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Resumo

No diagndstico post-mortem da tuberculose bovina, a cultura
bacteriana e os testes bioquimicos sao atualmente realizados para a
caracterizacao do agente etiolégico. O cultivo leva até 90 dias para
ser concluido além da necessidade da complementacao por testes
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bioguimicos. O diagndéstico por meio de testes moleculares, tais como
a reacao em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction —

PCR), pode proporcionar resultados rapidos e confidveis, diminuindo
significativamente o tempo para obtencao de resultados. Neste estudo,
um sistema de nested-PCR, tendo como alvo o gene rv2807, com

uma PCR convencional, seguida de amplificacdo em tempo real, foi
desenvolvido para a deteccao do complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMT) diretamente a partir de homogeneizados de tecidos de bovinos e
bubalinos. A sensibilidade e especificidade das reacdes foram avaliadas
com amostras de DNA extraidas de micobactérias tuberculosas e nao-
tuberculosas, além de outras espécies Actinomycetales e amostras de
DNA extraido diretamente de homogeneizados de tecidos de bovinos e
bubalinos. O sistema de nested-PCR mostrou uma alta especificidade
para o CMT e uma sensibilidade clinica (67,4%) comparéavel a obtida
pela cultura (66,3%). A sensibilidade clinica foi maior em bovinos
apresentando lesdes visiveis do que em bovinos sem lesdes visiveis.

A reacao de nested-PCR foi capaz de detectar CMT em bovinos com
teste tuberculinico intradérmico comparativo positivo, sem lesdes
visiveis e com culturas negativas.

Termos para indexacao: tuberculose bovina e bubalina; nested-PCR,;
real-time PCR; tecido; inspecao sanitéria.
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Abstract

Post-mortem bacterial culture and specific biochemical tests are
currently performed for the characterization of the etiologic agent
of bovine tuberculosis. Culture takes up to 90 days to develop
and needs bioquimic tests. The diagnosis by molecular tests

such as PCR can provide fast and reliable results, significantly
decreasing the time of confirmation. In this study, a nested-PCR
system, targeting rv2807, with a conventional PCR followed by
real-time PCR reaction, were developed to detect Mycobacterium
tuberculosis complex (CMT) organisms directly from bovine and
bubaline tissue homogenates. Sensitivity and specificity of the
reactions were evaluated with DNA samples extracted from
tuberculous and non-tuberculous mycobacteria, besides other
Actinomycetales species, and DNA samples extracted directly from
bovine and bubaline tissue homogenates. The nested-PCR system
showed high specificity for CMT, and clinical sensitivity (67.4%)
comparable to culture (66.3%). Clinical sensitivity was higher in
cattle showing visible lesions than in cattle with no visible lesions,
although nested-PCR was able to detect CMT from cattle with
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positive comparative intradermal tuberculin test, with no visible
lesions and negative cultures.

Index terms: Bovine and bubaline tuberculosis; nested-PCR; real-time
PCR; tissue; sanitary inspection.
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Introducao

A tuberculose é uma doenca infecciosa crénica, causada por membros
do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), incluindo M.
tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. caprae e M.
cannetii (BROSCH et al., 2002). Em bovinos, embora M. bovis seja o
agente mais comum da tuberculose, outras espécies do CMT foram
descritas, tais como M. tuberculosis (AMENI et al., 2011), M. caprae
(SAHRAOQUI et al., 2009) e M. africanum (WEBER et al., 1998).

No Brasil, o controle da tuberculose bovina e bubalina envolve o abate
de animais infectados, definidos pela reacao intradérmica a tuberculina
(Purified Protein Derivative - PPD). Além disso, a vigilancia epidemio-
l6gica em matadouros é realizada, com inspecao sanitaria de todos os
animais abatidos para fins de consumo (BRASIL, 2004). No entanto,
nao ha nenhuma coleta sistematica de lesGes que seja compativel com
a tuberculose (LCT-lesdo compativel com tuberculose) para a sua sub-
sequente cultura e confirmacdo da doenca.

Com a globalizacdo econémica, as barreiras tarifarias foram substitui-
das por barreiras sanitarias. H4 uma crescente pressao dos mercados
importadores para o diagndstico definitivo da tuberculose em LCT de
bovinos e bubalinos, nos paises exportadores.

Embora a cultura bacteriolégica seja um método confiadvel para a de-
teccdo de CMT, é um método moroso, levando até 90 dias para ser
concluido, porque os membros deste complexo crescem lentamente,
comparados com os padrdes bacteriolégicos (COSTELLO et al., 1998;
MILLER et al., 2002; SCHMITT et al., 2002; DROBNIEWSKI et al.,
2003; HINES et al., 2006; de LISLE et al., 2008).

Neste sentido, ressaltam-se os sistemas moleculares de diagndstico,
especialmente aqueles baseados na tecnologia de PCR em tempo real,
uma vez que sao mais rapidos e mostram maiores possibilidades de
automacdo (SOINI; MUSSER, 2001). Embora diversos sistemas de
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PCR em tempo real tenham sido desenvolvidos para detectar CMT
diretamente a partir de amostras biolégicas em seres humanos, o de-
senvolvimento de procedimentos para a deteccdo de CMT em homo-
geneizados de tecidos de bovinos e bubalinos tem sido muito limitado
(TAYLOR et al., 2001; PARRA et al., 2008; TRACHER et al., 2011).
Os principais obstaculos sao a dificuldade em extrair o DNA micobac-
teriano em amostras de bovino e bubalino, pela baixa carga micobac-
teriana e pela estrutura da amostra biolégica em si, o que geralmente
contem fibrose e calcificacdao, que dificultam o acesso ao DNA a ser
detectado (LIEBANA et al., 1995). Outra dificuldade é que geralmente
a concentracao de DNA de micobactérias vidaveis € normalmente bai-
xa, em comparacao com a concentracdo de DNA do hospedeiro (THA-
CKER et al., 2011). Um terceiro problema é que bovinos com reacées
positivas ao PPD nem sempre mostram lesdes visiveis durante o abate
no matadouro (COSTELLO et al., 1997), devido a infeccdes recentes
por micobactérias.

Para superar os problemas com a sensibilidade na deteccao de mico-
bactérias patogénicas diretamente a partir de tecidos de bovinos ou
bubalinos, este artigo descreve uma nested-PCR, com uma combi-
nacao de uma primeira PCR convencional e uma segunda reacao de
PCR em tempo real, para a deteccao do CMT em homogeneizados de
tecidos.

Material e métodos

Amostras bioldgicas - As estirpes de referéncia de bactérias utilizadas para
testes de sensibilidade ou especificidade e para a otimizacao da nested-
PCR estao listadas na Tabela 1, incluindo os membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium bovis e Mycobacterium
tuberculosis), complexo Mycobacterium avium (Mycobacterium avium),
Actinomycetales atipicos (Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii e
Mycobacterium smegmatis), e Actinomycetales ndo micobacterianos
(Corynebacterium pseudotuberculosis, Rhodococcus equi).
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Espécie Cepa/origem
Corynebacterium pseudotuberculosis LGCM/FIOCRUZ*
Mycobacterium abscessus ATCC 19977/FIOCRUZ
Mycobacterium avium ATCC 25291/FIOCRUZ

Mycobacterium bovis ANS5 strain, Agricultural Ministry — LANAGRO

MG
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841/FIOCRUZ
Mycobacterium gordonae ATCC 14470/FIOCRUZ
Mycobacterium kansasii ATCC 12478/FIOCRUZ
Mycobacterium tuberculosis H37Rv/FIOCRUZ
Mycobacterium smegmatis ATCC 700044/FIOCRUZ
Rhodococcus equi ATCC 6939/FIOCRUZ

*Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.

Além disso, DNAs obtidos a partir de amostras de cultura isoladas
de lesdoes de bovinos naturalmente-infectados com M. bovis do
LANAGRO, Minas Gerais, Brasil (n = 50), ou do Instituto Bioldgico,
Sao Paulo, Brasil (n = 42); DNAs isolados a partir de 170 amostras
de cultura de M. tuberculosis oriundos de isolados de expectoracao
humana com tuberculose (LABMAM, Fiocruz, RJ, Brasil), e DNAs
purificados a partir de amostras de cultura (n = 3) de M. avium do
LANAGRO, foram utilizados. A identificacdo de M. bovis e M. avium
foi realizada por métodos bioquimicos (amostras de LANAGRO) ou
por PCR com iniciadores JB21 e JB22 para CMT (RODRIGUEZ et al.,
1995). A identificacdo de estirpes de M. tuberculosis foi realizada
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por spoligotyping (KAMERBEEK et al., 1997) e por PCR para detec-
tar o polimorfismo do gene pncA (BAROUNI et al., 2004).

Estirpe de referéncia de M. bovis ANb5 foi cultivada em meio Stone-
brink, enquanto que as outras estirpes de referéncia de Mycobacte-
rium sp foram cultivadas em meio de Lowenstein Jensen. Cepas de
ndo-micobactérias ndo foram cultivadas e o DNA foi purificado direta-
mente a partir da suspensao bacteriana liofilizada.

Isolamento de DNA bacteriano cepas padrdao — O DNA das cepas
bacterianas de referéncia foi purificado com o kit Blood & Tissue
Dneasy (Qiagen), seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidade
e concentracao de amostras de DNA foram avaliadas por espectrofo-
tometria (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific) e por eletroforese
em gel de agarose a 0,8%, corado com SYBR Gold (Invitrogen).

Iniciadores e sondas — Com base em sequéncias de DNA de membros
do CMT, disponiveis no Genbank-NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
e BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), alvos especificos foram se-
lecionados para a amplificacdo de DNA. Os iniciadores e sondas para
a nested-PCR foram desenhados com programa Primer Express v2.0
(Applied Biosystems).

O alvo selecionado para a amplificacao foi rv2807 (ID:888907), um
gene de 443 pb que codifica uma proteina hipotética do complexo M.
tuberculosis.

Dois conjuntos de iniciadores foram desenhados: externos, para am-
plificacao por PCR convencional, e internos e sonda marcada, para
amplificacdo por PCR em tempo real com TagMan MGB. A primeira
reacao foi incluida para enriquecimento do DNA do CMT, pois uma
maior concentracao relativa de DNA isolado a partir de tecidos do
hospedeiro (bovino/bubalino) pode interferir com a amplificacao do
gene alvo. As sequéncias de iniciadores e a sonda estdao apresenta-
das na Tabela 2.
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Gene alvo Sequéncia (5" * 3°)
rv2807 Externo forward: GGCGGTGGCGGAGTTGAAGGCGATGAG
Externo reverse: GCCGCGAGCGAGTCTGGGCGATGTC
Interno forward: MTC: CATTGCTGCGTAATTCGATCA
Sonda: 6FAM CATCCACACCTGTTCG MGBNFQ

Interno reverse: MTC: GACCTTGGGCGCCTCAT

Padronizacdo da nested-PCR — As PCRs convencionais foram realizadas
em volume de 25uL, contendo 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de
KCI, 1.5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 7,5 pmol de cada inicia-
dor, 1,25 U de Tag DNA polimerase (Sigma), e 400 ng de DNA.

As reacdes de segundo passo (PCR em tempo real) para o CMT foram
realizadas em volume de 12,5 uL, contendo 6,25 uL de TagMan Master
Mix (Applied Biosystems), 600 nM de cada iniciador, 100 nM da sonda
e 3 uL da primeira reacao de PCR.

As amplificacdes iniciais foram realizadas em termociclador MJ Mini
Biorad. A desnaturacao inicial foi realizada a 95°C durante 4 minutos,
seguido por 35 ciclos de desnaturacao a 95°C durante 1 minuto e

30 segundos, anelamento a 65°C durante 30 segundos, e extensao

a 72°C durante 45 segundos. Um Unico passo de 72°C de extensao
final foi realizado durante 3 minutos. As amplificacées por PCR em
tempo real foram realizadas em termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems, EUA). A desnaturacao inicial foi realizada a 95°C durante
10 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15
segundos e anelamento extensao a 62°C durante 30 segundos.



Diagnéstico direto do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos
e bubalinos por nested-PCR

Para todas as reacoes de nested-PCR, os controles positivos com DNA
de M. bovis AN5 e DNA de M. tuberculosis H37Rv, bem como um con-
trole negativo, sem DNA, foram incluidos.

Os iniciadores e sondas do CMT foram testados quanto a especificidade
com 50 ng de DNA de Corynebacterium pseudotuberculosis,
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium smegmatis e Rhodococcus equi. Para testar inibidores da
PCR, aliquotas de DNA das espécies acima utilizadas para a avaliacdo da
especificidade foram misturados com DNA de M. bovis AN5 e testadas
por nested-PCR. As condicoes de amplificacdo foram as mesmas para o
alvo especifico.

Os iniciadores e sonda para o CMT foram testados quanto a sensibi-
lidade analitica com diluicbes em série de DNA a partir de cepas de
referéncia de M. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv, em triplicata,
mas com uma mistura de reacao para cada repeticdo. As amostras de
DNA foram testadas apenas por PCR em tempo real, apenas por PCR
convencional, e por nested-PCR (ambas as reacées convencional e em
tempo real).

Os iniciadores e sonda para CMT foram também testados quanto a
sensibilidade com as amostras de DNA de 92 culturas de M. bovis de
bovinos naturalmente infectados, fornecidas pelo LANAGRO e Instituto
Biolégico, e com 170 amostras de DNA de culturas de M. tuberculosis
de humanos naturalmente infectados.

Deteccao direta do CMT por tecidos em bovinos e bifalos — A detec-
cao direta de CMT em homogeneizados de tecidos foi realizada com os
seguintes grupos de animais:

a) 70 bovinos positivos ao teste tuberculinico cervical comparativo
(TCC), incluindo 45 bovinos com lesdes compativeis com tuberculose
(LCT) e 25 sem lesoes visiveis (SLV). Esses animais, de diferentes ida-
des e categorias zootécnicas (leite e carne), foram abatidos seguindo
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as recomendacoes do Programa Nacional de Controle e Erradicacao da
Brucelose e Tuberculose - PNCEBT (BRASIL, 2004).

b) 20 bovinos mostrando LCT durante a inspecao de sanitaria de rotina.
Estes animais ndao foram testados para tuberculose bovina por teste
cutaneo intradérmico.

c) 23 bovinos TCC negativos. Estes animais eram provenientes de uma
fazenda de exploracdo mista (leite e carne), com histdria prévia de
tuberculose bovina.

d) 46 bufalos (Bubalus bubalis), incluindo 9 animais TCC + com LST, 7
animais TCC + SLV e 30 animais nao testados pelo TCC, mas mos-
trando LCT durante a inspecao de abate de rotina.

Os TCCs foram realizados de acordo com o regulamento do PNCEBT
(BRASIL, 2004). A reacao TCC positiva foi definida como um aumento
relativo da espessura da pele no local de injecdo do PPD bovino de pelo
menos 4 mm acima do que o aumento da espessura da pele no local de
injecdo do PPD aviario (BRASIL, 2004).

As lesdes compativeis com tuberculose (LCT) foram obtidas neste estu-
do a partir de linfonodos hepaticos, iliacos, mandibulares, mediastinais,
mesentéricos, pré-escapulares, linfaticos, retrofaringeos e traqueobr6-
nquicos; ou dos pulmdes, amidalas, figado ou diafragma. Quando os
animais nao mostraram lesdes visiveis (SLV), linfonodos hepaticos,
mediastinais, mesentéricos, retrofaringeos e traqueobrdnquicas foram
coletados.

Os 6rgaos foram conservados em gelo até a chegada ao laboratério,

onde foram mantidos a -30°C até o processamento. Os érgdos foram
descongelados e divididos em duas amostras, uma para a cultura e a
outra para o isolamento de DNA.

Para o isolamento do DNA, as amostras foram cortadas em pedacos
de 100 mg, correspondente a transicdo entre as lesdes macroscoépicas
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e a area aparentemente saudavel. Estas pecas foram completamente
homogeneizadas com 1 mL de solucao salina tamponada com fosfato
(PBS). A partir destas suspensoes de tecidos, 200 yL foram usados
para o isolamento de DNA com kit Blood & Tissue Dneasy (Qiagen),
seguindo as instrucoes do fabricante. As reacdes de nested-PCR foram
realizadas como descrito no item anterior.

Para a cultura, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas
com uma quantidade equivalente de dgua e areia estéril. As suspensoes
de tecido foram filtradas em gaze estéril e centrifugadas a 1200 xg
durante 15 minutos. Os sedimentos foram suspensos em 2 mL de so-
lucdo estéril, descontaminadas pelo método de Petroff e cultivadas em
meio de Stonebrink. As culturas foram incubadas a 37°C e observadas
semanalmente até 90 dias. Os esfregacos das colbnias isoladas foram
corados com Ziehl-Neelsen (ZN) para BAAR. Todas as culturas BAAR +
foram analisadas por PCR com os iniciadores JB21 e JB22 para CMT
(RODRIGUEZ et al., 1995).

Os animais foram considerados positivos para a tuberculose quando
pelo menos uma amostra de tecido apresentava amplificacdo positiva
na nested-PCR ou mostrava culturas BAAR+, confirmadas por PCR
com iniciadores JB21 e JB22.

Andlise estatistica — Os testes de qui-quadrado ou exato de Fisher
foram realizados para avaliar a correlacao entre as variaveis categori-
cas. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando p = 0,05.

Resultados

A analise in silico das sequéncias dos iniciadores e sondas esta
mostrada na Figura 1. Identidade total foi detectada com espécies

do CMT, incluindo M. bovis (incluindo BCG), M. tuberculosis, M.
africanum, exceto M. canettii, com quem houve identidade parcial,
juntamente com M. abscessus, M. avium, M. gilvum, M. intracellulare,
M. paratuberculosis, M. rhodesiae, M. smegmatis e M. ulcerans.
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Diagnéstico direto do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos
e bubalinos por nested-PCR

A especificidade da nested-PCR para CMT foi testada com DNA

de C. pseudotuberculosis, M. abscessus, M. avium, M. fortuitum,
M. gordonae, M. kansasii, M. smegmatis e R. equi. Nao houve
amplificacdo quando 50 g de DNA destes microrganismos foram
utilizados. Aliquotas de DNA de microrganismos nao-alvo foram
adicionadas com DNA de M. bovis AN5S para testar os inibidores de
PCR e amplificacées foram detectadas, mostrando que ndo houve
interferéncia dos inibidores de PCR.

No que diz respeito a sensibilidade analitica, os iniciadores e sondas
para CMT foram testados por PCR convencional, PCR em tempo real
e nested-PCR. DNA de M. bovis AN5 foi detectado até 390 pg com
a PCR convencional, 24,37 pg com PCR em tempo real, e 1,52 pg
com nested-PCR. DNA de M. tuberculosis H37Rv foi detectado até
6,25 pg com a PCR convencional, 24,37 pg com PCR em tempo real
e 6,09 pg com nested-PCR.

Das 50 amostras de DNA isoladas de culturas de lesdes de bovinos
naturalmente-infectados com M. bovis do LANAGRO - Ministério da
Agricultura, 49 (98,8%) foram positivos na nested-PCR para CMT.
Todas as 42 (100%) amostras de DNA isolado de culturas de M. bo-
vis do Instituto Biolégico, em Sao Paulo, foram positivas na nested-
PCR para CMT. Com relacdao aos DNAs de 170 amostras de cultura
de M. tuberculosis isoladas de escarro de pessoas com tuberculo-

se (LABMAM, Fiocruz, RJ, Brasil), todas (100%) foram positivas na
nested-PCR para CMT.

As amostras de tecidos de 113 bovinos foram testadas diretamente por
nested-PCR para CMT. Os resultados da nested-PCR e cultura estao
mostrados na Tabela 3.
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Diagnéstico direto do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos
14 e bubalinos por nested-PCR

. Ndmero de
Status Ndmero total Teste positivos (%) p-value
Nested-PCR + 32 (71,1)
TCC + e LCT 45 0,319
Culturas BAAR + * 37 (82,2)
Nested-PCR + 12 (48,0)
T7CC + e SLV 25 0,862
Culturas BAAR + * 10 (40,0)
Nested-PCR + 0 (0,0)
TCC-e SLV 23 0,999
Culturas BAAR + * 1(4,3)
Nested-PCR + 9 (45,0)
Sem TCC e LCT 20 0,319
Culturas BAAR + * 5(25,0)

TCC = Teste tuberculinico cervical comparativo

BAAR = Bacilos alcool-acido resistentes

*Confirmados por PCR usando iniciadores JB21 e JB22 (RODRIGUEZ et al., 1995).
Amostras de tecido de 46 bufalos foram testadas diretamente por nested-PCR para
CMT. Os resultados da nested-PCR e cultura estdo mostrados na Tabela IV.

Amostras de tecido de 46 bufalos foram testadas diretamente por nested-PCR para CMT.

Os resultados da nested-PCR e cultura estdo mostrados na Tabela IV.

. Ndmero de
Status Ndmero total Teste positivos (%) p-value
Nested-PCR + 9 (100)
TCC + e LCT 9 1
Culturas BAAR + * 9 (100)
Nested-PCR + 5(71,4)
TCC + e SLV 7 0,03
Culturas BAAR + * 1(14,3)
Nested-PCR + 15 (50,0)
Sem TCC e LCT 30 0,012
Culturas BAAR + * 5(16,7)

TCC = Teste tuberculinico Cervical Comparativo
BAAR = Bacilos alcool &acido resistentes
*Confirmados por PCR usando iniciadores JB21 e JB22 (RODRIGUEZ et al., 1995).
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Dos 54 animais TCC + (bovinos e bubalinos) mostrando LCT, 41
(75,9%) foram positivos na nested-PCR, e 46 (85,2%) foram positi-
vos na cultura, confirmada por PCR JB21/JB22 (p = 0,329). Dos 32
animais TCC + (bovinos e bubalinos) mas SLV, 17 (53,1%) foram
positivos para nested-PCR, e 11 (34,4%) foram positivos na cultura,
confirmada por PCR JB21/JB22 (p = 0,207). A deteccao de animais
positivos para a tuberculose foi estatisticamente superior no grupo
TCC +/LCT + que no grupo TCC +/SLV, na nested-PCR (p = 0,05) e
cultura (p < 0,0001).

Dos 50 bovinos e bubalinos com LCT, mas sem TCC, 24 (48%) foram
positivos na nested-PCR e 10 (20%) foram positivos na cultura, confir-
mada por PCR JB21/JB22 (p = 0,006).

Considerando o TCC um teste referéncia para identificar bovinos in
vivo infectados com M. bovis, houve 86 animais TCC + (bovinos e
bubalinos), dos quais 57 animais foram positivos na cultura, que deter-
mina uma sensibilidade relativa de 66,3%. Houve 58 animais positivos
na nested-PCR, resultando em uma sensibilidade relativa de 67,4% (p
= 0,006).

Dos 86 animais TCC +, 32 (37,2%) apresentaram-se SLV durante a
inspecao de abate, dos quais 7 (21,9%) foram positivos na cultura e
nested-PCR para CMT.

No grupo de 21 animais TCC +/SLV com culturas negativas, houve 10
animais positivos na nested-PCR para CMT.

Na anélise dos 104 animais que mostraram LCT, houve 65 animais
positivos na nested-PCR (62,5%) e 56 animais positivos na cultura
(63,8%) (p = 0,261).

Na anélise de 23 animais TCC - de uma fazenda com histéria prévia de
tuberculose bovina, a nested-PCR para CMT nao foi capaz de detectar

qualquer animal positivo, mas um animal (4,3%) foi positivo na cultura,
confirmado com PCR JB21/JB22.
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Discussao

Este estudo teve por objetivo o desenvolvimento de um sistema de
diagnéstico post-mortem répido da tuberculose bovina e bubalina,
aplicavel diretamente para amostras clinicas. O objetivo foi desen-
volver um método preciso, que pudesse reduzir substancialmente o
tempo entre a deteccao de LCT e o diagndstico etiolégico (2 dias), em
comparacao com o método tradicional a cultura, o que demora cerca
de 90 dias.

As anélises de uma série de diluicbes de DNA a partir de estirpes de
referéncia de M. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv revelou uma
maior sensibilidade na nested-PCR, em comparacdao com PCR em tem-
po real sozinha ou PCR convencional sozinha, embora esta diferenca
seja mais notavel comparando nested-PCR ou PCR em tempo real com
a PCR convencional. Porém, espera-se que o impacto da utilizacdo da
abordagem de nested-PCR serd maior sobre a sensibilidade clinica, ja
que os inibidores de PCR e micobactérias atipicas pode interferir com
o desempenho da PCR. A escolha de uma estratégia de nested-PCR
(PCR convencional seguida de PCR em tempo real) também foi consi-
derada por Thacker et al. (2011), resultando no aumento da sensibili-
dade clinica na deteccado de M. bovis diretamente a partir de amostras
de tecido.

A grande maioria dos casos de tuberculose esta relacionada com as es-
pécies que formam o complexo M. tuberculosis, incluindo M. tubercu-
losis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. caprae e M. cannetii. Em
bovinos, embora M. bovis seja o agente mais comum encontrado em
LCT, outras espécies de micobactérias foram descritas, tais como M.
tuberculosis (AMENI et al., 2011), M. caprae (SAHRAOQOUI et al., 2009),
M. africanum (WEBER et al., 1998), M. avium paratuberculosis (KHAN
et al., 2010), M. fortuitum e M. intracellulare (ASIIMWE et al., 2009).

Andlise in silico das sequéncias de DNA de iniciadores e sondas para
o CMT mostrou identidade total com os membros do CMT, exceto M.
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canettii, com identidade parcial. No entanto, M. canettii € um patdgeno
humano (BROSCH et al., 2002), considerado raro e confinado a paises
da Africa Oriental (REDDINGTON et al., 2011).

A especificidade da nested-PCR foi analisada in vitro. Nao houve am-
plificacdo quando iniciadores e sondas para CMT foram usadas com
DNA das micobactérias atipicas M. abcessus, M. avium, M. fortuitum,
M. gordonae, M. kansasii e M. smegmatis, nem com DNA de R. equi
e C. pseudotuberculosis. Isto é particularmente importante, uma vez
que a presenca de micobactérias ambientais em linfonodos submetidas
a testes de diagndstico podem confundir os ensaios que ndao possuem
especificidade suficiente (THACKER et al., 2011). Além disso, outros
Actinomycetales relacionados, como R. equi e C. pseudotuberculosis,
podem causar lesées confundiveis com tuberculose (FLYNN et al.,
2001; SAHRAQUI et al., 2009).

No que diz respeito a sensibilidade clinica, as diferencas entre nested-
-PCR para CMT e cultura ndo foram estatisticamente significativas na
deteccdo de animais TCC +/LCT, nem na deteccédo de animais TCC
+/SLV. No entanto, a nested-PCR e a cultura mostraram uma maior
sensibilidade na deteccdo de animais TCC +/LCT que aqueles SLV.
Este € um claro indicador da carga de micobactérias em cada gru-

po de lesdes. A mesma tendéncia de maior sensibilidade da PCR no
grupo de animais com LCT foi detectada por Parra et al. (2008), no
entanto, a PCR nao detectou animais positivos no grupo SLV quan-
do aqueles apresentaram culturas negativas. No presente estudo, no
grupo de animais TCC +/SLV, a nested-PCR para CMT foi capaz de
detectar animais positivos para a tuberculose, mesmo quando eles
apresentaram culturas negativas.

Menores taxas de positividade foram encontradas na nested-PCR e
cultura no grupo de animais sem TCC que apresentaram LCT durante
inspecado apoés abate. Uma das possiveis razdes é a presenca de lesdes
granulomatosas causadas por outros microrganismos. O isolamento de
micobactérias atipicas em bovinos com lesdes de tuberculose dissemi-
nada costuma ser incomum, devido ao carater nao-progressivo, crénico
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das infeccdes. No entanto, alguns casos de doenca disseminada tém
sido relatados (OLOYA et al., 2007). Lesoes decorrentes de outros mi-
crorganismos nao-micobactérias também podem ser confundidas com
tuberculose, como Rhodococcus, Actinobacillus, Arcanobacterium e
Nocardia, entre outros (de LISLE et al., 2002).

Varias metodologias foram previamente utilizadas para aumentar a
sensibilidade da PCR em tempo real, para a deteccdao de Mycobacterium
sp. diretamente a partir de homogeneizados de tecido. Parra et

al. (2008) utilizaram uma sonda de captura para isolar o DNA de
micobactérias a partir de homogeneizados de tecido, obtendo uma
sensibilidade semelhante (65,6%) a relatada aqui. Taylor et al. (2007)
relataram uma sensibilidade de 70% ao realizar a PCR diretamente em
homogeneizados de tecidos, mas aumentou a sensibilidade para 91%
quando a PCR foi realizada em DNA isolado a partir de les6es excisadas,
em vez de tecidos inteiros. A limitacao deste método é que o ensaio
pode ser realizado apenas em tecidos que tém lesdes visiveis, excluindo,
assim, as amostras sem lesdes prontamente aparentes. Thacker et

al. (2011) utilizaram uma estratégia semelhante a este estudo, com

uma primeira PCR convencional, seguida de uma reacdao em tempo

real, tendo como alvo I1IS6110, detectando 66,7 % das amostras que
apresentaram cultura positiva. Neste estudo, tendo o TCC como teste
de referéncia, as sensibilidades relativas de 66,3% e 67,4% foram
detectados pela cultura e nested-PCR, sem diferencas significativas entre
os desempenhos dos dois testes. A abordagem nested-PCR permitiu
uma reducao substancial do tempo entre a aquisicdo de amostras e

os resultados definitivos, sendo que a cultura pode levar até 90 dias,
contrastando com 2 dias necessarios para a nested-PCR. Tal melhoria na
velocidade de diagndstico ocorreu sem detrimento a sensibilidade.

Uma das preocupacdes com a nested-PCR, especialmente reacdes em

tempo real, é a possibilidade de contaminacao cruzada. Durante todo o
processo de extracdo de DNA, as luvas foram trocadas frequentemen-
te. As purificacdes de DNA foram realizadas em um nivel de biossegu-
ranca 3, as PCRs em uma camara de fluxo laminar com luz UV. Con-
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juntos separados de micropipetas foram usados para a purificacao de
DNA e para PCR. Ponteiras com filtro foram utilizadas rotineiramente.
Superficies e equipamentos em contato com tubos de amostras foram
limpas antes de cada ensaio.

Durante a inspecdo sanitaria em matadouros, as principais preocupa-
cOes sdo direcionadas para animais que apresentam lesdes visiveis, que
sdo considerados impréprios para o consumo. No entanto, pelo menos
nas amostras de bovinos/bubalinos deste estudo, 37,2% dos animais
apresentaram TCC +/SLV, a partir dos quais 21,9% foram positivas na
cultura e nested-PCR. Isto levanta preocupacdes com a transmissao
zoondtica, de M. bovis, ja que as principais espécies do CMT encontra-
dos em bovinos podem sobreviver ao processo de cozimento (VAN DER
MERWE et al., 2009). Por esta razao, as politicas sanitarias envolvendo
testes de PCR em animais TCC +/SLV devem ser consideradas.

Todos os 23 animais TCC- também foram negativos na nested-PCR,
mas um animal foi positivo na cultura, confirmado por PCR com JB21/
JB22. A fazenda na qual estes animais foram criados tinha um histérico
de tuberculose bovina. Animais com estagios avancados de tuberculose
podem néao reagir no TCC, mas, surpreendentemente, este animal nao
apresentou lesoes visiveis.

Conclusoes

A utilizacdo de PCR para detectar o complexo M. tuberculosis em homo-
geneizados de tecido proporciona um método mais rapido que a cultura
para o diagndstico da tuberculose bovina e bubalina, com a mesma sensi-
bilidade. Uma validacao inter-laboratorial do método e um estudo em gran-
de escala sao necessérios para determinar se o método é adequado para a
tuberculose bovina e bubalina brasileira no programa de erradicacao.

Agradecimentos

Suporte financeiro: CNPq (processo 578278/2008), FUNDECT (proces-
so 23/200.152/2009), e CAPES.

19



20

Diagnéstico direto do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos
e bubalinos por nested-PCR

Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Salde, por providenciar amostras de bactérias de referéncia.

Referéncias

AMENI, G.; VORDERMEIER, M.; FIRDESSA, R.;ASEFFA, A.; HEWINSON, G.; GORDON,
S.V.; BERG, S. Mycobacterium tuberculosis infection in grazing cattle in central Ethiopia.
The Veterinary Journal, London, v. 188, n. 3, p. 359-61, 2011.

ASIIMWE, B.B.; ASIIMWE, J.; KALLENIUS, G.; ASHABA, F.K.; GHEBREMICHAEL, S.;
JOLOBA, M.; KOIVULA, T. Molecular characterisation of Mycobacterium bovis isolates
from cattle carcases at a city slaughterhouse in Uganda. The Veterinary Record, London,
v.164, n. 21, p. 655-658, 2009.

BAROUNI, A.S.; AUGUSTO, C.J.; LOPES, M.T.P.; ZANINI, M.S.; SALAS, C.E. A pncA
polymorphism to differentiate between Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuber-
culosis. Molecular and Cellular Probes, London, v. 18, n. 3, p. 167-170, 2004.

BRASIL, (2004). Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tubercu-
lose — PNCEBT. Manual Técnico, Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento,
Brasilia. 2004, 188p.

BROSCH, R.; GORDON, S.V.; MARMIESSE, M.; BRODIN, P.; BUCHRIESER, C.; EIGL-
MEIER, K.; GARNIER, T.; GUTIERREZ, C.; HEWINSON, G.; KREMER, K.; PARSONS, L.M.;
PYM, A.S.; SAMPER, S.; VAN SOOLINGEN, D.; COLE, S.T. A new evolutionary scenario
for the Mycobacterium tuberculosis complex. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America. Washington, v.99, n. 6, p. 3684-3689, 2002.

COSTELLO, E.; DOHERTY, M.L.; MONAGHAN, M.L.; QUIGLEY, F.C.; O'REILLY, P.F. A
study of cattle-to-cattle transmission of Mycobacterium bovis infection. The Veterinary Jour-
nal. London, v.155, n. 3, p. 245-250, 1998.

COSTELLO, E.J.; EGAN, W.; QUIGLEY, F.C. O'REILLY, P.F. Performance of the single
intradermal comparative tuberculin test in identifying cattle with tuberculous lesions in
Irish herds. The Veterinary Record, London, v. 141, n. 9, 222-224, 1997.

DE JONG, B.C.; ANTONIO, M.; GAGNEUX, S. (2010). Mycobacterium africanum--review of
an important cause of human tuberculosis in West Africa. PLoS Neglected Tropical Diseases
[electronic resource], San Francisco, v. 4, n. 9, e744.



Diagnéstico direto do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos
e bubalinos por nested-PCR

DE LISLE, G.W.; BENGIS, R.G.; SCHMITT, S.M.; O'BRIEN, D.J. Tuberculosis in free-rang-
ing wildlife: detection, diagnosis and management. Revue Scientifique et Technique /Office
International des Epizooties, Paris,v. 21, n. 2, p. 317-334, 2002.

DE LISLE, G.W.; KAWAKAMI, R.P.; YATES, G.F.; COLLINS, D.M. Isolation of Mycobacte-
rium bovis and other mycobacterial species from ferrets and stoats. Veterinary Microbiol-
ogy, Amsterdam, v. 132, n. 3-4, p. 402-407, 2008.

DROBNIEWSKI, F.A.; GIBSON, A.; RUDDY, M.; YATES, M.D. Evaluation and utiliza-
tion as a public health tool of a national molecular epidemiological tuberculosis outbreak
database within the United Kingdom from 1997 to 2001. Journal of Clinical Microbiology,
Washington, v. 41, n. 5, p. 1861-1868, 2003.

FLYNN, O.; QUIGLEY, F.; COSTELLO, E.; O'GRADY, D.; GOGARTY, A.; MC GUIRK, J.;
TAKAI, S. Virulence-associated protein characterisation of Rhodococcus equi isolated from
bovine lymph nodes. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 78, n. 3, p. 221-228, 2001.

GARNIER, T.; EIGLMEIER, K.; CAMUS, J.C.; MEDINA, N.; MANSOOR, H.; PRYOR, M.;
DUTHOY, S.; GRONDIN, S.; LACROIX, C.; MONSEMPE, C.; SIMON, S.; HARRIS, B.;
ATKIN, R.; DOGGETT, J.; MAYES, R.; KEATING, L.; WHEELER, P.R.; PARKHILL, J.;
BARRELL, B.G.; COLE, S.T.; GORDON, S.V.; HEWINSON, R.G. The complete genome se-
quence of Mycobacterium bovis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, Washington, v. 100, n. 13, p. 7877-7882, 2003.

HINES, N.; PAYEUR, J.B.; HOFFMAN, L.J. Comparison of the recovery of Mycobacterium
bovis isolates using the BACTEC MGIT 960 system, BACTEC 460 system, and Middle-
brook 7H10 and 7H11 solid media. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation : official
publication of the American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians, Inc, Columbia,
v. 18, n. 3, p. 243-250, 2006.

KAMERBEEK, J.; SCHOULS, L.; KOLK, A.; VAN AGTERVELD, M.; VAN SOOLINGEN,

D.; KUIJPER, S.; BUNSCHOTEN, A.; MOLHUIZEN, H.; SHAW, R.; GOYAL, M.; VAN
EMBDEN, J. Simultaneous detection and strain differentiation of Mycobacterium tuberculosis
for diagnosis and epidemiology. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 35, n. 4,
p. 907-914, 1997.

KHAN, F.A.; CHAUDHRY, Z.l.; ALI, M.l.; KHAN, S.; MUMTAZ, N.; AHMAD, |. Detection
of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in tissue samples of cattle and buffaloes.

Tropical Animal Health and Production, Edinburgh, v. 42, n. 4, p. 633-638, 2010.

LIEBANA, E.; ARANAZ, A.; MATEOS, A.; VILAFRANCA, M.; GOMEZ-MAMPASO, E.;

21



22

Diagnéstico direto do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos
e bubalinos por nested-PCR

TERCERO, J.C.; ALEMANY, J.; SUAREZ, G.; DOMINGO, M.; DOMINGUEZ, L. Simple and
rapid detection of Mycobacterium tuberculosis complex organisms in bovine tissue samples
by PCR. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 33, n. 1, p. 33-36, 1995.

MILLER, J.M.; JENNY, A.L.; PAYEUR, J.B. Polymerase chain reaction detection of Myco-
bacterium tuberculosis complex and Mycobacterium avium organisms in formalin-fixed tissues
from culture-negative ruminants. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 87, n. 1, p.
15-23, 2002.

OLOYA, J.; KAZWALA, R.; LUND, A.; OPUDA-ASIBO, J. ; DEMELASH, B.; SKJERVE, E.;
JOHANSEN, T.B.; DJINNE, B. Characterisation of mycobacteria isolated from slaughter
cattle in pastoral regions of Uganda. BMC Microbiology, London, v. 7, p.95, 2007.

PARRA, A.; GARCIA, N.; GARCIA, A.; LACOMBE, A.; MORENO, F.; FREIRE, F.; MORAN,
J.; HERMOSO, J.M. Development of a molecular diagnostic test applied to experimental

abattoir surveillance on bovine tuberculosis. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 127,
n. 3-4, p. 315-324, 2008.

REDDINGTON, K.; O’'GRADY, J.; DORAI-RAJ, S.; NIEMANN, S.; VAN SOOLINGEN, D.;
BARRY, T. A novel multiplex real-time PCR for the identification of mycobacteria associ-
ated with zoonotic tuberculosis. Public Library of Science One, San Francisco, v. 6, n. 8,
e23481, 2011.

RODRIGUEZ, J.G.; MEJIA, G.A.; DEL PORTILLO, P.; PATARROYO, M.E.; MURILLO, L.A.
Species-specific identification of Mycobacterium bovis by PCR. Microbiology, Reading, v.
141, n. 9, p. 2131-2138, 1995.

SAHRAOUI, N.; MULLER, B.; GUETARNI, D.; BOULAHBAL, F.; YALA, D.; OUZROUT,
R.; BERG, S.; SMITH, N.H.; ZINSSTAG, J. Molecular characterization of Mycobacterium
bovis strains isolated from cattle slaughtered at two abattoirs in Algeria. BMC Veterinary
Research, London, v. 5, p. 4, 2009.

SCHMITT, S.M; O’BRIEN, D.J.; BRUNING-FANN, C.S.; FITZGERALD, S.D. Bovine tuber-
culosis in Michigan wildlife and livestock. Annals of the New York Academy of Sciences, New

York, v. 969, p. 262-268, 2002.

SOINI, H.; MUSSER, J.M. Molecular diagnosis of mycobacteria. Clinical Chemistry, Balti-
more, v. 47, n. 5, p. 809-814, 2001.

TAYLOR, G.M.; WORTH, D.R.; PALMER, S.; JAHANS, K.; HEWINSON, R.G. Rapid detec-



Diagnéstico direto do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos
e bubalinos por nested-PCR

tion of Mycobacterium bovis DNA in cattle lymph nodes with visible lesions using PCR.
BMC Veterinary Research, London, v. 13, n. 3, p. 12, 2007.

TAYLOR, M.J.; HUGHES, M.S.; SKUCE, R.A.; NEILL, S.D. Detection of Mycobacterium
bovis in bovine clinical specimens using real-time fluorescence and fluorescence reso-
nance energy transfer probe rapid-cycle PCR. Journal of Clinical Microbiology, Washing-
ton, v. 39, n. 4, p. 1272-1278, 2001.

THACKER, T.C.; HARRIS, B.; PALMER, M.V.; WATERS, W.R. Improved specificity for
detection of Mycobacterium bovis in fresh tissues using IS6110 real-time PCR. BMC Veteri-
nary Research, London, v. 7, p. 50, 2011.

VAN DER MERWE, M.; BEKKER, J.L.; VAN DER MERWE, P.; MICHEL, A.L. Cooking and
drying as effective mechanisms in limiting the zoonotic effect of Mycobacterium bovis in
beef. Journal of the South African Veterinary Association, Pretoria, v. 80, n. 3, p. 142-145,
2009.

WEBER, A.; REISCHL, U.; NAUMANN, L. Demonstration of Mycobacterium africanum in a
bull from North Bavaria. Berliner und Miinchener Tierirztliche Wochenschrift, Berlin, v. 111,
n. 1, p. 6-8, 1998.

23



Em@a

Gado de Corte

Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento

Governo
Federal

CGPE 12278



