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COMPARAGAO ENTRE METODOS DE DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE EM
BOVINOS ABATIDOS EM MATADOUROS-FRIGORIFICOS DO ESTADO DE SAO
PAULO

RESUMO - A tuberculose € uma doenca infectocontagiosa de carater zoonético de
grande importancia em saude publica, sendo seu diagnostico e o conhecimento de
sua epidemiologia, pecas fundamentais na sua prevencéo e controle. Este trabalho
objetivou a comparagéao entre metodos diagnédsticos para tuberculose bovina. Foram
realizados diagndsticos pelo cultivo microbioldgico, caracterizagao histopatoldgica e
identificacdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e identificacdo molecular da
infeccdo por Mycobacterium bovis em bovinos adultos abatidos em matadouros-
frigorificos sob Servico de Inspecdo Federal (SIF) no Estado de Sao Paulo e
posteriormente, os municipios de origem destes animais foram geoprocessados.
Durante o abate, foram identificadas e coletadas amostras de linfonodos com lesées
macroscopicas sugestivas de tuberculose. O diagndstico pelo cultivo microbiolégico
foi realizado em meio de cultura sdlido, a caracterizagdo histopatologica pela
coloragdao com hematoxilina eosina (HE), a identificacdo de BAAR pela coloragao de
Ziehl-Neelsen (ZN) e o diagndstico pela identificagdo molecular foi realizado a partir
de DNA extraido das lesbes sugestivas de tuberculose pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR, nested PCR e multiplex PCR) e a partir de DNA extraido das
colonias isoladas para identificacdo do M. bovis utilizando-se a PCR e a multiplex
PCR. Dentre as lesdes sugestivas de tuberculose observadas, 50% (25/50) foram
identificadas em linfonodos retrofaringeos e todas foram caracterizadas como
caseosas. Houve crescimento de colbnias caracteristicas de M. bovis em 56%
(28/50) das amostras, 64% (32/50) das amostras foram consideradas positivas pela
coloracdo com HE e 52% (26/50) pela coloracao confirmatéria de ZN (identificagéo
de BAAR). A PCR a partir de DNA extraido das lesdes teciduais apresentou 38%
(19/50) das amostras positivas e a PCR a partir de DNA extraido das colbnias
apresentou 56% (28/50) das amostras positivas. O teste kappa (95%) entre os
diagnosticos mostrou maiores concordancias entre os diagndsticos moleculares
realizados com DNA extraido das colénias, seguido dos métodos histopatologicos e
moleculares realizados com DNA extraido das lesbes teciduais sugestivas de
tuberculose, perante o diagndstico pelo cultivo microbiolégico. Os maiores valores
de sensibilidade e especificidade foram observados nos testes moleculares com
DNA extraido das colbnias, seguidos dos histopatolégicos e dos moleculares com
DNA extraido das lesdes teciduais. O geoprocessamento dos municipios mostrou
que nao houve dependéncia espacial significativa (P=0,29) entre os municipios e a
ocorréncia de tuberculose ao avaliar todos os testes diagndsticos. Assim, a
identificacdo de lesbes durante o abate serve como triagem da tuberculose bovina,
mas somente com o auxilio de métodos de diagndstico laboratoriais, a tuberculose é
diagnosticada definitivamente, fortalecendo sua investigagcao epidemioldgica.

Palavras-chave: métodos de diagndstico, Mycobacterium bovis, PCR, zoonose.



COMPARISON OF TUBERCULOSIS DIAGNOSTIC METHODS IN BOVINES
SLAUGHTERED IN SLAUGHTERHOUSES OF SAO PAULO STATE

ABSTRACT - Tuberculosis is a contagious infectious zoonotic disease of high
importance in public health, which diagnosis and the epidemiology knowledge are
essentials in this disease prevention and control. This study aimed to compare the
different diagnostic tests for bovine tuberculosis. Microbiological culture,
histopathological and molecular M. bovis diagnosis were made in adults bovines
slaughtered in slaughterhouses under Inspection Federal Service - SIF in Sdo Paulo
State and after, the animals origin municipalities were geoprocessing. Samples of
lymph nodes with macroscopic lesions suggestive of tuberculosis were identified and
collected during the animals’ slaughter. The microbiological diagnosis was made by
culture in solid medium, histopathological characterization by staining with
hematoxylin eosin (HE), identification of AFB by Ziehl-Neelsen (ZN) and the
diagnosis by molecular identification was carried out from DNA extracted from the
lesions suggestive of tuberculosis by polymerase chain reaction (PCR, nested PCR
and multiplex PCR) and the DNA extracted from the colonies was isolated for M.
bovis identification using PCR and multiplex PCR. Most injuries (50% - 25/50) was
identified in retropharingeal and all of them were characterized as caseous. M. bovis
colonies growth was characteristics in 56% (28/50) of the samples and64% (32/50) of
the samples were positive by HE staining and 52% (26/50) for confirmatory ZN
staining. The PCR directly from tissue showed 38% (19/50) of positive samples and
the PCR from the colonies showed 56% (28/50) of positive samples. The kappa test
(95%) between the diagnoses showed higher agreement between the molecular
diagnostics of the colonies, followed by histopathological and molecular analysis of
tuberculosis suggestive lesions toward the microbiological diagnosis. The highest
sensitivity and specificity values were observed in the colonies molecular testing,
followed by histopathological and lesions molecular testing. The geoprocessing
municipalities showed no significant spatial dependence (P=0.29) between the
municipalities and the occurrence of tuberculosis when all diagnostic tests was
evaluate. Thus, the lesions identification during the slaughter is usefull as a
screening for bovine tuberculosis, but only with the aid of laboratory diagnostic
methods, tuberculosis is definitely diagnosed strengthening it epidemiological
investigation.

Keywords: diagnostic methods, Mycobacterium bovis, PCR, zoonose.



1. INTRODUGCAO

A tuberculose bovina, infeccdo causada pelo Mycobacterium bovis, afeta uma
ampla variedade de hospedeiros, inclusive os humanos, causando danos a saude
publica e prejuizos econdmicos para a pecuaria. A tuberculose bovina pode ser
identificada a partir da observacdo de lesdes macroscopicas caracteristicas desta
enfermidade. Assim, a inspec¢do sanitaria em matadouros-frigorificos é de grande
importancia para a saude publica ao evitar o consumo carnes veiculadoras de
patdbgenos, bem como aquelas portadoras de lesdes anatomopatoldgicas. A
inspecao post mortem € de grande importancia para a vigilancia epidemiologica da
tuberculose, pois permite a identificacdo de maior numero de casos sem
manifestagdes clinicas, possibilitando melhor controle sobre tal enfermidade.

Além do diagnéstico a partir de lesbes macroscopicas feito nos matadouros-
frigorificos, técnicas que facilitem e melhorem o diagndstico direto da tuberculose
bovina devem ser estudadas para deteccao e identificagdo do agente etiolégico no
material biolégico. Como alternativa rapida e barata as técnicas moleculares de
identificacdo, tem-se a caracterizagao histopatolégica de tecidos suspeitos
associada a identificacédo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR).

Sendo assim, aliar conhecimentos sobre a identificacdo e a ocorréncia do M.
bovis e dados geoprocessados referentes a origem dos animais infectados é de
grande relevancia, ja que se trata de uma zoonose de grande importancia para a

saude da populagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

A tuberculose bovina € uma zoonose de evolugao cronica e efeito debilitante,
causada pelo Mycobacterium bovis, cujo hospedeiro primario € o bovino. Une e Mori
(2007) relataram que tanto o Mpycobacterium bovis quanto o Mycobacterium
tuberculosis sao altamente patogénicos e infectam varias espécies de animais,
incluindo os seres humanos, sendo esta enfermidade, um problema de saude
publica. Esta enfermidade é caracterizada pela formacdo de lesdao do tipo
granulomatosa, de aspecto nodular, denominada de “tubérculo” (FURLANETTO et
al., 2012). Embora possam estar presentes em qualquer tecido do animal (CRMV,
2009), as lesdes sdo encontradas com mais frequéncia em linfonodos, pulmdes e
figado (ROXO, 1997; CARDOSO et. al., 2009).

As bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis séo classificadas como
micobactérias nao pigmentadas de crescimento lento, sendo as principais espécies
constituintes deste complexo o M. tuberculosis, o M. bovis, o M. africanum e o M.
microti. Uma peculiaridade importante € o agrupamento dos bacilos em forma de
ramos alongados e tortuosos, conhecidos como cordas. A observagédo de cordas a
baciloscopia é uma indicacdo de que se trata de bactéria do complexo M.
tuberculosis. O bacilo apresenta um alto conteudo lipidico em sua parede celular,
responsavel por importantes efeitos biolégicos, como a indugdo da formacdo de
granuloma (CAMPOS, 2006).

O M. bovis causa tuberculose primariamente em bovinos, mas € o membro do
complexo M. tuberculosis que tem a mais ampla gama de hospedeiros mamiferos
domésticos e silvestres, inclusive o ser humano. Os hospedeiros de M. bovis
comportam-se como reservatoérios da infeccdo ou como hospedeiros ocasionais que
participam do ciclo de transmissdo do agente (HADDAD et al., 2004; SMITH et al.,
2006). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude Animal, o M. bovis é
classificado como um patégeno de risco 3 para saude publica, sendo alto para o
individuo e limitado para a comunidade (OIE, 2005; THOEN et al., 2006).

O Mycobacterium bovis produz uma lesdo granulomatosa especifica, com
componentes proliferativos e exsudativos. A primeira reagcdo que se produz frente a
penetracdo do bacilo, é do tipo exsudativo e de carater inespecifico, que consiste

em aparecimento de congestdo vascular, edema e exsudagdo leucocitaria, logo



formando granuloma tuberculoso, constituido por uma zona central de necrose
caseosa, na qual pode-se observar mineralizagdes por precipitacbes de sais de
céalcio. Rodeando esta zona de necrose, observam-se macréfagos com nucleo
grande e claro, com abundante citoplasma, dispondo-se um ao lado do outro,
conferindo ao conjunto um aspecto que recorda epitélio, chamado "células
epiteldides". Intercaladas observam-se células gigantes multinucleadas, com
nucleos ordenados preferentemente na periferia, originarios a partir da fusao de
macrofagos (MOTA e NAKAJIMA, 1992).

O diagnéstico da tuberculose bovina pode ser efetuado por métodos diretos e
indiretos. Os diretos envolvem a deteccao e identificagdo do agente etioldgico no
material bioldgico. Os indiretos pesquisam uma resposta imunolégica do hospedeiro
ao agente etiolégico, que pode ser humoral pela produgédo de anticorpos circulantes
ou celular, mediada por linfécitos e macréfagos (PACHECO et al., 2009).

O diagnéstico direto da infecgdo tem especial aplicagao como ferramenta de
vigilancia epidemiolégica na fase final da cadeia produtiva. O cultivo microbiolégico
do Mycobacterium spp., conhecido como padrao ouro, € o0 método ja certificado para
este diagndstico. O cultivo permite posterior identificacao da micobactéria isolada (e/
ou complexo) assim como a realizacdo de testes de sensibilidade a antibiticos
(ROXO, 1996; MARTINS, 2000). As principais desvantagens diagnésticas estdo no
tempo demasiadamente prolongado entre a inoculagcéo e o surgimento de coldnias
macroscopicamente visiveis (6 a 8 semanas) e no fato de requerer organismos
viaveis para sua realizagdo, exigindo uma adequada manipulagdo dos espécimes
clinicos (KONEMAN et al., 2001; AL-SERHANI, 2001).

Entre os métodos de diagndstico que poderiam complementar a inspecao post
mortem estdo os testes histopatoldgicos, com coloragdo dos tecidos por
hematoxilina-eosina (HE); a baciloscopia com coloragao por Ziehl-Neelsen (ZN); a
cultura bacterioldgica; e também testes moleculares baseados nas reacdes em
cadeia pela polimerase (PCR). Os métodos histolégicos empregados para o
diagnostico de tuberculose sao rapidos e baratos, contudo, apresentam baixa
especificidade e sensibilidade (FURLANETTO et al., 2012).

Pinto et al. (2002) ao avaliarem bovinos suspeitos de tuberculose,

comprovaram a importancia do cultivo microbiologico aliado a tuberculinizagcéo e a



identificagdo anatomopatoldgica afim do aprimoramento das agbes de decisao
sanitaria do médico veterinario. Assim como Alzamora Filho et al. (2014), que
evidenciaram a necessidade da identificagdo anatomopatolégica associada ao
diagnéstico microbiolégico € molecular para fornecer subsidios para investigacao
epidemiolégica da tuberculose bovina, disponibilizando informagdes que auxiliam os
orgaos de vigilancia sanitaria no desenvolvimento de estratégias para o controle
desta enfermidade.

A identificacdo de alteragdes anatomopatoldgicas caracteristicas durante a
inspecao post mortem nos matadouros-frigorificos aliada a realizagcdo dos métodos
diretos de diagnodstico da tuberculose sao importantes ferramentas na vigilancia
epidemioldgica da doenga (BIFFA et al., 2010). A inspe¢ao post mortem dos animais
destinados ao consumo nos abatedouros tem grande importancia na vigilancia
epidemioldgica da tuberculose e, por meio desta medida, paises endémicos que
possuem satisfatério desempenho nos seus servigos de inspegcao nos abatedouros,
juntamente com um consolidado programa de erradicagdo, tém reduzido a
prevaléncia da doengca (DE LA RUA-DOMENECH, 2006; KANTOR e RITACCO,
1994).

Fraguas et al. (2008) avaliaram diferentes métodos complementares para o
diagnostico da tuberculose bovina e obtiveram maiores concordancias entre o
exame macroscopico anatomopatolégico, a caracterizagdo histopatolégica e a
identificacdo de BAAR em detrimento aos diagndsticos indiretos como o teste de
ELISA e a tuberculinizacao.

O diagnostico definitivo da tuberculose depende do isolamento e da
identificagéo do agente etiologico. No entanto, esta metodologia apresenta aspectos
restritivos para uso em larga escala, pois requer uma grande quantidade de bacilos
viaveis, 0 que nao é frequente em infecgdes recentes; requer também o uso de
métodos drasticos de descontaminagao, podendo comprometer a eficacia do cultivo;
e o crescimento fastidioso do agente (FURLANETTO et al., 2012; FRAGUAS et al.,
2008).

Uma alternativa que permite a identificacdo rapida de micobactérias,
encontradas em amostras clinicas ou em coldnias isoladas, sdo os ensaios de PCR

(FURLANETTO et al., 2012), com o objetivo de agilizar a instituicdo de tratamentos,



diminuicdo do tempo de deteccdo da resisténcia aos antimicrobianos e
determinacdo de medidas apropriadas para o controle das infeccbes (OSOBA,
2004).

Na tuberculose, o método de PCR, assim como outros métodos moleculares,
vem sendo empregado para a identificacdo e detecgdo do Mycobacterium bovis
tanto em isolados de cultivos como em amostras clinicas (SAKAMOTO et al., 1999).
O interesse pelos métodos moleculares tem se intensificado devido as dificuldades
encontradas no diagndstico da doenga em animais, principalmente pelas limitagbes
quanto a sensibilidade e a especificidade do teste de reacédo cutanea e o longo
periodo para a confirmagao da presenca do agente pelos métodos bacteriolégicos
(RORING et. al., 2000; ZANINI et. al., 2001).

Apesar de Alzamora Filho et al. (2014) afirmar que a combinagdo do
isolamento pela bacteriologia classica, seguido da identificacdo por métodos
moleculares tem se mostrado eficiente para o diagndstico direto da tuberculose
bovina, Aagaard et al. (2006) afirma que métodos de diagndstico mais eficientes,
programas de vigilancia epidemioldgica, bem como o planejamento de futuras
estratégias de vacinagdo, sdo necessarios para controlar e erradicar a tuberculose
bovina no futuro.

Furlanetto et al. (2012) encontraram quase cinco vezes mais amostras
positivas ao avaliarem lesdes sugestivas de tuberculose pelo método molecular
quando comparado ao cultivo microbiolégico. Os autores enfatizam que analises
moleculares associadas a inspecao post mortem de rotina sdo promissoras para a
vigilancia da tuberculose bovina em abatedouros, contribuindo para o sucesso do
programa de erradicagdo da tuberculose bovina. Taylor et al. (2007) também
compararam métodos bacterioloégicos e moleculares para o diagnostico da
tuberculose bovina, enfatizando a necessidade do uso destes métodos associados.

Segundo Rouquayrol e Goldbaum (1999), a epidemiologia é a ciéncia que
estuda o processo saude-doenca em coletividades humanas, analisando a
distribuicdo e os fatores determinantes das enfermidades, os danos a saude e os
eventos associados a saude coletiva, propondo medidas especificas de prevencéo,
controle ou erradicacdo de doencas, e fornecendo indicadores que sirvam de

suporte ao planejamento, a administragéo e a avaliagado das acdes de saude.



O estudo da variagao espacial dos eventos produz um diagndstico comparativo
que pode ser utilizado das seguintes maneiras: indicar os riscos a que a populagao
esta exposta, acompanhar a disseminacao dos agravos a saude, fornecer subsidios
para explicagdes causais, definir prioridades de intervencao e avaliar o impacto das
intervencbes (PEREIRA, 2002). O geoprocessamento dos eventos de saude é
importante na analise e avaliagao de riscos a saude coletiva e os mapas tematicos
sao instrumentos poderosos na analise espacial do risco de determinada doenca
(SKABA et al., 2004; MALTA et al., 2001)

Neste sentido, conhecimentos sobre os diversos métodos diagndsticos e a
ocorréncia geografica do complexo M. tuberculosis com o uso de dados
geoprocessados referentes a origem dos animais infectados sao de grande

relevancia para a saude publica.



3.

OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Comparar métodos de diagndstico para tuberculose bovina pelo cultivo

microbioldgico, caracterizagdo histopatoldgica, identificacado de BAAR, identificacao

molecular da infeccdo por M. bovis a partir de amostras de tecidos com lesdes

sugestivas desta enfermidade, provenientes de bovinos abatidos em matadouros-

frigorificos sob SIF no Estado de Sdo Paulo e obter dados geoprocessados sobre

esta enfermidade. Além de fornecer subsidios para as autoridades de saude animal

e publica para melhoria dos programas de controle e erradicagao desta enfermidade.

3.2. Objetivos Especificos

v

Identificar e caracterizar lesdes sugestivas de tuberculose em linfonodos de
bovinos nas linhas de inspecao durante o abate dos animais.

Realizar diagnostico pelo cultivo microbiolégico, pela caracterizacao
histopatologica, pela identificacdo de BAAR e pela identificagdo molecular da
infecgao por M. bovis nas amostras.

Realizar diagndstico pela identificagcdo molecular a partir de DNA extraido das
lesbes teciduais sugestivas de tuberculose e a partir de DNA extraido das
colbnias bacterianas geradas pelo cultivo microbioldgico.

Estimar a sensibilidade e a especificidade dos métodos diagndsticos quando
comparados ao padrao ouro (cultivo microbiolégico) e calcular a concordancia
entre os métodos diagndsticos.

Realizar o geoprocessamento dos municipios de origem dos animais infectados.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Locais de condugao do estudo

As coletas de amostras foram realizadas em dois matadouros-frigorificos sob
SIF no nordeste do Estado de Sao Paulo. O diagndstico pelo cultivo microbioldgico
foi realizado no Laboratério de Microbiologia das Enfermidades Infecciosas dos
Animais do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica da
FMVZ/Unesp/Botucatu/SP. A caracterizagao histopatoldgica e a identificacdo de
BAAR foram realizadas no Laboratério de Histopatologia do Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV/UNESP/Jaboticabal/SP. Os diagndsticos pela
identificagdo molecular foram realizados no Laboratério de Epidemiologia Molecular
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugao Animal da
FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP e no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada e
Sorologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal da
FMVZ/USP/Pirassununga/Sao Paulo/SP.

4.2. Diagnéstico anatomopatolégico e caracterizagao das amostras

Foram identificadas e coletadas 50 amostras de linfonodos com lesdes
sugestivas de tuberculose, de acordo com o Manual de Bacteriologia da Tuberculose
(BRASIL, 1994), em bovinos durante a inspecdo na linha de abate em dois
matadouros-frigorificos sob SIF no Estado de Sao Paulo durante aproximadamente
um ano (de julho de 2013 a julho de 2014). As coletas foram realizadas de acordo
com normas especificas para casos suspeitos de tuberculose do Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA. Tais
amostras foram utilizadas para o diagnéstico pelo cultivo microbioldgico, para a
caracterizacao histopatolégica e identificagdo de BAAR e para os diagnosticos
moleculares da tuberculose bovina. As amostras foram coletadas e identificadas em
duplicata, sendo armazenadas sob congelamento para os diagnésticos
microbioldgico e moleculares e mantidas a temperatura ambiente com adi¢cdo de
solucao de formol a 10% na proporgéo 1:10 para os diagnésticos histopatolégicos.

Os municipios de origem dos animais cujas lesdes foram coletadas foram

identificados para posterior geoprocessamento.



4.3. Diagnoéstico pelo cultivo microbiolégico

Para o cultivo e isolamento do Mycobacterium bovis foram utilizados os
linfonodos com lesGes sugestivas de tuberculose coletados durante o abate. Foi
utilizada a técnica descrita por Franco et al. (2013) com adaptagdes.

As amostras foram devidamente identificadas, descongeladas e levadas a
camara asséptica, onde foram maceradas. Aproximadamente 1g foi colocado em
tubos de ensaio de 10 mL, adicionando-se 2 mL de solucéo fisiolégica em cada tubo.

Procedeu-se, entdo, a descontaminacgéo pela técnica de Petroff (Balian et al.,
2002). Foram adicionados aos tubos 3 mL de hidréxido de sodio a 8%, com adigéo
de 1 gota de solugéo alcodlica 1,5% de azul de bromotimol para cada 100 mL de
hidroxido de sédio. A solugao foi homogeneizada em vértex e colocada em estufa
por 30 minutos a 37° C. Posteriormente, foi adicionado aproximadamente 1,5 mL de
acido sulfurico a 8% para que a solugao ficasse com pH neutro ou ligeiramente
acido, sendo tal condigdo constatada por fitas indicadoras de pH. Os tubos foram
centrifugados a 2055 x g por 20 minutos, posteriormente o sobrenadante foi
descartado, foram adicionados 5 mL de solucdo fisiolégica e em seguida,
homozeneizado em vortex. Tal procedimento de lavagem se repetiu por mais trés
vezes para que posteriormente o material fosse semeado.

Os meios Stonebrink-Leslie e Lowenstein-Jensen foram utilizados no cultivo
microbioldgico. O meio de Stonebrink-Leslie possui piruvato como fonte de carbono
para os bacilos e é utilizado, especialmente, para o crescimento do M. bovis, uma
vez que a glicerina é toxica para o bacilo bovino. O meio de Lowenstein-Jensen
possui a glicerina como fonte de carbono, que é utilizada como fonte de substratos
para o crescimento das demais micobactérias.

O meio Stonebrink-Leslie foi preparado com fosfato monopotassico, fosfato
dissdédico, piruvato de sédio, agua destilada, solugao verde malaquita a 2% e ovos.
O meio Lowenstein-Jensen foi preparado com agua destilada, glicerina PA e ovos.
Apbs o preparo dos meios, estes foram colocados em uma estufa por 45 minutos a
85°C. Posteriormente, permaneceram a temperatura ambiente por 12 horas para
resfriar. No dia seguinte, as garrafas de cultivo contendo os devidos meios foram

colocadas em uma estufa a 37° C por 24 a 48 horas para teste de esterilidade. Sem
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qualquer contaminagao aparente, os meios foram rotulados e armazenados sob
refrigeracao (temperatura entre 2° C e 8° C).

Os meios de cultura foram retirados da refrigeracdo e levados a camara
asseptica do laboratério, juntamente com o material a ser semeado. A entrada nesta
area do laboratério foi realizada com uso de Equipamentos de Protecado Individual
(EPI), constituido de gorro, avental descartavel, luvas de procedimento descartaveis
€ mascara apropriada (N95).

Com alga bacterioldgica estéril foi realizada a semeadura do conteudo dos
tubos nas garrafas de cultivo celular contendo os meios de Stonebrink-Leslie ou
Lowenstein-Jensen, estes foram levadas para estufa a 37° C até que as
micobactérias crescessem e se desenvolvessem no meio de cultura (de 12 a 90
dias), posteriormente, foram armazenados em temperatura ambiente. O tempo

médio de crescimento bacteriano foi de aproximadamente 60 dias.

4.4. Diagnostico histopatologico

Para os diagnodsticos histopatolégicos presuntivo e confirmatério foram
utilizadas amostras coletadas durante o abate dos bovinos e armazenadas em
solucao de formol a 10% na proporcao 1:10. Foi realizada a fixacdo do tecido em
parafina, e o fragmento foi cortado na espessura de cinco micrdmetros para
confecgdo das laminas. De cada amostra foram confeccionadas duas laminas, uma
foi corada com hematoxilina-eosina e a outra submetida a coloragdo de Ziehl-
Neelsen (BEHMER et al., 1976). Na coloragdo com hematoxilina-eosina, o objetivo
foi a caracterizacao histopatoldgica (diagnéstico presuntivo) e na coloracao de Ziehl-

Neelsen, buscou-se a identificagdo de BAAR (diagnodstico confirmatoério).

4.5. Diagnodsticos moleculares
4.5.1. Extragdo do DNA

As extracbes de DNA das lesbes e das colbénias bacterianas foram realizadas
segundo protocolo preconizado por Kuramae-lzioka (1997) e otimizado pelo
Laboratério de Epidemiologia Molecular da FCAV/UNESP/Jaboticabal/SP.



11

4.5.1.1. Extracado do DNA a partir das lesdes teciduais sugestivas de
tuberculose

As amostras teciduais foram maceradas, e aliquotas de aproximadamente 0,3
g foram transferidas para tubos eppendorf de 2,0 mL. Para preservar o tecido da
acao enzimatica foram acrescentados aos tubos 800 uL de tampao de extragao de
DNA composto por 160 mM de Tris-HCI pH 8,0, 60 mM de EDTA pH 8,0, 20 mM de
NaCl, SDS 0,5% (p/v) e 0,4% (v/v) de 2-mercaptoetanol. A solugao foi agitada em
vértex e mantida a 65°C em equipamento Thermomixer (Eppendorf®) por 60
minutos.

Apods a lise celular foram acrescentados 400 uL de acetato de potassio 5M a
solugdo, a qual foi mantida em estante gelada por 30 minutos. Procedeu-se a
centrifugacao refrigerada a 12.200 x g, a temperatura de 10° C por 10 minutos para
precipitacao das proteinas e do SDS. O sobrenadante foi transferido para tubos
novos e, entdo, submetido a duas lavagens com solugcdo de cloroférmio:
alcoolisoamilico (24:1). Apos as lavagens, obteve-se um sobrenadante translucido,
ao qual foram acrescentados 1.000 pyL de alcool etilico absoluto. A mistura foi
mantida a -20° C durante 12 horas para precipitacdo do DNA. Posteriormente,
procedeu-se a centrifugacdo a 12.200 x g, 10°C por 20 minutos para obtencédo do
pellet de DNA, o qual foi lavado em alcool etilico 70%. Apds seco, o pellet foi diluido
em solugdo TE (10 mM de Tris-HCIpH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0) e armazenado sob
cogelamento.

A qualidade do DNA foi aferida obtendo-se a relagdo da absorbancia de cada
amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, desejavel entre 1,8 a 2,0
(SAMBROOK e RUSSELL, 2001), com o auxilio de um espectrofotdbmetro
NanoDrop-1.000 (Thermo Scientific®). A integridade do DNA obtido foi visualizada

mediante eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).

4.5.1.2. Extracao do DNA a partir das coldnias bacterianas

As colénias de M. bovis foram transferidas para tubos eppendorf de 2,0 mL.
Foram acrescentados aos tubos 700 pyL de tampao de extragdo de DNA composto
por 160 mM de Tris-HCI pH 8,0, 60 mM de EDTA pH 8,0, 20 mM de NaCl e SDS
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0,5% (p/v). A solugédo foi agitada em vértex e mantida a 65°C em equipamento
Thermomixer (Eppendorf®) por 60 minutos.

Apods a lise celular foram acrescentados 350 uL de acetato de potassio 5M a
solugdo, a qual foi mantida em estante gelada por 15 minutos. Procedeu-se a
centrifugacao refrigerada a 12.200 x g, a temperatura de 10°C por 10 minutos para
precipitacdo das proteinas e do SDS. O sobrenadante foi transferido para tubos
novos e, entdo, submetido a duas lavagens com solu¢do de cloroférmio:
alcoolisoamilico (24:1). Apos as lavagens, obteve-se um sobrenadante translicido,
ao qual foram acrescentados 1.000 pyL de alcool etilico absoluto. A mistura foi
mantida a -20°C durante 12 horas para precipitacdo do DNA. Posteriormente,
procedeu-se a centrifugacdo a 12.200 x g, 10°C por 20 minutos para obtencao do
pellet de DNA, o qual foi lavado em alcool etilico 70%. Apds seco em estufa de luz
por aproximadamente 30 minutos, o pellet foi diluido em solugdo TE (10 mM de Tris-
HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0) e armazenado sob congelamento.

A qualidade e integridade do DNA foram aferidas da mesma maneira que se

procedeu a analise do DNA extraido das lesbes teciduais.

4.5.2. PCR a partir de DNA extraido das lesdes teciduais

Os DNAs extraidos das lesdes teciduais foram submetidos a PCR para
identificagdo da presenca do Mycobacterium spp., do complexo M. tuberculosis e da
espécie M. bovis. O par de marcadores SCAR (Sequenced Characterized Amplified
Region Marker) PT1 (5-CGGCAACGCGCCGTCGGTGG-3') e PT2 (5-
CCCCCCACGGCACCGCCGGG-3) foi desenhado a partir da proteina espécie-
especifica MTP40 e amplifica um fragmento de 396 pb para o M. tuberculosis. Por
sua vez, o par de primers IS5 (5-CGGAGACGGTGCGTAAGTGG-3’) e I1S6 (5'-
GATGGACCGCCAGGGCTTGC-3’), desenhado a partir da sequéncia de insergéao
IS6110 para bactérias pertencentes ao complexo M. tuberculosis, amplifica um
fragmento de 984 pb com adicdo de uma banda de 870 pb para a espécie M. bovis.
Para complementar, foi utilizado o par de marcadores SCAR MT1
(59TTCCTGACCAGCGAGCTGCCG) e MT2 (59CCCCAGTACTCCCAGCTGTGC),
que amplifica um fragmento de 506 pb para todas as bactérias pertencentes ao
género Mycobacterium spp. (PORTILLO et al., 1996).
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Para confirmacdo da presengca de M. bovis nas amostras teciduais foi
selecionado o par de marcadores SCAR JB21 (5TCGTCCGCTGATGCAAGTGC 3’)
e JB22 (5 CGTCCGCTGACCTCA AGAAG 3’) para amplificagcdo de um fragmento
especifico de 500 pb (RODRIGUEZ et al., 1999).

A PCR que possibilitou tais amplificagées foi composta por tampao 1x (KCI 50
mM, TRIS-HCI 200 mM, pH 8,4), 2 mM de MgCI2, 0,2 mM de dNTP’s, 1 U de Taq
DNA polimerase, 5 pmol de cada primer, 1,2 yL de DNA genémico total e 20 uL de
agua pura estéril g.s.p. A reagdo ocorreu em um termociclador Nexus (Eppendorf®)
programado para realizar um ciclo a 95°C por cinco minutos, 35 ciclos a 94°C por
um minuto, um minuto a temperatura de anelamento do oligonucleotideo e 72°C por
um minuto e trinta segundos e para finalizar, um ciclo a 72°C por dez minutos. O
produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), contendo
brometo de etidio (0,5 pg/mL) e padrdao de tamanho molecular 1kb Plus DNA
Ladder®. O gel foi visualizado sob luz UV em equipamento de foto-documentagéo
GEL DOC XR®.

Devido ao prévio conhecimento de se tratar de amostras clinicas
paucibacilares, foi realizada a nested PCR, analise molecular que se caracteriza
como uma modificagdo da PCR convencional com o objetivo de aumentar a
sensibilidade de detecgdo do material genético de determinado agente quando em
pequena quantidade na extragdo (PORTILLO-GOMEZ et al., 2000; REBOLLO et al.,
2006), utilizou-se o mesmo protocolo citado acima, entretanto, foi adicionado o

produto da PCR ao invés do DNA extraido.

4.5.3. PCR a partir de DNA extraido das col6nias bacterianas

Para confirmacédo da identificacdo da presenca de M. bovis nas colbnias
bacterianas, foi utilizado o mesmo par de marcadores SCAR utilizado na PCR a
partir de DNA extraido das lesdes teciduais, assim como as mesmas concentragdes
dos reagentes citados anteriormente. Esta identificacdo molecular da presenca do
M. bovis foi realizada nas amostras cujo diagndstico pelo cultivo microbioldgico foi
considerado positivo de acordo com as caracteristicas morfoldgicas das colbnias de
M. bovis (CORNER, 1994; MOTA et al., 2001). A reagdo ocorreu em um termociclador

Veriti® programado para realizar um ciclo a 94° C por cinco minutos, 40 ciclos a 94°
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C por um minuto, 68° C por um minuto e 72° C por um minuto e, para concluir, um
ciclo de dez minutos a 72° C. O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) e padrao de tamanho
molecular 1kb Plus DNA Ladder®. O gel foi visualizado sob luz UV em equipamento

de foto-documentagdo GEL DOC XR®.

4.6. Analise dos dados

A base de dados e a construgao de tabelas foram realizadas usando planilhas
eletrébnicas do programa Microsoft Excel versdo 2007. A sensibilidade e a
especificidade (Tabela 1), assim como os intervalos de confianca (IC), foram

calculadas segundo Thrusfield (2004).

Tabela 1. Classificagéo para calculo de sensibilidade e especificidade

Teste de Referéncia (Cultivo microbiolégico)

Teste avaliado Positivo Negativo
Positivo Verdadeiro positivo Falso positivo
Negativo Falso negativo Verdadeiro negativo

sensibilidade = Verdadeiro positivo

x 100
Verdadeiro positivo + Falso negativo

Verdadeiro negativo

Especificidade = x 100

Verdadeiro negativo + Falso positivo

A independéncia entre os resultados foi calculada com auxilio do coeficiente
kappa, usando a seguinte féormula, que avalia a concordancia entre dois testes
(LANDIS e KOCK, 1977).

Po- Pe
1-Pe

Onde,
Po = propor¢ao de concordancias observadas

Pe = propor¢ao de concordancias esperadas
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pg VPHFN
N
e = [(VP +FN)} x (VP +FP)} +{(FP + FP} x {{[FN + VN)}
Nl
Onde,

VP = Verdadeiro positivo
VN = Verdadeiro negativo
FP = Falso positivo

FN = Falso negativo

Os resultados foram interpretados segundo Pereira (2002), adaptado de
LANDIS e KOCK (1977) conforme a Tabela 2. Os calculos foram executados usando

o pacote EpiR do software estatistico R.

Tabela 2. Interpretagdo da concordancia pelo coeficiente Kappa, segundo PEREIRA (2002).

Kappa Concordancia

< 0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21 -0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita

4.7. Geoprocessamento dos municipios de origem dos animais com lesdes
teciduais sugestivas de tuberculose

O geoprocessamento dos municipios de origem dos animais positivos nos
métodos diagnosticos para tuberculose utilizados foi efetuado com auxilio do
software TerraView 4.2.2. Os dados foram colhidos durante abates em dois
matadouros-frigorificos sob SIF do Estado de Sao Paulo entre os meses de julho de
2013 e julho de 2014. A estrutura de independéncia contida no conjunto de dados foi
avaliada pelo indice de Moran, utilizando o teste de pseudo-significancia (a < 0,05).

Mapas tematicos permitiram a visualizacdo dessas distribuicbes espaciais.



16

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Diagndstico anatomopatolégico

Foram coletadas 50 lesdes sugestivas de tuberculose provenientes de
matadouros-frigorificos sob SIF no Estado de S&o Paulo, sendo 100% (50/50) das

lesbes classificadas como caseosas (Figura 1).

Figura 1. Amostra 1ITVLRBM referente a leséo tecidual

sugestiva de tuberculose bovina coletada em
matadouro-frigorifico sob SIF no Estado de

Sé&o Paulo.

As lesbes foram provenientes de varios linfonodos (Tabela 3), sendo o
linfonodo retrofaringeo o mais acometido, com 50% das lesbes, seguido dos
linfonodos mediastinico, pré-escapular, pré-peitoral, traqueobrdénquico, atloideano,

isquiatico, iguinal e hepatico.

Tabela 3. Linfonodos com lesdes teciduais sugestivas de tuberculose provenientes de bovinos
abatidos em dois matadouros-frigorificos sob SIF no Estado de Sao Paulo entre os meses
de julho de 2013 e julho de 2014.

Linfonodos LR? LM®* LP® LPP® LT* LA" LIS® LIN®  LH

25/50 11/50  4/50 3/50 2/50  1/50 1/50 1/50 1/50

Amostras 50% 2% 8% 6% 4% 2% 2% 2% 2%

®Linfonodo Retrofaringeo, °Linfonodo Mediastinico, °Linfonodo Pré-escapular, °Linfonodo Pré-peitoral,
°Linfonodo Traqueobrénquico, "Linfonodo Atloideano, CLinfonodo Isquiatico, "Linfonodo Inguinal,
'Linfonodo Hepatico.
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Jorge et al. (2010) encontraram a maioria das lesdes sugestivas de tuberculose
concentradas na regiao toracica, assim como no presente estudo. A maior parte dos
linfonodos afetados foi encontrada na regido da cabega, podendo-se inferir que a
infeccdo nesses animais provavelmente teve sua origem pela via aerégena.
Entretanto, Rezende-Lago et al. (2011) encontraram maior numero de lesdes
sugestivas de tuberculose na regiao intestinal e pulmonar.

Todas as lesdes colhidas (100%) foram classificadas como caseosas,
consideradas lesdes ativas. Este dado corrobora o de Alzamora Filho et al. (2014),
que estudou 180 carcagas com 100% das lesbes encontradas classificadas como
caseosas ativas. Entretanto, Silva et al. (2014) observaram 100 carcagas com lesdes
sugestivas de tuberculose, classificando 85% como caseosas e 15% como
calcificadas.

Apesar de a tuberculose ser uma enfermidade de carater crénico, tais dados
inferem que a maioria dos animais sdo abatidos com lesGes caracteristicas de
infeccdes recentes (caseosas), portanto, a tuberculose esta presente nos bovinos
abatidos nos matadouros-frigorificos, o que representa um risco aos consumidores
dos produtos de origem animal e aos que militam na pecuaria bovina, pois estes
podem facilmente se infectar com o bacilo, principalmente devido ao contato com

lesbes ou pela ingestdo de produto obtido de animal infectado.

5.2. Diagnéstico pelo cultivo microbiolégico

Coloénias de M. bovis sado de coloragcdo amarelo-palida, pequenas,
arredondadas, com bordas irregulares e superficie granular (CORNER, 1994; MOTA
et al., 2001), sendo este o padréo considerado positivo para o crescimento de M.
bovis.

Nao houve crescimento bacteriano caracteristico de Mycobacterium spp no
meio Lowenstein-dJensen em nenhuma das amostras, entretanto, houve crescimento
caracteristico de M. bovis (Figura 2) em 56% (28/50) das amostras cultivadas em

meio Stonebrink-Leslie, caracterizando-as como M. bovis.
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Figura 2. Amostra 1ITVLRBM, proveniente
de lesédo tecidual sugestiva de
tuberculose bovina, com
crescimento de colénias
bacterianas caracteristicas de M.
bovis em meio sélido Stonebrink-
Leslie, sendo o diagnostico
padrao ouro para tuberculose.

Apesar de todas as lesdes utilizadas serem sugestivas de tuberculose, o
diagnéstico microbioldgico possui algumas limitagbes que podem estar associadas
ao baixo numero de M. bovis nas lesdes no momento da colheita das amostras ou
ainda a dificuldades inerentes ao isolamento do agente eventualmente presente nas
amostras devido ao alto grau de contaminagao destas durante a colheita do material
(FRAGUAS et al., 2008).

A auséncia de micobactérias pode estar associada a trés fatores: deficiéncia do
método de isolamento com morte na descontaminacdo ou dificuldade de se
multiplicar no cultivo; morte da micobactéria apés promover a lesdo, pela defesa do
préprio organismo; lesdo causada por outro microrganismo. No entanto, cabe
ressaltar que, uma vez isolado e identificado como M. bovis, este método é
indubitavel, uma vez que constitui o padrao ouro para o diagndstico da tuberculose

bovina e apresenta 100% de especificidade (FRAGUAS et al., 2008).

5.3. Diagnostico histopatolégico

A coloragdo com hematoxilina-eosina (Figura 3-A) permitiu a classificacdo de
64,0% (32/50) das amostras como positivas ao caracterizar lesdes celulares
microscopicas como sugestivas de tuberculose. Ao utilizar a coloragédo de Ziehl-

Neelsen (Figura 3-B) nao foi possivel confirmar o diagndstico pela identificacdo de
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BAAR em 12,0% (6/50) das amostras consideradas positivas pela caracterizagcao

histopatoldgica utilizando-se a coloragdo com HE (Tabela 4).

Figura 3. (A) Granuloma caracteristico da tuberculose, proveniente

de lesdo tecidual sugestiva de  tuberculose
bovina,presengca de area central com calcificagdo
distrofica, necrose subsequente, circundada por infiltrado
inflamatério composto principalmente por macrofagos.
Coloragao HE, aumento de 4x. (B) Corte exibindo BAAR
(circulado) no citoplasma de uma célula gigante do tipo
Langerhans. Coloragéo de ZN, aumento de 100x.

As lesdes granulomatosas consideradas caracteristicas de tuberculose

apresentavam areas de necrose caseosa com calcificagdo distréfica central,

circundada por células gigantes tipo Langerhans, infiltrado inflamatério mononuclear

(macrofagos em sua maioria, além de linfocitos) e células epiteldides, camadas

estas envoltas por uma capsula de tecido conjuntivo cicatricial (JONES et al., 2000;

FRANCA et al.,, 2013). As laminas analisadas e consideradas positivas para

tuberculose coincidem com as caracteristicas citadas e também com aquelas

descritas em bovinos naturalmente infectados e reagentes ao teste cutaneo

(MEDEIROS et al., 2012) e em bovinos experimentalmente infectados por M. bovis
(PALMER et al., 2007).

Tabela 4. Diagnostico histopatolégico de linfonodos com lesGes sugestivas de tuberculose
provenientes de bovinos abatidos em matadouros-frigorificos sob SIF no Estado de Séo
Paulo entre os meses de Julho de 2013 e Julho de 2014.

Coloragao

Hematoxilina-eosina Ziehl-Neelsen

Positiva
64,0% (32/50)

Negativa Positiva Negativa
36,0% (18/50) 52,0% (26/50) 48% (24/50)
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Embora a identificacao de BAAR (baciloscopia) seja considerada um exame
basico em tuberculose humana, sobretudo do escarro, ela ndo é tdo sensivel no
diagnostico da tuberculose animal, pois os bacilos nem sempre sao visualizados na
amostra, mesmo na presenca de lesdes. Sa’idu et al. (2015) buscaram a
identificacdo do BAAR em 120 amostras teciduais sugestivas de tuberculose bovina
e o identificaram em 29,16% delas.

Varello et al. (2008) avaliaram 173 amostras teciduais sugestivas de
tuberculose e classificaram 117 (67,63%) delas como caracteristicas de tuberculose
a coloragédo com hematoxilina-eosina e apenas em 31 delas (17,91%) o BAAR foi
identificado quando coradas pela técnica de ZN. Estes dados evidenciam a
necessidade de associacdo dos métodos histopatolégicos, pois assim como na
baciloscopia de escarro humana, a identificagdo do BAAR pode ser limitada,
principalmente pela quantidade do bacilo presente na lesao.

Pesquisadores relatam diferentes porcentagens de amostras positivas pela
identificacdo do BAAR a coloracdo de ZN, variando de 17,9% (VARELLO et al.,
2008), 36,8% (LAISSE et al., 2011) a 50,0% (PINTO et al., 2002). Entretanto, Varello
et al. (2008) infere que a identificacdo histolégica de BAAR possui alta
especificidade apesar de sua baixa sensibilidade e que quando associada a
caracterizacdo histopatolégica das lesbes, que possui alta sensibilidade e
especificidade, gera resultados que permitem a identificacdo de lesbes tipicas de
tuberculose e sua diferenciacao de outras causas.

Os resultados deste estudo tanto na caracterizacao histopatolégica quanto na
identificacdo de BAAR foram proximos na quantidade de amostras consideradas
positivas, portanto, nota-se a importancia da associagdo da caracterizacao

histopatoldgica a baciloscopia.

5.4. Diagnéstico molecular a partir de DNA extraido das lesdes teciduais
5.4.1. Extracao de DNA a partir das lesées teciduais

A quantificacdo do DNA gendémico total de células de lesdes sugestivas de
tuberculose, em espectrofotdbmetro, indicou que o protocolo de extracdo de DNA
utilizado possibilitou o rendimento de 1.500 ng/uL a 3.000 ng/uL de DNA por

amostra, as quais apresentaram de 1,8 a 1,9 de qualidade, sendo este valor
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referente a relagdo da absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm,
indicando uma qualidade desejavel. No entanto, ressalta-se que esta quantificagcao é
referente, principalmente, ao DNA das células animais, sendo assim desconhecida a
quantidade de DNA de células bacterianas. O DNA obtido foi observado em gel de

agarose (Figura 4) para analisar sua integridade.

PM 1BM 4BM, 8BM 13BM

e Li. )

Figura 4. DNA gendmico proveniente de lesédo tecidual
sugestiva de tuberculose bovina coletada durante
abate sob SIF no Estado de Sao Paulo entre os
meses de Julho de 2013 e Julho de 2014. PM:
padrdao de tamanho molecular 1kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). 1BM: amostra 1ITVLRBM.
4BM: amostra 4RILRBM. 8BM: amostra
8DELMBM. 13BM: amostra 13SJBLRBM.

As diferengas na integridade do DNA observadas entre as amostras resultam
da atividade enzimatica diferencial entre os tecidos lesionados, atividade esta que
esta diretamente relacionada a evolugdo da infecgdo. No entanto, observou-se
integridade desejavel do DNA obtido, indicando que os procedimentos adotados
para evitar a rapida degradagao dos tecidos e a composi¢cdo do tampéao de extracao

foram ideais.

5.4.2. Produto da PCR a partir de DNA extraido das lesdes teciduais

As condigbes de amplificacdo do produto da PCR de 500 pb, indicador da
presenca de Mycobacterium bovis nas amostras, foram testadas (Figura 4)
utilizando-se o DNA de uma cepa padrdao de M. bovis (cepa IB2 — M. bovis ANS),

gentilmente cedida pelo Laboratério de Tuberculose do Instituto Biolégico de Sao
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Paulo - SP, por meio da pesquisadora Dra. Cristina Corsi Dib, e da amostra
13SJBLRBM, cujos diagnédsticos pela identificacdo  anatomopatoldgica,
caracterizacao histopatolégica, identificacdo do BAAR e pelo cultivo microbiolégico
(padrao ouro) indicavam a presenca de tal espécie bacteriana.

A amostra de lesdo utilizada para o teste apresentou amplificacdo de uma
banda de mesmo tamanho molecular daquela apresentada pela cepa padrao de M.
bovis (Figura 5), indicando assim, que havia células bacterianas de M. bovis nessa
lesdo tecidual. Embora o primeiro teste realizado tenha indicado a sensibilidade da
técnica aplicada na identificacdo de M. bovis, salienta-se que tal identificacdo é
inerente a quantidade de células bacterianas presentes na lesdo, fato este

relacionado a evolugao da infecgéo.

Figura 5. Produto de PCR de 500pb indicador da presencga
de Mycobacterium bovis em amostra de material
genético extraido a partir de lesbes teciduais
sugestivas de tuberculose bovina provenientes de
abate sob SIF no Estado de Sao Paulo entre os
meses de julho de 2013 e julho de 2014. Linha 1:
amostra 13SJBLRBM. CP: cepa padrdao de
Mycobacterium bovis. CN: controle negativo da
reagcao (mix sem DNA). PM: padrao de tamanho
molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

5.4.2.1. Produto da PCR espécie especifica e da nested PCR
A analise molecular das lesbdes sugestivas de tuberculose pela PCR resultou

em 20% (10/50) das amostras positivas para M. bovis. Entretanto, ao se utilizar a

nested PCR, técnica aplicada as amostras negativas na PCR, 09 amostras (18%)
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apresentaram bandas amplificadas, sendo consideradas positivas (Figura 6). Sendo
assim, o numero de amostras positivas quase dobrou (38% - 19/50), evidenciando a
pequena quantidade de DNA bacteriano presente nas lesdes sugestivas de

tuberculose.

Nested PCR

PM 08 19 23

Figura 6. Produtos da PCR de 500 pb indicadores da
presenga de M. bovisem amostra de material
genético extraido a partir de lesdes teciduais
sugestivas de tuberculose bovina provenientes
de abate sob SIF no Estado de S&o Paulo entre
os meses de Julho de 2013 e Julho de 2014. PM:
Padrdo de tamanho molecular 1kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). CP: Controle positivo — Cepa
Padrdo de M. bovis; CN: Controle negativo —
Auséncia de DNA bacteriano.

Furnaletto et al. (2012) encontraram 7% (14/198) de amostras positivas para M.
bovis utilizando-se a multiplex PCR ao avaliarem 198 lesbes sugestivas de
tuberculose. Valor préximo a este também foi encontrado por Figueiredo et al. (2010)
ao avaliarem a presenca de M. bovis a partir de suabes nasais de 34 bovinos,
relatando a presenca do agente em 5,9% (2/34). Entretanto, Cardoso et al. (2009),
relataram que 54,5% (18/33) das amostras teciduais analisadas foram positivas para

M. bovis. Estes autores inferem que a quantidade de DNA utilizada interfere na
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sensibilidade do teste, pois conseguiram aumentar 15% a quantidade de amostras
positivas ao dobrar e triplicar a quantidade de DNA utilizado na PCR.

Salazar (2005) nao identificou o M. bovis pela PCR a partir de DNA extraido de
lesbes sugestivas de tuberculose, entretanto, Jorddao Junior et al. (2005)
identificaram M. bovis pela PCR em concentragbes de até 80 UFC/ mL de leite
artificialmente contaminado.

Aravjo et al. (2014) ao avaliarem tecidos com lesbes de 131 bovinos e
bubalinos, obtiveram 53,43% de amostras positivas a nested PCR , valor superior ao
encontrado no presente estudo. Entretanto, Costa et al. (2013) obtiveram dados
mais proximos aos encontrados no presente estudo. Os autores relatam 40,90% de
amostras positivas a nested PCR ao avaliarem tecidos com lesdes de 66 bovinos.

A nested PCR auxilia no diagnostico de diversas enfermidades, gera dados
mais fidedignos, contribui para o destino adequado do animal infectado e evita
perdas desnecessarias. Além de promissora no diagndstico animal, esta técnica
molecular também melhora a sensibilidade do diagndstico da tuberculose em
humanos.

Embora os resultados sejam promissores, o diagnéstico ndo deve ser baseado
apenas pelos resultados moleculares. Ayele et al. (2004) cita algumas limitacdes
como por exemplo, amostras paucibacilares, presencga de inibidores, ions metalicos
e contaminantes nas amostras e os autores enfatizam que estas limitagdes séo o
ponto critico da padronizagao das técnicas moleculares e podem gerar diagnésticos
falso-negativos. Sendo assim, é necessaria a padronizacao desta técnica em
amostras provenientes de lesdes teciduais sugestivas de tuberculose, o que
auxiliaria o diagnéstico rapido e fidedigno da tuberculose, contribuindo com a saude
animal e da populacéo.

Os resultados das analises moleculares referentes a identificagdo molecular a
partir de DNA extraido das lesdes sugestivas de tuberculose coletados durante o

abate dos animais podem ser observados na Tabela 5 a seguir.
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Tabela 5. Diagnostico molecular a partir de DNA extraido de linfonodos com lesdes sugestivas de
tuberculose provenientes de bovinos abatidos em matadouros-frigorificos sob SIF no
Estado de S&o Paulo entre os meses de julho de 2013 e julho de 2014.

Lesdes Positivos Negativos
PCR 20% (10/50) 80% (40/50)
Nested PCR? 18% (09/50) 82% (41/50)
PCR + nested PCR 38% (19/50) 62% (31/50)

A nested PCR foi realizada somente nas amostras negativas na PCR.

5.4.2.2. Produto da multiplex PCR

Foi realizada também a multiplex PCR do material genético proveniente das
lesbes sugestivas de tuberculose (Figura 7-B). Nesta analise eram esperados
produtos da PCR de 396pb (M.tuberculosis), 506pb (Mycobacterium spp.) e 984pb
(complexo M. tuberculosis) com banda adicional de 870pb (M. bovis), este perfil foi
observado nas amostras de cepas padrbes tanto de M. tuberculosis quanto de M.
bovis, entretanto, no material genético referente as lesdes teciduais, sabidamente
positivas para M. bovis pela PCR e nested PCR anteriormente realizadas (amostras
01, 23 e 27 da Figura 6), foi observado apenas o produto da PCR referente a
identificacdo do género Mycobacterium spp. Em todas as amostras, inclusive nas
cepas padroées, foi observado um produto da PCR de aproximadamente 100 a 200

pb n&o esperado para esta reacdo multiplex.
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Figura 7. A - Produto da PCR de 500 pb indicador da presenga de
M. bovisem amostra de material genético extraido a partir
de lesbes teciduais sugestivas de tuberculose bovina
provenientes de abate sob SIF no Estado de Sao Paulo
entre os meses de julho de 2013 e julho de 2014. PM:
Padrdo de tamanho molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). CP: Controle positivo — Cepa padrao de M.
bovis; CN: Controle negativo — Auséncia de DNA
bacteriano. B - Produtos da PCR de 396pb
(M.tuberculosis), 506pb (Mycobacterium spp.), 984pb
(complexo M. tuberculosis) e banda adicional de 870pb
(M. bovis) (PORTILLO et al., 1996). PM: Padrdo de
tamanho molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). CP
e P1: Controle positivo - Cepa Padrdo de M. bovis; P2:
Controle positivo - Cepa Padrdo de M. tuberculosis. CN:
Controle negativo — Auséncia de DNA bacteriano.

5.5. ldentificagdo molecular a partir de DNA extraido das coldnias bacterianas
5.5.1. Extracdo de DNA a partir das coldnias bacterianas

A quantificacao do DNA genémico de células das colénias de M. bovis, em
espectrofotébmetro, indicou que o protocolo de extragdo de DNA utilizado possibilitou
o rendimento de menos de 100 ng/uL de DNA por amostra, as quais apresentaram
de 1,8 a 1,9 de qualidade, sendo este valor referente a relacdo da absorbancia nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm, indicando uma qualidade desejavel. O
DNA obtido também foi observado em gel de agarose para analisar sua integridade

e observou-se integridade desejavel do DNA obtido.
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5.5.2. Produto da PCR a partir de DNA extraido das coldénias bacterianas
5.5.2.1. Produto da PCR espécie especifica

As 28 amostras que apresentaram crescimento de colbnias caracteristicas de
M. bovis no meio solido de Stonebrink-Leslie foram submetidas a analise molecular
com marcadores SCAR especificos para identificacdo do M. bovis (Rodriguez et al.,
1999), sendo 100% (28/28) das amostras consideradas positivas (Figura 8).

Considerando o numero total de lesdes estudadas, tem-se 56% (28/50) de
amostras positivas a identificagcdo molecular a partir de DNA extraido das coldnias
bacterianas, numero superior ao da analise molecular a partir de DNA extraido das

lesdes teciduais.
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Figura 8. Produto da PCR de 500 pb indicador da presenga de M. bovis
em amostra de material genético extraido a partir de coldnias
bacterianas provenientes de lesdes teciduais sugestivas de
tuberculose bovina colhidas durante abate sob SIF no Estado
de Sao Paulo entre os meses de julho de 2013 e julho de 2014.
PM: Padrdao de tamanho molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). P1: Controle positivo - Cepa Padrdo de M.
tuberculosis; P2: Controle positivo - Cepa Padrdao de M. bovis.
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5.5.2.2. Produto da multiplex PCR

No material genético extraido das coldnias provenientes das lesdes teciduais,
a multiplex PCR também foi realizada (Figura 9), e todos os produtos da PCR
esperados foram observados em todas as amostras. Os produtos referentes a
identificacdo das espécies M. tuberculosis e M. bovis foram observados em todas as
amostras, inclusive nas cepas padroes. Assim como na multiplex PCR a partir de
DNA extraido das lesdes teciduais, também foi observado um produto da PCR de
aproximadamente 100 a 200 pb ndo esperado para esta reagéo. Provavelmente este
fato seja devido ao pareamento entre os marcadores SCAR utilizados na reacgao,

com consequente formacgao de dimeros de primer.

PM P1 20 19 16 14 13 11 10 09 08 06 05 04 02 01

PM P2 50 49 48 47 45 33 32 27 26 25 24 23 22 21

Figura 9. Produtos da PCR de 396pb (M.tuberculosis), 506pb
(Mycobacterium spp.), 984pb (complexo M. tuberculosis) e
banda adicional de 870pb (M. bovis) (PORTILLO et al.,
1996)em amostra de material genético extraido a partir de
colénias bacterianas provenientes de lesdes teciduais
sugestivas de tuberculose bovina colhidas durante abate
sob SIF no Estado de S&o Paulo entre os meses de julho
de 2013 e julho de 2014. PM: Padrédo de tamanho
molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). P1: Controle
positivo - Cepa Padrédo de M. tuberculosis; P2: Controle
positivo - Cepa Padrao de M. bovis.



5.5.2.3. Controle de contaminagao das reagoes

Para controle de contaminacado das reacodes, tanto na PCR a partir de DNA
extraido das colbnias quanto na multiplex PCR a partir de DNA extraido das
colénias, foram utilizados controles negativos, sendo estes a mix PCR sem DNA
bacteriano e agua pura. Esses controles podem ser visualizados na Figura 10.
Entretanto, ndo houve aparecimento de bandas especificas, sendo a reagao ausente
de contaminacao. As bandas que aparecem nos controles negativos referentes a
multiplex PCR (CN1, CN2 e CN3), aproximadamente com 100 a 200 pb, também

aparecem na reagdo com as amostras de campo, caracterizando a presenga de

dimeros de primers.

CN1

CNZ2 CN3 CN4 CN5 CN6 CN7 CNB PM

Figura 10. Controles negativos das reagdes de PCR

(CN4 a CN7: agua; CN8: mix sem DNA) e
multiplex PCR (CN1 a CN3: agua) em
amostra de material genético extraido a
partir de colbnias bacterianas provenientes
de lesdes teciduais sugestivas de
tuberculose bovina colhidas durante abate
sob SIF no Estado de S&o Paulo entre os
meses de julho de 2013 e julho de 2014.
PM: Padréo de tamanho molecular 1kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).
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5.6. Comparacgao entre os métodos diagnésticos utilizados

Os resultados obtidos em todos os testes diagndsticos para tuberculose bovina
estudados (Apéndice A) foram organizados de forma resumida na Tabela 6 para
melhor visualizacdo e discussdo. A Figura 11 resume a quantidade de amostras
consideradas positivas em cada método diagndstico para tuberculose bovina
realizado. Foi realizado o teste de concordancia entre os métodos diagndsticos
(Tabela 7) expresso pelo coeficiente Kappa, utilizando o pacote EpiR do software
estatistico R. O coeficiente Kappa foi interpretado (Tabela 2) segundo o grau de
concordancia entre os testes de acordo com Pereira (2002). Os valores de
sensibilidade e especificidade foram calculados e posteriormente interpretados com
auxilio do indice de Youden (THRUSFIELD, 2004). Tais valores sao visualizados na
Tabela 8.

Tabela 6. Resumo dos resultados obtidos nos métodos diagndsticos realizados a partir de amostras
de lesoes teciduais sugestivas de tuberculose provenientes do abate de bovinos sob SIF no
Estado de Séo Paulo entre os meses de julho de 2013 e julho de 2014.

Quantidade Quantidade
Amostras (unidades) (%)
Positivas em todos os métodos diagnosticos 6/50 12
Negativas em todos os métodos diagndsticos 10/50 20
Positivas no cultivo microbioldgico e histopatolégicos 19/50 38
Positivas no cultivo microbioldgico e molecular (Lesdes) 15/50 30
35
30 28
26
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15
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Cultive microbdeldgice Caracterizag o Identificagho de BAAR  Idantficagko molecula

histopatolegica [Lesles teciduais)

Figura 11. Numero de amostras positivas, provenientes de lesdes teciduais
sugestivas de tuberculose colhidas durante o abate de bovinos em
dois matadouros-frigorificos sob SIF no Estado de Sao Paulo, em
cada método realizado para diagnostico da tuberculose bovina.
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Nota-se que apenas 12% das amostras foram positivas em todos os métodos
diagnosticos estudados, sendo 20% negativas em todos eles, entretanto, ao
comparar o diagnéstico pelo cultivo microbiolégico (padrao ouro) com os demais, ha
aumento da porcentagem de amostras positivas. Ao associa-lo ao diagnodstico
molecular a partir de DNA extraido das lesdes teciduais sugestivas de tuberculose, a
quantidade de amostras positivas aumenta mais que o dobro (30%), sendo este
aumento maior que trés vezes ao associa-lo a caracterizacao histopatoldgica (HE) e
a identificacao de BAAR (ZN).

A maior diferenca é observada ao associar o diagndstico pelo cultivo
microbioldgico a identificagdo molecular a partir de DNA extraido das colbnias
bacterianas, obtendo 56% de amostras positivas, pois se trata da identificacdo do
agente que, sabidamente, esta presente quando ha formacdo de coldnias
caracteristicas de Mycobacterium bovis durante o cultivo microbioldgico.

O diagndstico molecular a partir de DNA extraido das lesdes teciduais foi o que
obteve menor numero de amostras positivas (19/50) quando comparado ao cultivo
microbioldgico (28/50) e aos histopatolégicos, HE (32/50) e ZN (26/50), o que denota
a importancia da associagdo dos métodos diagnésticos e a confirmagao pela
identificagdo molecular a partir de DNA extraido das coldnias.

A utilizagcado da caracterizacao histopatoldgica tecidual pela coloragdo com HE,
assim como a identificacao do BAAR pela coloragao de ZN, é de grande importancia
no diagnostico da tuberculose, ja que o cultivo microbiolégico é geralmente
disgbnico e lento e os métodos moleculares possuem algumas dificuldades quanto a

padronizacéo de sua utilizacéo e custo elevado.



Tabela 7. Analise da concordancia entre os métodos diagnodsticos realizados expressa pelo

coeficiente Kappa.

Testes Diagnésticos

Valor Kappa (IC 95%)

Concordancia

Padrao ouro x hematoxilina-eosina 0,420 (0,147 a 0,694) Regular
Padrdo ouro x Ziehl-Neelsen 0,357 (0,081 a 0,633) Sofrivel
Padréo ouro x PCR (lesdes) 0,104 (-0,101 a 0,310) Fraca
Padrdo ouro x nested PCR 0,221 (-0,030 a 0,473) Sofrivel
Padrao ouro x PCR (colbnias) 1,000 (0,723 a 1,278) Perfeita
Padrao ouro x multiplex PCR 1,000 (0,723 a 1,278) Perfeita
Hematoxilina-eosina x Ziehl-Neelsen 0,757 (0,488 a 1,026) Boa
Hematoxilina-eosina x PCR (lesdes) 0,110 (-0,073 a 0,292) Fraca
Hematoxilina-eosina x nested PCR 0,023 (0,006 a 0,463) Fraca
Hematoxilina-eosina x PCR (colénias) 0,421 (0,147 a 0,694) Regular
Hematoxilina-eosina x multiplex PCR 0,421 (0,147 a 0,694) Regular
Ziehl-Neelsen x PCR (lesdes) 0,141 (-0,076 a 0,357) Fraca
Ziehl-Neelsen x nested PCR 0,280 (0,014 a 0,546) Sofrivel
Ziehl-Neelsen x PCR (colbnias) 0,357 (0,081 a 0,633) Sofrivel
Ziehl-Neelsen x multiplex PCR 0,357 (0,081 a 0,633) Sofrivel
PCR (lesbes) x nested PCR 0,000 (-2,052 a 2,052) Fraca
PCR (lesbes) x PCR (colbnias) 0,104 (-0,101 a 0,310) Fraca
PCR (lesées) x multiplex PCR 0,104 (-0,101 a 0,310) Fraca
Nested PCR x PCR (col6nias) 0,221 (-0,030 a 0,473) Sofrivel
Nested PCR x multiplex PCR 0,221 (-0,030 a 0,473) Sofrivel
PCR (col6nias) x multiplex PCR 1,000 (0,723 a 1,277) Perfeita

Hematoxilina-eosina = Caracterizagéo histopatoldgica pela coloragdo com hematoxilina-eosina, Ziehl-
Neelsen = ldentificacdo de BAAR pela coloragdo de Ziehl-Neelsen, PCR (Lesdes) = ldentificagcdo
molecular pela PCR a partir de DNA extraido das lesdes teciduais sugestivas de tuberculose, nested
PCR = Identificagdo molecular pela nested PCR a partir de DNA extraido das lesdes teciduais
sugestivas de tuberculose (amostras negativas a PCR), PCR (Colb6nias) = Identificacdo molecular
pela PCR a partir de DNA extraido das coldnias de M. bovis, Multiplex PCR = Identificagdo molecular
pela multiplex PCR a partir de DNA extraido das col6énias de M. bovis. IC = Intervalo de Confianga de
95%.

Todos os métodos diagnodsticos realizados foram comparados entre si, sendo o
cultivo microbiolégico estabelecido como padréo ouro. Notou-se que o padrao ouro
de diagnostico da tuberculose bovina somente concordou perfeitamente com a
identificacdo molecular a partir do DNA extraido das colénias bacterianas (PCR e
multiplex PCR). Ao se analisar a concordancia entre o diagndstico pelo cultivo
microbiologico e o diagndstico pela identificagdo molecular com DNA proveniente
das lesoes teciduais sugestivas de tuberculose, constatou-se concordancia “fraca”
ao utilizar a PCR e “sofrivel” a nested PCR.

Resultados semelhantes foram encontrados por Lima et al. (2008) ao
compararem o diagnéstico pelo cultivo microbioldgico com a identificacado de BAAR e
o0 molecular, obtendo maior concordéancia no diagnéstico pela identificagado molecular
do M. tuberculosis, seguido da identificacdo de BAAR, em amostras de escarro

humano suspeito de tuberculose.
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Fraguas et al. (2008), ao compararem testes diagndsticos pelo -cultivo
microbiologico e histopatologicos (HE e ZN) em bovinos reagentes ao teste
tuberculinico, observaram melhor concordéancia entre a caracterizagdo
histopatologica pela coloragcdo com HE e sua confirmagédo pela identificacdo de
BAAR utilizando-se a coloracdo de ZN. Entretanto, ao compararem o cultivo
microbioldgico aos histopatologicos (HE e ZN) observaram baixa concordancia,
provavelmente devido ao método de descontaminacao de Petroff empregado nas
amostras de lesdes teciduais sugestivas de tuberculose provenientes do abate dos
animais estudados e a possivel existéncia de amostras paucibacilares associada.

Tais dados corroboram aos apresentados neste estudo, ja que segundo Pereira
(2002) o grau de concordancia estabelecida ao comparar as coloracoes
histopatologicas HE e ZN foi “boa”, mas foi de “fraca” a “regular” ao compara-las ao
diagnéstico pelo cultivo microbioldgico, entretanto, no presente estudo foi realizado o
diagnoéstico pela identificagdo molecular a partir de DNA extraido das lesbes
teciduais sugestivas de tuberculose e a confirmacao da identificagdo molecular a
partir de DNA extraido das colbnias bacterianas, obtendo-se concordancia “sofrivel”
e “perfeita”, respectivamente.

Nota-se que o diagndstico pela identificacdo de BAAR utilizando-se a coloragao
de ZN possui concordancia semelhante ao diagnéstico pela identificagcdo molecular a
partir de DNA extraido das lesdes teciduais sugestivas de tuberculose ao compara-
los ao diagndstico pelo cultivo microbioldgico. Sendo assim, a identificagdo bacilar
pela coloragdo de ZN se torna uma alternativa mais barata a identificacdo molecular.

Furlanetto et al. (2012), ao estudarem métodos complementares na inspegao
post mortem de carcagas com suspeita de tuberculose bovina, obtiveram resultados
que enfatizaram o uso de métodos pela identificacdo molecular a partir de DNA
extraido de lesdes ou de colénias obtidas pelo cultivo em meio Stonebrink-Leslie
para o diagnéstico da tuberculose bovina, ja que obtiveram 1,5% de animais
positivos ao cultivo microbioldgico e 7% aos métodos diagndsticos pela identificacéo
molecular. Os autores também destacam que o linfonodo retrofaringeo foi o que
obteve maior numero de amostras positivas tanto pelo cultivo microbiolégico quanto
pela identificagcdo molecular, assim como no presente trabalho, em que 50% das

lesbes estavam presentes nesse linfonodo (Tabela 3).
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Figueiredo et al. (2010) também relatam maior porcentagem de amostras
positivas ao utilizarem os métodos diagnosticos pela identificagdo molecular do M.
bovis em detrimento ao cultivo microbiolégico. Entretanto, esses autores discutem a
possibilidade da melhoria do diagnéstico no animal vivo, e para tal analisaram
suabes nasais de animais submetidos a tuberculinizacdo pelo teste cervical
comparativo. A identificacdo do M. bovis a partir de secre¢des nasais dos animais
positivos a tuberculina ndo obteve sucesso no cultivo microbiolégico (sem
crescimento bacteriano) nem na identificagdo molecular (5,9% de animais positivos),
mas ao analisarem amostras provenientes dos pulmdes e linfonodos, houve
crescimento bacteriano em 50% das amostras de animais positivos a tuberculina.

Infelizmente, o diagndstico direto da tuberculose em animais vivos associado a
tuberculinizagdo ainda nao atinge resultados satisfatorios (AAGAARD et al., 2006;
ZUMARRAGA et al., 2005), provavelmente devido ao fato de as amostras colhidas
serem paucibacilares ou aos diferentes protocolos, principalmente nos métodos
moleculares, mas merece destaque e mais estudos, ja que possivelmente evitaria a
perda de animais nao infectados mesmo quando reagentes a tuberculina. Contudo,
nota-se a importancia do diagndstico laboratorial complementar no post mortem para
obtengdo de resultados fidedignos.

No presente estudo, foi observada concordancia “perfeita” entre o método
diagnéstico pelo cultivo microbiolégico e a identificagdo molecular a partir de DNA
extraido das colbnias, ja que este confirmou, pela identificagdo genética, o resultado
daquele. Entretanto, a concordancia entre o diagndstico pelo cultivo microbiologico e
pela identificagao molecular a partir de DNA extraido das lesdes teciduais sugestivas
de tuberculose foi “de fraca a sofrivel” e quando comparado a caracterizacao
histopatologica e a identificacdo de BAAR obteve-se concordancia “de sofrivel a
regular’. Péde-se inferir, entdo, a importancia da manutencédo do diagnostico pelo
cultivo microbiolégico como padrao ouro do diagnéstico da tuberculose bovina e a
associacao deste a identificacdo molecular para especificagdo de variacbes do
agente etiolodgico envolvido, apesar de seu alto custo e problemas de padronizagao

ainda existentes.
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Tabela 8. Sensibilidade, especificidade e indice de Youden dos testes diagndsticos realizados
perante o padrdo ouro (diagnéstico pelo cultivo microbiolégico).

Métodos de Sensibilidade  Especificidade Sensibilidade + indice de Youden

diagnostico (%) (%) especificidade (%)
Multiplex PCR (Col6nias) 100,00 100,00 200,00 100,00
PCR (Colbnias) 100,00 100,00 200,00 100,00
Hematoxilina-eosina 82,14 59,09 141,23 41,23
Ziehl-Neelsen 67,86 68,18 136,04 36,04
Nested PCR (Lesoes) 33,33 89,47 122,80 22,80
PCR (Lesdes) 25,00 86,36 111,36 11,36

Multiplex PCR (Colbnias) = Identificacdo molecular pela multiplex PCR a partir de DNA extraido das
colénias de M. bovis. PCR (Colbnias) = Identificagdo molecular pela PCR a partir de DNA extraido
das coldnias de M. bovis. Hematoxilina-eosina = Caracteriza¢édo histopatolégica pela coloragdo com
hematoxilina-eosina. Ziehl-Neelsen = Identificagdo de BAAR pela coloragéo de Ziehl-Neelsen. Nested
PCR (Lesbes) = Identificacdo molecular pela nested PCR a partir de DNA extraido das lesdes
teciduais sugestivas de tuberculose (amostras negativas a PCR). PCR (Lesbes) = Identificacdo
molecular pela PCR a partir de DNA extraido das lesées teciduais sugestivas de tuberculose. indice
de Youden = (Sensibilidade + especificidade) — 100.

Os valores da sensibilidade e especificidade dos testes corroboram os inferidos
pelo teste de concordancia realizado, pois melhores valores foram alcangados com a
realizacdo da identificagdo molecular a partir de DNA extraido das colbnias
bacterianas, seguido da caracterizagao histopatoldgica, da identificacdo de BAAR e
dos moleculares a partir de DNA extraido das lesdes teciduais sugestivas de
tuberculose.

Apesar dos altos valores de especificidade encontrados nos métodos
diagnésticos pela identificagdo molecular a partir de DNA extraido das lesdes
teciduais, os seus valores de sensibilidade foram menores quando comparados aos
métodos diagndsticos histopatologicos (HE e ZN). Sendo assim, ao somar
sensibilidade e especificidade e calcular o indice de Youden, cujo objetivo é a
obtengdo da menor proporgao total possivel de erros de classificagdo (0 menor
numero de diagnosticos incorretos, falsos negativos mais falsos positivos),
constatou-se melhor indice na identificagdo molecular a partir de DNA extraido das
coloénias bacterianas, seguida do diagnostico pela caracterizagado histopatologica
(HE), pela identificacdo de BAAR (ZN) e por ultimo, pelos moleculares a partir de
DNA extraido das lesbes teciduais sugestivas de tuberculose (nested PCR e PCR).

Segundo Thrusfield (2004), a sensibilidade do método de diagnéstico é a
propor¢cao de positivos verdadeiros detectados por este e a especificidade do

método € a proporcado de negativos verdadeiros detectados por este. Os resultados
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apresentam conformidade com essas definigdes, ja que a identificacdo molecular a
partir de DNA extraido das colénias bacterianas obteve 100% de especificidade e
sensibilidade, ja que identificaram o agente pelo seu material genético.

A caracterizacdo histopatolégica pela coloracdo com HE obteve baixa
especificidade (59,09%) e alta sensibilidade (82,14%) quando comparada a
identificacdo de BAAR pela coloracado de ZN, que obteve especificidade de 67,86% e
sensibilidade de 68,18%. Tais dados se justificam ja que pela coloragdao HE é
realizada uma analise microscopica do padrao tecidual granulomatoso caracteristico
de tuberculose, portanto, devido a subjetividade do julgamento de cada lesao,
aumenta a possibilidade de falsos positivos, ocorrendo baixa especificidade ao
comparar este teste ao microbioldgico. Entretanto, esperava-se maior sensibilidade a
coloragao de ZN, ja que esta identifica a presenga do BAAR, mas este fato pode ser
explicado devido a confeccdo das laminas, pois o corte da leséo fica restrito a
determinada regiao, dificultando a identificagdo do bacilo, principalmente em lesbes
paucibacilares. No cultivo microbioldgico, cuja semeadura é proveniente de material
extraido de toda a area lesionada, ha crescimento de colbnias bacterianas com
maior numero de bacilos, facilitando seu desenvolvimento no meio de cultura.

Lima et al. (2008) relatam sensibilidade da identificagdo molecular pela PCR a
partir de DNA extraido de secregdo respiratéria de humanos de 77,5% e
especificidade de 100% perante o cultivo microbioldgico (padrao ouro). Infere-se
entdo, que o tipo de amostra utilizada é de grande relevancia no diagndstico da
tuberculose, pois o diagnédstico direto € influenciado pela quantidade de bacilos
presentes na amostra.

Os menores valores de sensibilidade dos métodos diagndsticos pela
identificagdo molecular a partir de DNA extraido das lesdes teciduais (25,00% a
33,33%), encontrados no presente estudo, sao explicados devido a utilizacdo de
amostras provenientes de lesdes paucibacilares quando comparadas as amostras
provenientes das colonias de M. bovis desenvolvidas no cultivo microbiologico.
Portanto, ao utilizar a identificacdo do M. bovis a partir das lesbes pelo diagndstico
molecular deve-se atentar para a ocorréncia de alta porcentagem de falsos

negativos, prejudicando a qualidade do diagnéstico.
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5.7. Geoprocessamento dos municipios de origem dos animais com lesées
teciduais sugestivas de tuberculose.

Observa-se que apenas a Figura 12, que mostra os municipios de origem dos
animais considerados positivos ao diagnostico pela identificagdo molecular do M.
bovis pela PCR a partir de DNA extraido das lesdes sugestivas de tuberculose,
possui valor de P = 0,43 (P > 0,05). Pode-se inferir que ndo houve dependéncia
espacial entre a ocorréncia do M. bovis e a localizagao dos municipios, portanto, a

distribuicdo dos municipios foi determinada ao acaso, sem casualidade aparente.
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Figura 12. Mapa tematico e estatistica espacial referente ao diagndstico
pela identificagdo molecular do M. bovis a partir de DNA
extraido de lesdes sugestivas de tuberculose coletadas no
momento da inspecdo, em matadouros-frigorificos de bovinos
da regido nordeste do Estado de Sao Paulo durante o periodo
de julho de 2013 a julho de 2014. Regibes pintadas em
vermelho referem-se aos municipios cujas amostras foram
consideradas positivas pela identificagdo molecular do M.

bovis pela PCR.

Entretanto, ao realizar a nested PCR nas amostras (Figura 13), obteve-se o
valor de P = 0,04 (P < 0,05), o que evidencia a necessidade da nested PCR ao se
trabalhar com DNA extraido das lesbes teciduais sugestivas de tuberculose, ja que

esta técnica de identificagdo molecular possibilita a ocorréncia de menor nimero de
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resultados falsos negativos e permite a observacao de possivel casualidade na

distribuicdo espacial dos municipios.
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Figura 13. Mapa tematico e estatistica espacial referente ao diagndstico
pela identificagdo molecular do M. bovis a partir de DNA
extraido de lesbGes sugestivas de tuberculose coletadas no
momento da inspec¢édo, em matadouros-frigorificos de bovinos
da regido nordeste do Estado de S&o Paulo durante o periodo
de julho de 2013 a julho de 2014. Regibes pintadas em
vermelho referem-se aos municipios cujas amostras foram
consideradas positivas pela identificagdao molecular do M. bovis
pela nested PCR.

A localizagdo dos municipios (Figura 14) ao redor dos matadouros-frigorificos
(Figura 15) onde os animais estudados foram abatidos permitiu a visualizagdo de
dependéncia espacial significativa (P = 0,01) entre a ocorréncia de tuberculose,
indicada pelo crescimento de colbnias bacterianas caracteristicas de M. bovis ao
cultivo microbiolégico (padréo ouro) e a localizagdo dos municipios, evidenciando
relacdo de casualidade entre os dois fatores. Os outros métodos diagnésticos
estudados (caracterizagcao histopatolédgica, identificagdo de BAAR, identificacao
molecular do M. bovis a partir de DNA extraido das colénias) também permitiram a
visualizacdo de dependéncia espacial com valores de P = 0,01, assim como no

padréo ouro de diagndstico para tuberculose.
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Figura 14. Mapa tematico e estatistica espacial referente ao diagndstico
pelo cultivo microbiolégico do M. bovis a partir de lesdes
sugestivas de tuberculose coletadas no momento da
inspecdo, em matadouros-frigorificos de bovinos da regido
nordeste do Estado de Sao Paulo durante o periodo de julho
de 2013 a julho de 2014. Regibes pintadas em vermelho
referem-se  aos municipios cujas amostras  foram
consideradas positivas ao diagndstico pelo cultivo

microbioldgico.

Figura 15. Localizagédo espacial dos municipios (pintados em vermelho)
cujos matadouros-frigorificos foram utilizados como fonte das
coletas das lesdes sugestivas de tuberculose estudadas
durante o periodo de julho de 2013 a julho de 2014.
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Devido a aspectos financeiros, comerciais, de logistica e de bem estar animal,
0s pecuaristas tendem a negociar seus animais com matadouros-frigorificos
préximos a sua propriedade rural, pois a distancia e o tempo de transporte podem
acarretar em prejuizos aos animais e aos produtores. Tal fato é enfatizado pelos
estudos de Moreira et al. (2014) em que os autores observaram 43,75% dos animais
com hematomas apods percorrerem distancias menores de 200 km e 95,58% apos
percorrerem distadncias maiores de 200 km, e de Andrade et al. (2008) que
concluiram que as maiores proporc¢des de lesdes foram encontradas em animais
submetidos ao transporte rodoviario por mais de uma hora e distancias maiores que
70 km.

Salgado Junior et al. (2011) destaca a importancia da logistica na cadeia
produtiva da carne e conclui que uma logistica de transporte eficiente permite
nao so areducdo nos custos, mas a satisfacdo tanto do empresario, quanto
a de seus clientes e de toda cadeia produtiva, proporcionando assim, uma
vantagem competitiva de longo prazo.

Neste contexto, a casualidade presente na dependéncia espacial entre a
localizagdo dos municipios e a ocorréncia de tuberculose também pode ser
explicada pela presenca de importantes rodovias estaduais na regido, como a
rodovia SP-330 e a SP-310, que facilitam o escoamento dos produtos para a capital
do Estado e para o interior, facilitando seu comércio nacional e internacional.

Além dos aspectos comerciais envolvidos, nota-se a importadncia do
conhecimento e de agbes no ambito da vigilancia epidemioldgica, principalmente
quando se trata de doencas infecciosas e de carater zoondtico que possuem grande
impacto econdbmico e social. Varios pesquisadores (KANTOR e RITACCO, 1994;
MALTA et al., 2001; PEREIRA, 2002; SKABA et al., 2004; DE LA RUA-DOMENECH,
2006; MAGALHAES, 2012) enfatizam a utilizagao da vigilancia epidemiolégica com o
auxilio do geoprocessamento para visualizagao espacial dos possiveis fatores de
risco envolvidos na ocorréncia de determinadas enfermidades em regides
especificas, facilitando agcdes em saude publica para o controle e erradicacao destas
doencgas.

Apenas quatro municipios (Figura 16) tiveram animais considerados positivos

para tuberculose em todos os métodos diagnodsticos. Estes municipios estéo
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localizados proximos aos matadouros-frigorificos, entretanto, ndo houve
dependéncia espacial significativa (P = 0,29) entre a localizagdo dos municipios e a
ocorréncia de tuberculose. Esta auséncia de dependéncia espacial provavelmente
ocorreu devido ao reduzido numero (12%) de amostras consideradas positivas em
todos os métodos diagnédsticos, ocasionando baixo numero de municipios

envolvidos.
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Figura 16. Mapa tematico e estatistica espacial referente a todos os
métodos diagndsticos estudados a partir de lesdes sugestivas
de tuberculose coletadas no momento da inspecdo, em
matadouros-frigorificos de bovinos da regido nordeste do
Estado de S&o Paulo durante o periodo de julho de 2013 a
julho de 2014. Regides pintadas em vermelho referem-se aos
municipios cujas amostras foram consideradas positivas em

todos os métodos diagndsticos estudados.

Avila et al. (2013) estudaram a distribuicio geografica de casos de tuberculose
bovina no Estado da Bahia e segundo os autores, devido a baixa prevaléncia da
enfermidade os focos encontrados n&o podem ser explicados por fatores
espacialmente estruturados. Este fato também ocorreu no presente estudo, em que
a baixa quantidade de animais positivos nos métodos diagndsticos estudados levou
a nao dependéncia espacial entre os municipios e a ocorréncia da tuberculose

bovina.
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A tuberculose bovina é endémica no Brasil (Alzamora Filho et al., 2014), sendo
dificil estabelecer uma relacdo causal especifica para sua ocorréncia em
determinada regido do Estado de Sao Paulo, portanto, acdes regionais de vigilancia
epidemiologica e dados sobre a distribuicdo espacial da tuberculose sédo de extrema
importancia para o sucesso do Programa Nacional Sanitario de combate a esta

enfermidade.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as conclusbes que se
seguem.

A porta de entrada mais provavel a infeccdo pelo M. bovis é o sistema
respiratdrio, pois os linfonodos retrofaringeos foram os mais acometidos com lesoes.

A associacao da identificacdo anatomopatoldgica durante o abate de bovinos
em matadouros-frigorificos, o cultivo microbioldgico, a caracterizagao histopatoldgica
e a identificacdo do BAAR, é aconselhavel para o diagnéstico da tuberculose bovina.

O diagndstico pela identificagdo molecular a partir de DNA extraido das lesdes
sugestivas de tuberculose € possivel como alternativa para o diagnéstico rapido da
tuberculose bovina, mas n&o é recomendado e néo deve ser utilizado como unico
método no diagndstico devido seus baixos valores de sensibilidade, indice de
Youden e coeficiente kappa.

As melhores concordancias obtidas entre os métodos diagndsticos estudados
foram a identificagdo molecular a partir de DNA extraido das colbnias bacterianas,
seguida da caracterizacao histopatolégica pela coloracdo com HE e a identificagao
de BAAR pela coloracdo de ZN e as piores foram os moleculares a partir de DNA
extraido das lesdes sugestivas de tuberculose, perante o diagndstico microbioldgico.

As melhores associagdes entre sensibilidade e especificidade, aferidas pelo
indice de Youden foram encontradas pela identificagdo molecular a partir de DNA
extraido das colbnias bacterianas, seguida da caracterizagdo histopatoldgica pela
coloragdao com HE e a identificacdo de BAAR pela coloragao de ZN, sendo as piores
o0s moleculares a partir de DNA extraido das lesdes sugestivas de tuberculose.

O geoprocessamento dos municipios mostrou que ndo houve dependéncia
espacial significativa entre os municipios e a ocorréncia de tuberculose ao avaliar
todos os testes diagnosticos. Entretanto, a maioria dos métodos diagndsticos,
quando avaliados separadamente, permitiu a visualizagdo geografica de casualidade

entre a localizagado dos municipios e a ocorréncia da tuberculose.
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Apéndice A. Amostras submetidas aos métodos diagnosticos pelo cultivo microbioldgico,
caracterizagao histopatologica, identificagdo de BAAR e pela identificagdo molecular a
partir de linfonodos com lesdes sugestivas de tuberculose provenientes de bovinos
abatidos em matadouros frigorificos sob SIF no Estado de Sao Paulo entre os meses
de julho de 2013 a julho de 2014.

Linfonodo com Método de diagnodstico

lesdo sugestiva Amostra A b - q o P

de tuberculose PO HE ZN PCRL® nPCRL® PCRC' mPCR®
ITVLRBM' P P P P - P P
BALRBM N N N N N N N
RILRBM P N N N N P P
SJPLRBM P N N N N P P
SJPLRBM P P N N N P P
DELRBM N N N N N N N
MOLRBM’ P P P N P P P
ANDLRBM P P P N N P P
MOLRBM N P P N N N N
SJBLRBM' P P P P - P P
CBLRBM N N N N N N N
TBLRBM' P P P N P P P

Retrofaringeo CRLRBM P P N N P P P
CJLRBM P P P N P P P
CPLRBM’ P P P P - P P
DELRBM P P N P - P P
SJBLROD’ P P P P - P P
FRLRBM N N N N N N N
SAJLRBM N N N N N N N
CJLRBM N N N N N N N
TOLRBM N N N N P N N
CALRBM N N N P - N N
CCLRBM P P P N N P P
SJPLRBM P P P N P P P
DILRBM P N N N N P P
CGLRBM P P N N N P =)
ITVLMBM P N N N N P P
DELMBM' P P P N P P P
SJPLMBM P P P N N P P
MALMBM’ P P P P - P P
PALMBM N P P N P N N
CBLMBM P P P N N P P

Mediastinico ITVLMBM P N N N N P P
DELMBM P P P N P P P
SJPLMBM P P P N N P P
SAALMBM' P P P P - P P
IPLMOD P N N N N P P
NHLMOD N P N N N N N
ITALMOD N N N N N N N
FARLMOD N P N N N N N
CBLPBM N N N N N N N
BALPOD N N N N N N N

Pré-escapular SSLPOD P P P N N P P
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IPLPOD N P P N N N N
IPLPPOD N N N N N N N
Pré-peitoral IPLPPOD N P P N N N N
GRLPPBM P P P N N P P
Traqueobrénquico BALTOD P P P N P P P
GULTOD N P P N N N N
Atloideano CGLABM P P P N N P P
Isquiatico ARLISOD N P P N N N N
Inguinal SJBLINOD N P P P - N N
Hepético MALHBM N N N P - N N

Amostras positivas em todos os métodos diagnosticos estudados. “Diagnistico pelo cultivo
microbiolégico (padréo ouro), bCaracteriza(;éo histopatolégica pela coloragdo com hematoxilina-
eosina, ‘ldentificacdo de BAAR pela coloracdo de Ziehl-Neelsen, dDiagn()stico pela identificagéo
molecular pela PCR a partir de DNA extraido das lesées teciduais, “Diagndstico pela identificacéo
molecular pela nested PCR a partir de DNA extraido das lesdes teciduais), fIdentificaqélo molecular
pela PCR a partir de DNA extraido das colénias bacterianas, °ldentificacdo molecular pela multiplex
PCR a partir de DNA extraido das col6nias bacterianas.



