulgada (FELDMAN, 1955).

A descoberta da natureza infecciosa da doenca para humanos se deve a Villemin e a
Koch, gque deram um passo primordial para o controle da doencga ao descobrirem sua natureza
infecciosa (GRIFFITH et al, 1930 citado por ABRAHAO, 1998 ).

Na Europa e no Brasil rapidamente a doenca se tornou um grave problema de salde
publica, a epidemia tornou-se corriqueira nas cidades mais populosas (LEITE & TELAROLLI
JR, 1997).

Ha& controvérsias quanto ao surgimento dessa insidiosa infeccdo: nas Américas,
especula-se que tenha surgido antes da colonizacdo, ja outros afirmam que a mesma chegou
com os europeus durante as suas expedicdes (LEITE& TELAROLLI JR, 1997).

No Brasil, acredita-se que a entrada da mesma deu-se atraves dos colonizadores jesuitas
(HIJJAR, 1994; CAMPOS et al 2001; LEITE & TELAROLLI JR, 1997).
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2.2 Aspectos conceituais, microbioldgicos e clinico-epidemiol6gicos da tuberculose

Tuberculose Bovina € uma micobacteriose infecto-contagiosa de evolucao cronica e carater
zoondtico, causada pelo Micobacterium bovis e caracterizada clinicamente por emaciacéo,
queda na producéo e lesdes nodulares nos linfonodos e pulmdes, podendo acometer outras
espécies, como cées, gatos e humanos (RADOSTITS, 2002; MELO et al., 2012)

Sua importancia econémica esta relacionada aos prejuizos que a infeccdo causa nos
rebanhos, caracterizados pela queda no ganho de peso, diminuicdo na producdo de leite,
descarte de animais de alto valor zootécnico, condenacéo de carcacas, morte de animais e perda
de credibilidade do rebanho criacéo.

O Mycobacterium bovis € um parasita bacilar intracelular facultativo, aerébio e de
crescimento lento em meio de cultura, corando-se pelo método de Ziehl-Neelsen, pertence a
familia Mycobacteriacea, ordem Actinomycetales e género Mycobacterium e constitui com as
espécies M. tuberculosis M. africanum e M. microti o complexo Mycobacterium tuberculosis,
nas chamadas micobactérias tuberculosas (KANTOR, 1979; BIER, 1984; ROXO 1996; LAGE
et al, 1998; LAGE et al, 1998; MURRAY, 1999).

Em bovinos, sua patogenia € similar a infeccdo tuberculosa, sendo caracterizada por
uma pequena lesdo, geralmente Gnica e pequena no local da infec¢do e um aprecidvel aumento
dos linfonodos (THOEN & HIMES, 1986; HANCOX, 1995; ABRAHAO, 1998). A doenca é
crbnica, progressiva e tendo como porta de entrada principal as vias aéreas superiores
(COLLINS & GRANGE 1983; MOTA & NAKAJIMA, 1992; ABRAHAO, 1998.), entretanto,
pode também ocorre por via digestiva (MORRIS et al, 1994).

Os tipos de bacilos - humano, bovino ou aviario, podem ser diferenciados facilmente
pelas caracteristicas da cultura, bioquimicas e de sua patogenicidade a animais de laboratorios,
em conformidade com a Fig. 1 (BIER, 1984).

O Mycobacterium bovis possui uma grande nimero de hospedeiros e um complexo
padrdo epidemioldgico, envolvendo animais domésticos e selvagens e seres humanos
(MORRIS et al,1994). Acredita-se que a doenca é relativamente rara em animais selvagens,
porém, existe a possibilidade de acometer estes animais (NEILL et al, 1994).

Entre os animais domeésticos que podem ser infectados pelo M. bovis, destacam-se cées,
gatos, suinos, equinos, caprinos e ovinos, quanto aos mamiferos exoticos e silvestres; animais
de zooldgicos e parques e animais selvagens, citam-se: macacos, elefantes, girafas, ledes, tigres,

leopardos, raposas, camelos, Ihamas, alpacas, lebres, javalis, bufalos, texugos, cervos, gambas,
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porcos selvagens, roedores, lontras, bisdes, esquilos, corvos, furdes e focas (ABRAHAO,
1998). A importancia dada a estas fontes de infeccdo é relativamente pouca, porém deve-se
levar em consideracdo que animais infectados significam a perpetuacdo da doenca e que,
qualquer reservatorio pode ser responsavel por casos esporadicos de tuberculose bovina
(MODA et al, 1996).

Na espécie humana, a infecgdo pelo M. bovis expressa-se por uma sindrome clinica
semelhante a que envolve o M. tuberculosis, incluindo a formacéo de escréfulas, na chamada
Tuberculose Zoondtica. Diferentemente, parece que a infec¢do pelo M. tuberculosis ndo causa
doenga em bovinos, sendo considerada autolimitante por alguns pesquisadores, que afirmam
que a infeccdo leva apenas a sensibilizacdo alérgica, que desaparece logo apos o afastamento
da fonte da infeccdo (LAGE et al, 1998), fato que ndo ocorre com outras espécies, com
exemplo: primatas, cées, gatos, papagaios e suinos (ROXO, 1996).

Aspecto epidemiologicamente relevante, pois interfere no saneamento dos rebanhos,
esta relacionado a resisténcia do M. bovis: 1) ao abrigo da luz solar e com umidade permanece
viavel por longos periodos, é relativamente resistente ao calor e a diversos desinfetantes,
mantem sua viabilidades por até dois anos em estabulos, pastagens e dejetos, sobrevive por até
1 ano na &gua e ateé 10 meses em produtos de origem animal contaminados (ROXO, 1996); 2)
Desinfetantes, tais como, hipoclorito de sddio a 5%, formaldeido a 3%, fendis e alcool s&o
eficientes, porem deve-se levar em consideracdo o tempo de exposi¢do, a temperatura, a
concentracdo e a presenca de matéria organica para que a atividade do desinfetante seja eficaz
(ROXO, 1996; LAGE et al, 1998); 3) As amonias quaternérias e o clorexidine sdo ineficazes,
ja o calor imido a 60°c e a luz solar direta em ambiente seco mostra-se bastante eficientes
(ROXO, 1996); 4) A pasteurizacdo & temperatura de 71,1°c por 15 segundos ou 62,8°c a 65,6°c
por 30 minutos, seguido de rapido resfriamento € eficiente contra as micobactérias (Senai/DN,
1999).

Quanto a viruléncia, quanto maior a quantidade de glicopepitideos na parede celular
maior a viruléncia, esta substancia é importante na sintese do fator que determina o crescimento
filamentoso, em forma de corda das micobactérias (DUNGWORTH et al, 1992; JORGE, 2001).

Em relacdo a epidemiologia da tuberculose bovina no Brasil, a situa¢do ndo se encontra
bem delineada, com escassos estudos. Estima-se que a prevaléncia nacional da doenca é de
1,3%, em levantamento realizado no periodo de 1989 a 1998, ja em Pernambuco, a prevaléncia
divulgada foi de 5,7% (BRASIL, 1994), bem inferior aos 11% encontrados em recente estudo
(BAPTISTA FILHO, 2012).
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A génese da infecgdo pelo M. bovis em caprinos vem sendo estreitamente associada a
tuberculose bovina, sendo sua ocorréncia pioneira identificada em rebanhos criados em
Pernambuco, com 3,4% dos caprinos positivos (MELO et al., 2012).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS), atenta aos registros de infeccdo humana de
origem bovina (Tuberculose Zoondtica) e preocupada com a impactacdo dessa insidiosa
infeccdo animal na saude publica, vem alertando para a possibilidade, em paises em
desenvolvimento, de uma proporc¢éo significativa dos casos, entre 2 a 8%, ter como agente
causador o M. bovis (COSIVE et al., 1998).

A caracterizacdo da epidemiologia da Tuberculose Zoonética perpassa pelo
reconhecimento prévio da magnitude da tuberculose humana, em meio a ocorréncia
significativa da tuberculose bovina como fator de risco priméario e a identificacdo de habitos
sociais, culturais e econdémicos da populagdo, como a ingestdo de leite de vaca e/ou cabra in
natura ou produtos derivados. Neste sentido, estima-se que 1/3 da populacdo mundial estejam
infectadas pelo Mycobacterium tuberculosis, estando o Brasil entre os 22 paises que
concentram 80% dos casos de tuberculose no mundo, com quase 70 mil registros em 2011 e
4,6 mil mortes anuais (BRASIL, 2012).

Dados do Sistema Nacional de Agravos de Notificagdo (SINAN) demonstram que
Pernambuco destaca-se negativamente no cenario da tuberculose humana no Brasil, sendo o
quarto estado com maior incidéncia da doenca, com 46,2 casos a cada 100 mil habitantes, e
ocupa a segunda colocacdo em mortes causadas pela enfermidade. Entre os 10 primeiros
municipios do estado com maiores incidéncias da doenca, Recife é o primeiro (Fig. 2). Dentre
as capitais do Brasil, Recife é a que apresenta maior nimero de 6bitos registrados (BRASIL,
2012).

De acordo com dados do sistema de informacdo de agravos de notificacdo (SINAN,
2013), nos anos de 2010, 2011 e 2012, Pernambuco contou com 1058 casos novos de
tuberculose extrapulmonar, 11030 casos novos de tuberculose pulmonar e 442 casos associados
de tuberculose pulmonar e extrapulmonar, totalizando nos 3 anos 13.052 casos novos de
tuberculose no estado (Fig. 3).

Em contrapartida, nos registros oficiais (SINAN, 2010, 2011 e 2013) consta que
Pernambuco contou com uma relativa diminui¢cdo nos casos de abandono de tratamento no
estado, onde em 2010 o percentual de abandono foi de 13,85%, em 2011 de 10,67%, ja em 2012
esta taxa foi de 9,26% (Fig. 4).
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Conhecendo-se a magnitude de ocorréncia da tuberculose humana, em conexao com a
prevaléncia expressiva da tuberculose bovina, criam-se as condicdes favoraveis a
transmissibilidade da infeccdo dos animais para os humanos: diretamente pela via aerdgena,
por inalagdo do Mycobacterium bovis, e indiretamente, pelo consumo de leite e de produtos
lacteos ndo fervidos ou pasteurizados, e com menor frequéncia pela ingestdo de produtos
carneos contaminados, (WHO, 1993; GRANGE & YATES , 1994; ABRAHAO, 1998).

A Tuberculose é considerada uma zoonose ocupacional, estando incluidos como grupos
de risco as comunidades rurais, 0s criadores e tratadores de gado, trabalhadores da indUstria da
carne, veterinarios e funcionarios de zoologicos (O’ REILLY & DABORN, 1995; ROXO,
1996; FIGUEIREDO et al, 2008). Enquadra-se entre as enfermidades integrante da lista B da
Organizacao Internacional de Epizootias (OIE), lista esta, que trata das doencas transmissiveis
importantes do ponto de vista socioecondmico e sanitario (ACHA & SZYFRES, 2001).

Desta forma, a tuberculose como zoonose é preocupante, principalmente nos paises em
desenvolvimento, onde o conhecimento do problema é escasso. Sao necessarias, pois, melhorias
nos aspectos de saude publica veterinaria em relacdo a infeccdo pelo microrganismo,
especialmente nas populagdes de risco (O’ REILLY & DABORN, 1995; COSIVE et al, 1998;
FIGUEIREDO et al, 2008).

Embora os registros sejam pequenos e pontuais, é bastante relevante o percentual dos
casos de tuberculose registrados em seres humanos tendo como agente o Mycobacterium bovis
(RIVAS 2012; ALVES 2013). Mesmo ocasionais 0s casos de infeccdes pelo M. bovis nos
humanos, ndo devem ser negligenciados, como ocorre na maioria dos paises desenvolvidos. A
Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization — WHO) juntamente com a
Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (Food and Agriculture
Organization — FAQO) e a Organizacdo Internacional de Epizotias (World Organisation for
Animal for Animal Health — OIE) classificaram a tuberculose causada pelo M. bovis como uma
zoonose negligenciada nos paises em desenvolvimento (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN,
2010). Nos paises em desenvolvimento, as comunidades enfrentam um maior risco de infeccéo
pelo M. bovis, devido ao maior grau de exposicdo dos seres humanos aos animais,
particularmente no que concerne ao consumo frequente de leite ndo pasteurizado e de produtos
lacteos derivados de rebanhos que ndo possuem controle da tuberculose bovina. Ao mesmo
tempo, essas populacdes estdo inclusas no grupo onde as taxas de infeccdo HIV/AIDS séo as
mais altas do mundo e estdo associadas ao aumento de suscetibilidade a co-infecgdo com o M.

tuberculosis, principal causador de tuberculose nos humanos (BERG et al., 2011).



21

Investigacdo epidemioldgica realizada em pacientes em tratamento em hospital do
servico de referéncia para o tratamento da tuberculose em Pernambuco-BR, revelou que 39%
dos pacientes em tratamento no servigo sdo moradores de zona rural, 25% afirmaram ter como
ocupacdo a agricultura/pecuaria e 50% dos entrevistados afirmaram consumo de leite in natura
rotineiramente (REVOREDO,2014), levando a ideia de que a possiblidade da tuberculose
zoonotica ndo esta tdo distante e que pode estar sendo subnotificada no nosso estado.

Nesse contexto, a TBZ nao estd bem delineada no Brasil, pois ndo existem dados
especificos sobre a sua prevaléncia, apenas sabe-se que nas primeiras décadas do século passado
a incidéncia era elevada (ANDRADE et al, 1991; FELDMAN, 1955; ABRAHAO, 1998).
Estima-se que 70 a 80% dos casos de tuberculose dos ganglios cervicais em criangas e 20% dos
casos de tuberculose renal do homem sejam causados pelo M. bovis (WIESNER, 1973;
ABRAHAO, 1998). Em 1974 Corréa e Corréa citam um trabalho de estatistica geral de 1966,
em que se afirmam as seguintes incidéncias do bacilo bovino no homem: Alemanha, 10,5%;
Inglaterra, 4,7%; Dinamarca, 5,6%; Franca, 4,3%; Poldnia, 1,1%; Hungria, 9,9%; Suica, 2,6%;
Checoslovaquia, 7,8%; Turquia, 7,1%; Congo, 2,2%; Africa do Sul, 7,2% e Venezuela, 5,4%
(CORREA & CORREA, 1974). Recentemente, em 2012, no Uruguay, houve o relato de trés
casos de tuberculose onde o0 agente causador foi 0 M. bovis e em 2013, em Goias-Brasil, também
houve o isolamento do M. bovis em material bioldgico humano de trés pacientes, demonstrando
assim a existéncia de casos recentes de infeccdo zoonotica. (RIVAS 2012; ALVES 2013).

Vale ainda destacar na epidemiologia da Tuberculose Zoonotica que a identificacdo da
espécie M. bovis em rebanhos consorciados de bovinos e caprinos criados no estado de
Pernambuco evidencia a intercorréncia da doenca nas duas espécies ruminantes e as coloca no
mesmo patamar de importancia como fator de risco da Tuberculose Zoonética (MELO et al.
2012).

A identificacdo da tuberculose, em animais ou em pessoas, esta associada ao
reconhecimento da expressdo clinica da doenca e uso de técnicas diagndsticas. Clinicamente, a
doenca nos bovinos ndo tem uma sindrome bem definida, pois o animal acometido nédo
apresenta alteracdes no estado geral e nutricional, somente nos estagios terminais da
enfermidade as evidéncias clinicas da doenca sdo aparentes, pois se trata de uma doenca de
evolucdo lenta. Evolui para anorexia (Fig 5A.), hipertermia moderada, tosse dolorosa e
intermitente e respiracdo torna dificil e dispneica. O agravamento do quadro inclui febre alta e
continua, tosse débil e imida, expectoragdo mucopurulenta, dificuldade respiratoria, os animais

assumem a atitude de abaixar a cabeca, sacar a lingua, emitem gemidos ou ruidos ao respirar e
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desviam para fora os membros toracicos com aumento dos ganglios linfaticos pulmonares e
este levar ao impedimento da eructacdo e consequentemente a um acimulo de gas e meteorismo
no ventre (WIESNER, 1973; ABRAHAO, 1998; RADOSTITS, 2002). Quando a tuberculose
encontra-se generalizada, o quadro clinico caracteriza-se por transtorno geral inespecifico e 0s
pacientes morrem em consequéncia da debilidade geral (NAZARIO et al, 1987; ABRAHAO,
1998).

Em cédes e gatos quando ocorrem sinais clinicos, estes refletem o sitio primario da
infeccdo (CLERCX et al, 1992), sdo mais comumente observados broncopneumonia, formacéo
de nddulo pulmonar, enfartamento de linfonodos, febre, perda de peso, tosse, dispnéia, apatia e
anorexia (KAVINSKI & KLEINER, 1984; CLERCX et al, 1992; MEGID et al 1994,
ABRAHAO, 1998; SOUZA, 2008).

Nos primatas ndo humanos, ndo existem sinais clinicos caracteristicos, observa-se,
algumas vezes, pélos ralos, secos e sem brilho; inatividade e perda de peso. Alguns animais ndo
apresentam sintomas até a morte (ABRAHAO, 1998; SOUZA, 2008).

Em humanos, independente da infecgdo tuberculosa ter como agente causador o M. bovis
ou M. tuberculosis, as manifestacdes clinicas e as lesdes patologicas sdo basicamente as
mesmas, assemelhando-se com uma doenga cronica infecciosa, marcada por febre,
emagrecimento, astenia, tosse com expectoracdo que pode evoluir para escarros sanguinolentos
e hemoptise (Fig 5B.) (BRASIL, 2001).

Em meados da década de 40, na Dinamarca, relatos humanos do quadro clinico da
infeccdo tuberculosa pelo M. bovis incluiram inicialmente febre, dor de garganta, inflamacéo
das amigdalas e linfonodos cervicais, sintomas estomacais, alargamento dos linfonodos
mesentéricos, esporadicamente conjuntivites e muitas vezes eritema nodoso (PRITCHARD,
1988; ABRAHAO, 1998).

Reconhecida a expressdo clinica da tuberculose e estabelecendo-se o diagndstico,
incluindo para isso 0 uso dos exames complementares, com vistas ao controle e erradicacdo da
micobacteriose. O controle da tuberculose bovina e sua impactacéo na satde publica refere-se
as medidas sanitarias nos rebanhos e nas comunidades onde coexistam fatores de risco, bem
como acdes socio-educativas e terapéuticas relativas ao repercussao da doenca em humanos
(BRASIL, 2001).

Nos bovinos, preconizam-se para o controle ou erradicacdo da tuberculose e outras
doencas infecciosas em geral a aplicacdo simultanea de medidas de combate as fontes de

infeccdo, aos animais susceptiveis e também as vias de transmissao (PINHEIRO, 1990). Neste
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sentido, faz-se o blogueio dos pontos criticos da doenca incluindo a tuberculinizacdo dos
animais uma boa alimentacao, a eliminacdo de portadores da infeccdo e um manejo adequado
do rebanho, visando evitar contato entre animal sadio e infectado. E necessaria também a
observacgdo constante do comportamento dos animais, avaliando os que apresentam algum
sintoma clinico; proceder a higiene e desinfec¢do dos estabulos, bebedouros e currais usados
por animais doentes; aleitar os bezerros com leite de vacas sadias e aquisicdo de animais
somente com atestado negativo de tuberculinizacdo (ABRAHAO, 1998).

Em relacdo a Tuberculose Zoonoética, a investigacdo epidemioldgica direcionada a
percepcdo de contato entre individuos e/ou animais tuberculosos é importante para a hipotese
diagndstica (BRASIL, 1994). O grande entrave na caracterizacdo da Tuberculose Zoonotica,
contudo, € o emprego de métodos ndo adequados de isolamento e identificacdo do M. bovis em
espécimes biologicas humanas e isso anula ou impede o estabelecimento do diagndstico
(THOREL, 1994; GRANGE, 1996; HANCOX, 1996).

As principais medidas para o controle da tuberculose humana no Brasil consistem em:
busca ativa de casos, tratamento correto dos baciliferos, vacinacdo BCG e quimioprofilaxia
(BRASIL, 1994; BRASIL, 2001). Adicionalmente, medidas profilaticas e de combate devem
ser implementadas contra a infec¢do animal, consistindo principalmente no saneamento dos
rebanhos infectados e eliminagcdo de contato prolongado com animais doentes, bem como
proibicdo do consumo leite ndo fervido ou ndo pasteurizado (SOOLINGEN et al, 1994).

Em relacdo a possibilidade do tratamento da tuberculose, nos bovinos € uma medida
impraticavel, principalmente devido a possibilidade de desenvolvimento de cepas
multidrogaresistentes (MDR) de M. bovis, tempo de duragdo e alto custo (FLAMAND et al,
1994). Neste sentido, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, junto ao Ministério da
Salde - PNCBT (BRASIL, 2001) referenda esta tese ao proibir procedimentos terapéuticos de
qualquer natureza, sendo condenavel o uso de referidas praticas em bovinos tuberculosos,
mesmo no ambito da pesquisa ou envolvendo valor zootécnico, como relatado em trabalhos
publicados (LANGENEGGER et al, 199; GRETH et al, 1994, THOREL & MOUTOQOU, 1994).

Diferentemente da bovina, a tuberculose humana é curavel, sendo de notificacdo
compulsoria e a medicacdo mais utilizada, a base de rifampicina (R), isoniazida (H), Etambutol
(E) e pirazinamida (Z), é fornecida exclusivamente pelo Ministério da Saude, sendo a
associacdo medicamentosa adequada e 0 uso regular por tempo suficiente eficaz para evitar a

resisténcia e a persisténcia bacteriana (BRASIL, 1994; BRASIL, 1995), bem como interrompe
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a contagiosidade, que ocorre apdés um més do inicio do tratamento (VERONESI &,
FOCACCIA, 1996; HONE, 2002; PORRAS et al, 2002). No tratamento dos pacientes
imunocomprometidos, portadores de HIV/AIDS, faz-se necessario um periodo de tratamento
maior (9 meses), onde a 22 fase tem a duragdo de 7 meses (HADAD, 1994; BRASIL, 1995;
GARCIA et al., 2004). Uma vez iniciado o tratamento, este ndo deve ser interrompido, pois
permite a multiplicagdo do microorganismo, levando a recidiva da doenca e resisténcia
bacteriana (ROSEMBERG et al, 1990). A quimioprofilaxia, que nada mais é do que o uso de
drogas capazes de prevenir a infeccdo ou impedir que o individuo infectado adoeca, consiste na
administracdo de isoniazida em pessoas ndo infectadas, quimioprofilaxia primaria, e também
em pessoas infectadas, mas sem sinais de doenga, quimioprofilaxia secundaria, na dosagem de
10mg/kg de peso diariamente, durante 6 meses, ndo excedendo a dose de 400mg (ALMEIDA,
& MAGARAO, 1969; SUCCI, 1976 citado por ABRAHAOQ, 1998; BRASIL, 1995;). A eleicio
da isoniazida para quimioprofilaxia se deu pelo seu alto poder bactericida, baixos efeitos
colaterais e baixo custo. (ROSEMBERG et al, 1990).

Especificamente sobre a infeccdo zoondtica, deve-se levar em consideracdo que o M.
bovis é naturalmente resistente pirazinamida (CUNHA, 2011), logo, esta devera ser substituida
por outra droga de 12 linha, para o correto tratamento dos contaminados por esse agente
(DANKNER et al, 1993).

2.3 Aspectos relacionados ao diagnostico

O diagnéstico clinico da tuberculose bovina, baseado na avali¢do do estado geral do animal
e caracterizacdo da sindrome clinica, tem valor relativo por tratar-se de uma bacteriose crénica
(RADOSTITS, 2002).

Atualmente, no Brasil, os procedimentos de referéncia para o estabelecimento do
diagndstico da tuberculose bovina estdo contidos no Programa nacional de controle e
erradicagéo da brucelose e da tuberculose animal — PNCEBT, sendo o teste da tuberculina (Fig.
6) e a deteccdo de lesdes nos matadouros (Fig 7 e 8) os métodos diagndsticos mais utilizados,
em conexdo, quando for possivel, com os exames bacterioldgicos (Fig. 9) (BRASIL, 2006).

O teste da tuberculina é considerado 0 método padrdo ouro pelo Ministério da Agricultura
(MAPA) para o diagndstico de rotina da Tuberculose Bovina, uma vez que, embora laborioso
em sua execucdo, é simples em sua concepcao e confiavel como teste de triagem, quer na

modalidade da prega caudal, cervical simples ou cervical comparativo, sendo este, por usar as
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PPD bovina e aviaria e conferir maior especificidade, o teste de elei¢cdo quando se desconhece
ou estima-se como expressiva a frequéncia de bovinos positivos (BRASIL, 2006).

O diagnostico anatomopatoldgico baseia-se na avaliagdo post-mortem da carcaca e a
identificacdo de lesbes macroscOpicas sugestivas de tuberculose, em conexdo com a
investigacao histopatolégica em fragmentos desses tecidos lesados, adequadamente preparados
e corados por HE, Ziehl-Neelsen, modificado por Faraco e Wade ou ainda pela coloragédo de
Kinyoun (MICHALANY, 1980; LEMOS, 1998; BRASIL, 2006).

Apesar do cultivo microbioldgico ser indicado como teste confirmatdrio (BRASIL, 1994),
0 crescimento bacteriano demasiadamente lento, em consequéncia da reduzida quantidade de
bacilos nas amostras (CORREA & CORREA, 1992), a utilizacio de meios de cultura
inapropriados, 0 manuseio inadequado e a possivel contaminacdo da mesma, sdo fatores que
dificultam o isolamento da bactéria e podem levar a resultados falso-negativos (ROXO, 1996),
ratificando-se a necessidade de sua utilizacdo associada a outros métodos diagnosticos
(MEDEIROS et al 2010). Portanto, o isolamento especifico do Mycobacterium bovis bastante
laborioso, devendo-se levar em consideragdo para a obtencdo de resultados satisfatorios as
condigdes de colheita da amostra, estocagem e envio ao laboratorio (CORNER, 1994).

O meio recomendado para o cultivo deve ser a base de ovo e piruvato, tendo preferéncia o
Stonebrink, seguido do lowestein-Jensen (SALAZAR, 2005). Para o isolamento do complexo,
hoje, os laboratérios de saude publica do estado de Pernambuco utilizam preferencialmente na
sua rotina como meio para cultivo, o Ogawa-kudoh, seguido do lowestein-Jensen.

Sorologicamete, meétodos indiretos como Elisa tém sido experimentados em ensaios
imunossoroldgicos com vistas a padronizacdo (BAPTISTA FILHO et al, 2013).

Os bovinos responderem a infecgdo causada pelo M. bovis com a producdo de anticorpos
especificos, sobretudo em estagios mais avancados. Ensaios imunossorolégicos usando Elisa
apresentou resultados promissores para a identificacdo de bovinos portadores de estado
imunitario tardio, ocasionalmente anérgicos, sendo um método de rapida execucao, porém,
exigindo operador capacitado e que ainda encontra-se em fase de padronizagdo (LILENBAUM,
2006).

Métodos diretos biomoleculares representam uma revolucdo, especialmente apds o
desenvolvimento da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), cujo
principio basico é a deteccdo de um fragmento de DNA espécie-especifico ou do Complexo
Mycobacterium tuberculosis (BRASIL, 2006).
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No campo da engenharia genética, a biologia molecular, desde a década de 50, vem se
mostrando uma das areas de grande potencial para se investir em pesquisas na medicina
(PINHO, 2006), sendo considerada uma ferramenta diagnéstica inovadora na satde animal
(CENTIKAIA et al., 2002; CARMINATI, 2005; PACHECO et al., 2007).

H& poucos anos surgiram novas técnicas moleculares com capacidade de identificar
determinada sequéncia do genoma de qualquer organismo, mesmo que a amostra possua um
pequeno volume. O mérito se deve a possibilidade da reproducéo in vitro da replicacdo das fitas
de DNA ou RNA, através da PCR, formando diversas cépias de um fragmento génico
especifico, contendo poucos ou milhares pares de base (pb) (KRITSKI et al., 1997; TURNER
et al., 2004).

As técnicas de biologia molecular para amplificacdo de acido desoxirribonucleico (DNA),
como no caso a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), baseia-se na sintese enzimatica
orientada por oligonucleotidios iniciadores, denominados primers (OIE, 2005).

Mesmo ja comprovadamente bastante eficiente, ainda existem alguns entraves relacionados
a técnica, definidos pelo seu elevado custo, relativa complexidade e falta de padronizagéo das
técnicas de acordo com as amostras utilizadas, levando a certa variabilidade na sensibilidade e
especificidade, o que restringe em parte o seu uso (MARTIRE, 2009).

A utilizacdo da PCR exige o conhecimento prévio da sequéncia de genes a que se deseja
amplificar e, assim, produzir uma sequéncia de oligonucleotideos iniciadores, também
chamados de primers, para dar inicio as reac@es. Os primers e, mais especificamente, a
confeccdo deles, € o ponto critico e limitante da reacdo da PCR. Estas estruturas devem
apresentar temperatura de anelamento ideal, de acordo a segunda fase do ciclo de amplificacdo,
permitindo a hibridizagdo eficiente destas estruturas e extensdo dos fragmentos pela DNA
polimerase (NASCIMENTO et al., 2010). Atualmente, existem programas de computador que
disponibilizam desenhos de primers com maior eficacia (BROWNIE et al., 1997; BRASIL,
2000; TURNER et al., 2004).

A amplificagdo do material é realizada até que se obtenha uma solugdo com elevada
quantidade de DNA, a ponto de ser detectavel facilmente por métodos simples e tradicionais de
identificacdo de moléculas (MULLIS, 1990; KALIA et al., 1999; TURNER et al., 2004).

Inicialmente, é realizada a extracdo do DNA, utilizando para isto diferentes substancias,
a depender do material biol6gico de que se deseja extrair, o qual posteriormente é submetido a
uma série de reacdes ciclicas. Cada ciclo consiste de trés fases (MULLIS, 1990; BRASIL,
2000):
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e Fase de desnaturacéo: E a fase na qual ocorre o desenrolamento da fita dupla do DNA,

dando origem a duas fitas simples;

e Fase de anelamento: E a fase de pareamento dos primers ao DNA alvo;

e Fase de extenséo: E a fase na qual ocorre a polimerizagio de uma nova fita.

As trés etapas ocorrem em um termociclador, e o produto final serd utilizado como substrato
para o proximo ciclo de amplificacdes, gerando assim uma reacdo exponencial. O ponto da
reacdo que caracteriza a fase final depende da quantidade de DNA amplificado, fatores como
exaustdo de primers ou de nucleotideos, inativacdo da polimerase, excesso de substrato e
competicbes com produtos ndo especificos irdo possibilitar a entrada precoce nesta fase
(BRASIL, 2000; TURNER et al., 2004). A maioria das reacdes da PCR necessita, em média,
de 30 a 40 ciclos para que um Unico fragmento génico apresente mais de 1.000.000.000 de
copias (MELLO & FONSECA-COSTA, 2005).

Os componentes basicos para uma reacdo de PCR incluem a Taq polimerase, 0s primers, o
tampdo fosfato, magnésio, nucleotideos e 0 DNA, o qual se deseja amplificar ( WIEDBRAUK
& FARKAS, 1995; TURNER et al, 2004).

Existem distintos tipos de reacdes de PCR, sendo estes: Reverse Transcriptase Chain
Reaction (RT-PCR); Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP-PCR); Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-PCR); PCR Competitiva; Multiplex PCR; Nested
PCR e a Real Time PCR, que foi a técnica utilizada no experimento desta dissertagdo. Técnica
esta que apresenta um dos maiores niveis de sensibilidade, baseia-se em uma amplificacdo
convencional de DNA e o resultado da reacdo € gerado ao longo dos ciclos atraves da emissao
e analise de fluorescéncia (MOLINA & TOBO, 2004; OTTO, 2006; VIEIRA, 2011). A captura
da fluorescéncia faz-se através de em um sistema Optico fechado, um termociclador, e 0s
resultados sdo convertidos em um grafico de amplificacdes.

A amplificacdo na PCR em tempo real conta com dois sistemas precursores, SybrGreen® e
TagMan®. A diferenca entre os dois sistemas € a seguinte: na TagMan®, adiciona-se na reagdo
oligonucleotideos, designados sonda, complementares a uma determinada sequéncia génica do
DNA alvo e marcados com um fluoréforo ligado na extremidade 57, também conhecido por
reporter (R). A cada ciclo de amplificacdo ocorre liberacao de fluorescéncia, sendo a reacdo de
amplificacdo diretamente proporcional a fluorescéncia emitida (NASCIMENTO et al., 2010).
Ja no sistema SybrGreen®, os fluoréforos presentes no reagente se ligam em toda a dupla fita
de DNA formada, emitindo, assim, a fluorescéncia. Ao término da termociclagem, os resultados

serdo gerados sob a forma de curvas de amplificacdo, as quais devem ser analisadas em
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associacdo (NASCIMENTO et al., 2010), e independente do regente utilizado, para PCR em
Tempo Real a leitura do resultado realiza-se no proprio aparelho (MARTIRE, 2009).
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Identificacéo do M. bovis em amostras sorologicas pela PCR em rebanhos de bovinos

leiteiros de Pernambuco.

Renata G. Revorédo *, Lucio E. H. Melo?

ABSTRACT

The bovine tuberculosis (TB), caused by the Mycobacterium bovis, in Brazil is a dangerous
reality leading to severe economic losses and public health issues. Its gold standard diagnosis
is based on cellular immune response detection through the tuberculin test. The objective of the
study was to evaluate the use of PCR to identify the M. bovis in blood serum of bovines
subjected to the tuberculin test. A hundred samples, from apparently healthy animals, chosen
at random by non-probability convenience were examined for genomic identification of M.
bovis and distributed in six groups. The PCR showed 5% (100/05) of the samples positive to
the M. Bovis, while the tuberculin test showed 19% (19/100) of the animals with positive
reactions. It was concluded that the real time PCR used in blood serum samples showed low

sensitivity to be used as a tool in routine diagnosis of tuberculosis in bovine.

INDEX TERMS: Diagnosis, Blood, Tuberculosis.

RESUMO

A Tuberculose (TB) bovina no Brasil € uma perigosa realidade levando a graves prejuizos
econdmicos e na saude publica, tendo como agente responsavel o Mycobacterium bovis, sendo
o diagnostico regulamentado pelo teste da tuberculina, que detecta a resposta imune celular a
infeccdo. Objetivou-se avaliar o uso da PCR para pesquisa de Mycobacteruim bovis em soro
sanguineo de bovinos submetidos ao teste da tuberculina. Foram examinadas 100 amostras
séricas para identificacdo genémica do M. bovis, sendo os animais aparentemente higidos,
escolhidos ao acaso por conveniéncia ndo probabilistica e distribuidas em seis grupos
experimentais. As amostras submetidas a PCR apresentaram 5% (05/100) de positividade ao
M. Bovis e 19% (19/100) ao teste da tuberculina. Concluiu-se que a PCR em tempo real usada
em amostras de soro sanguineos demonstrou baixa sensibilidade para ser empregada como

ferramenta na rotina diagndstica da tuberculose em bovinos.

TERMOS DE INDEXAGCAQ: Diagnostico, Sangue, Tuberculose.
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INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma bacteriose infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium
bovis, de evolucdo cronica, debilitante e grave (RADOSTITS, 2002). Sua situacdo
epidemiologica no Brasil ndo esta bem descrita, uma vez que a prevaléncia nacional é estimada
em 1,3% (BRASIL, 1994) e no Estado Pernambuco 5,7% (BRASIL, 2006) resultados inferiores
a outros estudos realizado no Estado de Pernambuco, como os estabelecidos por Mendes et al.
(2008) e por Melo et al. (2010), respectivamente de 15,2% e 11,5%.

A subnotificacdo da tuberculose bovina no Brasil, em conexd@o com o comércio informal
de carne, leite e produtos derivados torna a doenga uma grande ameaca a saude publica
(ANTORE, 1998; ABRAHAO, 2005). A Organizacdo Mundial de Salide (OMS) estima que
aproximadamente 2 a 8% dos casos de tuberculose humana, tenha como agente causal o
Mycobacterium bovis (COSIVE et al., 1998; MELO, 1999; MELO et al., 1999; MAPA, 2001;
MELO et al., 2005; MELO et al., 2008; MENDES et al., 2008).

Atualmente, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose animal (PNCEBT) preconiza como método diagnostico oficial para tuberculose
bovina o teste da tuberculina, associado a prévia avalia¢do clinica e exames complementares

anatomopatoldgicos, bacterioldgicos e testes de biologia molecular (BRASIL, 2006).

O teste da tuberculina apresenta algumas limitacdes, pois é um método laborioso e que
necessita de profissional habilitado, leva tempo para a confimacao do resultado e detecta apenas
a resposta imune celular dos animais a infeccdo (BRASIL, 1994). A tuberculose se expressa
nos bovinos por diferentes configuracbes clinicas, gerando diferentes tipos de resposta
imunoldgica, tornando possivel ou ndo sua deteccao por um teste especifico. Além disso, fatores
como final de gestacdo, desnutricdo e tratamentos com anti-inflamatorios esteroides podem
ocasionar falso-negativos (RADOSTITS, 2002).

Nesse sentido, como previsto no PNCBT (BRASIL, 2006), hd a necessidade do
aperfeicoamento do diagndstico da tuberculose voltado as inovagdes tecnoldgicas, incluindo os
ensaios biomoleculares e imunoenzimaticos, cujo uso associado ao teste da tuberculina
possibilitara, certamente, dimensionar a real situacdo dessa insidiosa doenca nos rebanhos, uma
vez que a utilizacdo isolada de um meio diagnostico nao se faz suficientemente eficaz quando

0 objetivo é o saneamento do rebanho em menor intervalo de tempo possivel.
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Considerando as diversas lacunas existentes no diagndstico precoce e preciso da
tuberculose, com destaque para a necessidade de associar a facilidade no manuseio do espécime
bioldgico a ser examinado e com a acurécia do teste, o objetivo com a realizacdo deste estudo

foi avaliar o uso da PCR para pesquisa de Mycobacterium bovis em soro sanguineo bovino.

MATERIAL E METODOS
Amostragem e processamento laboratorial

Foram considerados neste estudo 100 bovinos adultos, saudaveis, fémeas, de aptiddo
leiteira, escolhidos ao acaso e submetidos ao exame clinico geral, de seis criatorios localizados
nos municipios de Gravata, Belo Jardim, Sdo Lourenco da Mata e Camaragibe, estado de

Pernambuco, representando a amostragem aproximadamente 10% dos rebanhos (Tab.1).

TABELA 1: Distribuicdo das amostras

GRUPO PROPRIEDADES NUMERO DE
AMOSTRAS
01 A 18
02 B 12
03 C 08
04 D 14
05 E 17
06 F 31
TOTAL 06 06 100

Amostras de sangue foram obtidas de cada animal, por venopuncdo da jugular, e
acondicionadas em tubos plasticos, sem anticoagulante e em temperatura ambiente, para
posterior processamento e armazenamento de aliquotas de soro sanguineo a -20°c (Fig. 1) para

posterior analise pela PCR em Tempo Real.

Posteriormente, os bovinos foram submetidos ao teste da tuberculina pela técnica
cervical comparativa - TCC, em conformidade com os procedimentos de referéncia contidos no
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal —
PNCEBT (BRASIL, 2006).
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Extracdo de DNA e PCR em Tempo Real

Ap0s a extracao, seguindo a técnica de fenol/cloroférmio, de acordo com a metodologia
descrita por Maniatis et al., (1989), com modificacdes nas proporcdes das solugdes, 0 DNA foi
submetido a técnica de PCR em Tempo Real, em duplicatas, no equipamento Rotor-Gene Q
(QIAGEN) para amplificagdo da sequéncia especifica para Mycobacterium bovis, utilizando
primers convencionais (SALES et al, 2013), (tabela 2).

Tabela 2. Gene alvo, sequéncia de primers e comprimento do fragmento amplificado para o M. bovis.

) ) o Fragmento
Gene alvo Sequéncia de primers 5 a 3
(pares de base)
D? — CGC CTT CCT AAC CAG
AAT TG
RP — GGA GAG CGC CGT TGT
AGG

2 Direto, ° reverso.

Mbo RD4

Para a amplificacao foi utilizado o kit QuantiFast™ SYBR Green PCR com os volumes
de: Master Mix (2x) 7,5 pL, H20 4,1 pL, primers (Forword e Reverse) 0,2 uL de cada na
concentracdo (2pMol) e DNA 3,0 pL com volume final da reacéo de 15 pL.

Para determinar a eficiéncia da curva padrdo (Fig. 2), foi solicitado ao Laboratorio
Nacional Agropecuario (LANAGRO-PE), a qual foi determinado a concentracdo de até 100
nanogramas no espectrofotometro NanoVue™ GE Healthcare. A amostra foi diluida na escala

logaritmica na base 10.
Analise Estatistica

Foram determinadas sensibilidade, especificidade e acuracia do teste da PCR com base
nas equac0es de Thrusfield (2004), considerando o teste da tuberculina como padrdo-ouro. Para
determinar as frequéncias absoluta e relativa, utilizou-se 0 método descritivo de acordo com
Sampaio (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame clinico geral, nenhum animal deste estudo apresentava sinais sugestivos de

Tuberculose.
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No teste da tuberculina constatou-se um elevado grau de disseminagéo do M. Bovis
na populacdo estudada: 16% (16/100) dos bovinos apresentaram positividade e estavam
presentes em 67% (4/6) dos rebanhos avaliados, constituindo a maioria deles como focos de
TB.

Estes resultados sdo compativeis com os estabelecidos por Mendes et al. (2008) e por
Melo et al. (2010), que estimaram prevaléncias de 15,2% e 11,5%, respectivamente, bem
superiores as notificadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Porém, sdo superiores a prevaléncia nacional, estimada em 1,3% (BRASIL, 1994) e aos 5,7%
aferidos para rebanhos de Pernambuco nos catalogos do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2006). Evidenciam que a tuberculose bovina deve ser
tratada como uma questdo de salde publica, principalmente pela existéncia de comércio
informal de leite e produtos derivados, associado ao habito cultural e socioecondmico das
pessoas consumirem esses produtos de forma in natura, corroborando com os alertas de
pesquisadores (ANTORE, 1998; ABRAHAO, 2005; MELO et al., 2005; MELO et al., 2008) e
da OMS (COSIVE et al., 1998) para a possivel ocorréncia de infeccdo humana de origem

bovina.

Esta situacdo clinico-epidemioldgica critica da tuberculose bovina, constatada pelo teste
da tuberculina em alguns rebanhos do estado de Pernambuco, impulsionou a realizacdo deste
estudo.

Os resultados obtidos pela PCR em tempo Real demonstraram a presenca de material
genético do M.bovis no soro de bovinos de trés (1, 3 e 6) dos seis rebanhos examinados (50% -
3/6). Considerando a populacdo estudada, foi constatada uma frequéncia de 5% (5/100) de
bovinos que apresentaram positividade & PCR (TABELA 3) (FIGURA 3).

Os resultados obtidos pelo teste da tuberculina demonstraram a presenca de bovinos
positivos em quatro (1, 4, 5 e 6) dos seis rebanhos examinados (66,7% - 4/6), distribuidos em
uma frequéncia de 16% (16/100). (TABELA 3).

TABELA 3: Identificagdo dos animais positivos.

GRUPO AMOSTRAS TCC PCR

01 01 POSITIVO POSITIVO

01 02 POSITIVO NEGATIVO




46

01 03 NEGATIVO POSITIVO

01 12 NEGATIVO POSITIVO

03 03 NEGATIVO POSITIVO

04 01 POSITIVO NEGATIVO
04 02 POSITIVO NEGATIVO
05 01 POSITIVO NEGATIVO
05 02 POSITIVO NEGATIVO
05 03 POSITIVO NEGATIVO
06 03 POSITIVO NEGATIVO
06 04 POSITIVO NEGATIVO
06 05 POSITIVO NEGATIVO
06 06 POSITIVO NEGATIVO
06 08 POSITIVO NEGATIVO
06 09 POSITIVO NEGATIVO
06 11 POSITIVO NEGATIVO
06 12 POSITIVO NEGATIVO
06 25 NEGATIVO POSITIVO

06 31 POSITIVO NEGATIVO

Analisados conjuntamente, os resultados obtidos nos dois testes demonstraram que dos

seis rebanhos examinados cinco (1, 3, 4, 5 e 6) apresentaram bovinos positivos a um ou a outro

teste, mas em dois (rebanhos 1 e 6) foi observada positividade simultanea a ambos os testes e

em apenas um (rebanho 2) ndo foi identificado bovino positivo a nenhum dos testes. Por outro

lado, apenas um animal (1%) apresentou positividade simultanea aos dois testes.

Embora ndo possam ser conclusivos em decorréncia do uso incipiente do soro bovino

como espécime biologico analisado pela PCR, a alta especificidade do teste da tuberculina na

configuracdo simultanea, referéncia no Brasil (BRASIL, 2006), em conexao com a inexisténcia
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de bovino positivo em apenas um rebanho, evidenciam que a tuberculose encontra-se
disseminada nos rebanhos examinados, devendo a maioria deles, em um processo de

saneamento, ser considerada rebanhos-focos de tuberculose.

Reconhece-se o0 potencial da PCR em tempo Real para identificar infeccdes precoces
em outros espécimes biologicos (SAMPAIO et al, 2012; SOUZA, 2013; ARAUJO, 2014;
CARVALHO et al., 2014). Neste sentido, o desafio deste estudo foi avaliar a acuracia da PCR
em tempo real para pesquisa de M. bovis em amostras de soro bovino, comparativamente ao

teste da tuberculina, sendo os resultados apresentados na tabela 3.

Desta forma, a sensibilidade e a especificidade da PCR em tempo real, considerando
sua aplicacdo em amostras de soro sanguineo bovino para a identificacdo do M. bois, foram de

6% e 95%, respectivamente, resultando em uma acuracia de 81%.

TABELA 4: Testes Estatisticos.

TESTE ESTATISTICO RESULTADO
SENSIBILIDADE 6 %
ESPECIFICIDADE 95%

VALOR PREDITIVO + 20%

VALOR PREDITIVO - 84%
ACURACIA 81%
FREQUENCIA RELATIVA 5%
FREQUENCIA ABSOLUTA 5/100

Até entdo nenhum novo método apresentou desempenho suficiente para justificar a
substituicdo do teste da tuberculina, considerado ainda como padrédo ouro pelo MAPA para o

diagnostico da TB bovina.

Sabe-se que ocorre a eliminacdo do M. Bovis pelos diversos fluidos corporais (BRASIL,
2006), que apos infectar o hospedeiro, as bactérias geralmente progridem pelas vias hematogena
ou linfatica até alcancar outros sistemas (BIER, 1984). Considerando que 0 soro sanguineo
constitui a parte do sangue rica em agua, proteinas, anticorpos, hormonios, entre outros, e,
ainda, ¢ de facil armazenamento e transporte (LOPES et al, 2007), julgou-se necessario avaliar
a aplicabilidade da PCR- Tempo Real para pesquisa de M. bovis em soro sanguineo.
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Os primers constituem um ponto critico e limitante da reagdo da PCR (NASCIMENTO
et al., 2010), porém, segundo Sales et al (2014), o primer utilizado neste estudo encontra-se

validado com sensibilidade e especificidade de 100%.

A baixa deteccdo da tuberculose por meio da PCR pode ser decorrente de alguns
entraves ainda existentes relacionados a técnica, como, por exemplo, a falta de padronizacéo

para uso em soro sanguineo (MARTIRE, 2009).

A PCR, quando aplicada em outros materiais bioldgicos, tais como secrecbes
respiratorias, tecidos e leite, demonstra um elevada sensibilidade e especificidade (SAMPAIO
et al, 2012; SOUZA, 2013; ARAUJO, 2014; CARVALHO et al., 2014), porém, quando usada

para analise em sangue total apresenta-se com uma baixa sensibilidade (LIMA et al, 2009).

Neste estudo, o fato da maioria dos animais terem apresentado resultados dispares aos
testes provavelmente esteja ligado a fase da infeccdo, os 2 testes detectam resposta aguda,
porem h& uma variacdo de tempo, o periodo de bacteremia por M. bovis é curto e raro
(WADDELL et al, 2001), e o tempo de modulagédo de uma resposta de hipersensibilidade
retardada € superior a um més, animais infectados a menos de 40 dias, assim como infecgdes
crbnicas, ndo respondem ao teste tuberculinico, e um Unico teste ndo garante auséncia da
infeccdo (BRASIL, 2001).

Neste contexto, admite-se que a baixa sensibilidade da PCR encontrada possa estar
relacionada a fatores ligados a técnica diagnostica e a propria patogenia da doenca (BIER, 1984;
MARTIRE, 2009; NASCIMENTO et al., 2010).

O teste da tuberculina, de natureza essencialmente imunoalérgica, apresentou maior
confiabilidade mediante a PCR em tempo Real, tendo um maior potencial no diagnéstico na
fase aguda da infeccdo, representando, assim, um ponto critico na identificacdo, controle e
erradicacdo da tuberculose nos rebanhos (BRASIL, 2006).

CONCLUSAO

A ocorréncia da tuberculose na maioria dos rebanhos bovinos testados evidencia a
importancia da inclusdo de novos componentes para o diagndstico precoce desta infec¢do, mas
o uso da PCR em tempo real, a despeito do seu reconhecido potencial para identificar a infeccao
precoce em outros espécimes bioldgicos, ndo apresentou sensibilidade confiavel no exame de

soro bovino para ser empregada como ferramenta na rotina diagnostica da tuberculose.
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Apesar disso, e com a compreensdo de que os protocolos de diagnéstico ainda ndo
permitem o saneamento rapido dos rebanhos, a PCR em tempo real possibilitou identificar a
presenca do M. bovis em amostras de soro bovino examinadas, ratificando o teste da tuberculina

quanto a ocorréncia da tuberculose em criagGes de bovinos leiteiros de Pernambuco.
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FIGURAS

e Revisdo de literatura:

FIGURA 1: Indicacéo das caracteristicas diferenciais de Micobacterias do complexo Mycobacterium Tuberculosis.
FONTE: BIER, 1984.
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FIGURA 2: Incidéncia de Tuberculose por municipio em PE (2012)
FONTE: REVOREDO,2014.
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FIGURA 3: Diferentes tipos da Tuberculose.

FONTE: REVOREDO, 2014.

FIGURA 4:Percentual de abandono do tratamento da Tuberculose.

FONTE: REVOREDO, 2014.
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FIGURA 5: (A)Paciente bovino Tuberculoso, (B) Paciente humano tuberculoso.
FONTE: Arquivo Pessoal.

FIGURA 6: (A) Cutimetria, (B) Tuberculinizagéo e (C) Leitura da Tuberculinizag&o.
FONTE: Arquivo Pessoal.

FIGURA 7: Pulméo bovino apresentando lesdes sugestivas de Tuberculose.
FONTE: MELO, 2010.



FIGURA 8: (A), (B) e (C) Linfonodo bovino apresentando lesdes Tuberculosas.
FONTE: SILVA, 2015.

FIGURA 9: (A) Estufa com Culturas para Micobacterias, (B) coldnias de micobacterias .
FONTE: SILVA, 2015.

57



58

FIGURA 1: (A) Amostras de soro sanguineo bovino, (B) Amostras de DNA extraido de soro sanguineo.
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FIGURA 2: Curva padréo.
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FIGURA 3: (A) e (B) Resultados Positivos na PCR em tempo real para identificacdo de Mycobacterium bovis, (C) e (D) Resultados
Negativos na PCR em tempo real para identificacdo de Mycobacterium bovis



