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ANALISE HISTOMORFOLOGICA E MOLECULAR DE LESOES
GRANULOMATOSAS SUGESTIVAS DE TUBERCULOSE BOVINA

RESUMO - A tuberculose bovina é uma enfermidade infectocontagiosa
granulomatosa cronica de caracter zoonético causada pelo Mycobacterium
bovis. Essa bactéria pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis que
corresponde a um grupo de micobactérias filogeneticamente relacionadas, que
apresentam consideravel dificuldade no diagnostico direto em amostras
teciduais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar linfonodos por meio de
diagndstico histopatoldégico e molecular, visando a deteccao direta do agente
em tecido. Durante a linha de inspecdo de abate em frigorifico, foram
selecionados 150 linfonodos com lesGes macroscOpicas sugestivas de
tuberculose. Na analise histologica pela coloracdo de Hematoxilia-Eosina (HE),
100% das amostras apresentaram lesfes microscopicas compativeis com
tuberculose. A coloragédo de Zielh-Neelsen (ZN) evidenciou a presenca de
bacilos alcool acido resistentes (BAAR) em 6 (4%) amostras. O método de
extracdo para a analise molecular apresentou bons resultados, mas a
amplificacéo dos fragmentos de DNA dos genes hsp65 e 1S6110 resultaram em
baixa sensibilidade. Contudo a reamplificacdo do gene 1S6110, resultou em
positividade de 63,3%, indicando que a dificuldade do diagndstico molecular
em amostras teciduais esta relacionada a quantidade reduzida de bactérias

presentes nas amostras.

Palavras-chave: diagnostico, histopatologia, Mycobacterium, reacdo em

cadeia da polmerase, tecidos.



HISTOMORPHOLOGIC ANALYSIS AND MOLECULAR GRANULOMATOUS
LESIONS SUGGESTIVE OF BOVINE TUBERCULOSIS

SUMMARY - Bovine tuberculosis is a chronic granulomatous infectious disease
of zoonotic nature caused by Mycobacterium bovis. This bacterium belongs to
the Mycobacterium tuberculosis complex which corresponds to a group of
phylogenetically related mycobacteria, which have considerable difficulty in
diagnosing directly in tissue samples. The objective of this study was to
evaluate lymph nodes through histopathologic diagnosis and molecular
targeting the direct detection of the agent in tissue. During the inspection line
slaughter in a fridge, we selected 150 nodes with macroscopic lesions
suggestive of tuberculosis. In histological analysis by staining Hematoxilia-eosin
(HE), 100% of the samples had microscopic lesions compatible with
tuberculosis. The coloring Zielh-Neelsen (ZN) revealed the presence of acid-
resistant bacilli (AFB) in 6 (4%) samples. The extraction method for molecular
analysis showed good results, but the amplification of DNA fragments of hsp65
genes and 1S6110 resulted in low sensitivity. However, the reamplification of
IS6110 gene resulted in 63.3% positivity, indicating the difficulty of tissue
samples for molecular diagnosis related to this reduced amount of bacteria

present in samples.

Keywords: diagnosis, histopathology, Mycobacterium., polymerase chain

reaction, tissues.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

O Brasil ocupa posicdo de destaque no cenario internacional por possuir
o maior rebanho bovino comercial do mundo, ocupar o segundo lugar no
ranking dos principais paises produtores e exportadores de carne, e ser o
quinto maior produtor de leite (ANUALPEC, 2011 IBGE, 2010;), o que garante
grane impulso a economia nacional.

Para alcancar esse patamar, € fundamental garantir a sanidade animal,
a qualidade e a seguranca dos alimentos. No caso das carnes, essa garantia €
tida com o controle total do desenvolvimento dos animais, tendo um enfoque
especial na questdo do controle das doencas, considerada o fator mais
importante da qualidade, principalmente as de carater zoonético (VALLE,
2011).

Dentre as doencgas que acometem os bovinos, a tuberculose € uma
zoonose de ocorréncia mundial (ABRAHAO et al., 1998), que acomete homens
e animais ha milénios (BRASIL, 2006; CORREA; CORREA, 1992). Trata-se de
uma doenca altamente disseminada e extremamente importante sob o ponto
de vista de saude publica, que causa grandes impactos econdémicos na
producdo pecuaria e no comércio (OLIVEIRA et al., 2007).

Os prejuizos na cadeia produtiva da carne e do leite, em funcdo da
tuberculose, estimados entre 10 e 25%, estdo vinculados as perdas diretas e
indiretas, resultantes da morte de animais, queda no ganho de peso,
diminuigdo da produgéao, descarte precoce, eliminagédo de animais de alto valor
zootécnico e da condenacao de carcacas em frigorifico sob inspecao sanitaria
(FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997; SABEDOT et al., 2009). Além disso, a
presenca da doenca no rebanho nacional torna o produto, resultante da
pecuéaria, vulnerdvel as barreiras sanitdrias impostas pelo mercado
internacional (SABEDOT et al., 2009).

No Brasil, estima-se a existéncia de 200 mil bovinos infectados entre o

rebanho nacional (LEITE et al., 2003). Suspeita-se que o0 agente causador da
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tuberculose bovina seja responsavel por 5% dos casos de tuberculose humana
descritos anualmente, mostrando a importancia de controlar, de forma
adequada, a transmissdo da doenca por meio de produtos de origem animal
(WHO, 1993).

Por se tratar de uma doenca de carater zoono6tico impactante e levando
em consideracao os prejuizos pecuarios que ocasiona, em 2001, foi instituido
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT)
gque visa combater ambas as enfermidades, diminuindo a incidéncia e
prevaléncia das mesmas, a fim de minimizar perdas econdémicas e oferecer
garantias de inocuidade dos alimentos, tanto carne como leite e derivados ao
consumo interno, além de aumentar a competitividade dos nossos produtos no
mercado internacional. O 6rgéo responsavel por essa fiscalizacdo é o Servico
de Inspecédo Federal (SIF) respeitando a legislagcéo vigente na Regulamentacéo
da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) de
responsabilidade do Departamento e Inspec¢édo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA) do MAPA (BRASIL, 2006).

A tuberculose bovina € uma doenca infectocontagiosa de evolucéo
cronica, caracterizada por lesées granulomatosas que podem ser encontradas
em qualquer 6rgao ou tecido (COUSIN et al., 2004), cujo agente etioldgico é o
Mycobacterium bovis, pertencente a ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae, e género Mycobacterium, que possui amplo espectro de
patogenicidade para varias espécies domésticas e silvestres, constituindo-se a
principal causa da tuberculose animal (IMAEDA, 1985). Esta bactéria é uma
das espécies causadoras de tuberculose em diversos mamiferos, inclusive o
homem, que constitui um grupo de bactérias filogeneticamente relacionadas, o
chamado complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) dos mamiferos,
composto das seguintes espécies: M. tuberculosis, M. bovis incluindo o
derivado vacinal M. bovis - Calmette & Guérin (BCG), M. africanum (subtipos |
e II), M. microti, M. caprae e M. pinnipedii (COUSIN et al., 2004; HERRERA-
LEON et al., 2009; SOMMER e WOOD, 1985).
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Os membros do CMTB séo bacilos alcool-acido resistentes (BAAR),
curtos, aerbbicos, iméveis, ndo capsulados, nado flagelados, apresentando
aspecto granular quando corados, e medindo de 0,5 a 0,7 um de comprimento
por 0,3 um de largura (CORREA; CORREA, 1992).

Apesar de variarem em relagdo a patogenicidade, geografia,
epidemiologia e caracteristicas morfolégicas (HUARD et al., 2003), as bactérias
do CMTB séo altamente relacionados sob o ponto de vista taxonémico
(ABALOS; RETAMAL, 2004), com notavel homogeneidade nucleotidica que
alcanca de 85-100% da relacdo DNA-DNA (FROTHINGHAM et al., 1994;
IMAEDA, 1985).

Os reservatorios sao 0s proprios animais domésticos doentes clinicos e
subclinicos, e, algumas vezes, animais silvestres. As principais vias de infeccéo
sdo as vias aéreas (80 a 90%) e alimentar, entretanto existem varias outras
portas de entrada disponiveis (ABRAHAO, 1998; ALMEIDA, 2004). Como a
transmissao é predominantemente respiratéria, o confinamento tem particular
importancia na difusdo da doenca no rebanho (FRANCO et al., 2000).

A tuberculose bovina se apresenta como uma doenca debilitante, de
curso subclinico, podendo permanecer de forma latente por meses ou anos
antes dos desenvolvimentos dos primeiros sinais clinicos, que nos bovinos séo
caracterizados por emaciacao, anorexia, febre intermitente, letargia, aumento
de linfonodos, ocorréncia de tosse seca ndo produtiva, secrecdo nasal e
dispneia, que se tornam mais evidentes durante o periodo de estresse, além de
diminuicdo dos indices zootécnicos (COUSIN et al.,, 2004; SABEDOT et al.,
2009).

A distribuicdo das lesdes varia de acordo com a rota de infeccéo,
podendo ser determinada a via de infeccéo pela localizacdo do foco primario,
gue é formado por lesdo classica (complexo primario) no local da infecgao,
assim como, no linfonodo regional. J& em outras situacfes, esta lesdo pode
estar restrita apenas ao linfonodo regional e ausente no local da infeccéo,
sendo conhecido como complexo primario incompleto (COUSINS et al., 2004;

NEILL et al., 1994). A generalizacdo da infeccdo pode assumir duas formas: 12
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Miliar, também conhecida como tuberculose de pequenos nédulos, que ocorre
guando ha entrada de um grande numero de bacilos na circulacdo de maneira
abrupta e macica; 22 Protraida, mais comum, que se da por via linfatica ou
sanguinea, acometendo o proprio pulmao, pleura, linfonodos, figado, intestinos,
baco, peritbnio, Ubere, 0ssos, rins, sistema nervoso central, disseminando-se
por, praticamente, todos os tecidos (PACHECO et al., 2009). No entanto, dados
de literatura demonstram que cerca de 70 a 90% das lesdes presuntivas de
tuberculose bovina encontrada durante o exame post mortem, ocorrem nos
linfonodos da cabeca e da cavidade toracica (ROXO, 1997). Dentre as
carcacas com tais alteracbes, 66% delas evidenciam uma Unica lesédo
(CORNER, 1994).

As lesdes macroscopicas sao constituidas pela formacdo de nédulos no
parénguima do 6rgdo, de distribuicdo focal ou difusa e de consisténcia firme.
Ao corte destas estruturas observa-se que sdo bem delimitadas, apresentando
no seu interior conteudo pastoso, de coloracdo amarelada, algumas vezes com
areas calcificadas (ARAUJO et al., 2005; CORNER, 1994).

A imunopatogenia da tuberculose bovina, considerando-se a forma
inalatoria que é a porta de entrada mais comum, pode ter seu desenvolvimento
determinado por trés fatores: o primeiro fator é a carga infectante, da qual
alguns estudos relatam que 1 UFC de M. bovis € capaz de causar lesdes
granulomatosas em bovinos (DEAN et al., 2005; JOHNSON et al., 2007); o
segundo é a viruléncia do bacilo, relacionado com a capacidade de causar
infeccdo, a habilidade de sobreviver no interior dos macréfagos e a capacidade
de induzir resposta imune em determinado hospedeiro; e o terceiro é a
resisténcia ou imunidade natural aliada aos mecanismos de protecao das vias
areas, aléem da imunidade adquirida (LAGE et al., 1998; MORRIS et al., 1994;
NEILL et al., 1994).

O Mycobacterium sp. € um patégeno intracelular de macréfagos e de
outras células monociticas. A resposta imune frente a infeccdo pelo M. bovis
em bovinos é predominantemente celular, mediada por linfécito T, com

posterior estimulacdo de macréfagos (POLLOCK et al., 2005). Decorrido a
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infeccdo no organismo animal, os macréfagos realizam a fagocitose do bacilo e
sua eliminacdo vai depender da atividade antimicrobiana dos macréfagos
infectados. O bacilo multiplica-se no interior do fagossomo de macréfagos
inativados, resultando na morte celular, com consequente liberacdo do agente
para 0 meio extracelular, que novamente €& fagocitado por macrofagos
adjacentes. A habilidade dos macréfagos de eliminar a bactéria estd na
dependéncia da resposta celular mediada por células T (TH1). Estas células
produzem citocinas, interferons e interleucinas-12 (IL-12), as quais aumentam
as propriedades deletérias dos macrofagos com relacdo a esta infeccdo
(GRIFFIN et al. 1995).

No desenvolvimento inicial dos granulomas observa-se a presenca de
neutréfilos que séo rapidamente substituidos por macréfagos. Ocorre entdo a
formacao de tubérculos que sao constituidos por células epitelidides, havendo
fagocitose intensa do bacilo e necrose dos macréfagos, ocasionando
progressdo da lesdo para necrose caseosa. Células gigantes aparecem na
composicdo dos granulomas, circundado por uma camada de células linféides
e por outras células mononucleares, aléem da proliferacdo de tecido conjuntivo
na periferia, que tenta encapsular a lesédo (THOEN; HIMES, 1986).

A principal medida para o controle da tuberculose bovina é a deteccéo
precoce da doencga no rebanho e remog&o dos animais contaminados (RUA-
DOMENECH et al., 2006). O diagndstico pode ser realizado de forma direta ou
indireta, através de métodos clinicos que tem pouca relevancia, pois a maioria
dos animais infectados sao assintomaticos; métodos anatomopatoldgicos
realizados por observacdo de lesdes post-mortem; e exames laboratoriais
executados por meio de testes imunoldgicos, isolamento bacteriano,
histopatologia, e provas moleculares (RUGGIERO et al., 2007).

O diagnostico anatomopatolégico durante a realizacdo de necrépsias ou
na linha de inspecdo sanitaria de carcacas em frigorificos, apresenta
consideravel dificuldade, uma vez que muitos processos inflamatorios
granulomatosos, tais como infec¢cdes por Arcanobacterium sp., Truperella

pyogenes, Actinobacillus lignieresi, fungos, infestacdes por larvas de parasitos,
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bem como em alguns processos neoplasicos, séo frequentemente confundidos
por apresentarem caracteristicas morfolégicas semelhantes as descritas para a
tuberculose (CORNER, 1994; LAGE et al., 1998; SALAZAR, 2005).

O teste imunologico é baseado em reacdes de hipersensibilidade,
representado pela prova de tuberculinizagéo intradérmica cervical simples e/ou
comparativa (tuberculina bovina e aviaria), seguido da eliminacdo dos animais
positivos, procedimento adotado no Brasil onde a doenca € de notificacdo
obrigatéria. Porém, a baixa sensibilidade e especificidade deste teste sao
fatores limitantes (LILENBAUM, 2000). Além disso, podem-se realizar testes de
imunoistoquimica in situ em tecidos, para visualizacdo do agente por meio de
anticorpos especificos.

O isolamento bacteriano € um método de diagndstico considerado
“padrao-ouro”. Testes classicos com base no crescimento, fenotipagem, provas
bioguimicas e resisténcia a farmacos s&o tradicionalmente utilizados para
diferenciar as bactérias do CMTB (NIEMANN et al., 2000b; PARREIRAS et al.,
2004). Contudo, a baixa quantidade de bacilos vidveis nas amostras clinicas,
dificulta o cultivo bacteriano, resultando em resultados falso negativos, e devido
ao lento crescimento destes micro-organismos, a interpretacdo dos resultados
pode ser subjetiva, especialmente quando se refere as caracteristicas
fenotipicas, que podem variar devido & perda de viruléncia ou a mutagbes
associadas a resisténcia a farmacos (KENT, 1985), levando a erros de
identificacdo. Além disso, esse método de diagnostico é lento, laborioso e pode
ser realizado apenas em laboratorios de nivel de biosseguranca 3 (CORNER,
1994; KENT, 1985).

A histopatologia € uma forma de diagnostico complementar ao exame
post mortem de carcagas com lesbes sugestivas de tuberculose. Este exame
constitui-se em técnica indireta pela coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE),
gue detecta presenca de granulomas no tecido, e de uma técnica direta de
diagndstico presuntivo por meio da coloracéo de Ziehl-Nelseen (ZN) (CASSIDY
et al., 1999). As alteracbes histopatologicas sdo compostas por necrose

caseosa, circunscrita por macrofagos epiteliéides com intensa fagocitose de
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bacilos, células gigantes multinucleadas tipo Langhans e por camada de
linfécitos. Neutréfilos degenerados mostram-se presentes de forma isolada ou
em grupos préoximos a regido necrotica. As lesdes também podem apresentar
calcificacao distrofica, necrose de coagulacédo e formacao de capsula de tecido
fibroso (CASSIDY et al., 1999; JOHNSON et al.,, 2008). A coloracdo de ZN
revela micro-organismos no interior de macréfagos, de células gigantes e no
espaco extracelular, porém, ndo diferencia a espécie de BAAR (CHARRO;
OSORIO, 2009; COLLINS et al., 1994).

Devido a necessidade de testes que identifiquem as espécies e cepas
do CMTB para uma melhor investigacdo epidemioldgica, e as limitacbes das
técnicas rotineiras utilizadas no diagndéstico de tuberculose em animais, tais
como sensibilidade e especificidade do teste de tuberculinizagdo e o longo
periodo dos métodos bacteriolégicos, aumentou-se o0 interesse pelo
desenvolvimento de técnicas moleculares que sdo capazes de detectar com
agilidade e rapidez, pequenas quantidades do agente viavel ou néo,
diferenciando as espécies em diferentes amostras (WANGOO et al., 2005;
ZANINI et al., 2001).

As provas moleculares baseiam-se na amplificacdo de regides
especificas do DNA, através da reagdo em cadeia polimerase (PCR), que
oferece uma alternativa interessante, capaz de diferenciar os membros do
CMBT de outras micobactérias (ARAUJO et al., 2005; HUARD et al., 2003,
KESARWANI et al.,, 2004; MURAKAMI et al., 2007). Esta reacdo vem sendo
implementada em estudos epidemioldgicos, dando notoriedade a um moderno
campo de pesquisa, com agilidade e rapidez no diagnoéstico (WANGOO et al.,
2005), com resultados mais rapidos (de dois a trés dias), quando comparado
ao isolamento bacteriano (de quatro a oito semanas) (ANTOGNOLI et al., 2001;
MILLER et al., 1997; ZUMARRAGA et al., 1999).

Existem dois passos limitantes no diagnostico molecular: a extragéo de
DNA genbmico amplificavel e de qualidade, uma vez que a concentracdo de
DNA bacteriano frente ao DNA bovino (eucarioto) é reduzida (RORING et al.,

2000), além da presenca de inibidores durante a extracdo (BARKEN et al.,
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2007; DO'RING et al.,, 2008; GARBACCIO; CATALDI, 2010); e a escolha e
disponibilidade de oligonucleotideos com alta especificidade para diferenciar
espécies (KHAN; YADAYV, 2004), o que para o CMTB ainda é um grande
desafio (BRUNELLO et al., 2001; FROTHINGHAM et al., 1994; LECLERC et
al., 2000).

Como as diferencas gendmicas entre as bactérias do CMBT s&o apenas
observadas em polimorfismos nucleotidicos Unicos (ABALOS; RETAMAL,
2004), numero de repeticdes do gene alvo IS6110, ou por analise da sequéncia
polimoérfica de regibes ricas em GC (COLLINS, 2011), novas técnicas
moleculares, tais como andlise do numero variavel de repeticbes em série
(VNTR), digestdo dos produtos de PCR seguidas por restricao de fragmentos
de comprimentos polimorficos (RFLP), testes de polimorfismo Unico (SNPs), e
spoligotyping (COLLINS, 2011; GOH et al., 2001; HAAS et al., 1997; NIEMANN
et al., 2000a; NIEMANN et al., 2000b), tém sido estudadas como alternativas
para diminuir estas dificuldades. No entanto, um Unico locus ndo é capaz de
diferenciar as espécies do CMTB, devido ao elevado grau de homologia do
DNA dos micro-organismos pertencentes a esse grupo, se fazendo necessaria
a analise conjunta de varios locus (HUARD et al., 2003).

Diante da importancia zoonética da tuberculose bovina, considerando as
perdas econdmicas ocasionadas na pecudria nacional, e a precariedade de
trabalhos sobre métodos de diagndstico diretamente de tecidos, esse trabalho

teve como finalidade:
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e Objetivo geral:

Avaliar amostras de linfonodos com lesdes macroscépicas sugestivas de
tuberculose bovina por meio de técnicas histopatoldgicas, utilizando-se
coloracdo de hematoxilina e eosina e de Ziehl-Neelsen para observacéo
morfologica da lesdo e a presenca do bacilo, e amplificar fragmentos de DNA
por PCR de gene género-especifico do complexo Mycobacterium tuberculosis,

visando desta forma a detec¢cdo molecular direta do agente em tecidos.

e Objetivos especificos:

Proceder exame microscopico de seccdes histoldgicas das lesbes com
caracteristicas macroscoépicas de tuberculose bem como daquelas que séo
diagnosticadas de forma presuntiva na linha de inspec¢é&o nos frigorificos.

Fazer uso da coloracdo de HE para a avaliagdo histomorfolégica,
graduando as lesBes granulomatosas em quatro estagios de acordo com o
trabalho de Wangoo et al. (2005).

Fazer uso da coloracdo especial de Ziehl-Neelsen, para identificar e
guantificar o agente etiologico segundo Johnson et al. (2008).

Adaptar um protocolo de extracdo de DNA micobacteriano em amostras
de tecidos congelados.

Realizar reagdo em cadeia polimerase (PCR) para o gene hsp65 e
IS6110, a partir do DNA genbmico extraido de amostras colhidas.

Realizar reamplificacdo do fragmento de DNA do gene 1S6110
amplificado pela PCR convencional.
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CAPITULO 2 - ANALISE HISTOMORFOLOGICA E MOLECULAR DE
LESOES GRANULOMATOSAS SUGESTIVAS DE TUBERCULOSE BOVINA

Andlise Histomorfoldgica e Molecular de LesGes Granulomatosas

Sugestivas de Tuberculose Bovina

RESUMO - A tuberculose bovina € uma enfermidade infectocontagiosa
granulomatosa crénica de caracter zoondtico causada pelo Mycobacterium
bovis. Essa bactéria pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis que
corresponde a um grupo de micobactérias filogeneticamente relacionadas, que
apresentam consideravel dificuldade no diagnostico direto em amostras
teciduais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar linfonodos por meio de
diagnostico histopatolégico e molecular, visando a deteccdo direta do agente
em tecido. Durante a linha de inspecdo de abate em frigorifico, foram
selecionados 150 linfonodos com lesBes macroscopicas sugestivas de
tuberculose. Na analise histolégica pela coloragdo de Hematoxilia-Eosina (HE),
100% das amostras apresentaram lesfes microscopicas compativeis com
tuberculose. A coloragdo de Zielh-Neelsen (ZN) evidenciou a presencga de
bacilos alcool acido resistentes (BAAR) em 6 (4%) amostras. O método de
extracdo para a analise molecular apresentou bons resultados, mas a
amplificacdo dos fragmentos de DNA dos genes hsp65 e 1S6110 resultaram em
baixa sensibilidade. Contudo a reamplificacdo do gene 1S6110, resultou em
positividade de 63,3%, indicando que a dificuldade do diagndstico molecular
em amostras teciduais esta relacionada a quantidade reduzida de bactérias

presentes nas amostras.

Palavras-chave: diagnostico, histopatologia, Mycobacterium, reacdo em

cadeia da polimerase, tecidos.
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Introducéo

A tuberculose bovina € uma zoonose de evolucdo crénica com lesbes
granulomatosas caracteristicas (COUSIN et al., 2004), que causa grandes
prejuizos pecuarios, sendo no Brasil, alvo do “Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose” (PNCEBT) instituido desde 2001,
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
2006).

O agente etiologico da tuberculose bovina € o Mycobacterium bovis, um
bacilo alcool-acido resistente (BAAR) pertencente a familia Mycobactericeae
(IMAEDA, 1985). Esta bactéria é uma das espécies causadora de tuberculose
em mamiferos, que constitui um grupo de bactérias filogeneticamente
relacionadas, o chamado complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB),
composto das seguintes espécies: M. tuberculosis, M. bovis incluindo o
derivado vacinal M.bovis-Calmette & Guérin (BCG), M. africanum (subtipos | e
1), M. microti, M. caprae e M. pinnipedii (HERRERA-LEON et al., 2009;
SOMMER e WOOD, 1985).

No que se refere aos prejuizos econdbmicos determinados pela
tuberculose bovina, estima-se uma reducdo de 10% a 25% da producéo de
carne e de leite, relacionadas principalmente a reducdo gradativa dos indices
zootécnicos e a condenacdo de carcacas em frigorificos (FERREIRA NETO;
BERNARDI, 1997), além da vulnerabilidade dos produtos pecuarios a barreiras
sanitarias impostas pelo mercado internacional (SABEDOT et al., 2009).

Com relacao a epidemiologia da doenca em humanos, estima-se que um
terco da populacdo mundial tenha tuberculose, sendo o M. bovis responsével
por cerca de sete mil novos casos por ano na América Latina (PAHO, 1991) e
por 5% dos casos de tuberculose humana no Brasil (WHO, 1993).

No bovino, a tuberculose pode ser diagnosticada in vivo pela

tuberculinizacdo intradérmica, por observacdo de lesdes post-mortem,
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diagnésticos bacterioldgicos, histopatoldgicos e moleculares (RUGGIERO et
al., 2007).

O isolamento bacteriano € um método de diagnostico considerado
‘padrao-ouro”, porém, o longo periodo requerido para isolamento e
identificacdo bioquimica € um de seus pontos criticos (CORNER, 1994).

O diagndstico anatomopatolégico durante a realizacdo de necropsias ou
de inspecdo sanitaria das carcacas em frigorificos apresenta consideravel
dificuldade, pois muitos processos inflamatdrios granulomatosos, apresentam
caracteristicas morfoldgicas semelhantes as descritas para a tuberculose
(LAGE et al., 1998).

A histopatologia é uma forma de diagndstico complementar ao exame
post-mortem. Baseia-se em deteccao indireta, através da coloracdo de
Hematoxilina-Eosina (HE), e direta pesquisando-se BAAR por meio da
coloracéo de Ziehl-Nelseen (ZN) (CHARRO; OSORIO, 2009).

A reacdo em cadeia polimerase (PCR) vem sendo empregada no
diagnostico de tuberculose bovina tanto para a detec¢cdo do agente etiolégico
isolado de culturas, como em amostras clinicas (KESARWANI et al., 2004). As
principais limitagées sdo os resultados falso-negativos, os quais podem ser atribuidos
a natureza paucibacilar das amostras teciduais (RORING et al., 2000), e a presenga
de inibidores de PCR (GARBACCIO; CATALDI, 2010).

O gene hsp65 é de uma proteina de choque térmico, altamente
conservado, presente no género Mycobacterium, sendo considerado um alvo
valioso para a utilizacdo no diagnostico molecular detectando e diferenciando
micobactérias de ndo-micobactérias em amostras clinicas (ZAKHAM et al., 2012). J4 o
gene 1S6110 é um elemento de insercao exclusivo do CMBT, altamente conservado,
de multiplas cépias no DNA, variando no numero de repeticbes de 1 a 22 dependendo
da espécie, e apresenta um excelente potencial de amplificacdo (HALDAR et al.,
2011). Essa repeticdo € um fator que aumenta a sensibilidade das amplificacdes
qguando comparada com uma Unica copia em hsp65 (COLLINS, 2011).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar amostras de linfonodos
bovinos com lesBes macroscopicas sugestivas de tuberculose por meio de

diagndstico histopatoldgico, pela coloracdo de HE e ZN, e molecular por meio
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de amplificacdo de fragmento de DNA por PCR dos genes hsp65 e 1S6110,
visando a deteccéo direta do agente em tecido.

Material e Métodos

Amostras / Espécimes: Foram analisadas carcacas de bovinos sadios ao

exame ante-mortem e negativos ao teste de tuberculinizagdo para emisséao do
GTA. Durante o abate, foram selecionado 150 linfonodos da regido da cabeca
(mandibular, parotideo, retrofaringeo) e do tdérax (mediastinico, bronquial,
tragueobronquial, escapular e subescapular), com lesdes macroscopicas
sugestivas de tuberculose. As amostras foram fotodocumentadas e colheu-se
um fragmento da area de transicdo da lesdo sendo parte fixada em formol
tamponado 10% e destinada a microscopia, e parte congelada a -20°C para

posterior analise molecular.

Macroscopia: Considerou-se linfonodos com lesdes granulomatosas

nodulares, de aspecto caseoso e/ou calcificado, focal e disseminadas, de

tamanho e formas variadas, para a avaliagdo microscopica.

Microscopia: os linfonodos bovinos foram cortados, fixados em formol

tamponado a 10%, seguido de processamento pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Amostras microtomizadas (4 um) foram coradas por HE
para observacao de lesbes morfologicas graduadas de acordo com Wangoo et
al. (2005), e por coloracéo de ZN para determinar o numero de BAAR graduado
segundo Johnson et al. (2008). Os cortes foram examinados a microscopia de
luz em objetivas de 10, 40 e 100.
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Cepas bacterianas (controle): As cepas de referéncia utilizadas como

controle para PCR foram Mycobacterium avium 2441 e Mycobacterium bovis
BCG Moreau Strain (Instituto Butantan), cedidas da colecdo do Laboratério de
Imunologia de Doencas Infecciosas do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (Belo Horizonte, Minas Gerais).

Isolamento do DNA: Dois diferentes protocolos foram adaptados para extrair

DNA de cultura bacteriana e amostras teciduais.

Preparacdo de DNA micobacteriano: A extracdo de DNA de M. avium (1 ml)
e M. bovis (100 pl) foi adaptada de Pacheco et al. (2007). As aliquotas foram
centrifugadas a 6000 g por 15 min (Centrifuge 5417C — Eppendorf®). O pellet
foi ressuspendido em 600 ul de tampéo de lise (10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA,
300 mM NacCl [pH 7,0]), transferido para microtubos com tampa de rosca
contendo 0,5 mL de glass beads (< 106 ym — Sigma®) e a lise celular foi
realizada no Precellys®24 (2 ciclos de 15 segundos com intervalo de 30
segundos de 6500 rpm). As amostras foram centrifugadas nas mesmas
condi¢bes. Em seguida, o sobrenadante foi separado, e o DNA purificado com
fenol-cloroférmio-alcool-isoamilico (25:24:1) por duas vezes, e foi precipitado
com 50 pul acetato de sodio (NaAc 3M), 1 ml de etanol gelado, 1% do volume de
glicogénio (20mg/ml) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). O DNA gendmico foi
recuperado em centrifuga nas condi¢cdes ja descritas, lavado com alcool 70%
gelado, ressuspendido em 30 pl de agua miliQ estéril e armazenados em
freezer -20°C.

Preparacdo de DNA de amostras teciduais bovinas: A extracdo de DNA
gendmico de linfonodos foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Roring et al. (2000), com algumas modificacbes. Fragmentos de tecido
pesando entre 200-350g foram descongelados, cortados com lamina de bisturi
estéril e colocados em microtubos de 2 mL com tampa de rosca contendo 6
pérolas de vidro (2,8 mm). Foi adicionado 1 ml de tampdo TES (100 mM Tris-
HCI, 50 mM EDTA, 150 mM NacCl [pH 7,4]) e em seguida, a lise mecanica foi
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realizada em Precellys®24 (2 ciclos de 15 segundos com intervalo de 30
segundos de 6500 rpm). As amostras foram centrifugadas a 3500 g por 15 min
(Centrifuge 5417C — Eppendorf®), o sobrenadante recuperado, e adicionou-se
50 pl de Proteinase K (Promega®). A solucdo foi entéo incubada a 60°C por 1
hora. Depois de purificado com fenol-cloroférmio-alcool-isoamilico (25:24:1)
duas vezes e uma vez apenas com cloroférmio, o DNA foi precipitado com 250
pl acetato de sodio (NaAc 3 M), 1 ml de etanol gelado e 1% do volume de
glicogénio (20mg/ml) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). O DNA genbémico foi
recuperado em centrifuga nas condicbes descritas acima, lavado com etanol
gelado (1 ml), ressuspendido em 110 pl de tampé&o TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM
EDTA [pH 7,5]) e armazenado a -20°C.

Concentracao e purificacdo do DNA extraido: A concentracdo e purificacdo

do DNA extraido foram avaliadas por espectrofotometria em A260 e A280, no
aparelho Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Adotou-se como padrdao a

concentragéo de 200 ng/ul, diluindo o DNA quando necessario.

Amplificacdo de DNA pela PCR: Utilizou-se dois genes alvo para amplificacéo

do DNA, o hsp65 encontrado em todas micobactérias e 0 1S6110 especifico do
CMBT.

Gene alvo hsp65: Em 100 amostras, amplificou-se 439 pares de base do gene
hsp65 usando os primers TB11 (5’ACCAACGATGGTGTGTCCCAT3') e TB12
(55CTTGTCGAACCGCATACCCT3’) (Eurofins MWG Operon®) descrito
previamente por Niemann et al. (2000). A PCR foi realizada com volume final
de 50 pl contendo de 1 pg de DNA extraido, 10 mM de cada dNTP, 50 pmol de
cada primer, 25 mM de MgCl,, 2,5 U de Tag DNA polimerase e 10 pl de 5x
tampdo Taq polimerase (Promega®). As condicdes da PCR foram
desnaturacao inicial de 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de amplificacédo
(desnaturacédo a 94°C por 1 min, anelamento a 61°C por 1 min, e extenséao a
72°C por 1 min), com temperatura final de 72°C por 10 min, em termociclador

automatico (My Gene MG+ 96, Long Gene®). Os produtos de PCR foram
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analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de
etideo em tampéo TBE.

Gene alvo 1S6110: Em 150 amostras, amplificou-se 123 pares de bases do
gene 1S6110, com o par de primers IS1R (5CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG3’)
e IS2F (5CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG3’) (Eurofins MWG Operon®) descrito
por Liébana et al. (1995). O volume final da PCR foi de 30 pl sendo 1 ug de
DNA extraido, 10 mM de cada dNTP, 20 pmol de cada primer, 25 mM de
MgCl,, 2,5 U de Taq DNA polimerase e 10 ul de 5x tampao Taq polimerase
(Promega®). A PCR foi realizada em termociclador automatico (My Gene MG+
96, Long Gene®), e as condicdes de amplificacdo foram desnaturacao inicial de
94°C por 5 min), seguida de 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C
por 1 min, anelamento a 60°C por 1 min, e extensdo a 72°C por 1 min), com
temperatura final de 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo em

tampéo TBE.

Reamplificacdo da PCR-1S6110: Para a reamplificagdo do fragmento de DNA

de 123pb do gene 1S6110, adotou-se 40 pl de produto final constituido por 10
Ml do produto da PCR 1S6110, 10 mM de cada dNTP, 20 pmol de cada primer
(IS1IR e IS2F), 25 mM de MgCl,, 2,5 U de Taq DNA polimerase e 10 yl de 5x
tampdo Taq polimerase (Promega®). A PCR foi realizada em termociclador
automatico (My Gene MG+ 96, Long Gene®), e as condi¢cdes de amplificacéo e

analise dos produtos foram as mesmas descritas na PCR 1S6110.
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Analise estatistica: a analise estatistica foi realizada no programa SAS

(Statistical Analysis System, 2008) por meio dos testes exato de Fischer, Qui-

guadrado e McNemar. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

Andlise macroscOpica: Foram observadas lesées nodulares no parénquima

dos linfonodos, de distribuicdo focal, multifocal ou difusa, com consisténcia
firme. Ao corte, essas estruturas eram amareladas e bem delimitadas por uma
capsula fibrosa, das quais 117 (78%) apresentavam no seu interior contetdo
caseoso (Figura 1A), enquanto 33 (22%) apresentavam areas calcificadas
(Figura 1B).

FIGURA 1. Linfonodos de bovinos com lesées macroscopicas sugestivas de

tuberculose. A) Leséo caseosa. B) Lesao calcificada.
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Andlise _microscoépica: Foi possivel classificar 100% das lesdes como

granuloma. Os numeros encontrados em cada estagio, e sua caracterizacao,

incluindo a composicao celular, necrose e mineralizacéo, estdo apresentados

na Tabela 1 e exemplificados na Figura 2 (A-D).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos estagios de granulomas em linfonodos bovinos

Estagio da Composicéao Celular Necrose e
Leséo Mineralizacéo
| — leséo inicial  Grupos irregulares  de macréfagos Ausente

n =27 (18%)

Il — lesao sélida
n =45 (30%)

1l — necrose
minima

n =55 (36,6%)
IV — necrose e

mineralizacao
n = 23 (15,4%)

epitelibides ndo encapsulados, associado a
infiltrado linfocitario e pequeno numero de
neutréfilos. Raras células gigantes (tipo
Langhans)

Macréfagos epitelidides, revestidos parcial
ou totalmente por capsula fibrosa. Areas
hemorragicas, infiltrado de linfécitos e
neutrofilos, e células gigantes (tipo
Langhans)

Células gigantes (tipo Langhans) em meio a
macrofagos  epitelidides.  Grupos de
linfocitos e neutrofilos, estendendo junto a
capsula fibrosa completa.

Areas extensas de mineralizacdo em
grande parte da lesdo, macréfagos
epiteliides e células gigantes (tipo
Langhans) ao redor da necrose, associada
a grupos de linfocitos juntos a céapsula
fibrosa delgada e completa.

Areas minimas
de necrose e/ou
hemorragia

Necrose
caseosa central,
com discreta
mineralizacao
Necrose
caseosa
multicéntrica
com acentuada
mineralizacao
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FIGURA 2. Classificacdo histolégica de granulomas em linfonodos de bovinos
(HE — 5x) (A) Estagio I: inicial. (B) Estagio Il: sélido. C) Estagio lll:

necrose e minima mineralizacdo. D) Estagio IV: Necrose e grande

mineralizacao.

A coloracdo de ZN nas mesmas amostras, permitiu a visualizacdo de
raros bacilos isolados ou em pequenos grupos em areas livres de necrose
(Figura 3) em 6 amostras (4%), das quais 5 foram classificadas em grau 1 (1-
10 bacilos) e apenas 1 classificada em grau 2 (10-50 bacilos). Em 144 (96%)
amostras nao foi detectada a presenca de BAAR, sendo, entdo, classificadas

em grau 0 (bacilos ausentes).
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FIGURA 3. Bacilos acido-alcool-resistentes observados em linfonodos de
bovinos naturalmente infectados por Mycobacterium sp. (ZN —
100x).

Andlise molecular: A extracdo do DNA das micobactérias e das amostras

teciduais apresentaram bons resultados (Figura 4). O gene hsp65 amplifica um
Unico locus de 439 pb de todas as micobactérias (Figura 5A), enquanto que o
gene I1S6110 amplifica 123 pb das micobactérias pertencentes ao CMTB
(Figura 5B).
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PMMaMb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose 1%: produtos de extracao de DNA.
Linhas PM: marcador de 1kb, Ma: Mycobacterium avium 2441, Mb:
Mycobacterium bovis BCG-Moreau, 1-11 amostras de DNA

gendmico com lesdes sugestivas de tuberculose.

500
400>

200>

100—> 123

A) B)
FIGURA 5. PCR realizada em DNA micobacteriano. Linhas PM: marcador de
1kb, Ma: Mycobacterium avium 2441, Mb: Mycobacterium bovis
BCG-Moreau A) PCR do gene hsp65 com produto de 439 pb . B)

PCR do gene 1S6110 com produto de 123 pb.
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A amplificacdo de DNA do gene hsp65 em 100 amostras resultou em
14% de positividade. Nas 150 amostras analisadas pela PCR-1S6110, a
positividade foi de 31,3%, enquanto que sua reamplificacdo foi de 63,3%. Nao
houve diferenca estatistica em nenhuma forma de diagndéstico em relacédo ao

estagio do granuloma observado na histologia (Tabela 2).

Tabela 2 - Diferentes métodos de diagnostico para tuberculose de acordo com

a classificac@o da leséo histolégica

Estagio
Variavel Categoria I Il [ vV TOTAL  p-valor
n % n % n % n % n %
Colorago ZN Positivo 1 3,7 2 4.4 1 1,8 2 8,7 6 4,0 0.4659®

Negativo 26 96,3 43 956 54 98,2 21 91,3 144 96,0

Positivo 5 185 18 40,0 17 30,9 7 30,4 47 31,3 )
PCR-1S6110 _ 013024( )
Negativo 22 815 27 60,0 38 69,1 16 69,6 103 68,7

Reamplificacdo Positivo 16 59,3 34 75,6 33 600 12 522 95 63,3

_ 02049
PCR-IS6110 Negativo 11 40,7 11 244 22 40,0 11 47,8 55 36,7
TOTAL 27 100,0 45 100,0 55 100,0 23 100,0 150 100,0
Positvo 3 176 3 94 6 167 2 133 14 140 .
PCR-hsp65* _ 0,7755%
Negativo 14 824 29 90,6 30 833 13 86,7 86 86,0
TOTAL 17 100,0 32 100,0 36 100,0 15 100,0 100 100,0

*n =100 @ Teste exato de Fischer ) Teste Qui-quadrado



Comparando as técnicas moleculares para o gene
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IS6110, a

reamplificacdo demonstrou estatisticamente um maior niumero de positividade

nas amostras teciduais (Tabela 3). A diferenca da amplificacdo destas reacfes

esta representada na Figura 6 (A e B).

Tabela 3 - Diferenca de positividade para Mycobacterium sp. em amostras

teciduais bovinas de acordo com a técnica molecular para o gene

alvo 1S6110
Reamplificacdo PCR-1S6110
Variavel . Positivo Negativo TOTAL
Categoria
n % n % n %
PCR- Positivo 47 31,3 0 0,0 47 31,3
1S6110 .
Negativo 48 32,0 55 36,7 103 68,7
TOTAL 95 63,3 55 36,7 150 100,0

Teste de McNemar (p < 0,0001)

Coeficiente Kappa = 0,4179 (replicabilidade boa)
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PM Mb Neg 1 2 3 4 5

A)

150
<+123

100

PM Mb Neg 1 2 3 4 5
B)

L

150

100

FIGURA 6. Eletroforese em gel de agarose 2%. Linhas PM: marcador de 50pb;
Mb: Mycobacterium bovis BCG-Moreau; Neg: controle negativo; 1-5
amostras de linfonodos bovinos positivas para CMTB. A) PCR-
IS6110 B) Reamplificagdo das mesmas amostras da PCR-1S6110
(Figura 6A).
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Discussao

Mesmo ndo sendo possivel diferenciar as lesbes macroscopicas
sugestivas de tuberculose de outras infeccdes, os achados do exame
microscopico da HE evidenciaram lesdo granulomatosa em 100% das
amostras, mostrando confiabilidade na observacdo macroscépica realizado
durante a linha de inspecdo. No México e nos EUA, lesbes granulomatosas
foram confirmadas pela histologia em 77% e 86%, respectivamente, de
amostras selecionadas durante o abate (MILLIAN-SUAZO et al., 2000; NORBY
et al., 2004).

As lesdes encontradas predominantemente em linfonodos da regido da
cabeca e do térax corroboram com dados da literatura que concluem que a via
respiratoria € a rota mais importante da tuberculose bovina, tendo o trato
respiratério como local priméario de infeccdo (BOUKARY et al., 2011; NEILL et
al., 2005).

A classificacdo dos quatro estagios da lesdo granulomatosa fornece um
contexto espacial do desenvolvimento e inferéncias quanto a sua cronicidade,
principalmente quando comparada a quantidade de BAAR presente (JOHNSON et
al., 2008; WANGOO et al., 2005). LesGes iniciais (estagio | ou Il) apresentam maior
risco de infectividade do que as les6es mineralizadas (estagio Il e V), pois essas
inilbem a multiplicacdo dos bacilos (COUSIN et al., 2004; LIEBANA et al., 2008;
WANGOO et al., 2005). Contudo, no presente estudo nao foi observada qualquer
relacdo do niumero de BAAR com o estagio do granuloma (Tabela 2).

Segundo Andrade et al. (1991), a nao visualizacado do agente em cortes
histologicos da lesdo pela coloracdo de ZN é um achado frequente na
tuberculose bovina, devido a presenca de escasso numero de bactérias na
lesdo, e nado, a sua auséncia. Achados semelhantes foram descritos por
Martins et al. (2008) e Charro e Osorio (2009), onde a quantidade de BAAR
observada em até 100 campos néo foi superior a 1 a 10 bacilos por campo.

Esse fato pode ser explicado em funcdo do estdgio de progressao da lesao
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resultante da reacdo de hipersensibilidade tardia, como caseificacdo ou
calcificagdo (MORRIS et al., 1994; NEILL et al., 1994), pois isto leva a ruptura
da membrana bacteriana, perdendo a caracteristica alcool-acido-resistente
(BRASIL 2006; CORNER et al., 1994). Além disso, a sensibilidade da ZN para
BAAR é baixa, estima-se que sdo necessarios pelo menos 105 UFC/mL
presentes no tecido para serem detectadas pela microscopia (MCCUNE;
TOMPSETT, 1956). Logo, as amostras negativas pelo ZN, também teriam
dificuldade em serem identificadas em cultura microbioldgica, pois, em muitas
situacgdes, as amostras ndo evidenciam crescimento de colbnias em fungéo de
guantidade reduzida de bactérias viaveis na lesdo (MARCONDES et al., 2006).

A PCR oferece muitas vantagens sobre os demais métodos, uma vez
gue o DNA do agente causador da doenca é detectavel estando a bactéria
viavel ou ndo (BASCUNANA et al., 1996; LIEBANA et al., 1995; ZAKHAM et al.,
2012). Romero et al. (1999) descreveram que no leite a PCR é 28 vezes mais
eficiente no diagnéstico de CMTB do que o tradicional isolamento bacteriano e
a microscopia direta, porém Zanini et al. (2001) observaram que a PCR
realizada em amostras teciduais foi apenas 1,6 vezes mais eficiente que a
cultura, ressaltando a dificuldade da extracdo do DNA micobateriano
diretamente de tecido. Baixa eficiéncia da PCR diretamente de tecidos também
foi constatada por Garbaccio e Cataldi (2010) e Proafio-Pérrez et al. (2011).

Devido ao numero reduzido de bactérias em lesGes teciduais, presenca de
inibidores e a dificuldade de extracdo do DNA micobacteriano em meio ao DNA
eucarioto, o produto amplificado na PCR convencional nem sempre é observada em
gel de agarose (ZUMARRAGA et al., 1999). A reamplificacdo oferece melhorias em
relagdo a sensibilidade e eficiéncia da PCR convencional (BRUNELLO et al., 2001,
COLLINS, 2011; COUSIN et al., 2004; TAN et al, 1997), pois resulta na
amplificacdo exponencial de seu produto (CHRISTOPHER-HENNINGS et al.,
2003; COLLINS et al., 1993).

No presente estudo, a amplificacdo por PCR, de fragmento de DNA do gene

hsp65 apresentou baixo percentual (14%). Dados semelhantes foram obtidos por Pires
de Araujo et al. (2005) que teve 18% de positividade pela PCR realizada diretamente
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de linfonodos bovinos com lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose. Optou-se
entdo para o uso do gene alvo IS6110 na tentativa de identificar o insucesso da PCR
do gene hsp65 e obter melhores resultados devido ao nimero de repeticdes, o que s6
foi observado ao se realizar a reamplificacdo do produto da PCR-1S6110, que revelou
positividade para bactérias do CMTB em 63,3%, enquanto que para 0 mesmo gene
alvo a PCR convencional foi de 31,3%. Esse resultado é um indicativo de que o fator
gue mais afetou a amplificacdo, n&o foi a presenca e inibidores durante a extragéo, e
sim a quantidade reduzida de bactérias presentes nas amostras teciduais.

A presenca de 63,3% de bactérias do CMTB encontradas em linfonodos
bovinos foi alta, considerando os esforcos para controlar a doenca no rebanho
nacional pelo PNCEBT, instituido ha 12 anos. Esse resultado € relevante devido ao
risco da infeccdo em humanos, representando um grande problema de salde publica,
principalmente para funcionarios de fazendas e frigorificos, e médicos veterinarios
(WINTHRORP et al., 2005), uma vez que 0 contato pr6xXimo com 0S animais ou seus
tecidos € um fator que aumenta o risco da transmissao (TORRES-GONZALEZ ET AL.,
2013).

Concluséo

Em concluséo, os resultados encontrados demostram que a combinagao
de analises laboratoriais e inspecdo € util para aumentar a deteccdo da
presenca de Mycobacterium sp. diretamente em tecidos, sendo uma importante

ferramenta de vigilancia e controle desta zoonose.
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