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RESUMO

Jorge KSG. Identificacdo de Mycobacterium bovis em bovinos e sua
importancia na ocorréncia de tuberculose zoonética. Campo Grande; 2011.
[Tese — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A tuberculose bovina é uma zoonose, doenca ou infeccdo naturalmente
transmissivel entre os animais vertebrados e 0 homem, causada por Mycobacterium
bovis, cujo hospedeiro primario é o bovino, mas diversas espécies de mamiferos
domésticos, silvestres e 0 homem sdo também susceptiveis ao mesmo bacilo. Para
identificar casos de tuberculose bovina em Mato Grosso do Sul e correlacionar esse
achado com tuberculose zoondtica realizou-se o diagnostico clinico, bacteriolégico e
molecular da infeccdo e comprovou-se a presenca de M. bovis em produtos de
origem bovina comumente utilizados como alimento humano. Foram realizados dois
estudos. No primeiro, o objetivo foi avaliar a contribui¢cdo da vigilancia sanitéria para
a investigacao epidemioldgica retrospectiva de focos de tuberculose em rebanhos de
Mato Grosso do Sul. A partir de lesGes macroscoépicas detectadas ao abate de um
bovino durante a inspecéo sanitaria de rotina, examinou-se 200 bovinos por meio de
teste cervical comparativo (TCC). Os animais positivos ou inconclusivos nesse teste
foram abatidos e ao exame macroscopico, amostras de Orgdos com lesdes
sugestivas de tuberculose foram coletadas e encaminhadas para cultivo em meio de
Stonebrink, pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) pelo método de
Ziehl-Neelsen (ZN) e identificacdo molecular dos isolados por meio da reacéo da
polimerase em cadeia (PCR) com os oligonucleotideos JB21/JB22. O TCC
diagnosticou tuberculose em 24/200 (12%) bovinos sendo 23 positivos e um
inconclusivo. Ao abate sanitario, todos os 24 bovinos apresentaram lesGes
macroscopicas sugestivas de tuberculose. O exame microbiolégico (cultura e ZN)
dessas lesBes possibilitou o isolamento de BAAR, e a PCR identificou a presenca de
M. bovis em todos os isolados. Conclui-se que, ao detectar lesbes sugestivas de
tuberculose em um Unico bovino, a inspecdo sanitaria de abate contribui para a
investigagdo epidemioldgica retrospectiva de foco de tuberculose em rebanho
bovino. No segundo estudo, o objetivo foi isolar e identificar M. bovis do leite de
vacas em lactacao oriundas do mesmo rebanho com diagnéstico de tuberculose por
meio do TCC. Amostras de leite in natura de 27 vacas positivas no TCC foram
cultivadas em meio de Stonebrink e incubadas por até 90 dias. As colbnias isoladas
foram coradas pela coloracdo de ZN e identificadas por PCR empregando dois pares
de oligonucleotideos: TB11/TB12 para identificacdo do género Mycobacterium spp e
JB21/JB22 para identificacdo da espécie M. bovis. Das 27 amostras de leite in
natura submetidas ao cultivo, 12 eram BAAR sendo todas confirmadas como de
Mycobacterium spp pelos oligonucleotidios TB11/TB12 e destes, quatro eram de M.
bovis, detectadas pela presenca de produto de amplificagdo gerado pelo emprego
dos oligonucleotidiios JB21/JB22. Conclui-se que a presenc¢a de M. bovis e de outras
micobactérias no leite in natura de vacas provenientes de rebanhos com diagndéstico
de tuberculose oferece risco ao consumo humano ndo s6 pela possibilidade de
contrair tuberculose zoonética, assim como outras micobacterioses. Os resultados
obtidos neste trabalho permitem concluir que M. bovis esta presente no rebanho



bovino do estado de Mato Grosso do Sul e pode ser encontrado tanto nos tecidos
qgquanto no leite in natura de vacas oriundas de rebanho com diagndstico de
tuberculose. Além do risco predominantemente ocupacional de contagio humano por
M. bovis pela via respiratéria (inalacdo de goticulas infectadas) e cutanea (atraves
de solucado de continuidade da pele), medidas como a fervura/pasteurizacao do leite
e produtos lacteos e o total cozimento da carne para o consumo sao indispensaveis
para evitar a transmissao de M. bovis por via digestiva ao homem, e para intensificar
a prevencao e controle da tuberculose zoondtica.

Palavras-chave: Tuberculose. Zoonose. Diagnéstico. Mycobacterium bovis. Saude
Publica.



ABSTRACT

Jorge KSG. Identification of Mycobacterium bovis in cattle and its importance
in the occurrence of zoonotic tuberculosis. Campo Grande; 2011. [Thesis —
School of Medicine, Federal University of Mato Grosso do Sul].

Bovine tuberculosis is a zoonotic disease, infection which is naturally transmissible
between the vertebrate animals and man, caused by Mycobacterium bovis, whose
primary host is the cattle, but several species of domestic mammals, wild animals
and man are also liable to the same bacillus. To identify cases of bovine tuberculosis
in Mato Grosso do Sul state and correlate this finding with zoonotic tuberculosis, the
clinical, bacteriological and molecular diagnosis of infection was carried out and
proved the presence of M. bovis in bovine products commonly used as food. Two
studies were conducted. At first, the objective was to evaluate the contribution of
health surveillance for the retrospective epidemiological studies of outbreaks of
tuberculosis in herds of Mato Grosso do Sul state. From macroscopic lesions
detected at slaughter of the cattle during routine health inspection, 200 cattle were
examined through single intradermal comparative tuberculin test (SICTT). Animals
with positive or inconclusive SICTT result were slaughtered. During the macroscopic
examination, samples of organs with lesions suggestive of tuberculosis were
collected and sent for culture on Stonebrink medium, search for acid-resistant bacilli
(AFB) by Ziehl-Neelsen stain (ZN) and molecular identification isolates by
polymerase chain reaction (PCR) with primers JB21/JB22. Tuberculosis was
diagnosed by SICCT in 24/200 (12%) of the cattle. Of these, 23 were positive and
one was inconclusive. All 24 cattle had gross lesions of tuberculosis. The
microbiological examination (culture and ZN) of these lesions allowed the isolation of
AFB, and PCR identified the presence of M. bovis in all isolates. We conclude that,
by detecting lesions suggestive of tuberculosis in one cattle, the slaughter sanitary
inspection contribut to the retrospective epidemiological investigation of an outbreak
of tuberculosis in cattle. In the second study, the aim was to isolate and identify M.
bovis in the milk of lactating cows originated from the same herd diagnosed with
tuberculosis through the SICCT. Samples of fresh milk from 27 cows were cultured in
a Stonebrink medium and incubated for 90 days. The isolated colonies were stained
by ZN technigue and identified by PCR using two pairs of primers: TB11/TB12 for
identification of Mycobacterium spp JB21/JB22 and to identify the species M. bovis.
Of the 27 samples of fresh milk subjected to cultivation, 12 were AFB and all
confirmed as Mycobacterium spp by TB11/TB12 primers. Of these, four were of M.
bovis detected by the presence of amplification product generated by the use of
primers JB21/JB22. We conclude that the presence of M. bovis and other
mycobacteria in raw milk of cows from herds with a diagnosis of tuberculosis poses a
risk for human consumption, not only by the possibility of contracting zoonotic
tuberculosis, but also other mycobacteria. The results of this study indicate that M.
bovis is present in cattle from Mato Grosso do Sul and can be found both in tissues
and in the fresh milk of cows coming from herds diagnosed with tuberculosis.
Besides the risk predominantly occupational of human infection by M. bovis through
respiratory (inhalation of infected droplets) and cutaneous (through interruption of the



skin) routes, measures such as boiling / pasteurizing milk and dairy products and
total cooking the meat for consumption are essential to prevent transmission of M.
bovis to humans through the digestive system and strengthen the prevention and
control of zoonotic tuberculosis.

Key-words: Tuberculosis. Zoonosis. Diagnosis. Mycobacterium bovis. Public Health.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AFB Bacilos Alcool-Acido Resistentes, do inglés Acid Fast Bacilli
BAAR Bacilos Alcool-Acido Resistentes

BCG Bacillus Calmette-Guérin

DR Repeticao direta, do inglés Direct Repeat

ELISA Ensaio de imunoadsorgéo enzimatica, do inglés Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay

HE Hematoxilina-Eosina

HIV Virus da imunodeficiéncia humana, do inglés Human Immunodeficiency
Virus

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IFN-y Interferon gama

IL-2 Interleucina-2

LACEN- Laboratério Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul
MS

LSS Lauril Sulfato de Sédio

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

MDR Multidrogasresistentes

MIRU Unidades Repetitivas de Interespacadores Micobacterianos, do inglés,

Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit

NaOH Hidroxido de Sédio

OIE Organizacao Mundial para Saude Animal

OMS Organizacdo Mundial da Saude

PCR Reacdo da Polimerase em Cadeia, do inglés Polymerase Chain
Reaction

PRA Andlise com Enzimas de Restricdo, do inglés Restriction Enzyme

Analysis



PNCEBT

PPD

RFLP

SICTT

TCC
TCS
Thl
TPC
ZN

ZNF

Programa Nacional de Controle e Erradicacéo da Brucelose e
Tuberculose Animal

Derivado Protéico Purificado, do inglés Purified Protein Derivative

Analise do polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo, do
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism

Teste cervical comparativo, do inglés Single Intradermal Comparative
Tuberculin Test

Teste Cervical Comparativo

Teste Cervical Simples

Linfocito T auxiliar 1, do inglés T helper
Teste da Prega Caudal

Ziehl Neelsen

Ziehl Neelsen-Faraco
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1 INTRODUCAO

A reemergéncia de enfermidades € um tema preocupante e nos ultimos anos
aguelas que afetam o0s animais destacam-se, pois muitas Sdo zoonoses que
ameacam a saude humana, tanto pela transmisséao direta do patdgeno do animal
para o homem, quanto indiretamente pelo consumo de produtos de origem animal
contaminados. Além disso, essas enfermidades interferem negativamente na
producdo animal e resultam na reducao da oferta de alimentos a populacdo. Mesmo
doencas endémicas incluidas em programas de controle podem, em determinadas
circunstancias, aumentar a sua incidéncia.

Fatores como a intensa movimentacdo de diferentes espécies animais,
ameacas constantes ao equilibrio ecoldgico, microorganismos de dificil cultivo ou
nunca antes isolados e até mesmo bioterrorismo implicam na permanéncia das
doengas zoondticas e também no aumento de suas emergéncias (BROW, 2004).

A atualidade e importancia da pesquisa da tuberculose sao indiscutiveis, pois
0S avangos no seu conhecimento e a tecnologia disponivel para seu controle, ndo
tém sido suficientes para causar impacto significativo na reducdo de sua morbidade
e mortalidade, principalmente nos paises em desenvolvimento (ABRAHAO, 1999).

A tuberculose é uma doenca de alta relevancia econémica para a criacédo de
bovinos uma vez que afeta diretamente a produtividade e também influencia o
comeércio internacional dos animais e seus subprodutos. Além disso, a tuberculose
bovina tem potencial zoonético e, portanto representa risco para saude publica
(MICHEL et al., 2010).

A tuberculose bovina € uma zoonose, doenga ou infecgdo naturalmente
transmissivel entre os animais vertebrados e o homem, causada por Mycobacterium
bovis, cujo hospedeiro primario € o bovino, mas diversas espécies de mamiferos
domésticos e silvestres, inclusive o homem, sdo também susceptiveis ao mesmo
bacilo (BIET et al., 2005; CORNER, 2006).

E uma das mais graves e antigas enfermidades infecto-contagiosas
conhecidas e caracteriza-se pela evolugcdo geralmente crénica, inicialmente
subclinica, evidenciando sintomas apenas quando ha comprometimento dos 6rgaos
atingidos (GUTIERREZ et al., 1998).



Distribui-se por todo o mundo e causa impacto sanitario e econOmico
negativos nos paises afetados, particularmente naqueles em desenvolvimento
(ROXO, 1997). Em alguns paises desenvolvidos ha uma preocupacdo crescente
com a tuberculose zoonadtica devido a presenca de reservatorios silvestres que tém
sido responséveis pela reintroducdo da doenca e aumento alarmante do niumero de
casos de tuberculose bovina (GARNIER et al., 2003; MICHEL et al., 2006).

No ser humano a infeccdo é causada principalmente por Mycobacterium
tuberculosis, mas o patégeno proprio dos animais, M. bovis, tem sido provavelmente
0 agente zoonotico mais importante da humanidade (ACHA; ZYFRES, 1986;
ABALOS; RETAMAL, 2004).

Mesmo que o controle da infeccdo por M. bovis em animais tenha contribuido
para a reducdo da infeccdo humana, a tuberculose € considerada atualmente um
problema reemergente. Os fatores que contribuem para isso sdo as cepas
multidrogaresistentes (MDR), a disseminacdo do virus da imunodeficiéncia humana,
a presenca de reservatérios silvestres e a persisténcia do agente nos bovinos.
Estima-se que entre 2002 e 2020 aproximadamente um bilhdo de pessoas seréo
infectadas, mais de 150 milh6es desenvolverdo a doenca e 36 milhbes morrerdao de
tuberculose (ABALOS; RETAMAL, 2004).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) decretou a tuberculose como um
“‘estado de emergéncia mundial’. A infec¢do por M. bovis no ser humano e em
animais e a consideravel importancia em saude publica resultou em uma convencao
sobre tuberculose zoondética em Genebra, Suica. Entre varias recomendacdes estao:
necessidade de informacdes sobre a distribuicdo e prevaléncia da infeccéo e doenca
devidas ao M. bovis em animais e humanos; a necessidade de evidenciar a
importancia do M. bovis na atual epidemia de tuberculose humana nos paises em
desenvolvimento; o conhecimento do mecanismo de transmissdo da doenca; a
realizacdo de estudos epidemiologicos bem planejados que servirdo de base para
programas de controle; o desenvolvimento de testes diagnésticos que discriminem
cepas dentro do complexo M. tuberculosis e a efetiva colaboracdo entre os
profissionais de saude, principalmente médicos e veterinarios, para a investigacao
da importancia zooné6tica do M. bovis (ABRAHAO, 1999).

A Organizacdo Mundial para Saude Animal (World Organisation for Animal
Health - OIE) também tém demonstrado a sua preocupacdo com as doencas



zoonoticas e publicou em 2000 e em 2004 importantes discussfes sobre o assunto
(BROW, 2004).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT) foi instituido em 2001 com o propoésito de diminuir o
impacto negativo dessas zoonoses na saude humana e animal e aumentar a
competitividade da pecuéria nacional (BRASIL, 2001). O programa nacional
determina que o0 servico de inspecdo sanitaria envie as lesdes sugestivas de
tuberculose detectadas no abate a um laboratorio credenciado para a confirmacéo
da doenca, mas somente dos bovinos oriundos de propriedades certificadas livres
de tuberculose. As lesdes encontradas nos demais bovinos devem apenas ser
comunicadas ao servico de defesa oficial (BRASIL, 2006). Em paises onde os
programas de controle da doenca estdo avancados e a prevaléncia de tuberculose é
baixa, como ocorre nos Estados Unidos, toda lesdo sugestiva deve ser analisada e,
temporariamente, sdo tomadas para andlise, amostras aleatérias de tecidos sem
lesédo (KANEENE et al,, 2006).

Em relacdo ao agronegécio, o impacto negativo da doenca na pecuaria causa
prejuizos na ordem de trés milhdes de dolares (GARNIER et a.l, 2003) com queda
na produtividade, morte dos animais e impossibilidade de atender as exigéncias
sanitarias dos paises importadores de bovinos e seus subprodutos (JORGE et al.,
2001).

Os dados disponiveis no Brasil sobre a tuberculose humana causada por M.
bovis sdo precarios. Evidencia-se, portanto, a necessidade de uma politica de aporte
de recursos humanos, materiais e financeiros, que envolvam a cooperacdo de
orgaos vinculados a saude publica e corrobore com as recomendacfes da OMS.

Medidas como a fervura e pasteurizacdo do leite e seus subprodutos,
protecdo dos individuos que se ocupam dos animais, especialmente trabalhadores
da industria de carne, e a adoc¢éo de tratamentos de curta duragcdo para o homem
com observagdo do paciente continuam sendo validas para o controle e prevencgéo
da tuberculose zoondética. Com as ferramentas atuais para o diagndstico e controle
da doenga nos animais e de sua transmisséo ao ser humano, a reemergéncia é um
retrocesso na historia dessa zoonose. Entretanto, a auséncia de recursos e de
técnicas avancadas nos programas de controle pode traduzir-se na perpetuacéo do
problema uma vez que o patdégeno é transmitido e sobrevive indefinidamente em

seus hospedeiros, gera enfermidade em determinadas circunstancias e esta



tornando-se resistente as escassas drogas que sdo habitualmente utilizadas para o
seu controle no ser humano.

Assim, medidas sanitarias integradas envolvendo os diferentes segmentos da
saude humana e animal pode proporcionar uma ampla abordagem da epidemiologia

da tuberculose e atenuar a incidéncia de M. bovis nos animais e no homem.



2 OBJETIVOS

- identificar casos de tuberculose bovina em Mato Grosso do Sul por meio de
diagnéstico clinico, bacteriolégico e molecular;

- avaliar a contribuicdo da vigilancia sanitaria na deteccdo de lesdes
sugestivas de tuberculose em bovinos oriundos de rebanho com diagnéstico clinico
de tuberculose;

- identificar focos da infeccao tuberculosa por meio do estudo retrospectivo de
rebanhos;

- verificar a presenca de micobactérias no leite de vacas em lactacdo oriundas
de rebanho com diagndstico clinico de tuberculose por meio de tuberculinizagéo;

- relatar a presenca de outras micobactérias detectadas no diagnostico
bacteriol6gico das amostras biologicas estudadas.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Classificacdo e caracteristicas morfolégicas e biolégicas de
Mycobacterium spp

As micobactérias que causam tuberculose em mamiferos pertencem a Classe
Actinobacteria, Ordem Actinomycetales, Familia Mycobacteriaceae, Género
Mycobacterium e fazem parte do complexo Mycobacterium tuberculosis, um grupo
de espécies relacionadas constituido, atualmente, por sete espécies -
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti,
Mycobacterium africanum (componentes classicos), Mycobacterium canetti,
Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipeddi — responsaveis por patologia
similar em diferentes hospedeiros mamiferos (SMITH et al., 2006). Embora M.
canetti cause tuberculose em humanos, apenas poucas cepas tem sido isoladas e a

sua contribuicdo na epidemiologia da doenca é incerta (Niemann et al., 2000).



Mycobacterium caprae encontrada primariamente em cabras na Espanha, foi
recentemente elevada a espécie (ARANAZ et al.,, 1999; NIEMANN et al., 2002;
ARANAZ et al., 2003; COUSINS et al., 2003) e M. pinnipeddi foi isolada de focas
que parece ser seu hospedeiro natural, embora esse microrganismo seja também
patogénico para cobaias, coelhos, antas, humanos, e possivelmente, bovinos
(COUSINS et al., 2003).

A proximidade genética das espécies do complexo M. tuberculosis pode ser
verificada pelo alto grau de similaridade em nivel de DNA e pela sequéncia 16s
rRNA idéntica, mas diferem enormemente em termos de hospedeiro preferencial,
caracteristicas fenotipicas e patogenicidade (NIEMANN et al., 2000; BROSCH et al.,
2002; ARANAZ et al., 2003).

Micobactérias do complexo M. avium-intracellulare ndo causam tuberculose
mas podem ser patogénicas para aves e mamiferos. Mycabacterium avium subsp.
paratuberculosis € agente etioldégico da paratuberculose ou doenca de Johne em
ruminantes (DRIEMEIER et al., 1999) e também tem sido isolada de tecido de
humanos com doenca de Crohn (BIET et al., 2005; CARVALHO et al., 2009).

Micobactérias sdo estruturalmente relacionadas as bactérias Gram positivas,
mas nao se classificam como tal, pois as moléculas ligadas a sua parede celular sao
lipideos, ao invés de proteinas ou polissacarideos, que frequentemente nao retém
cristal violeta e aparecem como “fantasmas” apods coloracdo de Gram (BARRERA,
2007). Séo bacilos pequenos e sem mobilidade, ndo esporulados, ndo capsulados e
nao flagelados. Como o ambiente muda, o bacilo é capaz de trazer a tona diferentes
mecanismos fisioldgicos, a fim de sobreviver mesmo em condi¢Bes adversas. Essa € uma
estratégia ndo so para a patogenicidade, mas também para a persisténcia das espécies. Ha
muito tempo demonstrou-se experimentalmente que, durante o curso da infeccdo em
camundongos, M. tuberculosis pode mudar o seu comportamento aerébico baseado no
metabolismo de carboidratos para microaerofilia utilizando lipideos (BLOCH; SEGAL, 1956).
Com o completo sequenciamento do genoma de M. tuberculosis, um numero
exageradamente elevado de genes supostamente envolvidos no metabolismo de &cidos
graxos foi identificado. Esse fendbmeno pode estar relacionado a capacidade do patégeno de
crescer ou persistir nos tecidos do hospedeiro onde os acidos graxos sejam a principal fonte
de carbono (NEYROLLES, 2006), o que sustenta a hipotese da microaerofilia.

As micobactérias assim como bactérias dos géneros Corynebacterium,

Nocardia e Rhodococcus, sé@o bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), isto é,
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quando corados pela fuccina a quente resistem a descoloracdo com &lcool-4cido -
coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN).

A parede celular das micobactérias € complexa, constituida por 60% de
lipideos, como acidos micadlicos e micosideos, e por polipeptidios. A parede celular é
composta pela membrana citoplasméatica em sua face interna, uma camada
intermediaria de peptidoglicanos e uma camada externa de &cidos micolicos
especificos ligados ao acucar arabinogalactano. O complexo micolilarabinogalactano
impermeabiliza a superficie da micobactéria, tornando-a muito resistente a
compostos hidrofilicos e a dessecacdo, além de dificultar a captacdo de nutrientes
retardando o seu crescimento (CORNER, 1994). A andlise quimica da composi¢ao
molecular especifica dos diferentes grupos funcionais de acidos micdlicos possibilita
a identificacdo da espécie da micobactéria envolvida. Este método também pode ser
usado na rotina de identificagdo de micobactérias (LEITE et al., 1998).

As espécies do género Mycobacterium spp. crescem em meios especias
compostos de ovo e amido, enriquecidos com asparagina e contendo verde
malaquita para inibir contaminantes. O glicerol dificulta o crescimento de M. bovis,
mas favorece o crescimento de todos 0s outros microrganismos do género. Em
meios de cultura a base de ovo, é tipico o crescimento de coldnias pequenas,
arredondadas, de coloracdo amarelo-palida, com borda irregular e superficie
granular. As micobactérias também crescem em meios a base de agar; nestes as
colénias sdo brancas, finas, asperas e planas, exceto no centro onde sdo mais
volumosas (CORNER, 1994). Micobactérias do complexo M. tuberculosis encontram
condi¢Oes ideais de multiplicacdo em animais de sangue quente, aproximadamente
37 °C e pH neutro (BARRERA, 2007).

As micobactérias sdo sensiveis a pasteurizacao, a fervura e a incidéncia de
luz solar direta em ambiente seco. Desinfetantes fendlicos, formdlicos, alcool e
hipoclorito de sédio séo eficientes no combate ao bacilo, mas sua agdo pode ser
afetada pela concentracdo do produto, tempo de exposi¢cdo, temperatura e presenca
de matéria organica. Os bacilos podem sobreviver por seis meses a quatro anos em

locais umidos, com temperatura amena e ao abrigo da luz solar (ROXO, 1997).

3.1.1 Mycobacterium bovis
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Mycobacterium bovis € um patdégeno que habita preferencialmente o meio
intracelular de fagocitos mononucleares e, como as demais micobactérias do
complexo M. tuberculosis, € hospedeiro-dependente e ndo pode multiplicar-se no
meio ambiente. Porém, sdo capazes de se reproduzir in vitro. M. bovis &
microaerdfilo, ou seja, cresce preferencialmente em uma tensdo reduzida de
oxigénio. M. bovis ndo é capaz de metabolizar glicerol em piruvato como fazem as
outras espécies do complexo. A analise da sequencia genbmica dessa espécie
confirmou que todos 0s genes requeridos para a formagdo do piruvato ndo sao
funcionais. Desse modo, M. bovis cresce muito melhor na presenca de piruvato
como fonte de carbono (BARRERA, 2007).

Na baciloscopia, M. bovis aparece como cocobacilo de coloracdo vermelho
intensa, medindo de 0,3 a 0,6 um de largura por 1 a 4 um de comprimento
(CORNER, 1994).

A forma mais eficiente de infeccdo por M. bovis é pelo contato direto com o
animal contaminado. Causa tuberculose primariamente em bovinos, mas é o
membro do complexo M. tuberculosis que tem a mais ampla gama de hospedeiros
mamiferos domeésticos, inclusive o homem, ou silvestres. Os hospedeiros de M.
bovis comportam-se como reservatérios da infeccdo ou como hospedeiros
ocasionais que participam do ciclo de transmissédo do agente (HADDAD et al., 2004;
SMITH et al., 2006; MICHEL et al., 2010).

De acordo com a OIE, M. bovis é classificado como um patégeno de risco 3
para a saude publica cujo risco individual é alto e para a comunidade é limitado
(OIE, 2005; THOEN et al., 2006).
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3.2 Epidemiologia da tuberculose bovina

3.2.1 Distribuicdo geogréfica

A tuberculose bovina possui distribuicdo mundial, mas a sua prevaléncia é
maior em paises em desenvolvimento onde o conhecimento da epidemiologia da
doenca e as acdes concretas para o seu controle sédo limitadas (REVIRIEGO
GORDEJO; VERMEERSCH, 2006).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
a populacdo bovina no Brasil € de 205.292.000 de cabecas das quais 34,4% estao
na regido Centro Oeste que também apresentou o maior crescimento em relacéo ao
rebanho efetivo nacional (2,5%) em 2009. O Brasil tem o segundo maior rebanho
bovino do mundo, é o segundo maior produtor e o principal exportador mundial de
carne bovina (BRASIL, 2010).

Mato Grosso do Sul tem o terceiro maior rebanho bovino do pais com
22.325.623 cabecas o que representa 10,9% no efetivo total, atras de Minas Gerais
com 22.469.791 e Mato Grosso com 27.357.089 (BRASIL, 2010).

No Mato Grosso do Sul, Schenk e Schenk (1982) encontraram prevaléncia de
0,2% de bovinos com lesfes sugestivas de tuberculose em abatedouros, no periodo
de 1974 a 1979. Jorge (2001) e Araujo et al. (2005) isolaram e identificaram M. bovis
em amostras de O6rgdos de bovinos com lesdes sugestivas de tuberculose
detectadas pela inspecédo sanitaria de abate e confirmam a presenca da tuberculose
bovina no rebanho desse estado.

No Brasil, os dados de notificacdes oficiais de tuberculose bovina indicaram
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de 1989 a
1998 (BRASIL, 2010). Estudos isolados realizados em diferentes estados a partir do
exame de carcacas em matadouros-frigorificos estimaram prevaléncia de
tuberculose bovina de 0,17% em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 1986), 5,16% no
Para (ALFINITO; OLIVEIRA 1986), 0,36% em S&o Paulo (RICCETTI et al., 1989) e
0,64% no Rio Grande do Sul (ANDRADE et al.,, 1991). Em Minas Gerais a

prevaléncia de tuberculose em bovinos de corte abatidos no periodo de 1993 a 1997
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em frigorificos sob inspecdo federal foi de 0,7%. Os indices encontrados séo
subestimados, pois a prevaléncia real deve considerar os casos de tuberculose sem
lesbes macroscopicas detectaveis no exame post mortem (BAPTISTA et al., 2004).

Em 1999 um levantamento realizado no estado de Minas Gerais nas regides
do Triangulo Mineiro e Centro Sul envolvendo aproximadamente 1.600 propriedades
e 23.000 animais, estimou a prevaléncia de animais infectados em 0,8%. O indice
geral de propriedades com animais reagentes foi de 5% e no universo de
propriedades produtoras de leite com algum grau de mecanizacdo da ordenha e de
tecnificacdo da produgéo, 15% (BELCHIOR, 2001).

Poucos estudos tém sido publicados quanto a prevaléncia da tuberculose
bovina em paises em desenvolvimento. As prevaléncias de bovinos infectados foram
estimadas em 0,005% no Uruguai e 0,37% na Venezuela. Na Colémbia, a infeccéo
ainda ocorre em areas geograficamente circunscritas, enquanto que no Suriname
ndo tem sido detectada desde 1985 (KANTOR; RITACCO, 1994). Nicaradgua,
Honduras e Republica Dominicana apresentam prevaléncias menores que 1% e
Argentina e Chile 2,2% e 4% respectivamente (ABALOS; RETAMAL, 2004).

Recentemente, uma atualizagcdo nos programas de controle da tuberculose
nos paises da América Latina e Caribe concluiu que 70% do rebanho bovino estdo
em paises onde a taxa de infeccdo por M. bovis € maior que 1%: Haiti no Caribe,
Guatemala na América Central, e Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Equador, Peru e
Guiana na América do Sul. Os 30% restantes estdo em paises onde a infec¢éo afeta
menos de 1% dos bovinos ou é virtualmente nula como ocorre no Caribe: Antigua,
Bahamas, Barbados, Bermuda, Ilhas Virgens, Dominica, Granada, Guadaloupe,
Montserrat, Antilhas Holandesas, Saint Kitts e Nevis, Santa Lucia, Sado Vicente,
Granadinas, Trinidad Tobago, Jamaica e Cuba; na América Central: Panama,
Honduras e Belize; e na América do Sul: Colédmbia, Suriname, Uruguai e Venezuela
(KANTOR; RITACCO, 2006).

Nos paises desenvolvidos, a tuberculose bovina encontra-se em fase
avancada de controle ou erradicagdo, como se observa nos Estados Unidos e no
Canada, onde a incidéncia da doenca é muito baixa, contando inclusive com areas
livres da doenca (ESSEY; KOLLER, 1994).

Os paises membros da Comunidade Européia, segundo levantamento
realizado em 1991, apresentavam prevaléncias variadas de tuberculose bovina. A

Dinamarca, Luxemburgo e os Paises Baixos eram considerados areas livres;
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Alemanha, Bélgica, Portugal e Gra-Bretanha tinham taxas muito baixas, 0,0024%,
0,01%, 0,12% e 0,15%, respectivamente; Grécia e Franca, com casos esporadicos
da doenca; Irlanda com 8,8% de casos de tuberculose bovina e Italia com 3,71%
ainda ndo haviam alcancado a erradicacdo. Na Espanha, onde o programa nacional
de erradicacado era recente, a infeccéo atingia 10% do rebanho bovino (CAFFREY,
1994). Atualmente a Unido Européia conta com 12 membros considerados
oficialmente livres de tuberculose (ABERNETHY et al., 2006).

3.2.2 Hospedeiros de Mycobacterium bovis

A tuberculose tem sido relatada em uma variedade de espécies de mamiferos
domeésticos e silvestres, incluindo os primatas e espécies exaticas de vida livre ou de
cativeiro. No homem, M. bovis causa doenca clinicamente idéntica aquela causada
por M. tuberculosis (PRITCHARD, 1988).

Os bovinos, suinos e bubalinos sédo as principais espécies de hospedeiros
domésticos de M. bovis embora os ovinos, caprinos, equideos, caninos e felinos
também sejam susceptiveis. No Brasil e na Argentina, onde a tuberculose bovina é
um problema importante, a infeccdo de porcos domésticos por M. bovis é comum e
representa um reservatorio adicional da doenca (MORRIS et al., 1994; GUTIERREZ
et al., 1998). Mota et al. (2001) relataram tuberculose em um cédo que vivia em
estreita relacdo com bufalos que apresentavam prevaléncia de 20,4% de animais
reagentes a tuberculina, o que demonstra a importancia do cdo na cadeia de
transmissdo da tuberculose bovina.

Mycobacterium bovis é mais frequentemente isolado a partir de bovinos
domesticados embora possa ser recuperado de outros bovideos e demais
mamiferos. O isolamento da micobactéria a partir de diferentes hospedeiros
demonstra a disperséo de cepas em um hospedeiro alternativo ou a ampliagéo da
preferéncia por espécies hospedeiras (SMITH et al., 2006).

A infeccdo por M. bovis foi também detectada em animais silvestres e pode
ter severas consequéncias para o ecossistema (COUSINS et al., 2003). Tuberculose
causada por M. bovis ocorre em diferentes populacbes de animais silvestres, na

Ameérica do Norte, Europa, Africa e Nova Zelandia, e a manifestacdo da infeccio
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difere entre as espécies. Além do impacto direto nos animais silvestres, a
tuberculose tem importancia econdmica quando a espécie envolvida € um
reservatorio da infeccdo para os animais domésticos. Também pode ser significante
para saude publica se a espécie é fonte de infeccdo para a populacdo humana. Os
fatores que determinam a avaliacdo do risco para seres humanos sdo semelhantes
aos que determinam risco para os animais domeésticos (CORNER, 2006; BIET et al.,
2005).

Muitos autores afirmam que a enfermidade é rara em animais selvagens,
exceto nagueles que estejam ou tenham estado em contato com bovinos ou com o
homem infectados por M. bovis (NEILL et al., 1994). Estudo realizado na Irlanda
mostrou que espécies silvestres sdo hospedeiras que atuam na manutencdo da
infeccdo e contribuem para a persisténcia e difusdo da enfermidade, além de
interferir na eficacia de programas de erradicacdo da tuberculose em rebanhos
bovinos (GORMLEY; COLLINS, 2000).

Na Nova Zelandia, onde a presenca de reservatorios silvestres de M. bovis
tem retardado a erradicacdo da tuberculose bovina, houve evidéncias
epidemioldgicas de que Trichosurus vulpecula, uma espécie de marsupial silvestre,
foi o principal vetor da tuberculose para os bovinos em algumas areas nas quais 0s
rebanhos tornaram-se reinfectados ap6s a aplicacdo do sistema de saneamento
“teste e abate” dos animais positivos (TWEDDLE; LIVINGSTONE, 1994).

Nos Estados Unidos, os cervideos infectados por M. bovis também
representam fonte de infeccdo para animais domésticos (GRIFFIN; BUCHAN, 1994).
No Canada a reemergéncia da tuberculose bovina é uma ameaca concreta. Em
2005 todas as culturas positivas para M. bovis realizadas por 6rgao oficial eram de
amostras provenientes de animais silvestres (LUTZE-WALLACE; TURCOTTE,
2006).

Na Europa experimentos confirmaram que o texugo, um mamifero silvestre,
transmite M. bovis para bovinos (NOLAN; WILESMITH, 1994).

3.2.3 Transmissado e vias de infeccao
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Mesmo antes de desenvolver lesfes teciduais, o bovino infectado ja € capaz
de disseminar M. bovis por secrecdo nasal, leite, fezes, urina, secrecao vaginal,
sémen e pela via uterina constituindo, ele préprio, a principal fonte de infeccao
(MCILROY et al., 1986). O uso de utensilios contaminados como, por exemplo,
ordenhadeira mecéanica na glandula mamaéria resulta em transmissao iatrogénica
(NEILL et al., 1994).

A distribuicdo das lesfes tuberculosas encontradas em bovinos naturalmente
infectados mostra que 80 a 90% destas infeccdes ocorrem pela via respiratoria
sendo esta a via de infeccado mais frequente (MORRIS et al., 1994). Sabe-se que um
Unico bacilo transportado no interior de uma goticula € suficiente para estabelecer a
infeccdo no pulmdo do bovino (MENZIES; NEILL, 2000). A transmissdo da
tuberculose bovina pela via respiratéria € facilitada pela convivéncia natural, em
especial em rebanhos com alta densidade populacional e substancial movimentacao
de animais. A excrec¢do respiratéria seguida pela inalacdo de M. bovis é considerada
a principal via através da qual a transmissdo bovino-para-bovino ocorre. A ingestao
de M. bovis a partir de animais infectados ou de pastagem, agua e fémites
contaminados € considerada uma via de infeccdo secundaria a respiratéria devido a
uma quantidade menor de casos de bovinos com lesdes mesentéricas. Embora
menos freqlente, a transmissao vertical pela via orofaringea é a principal forma de
contaminacgao para bezerros jovens gque se alimentam de leite materno contaminado
por M. bovis proveniente de vacas tuberculosas. A transmissao genital e a infec¢ao
congénita ndo sdo comuns principalmente em regides onde programas de controle
da tuberculose sao intensificados (NEILL et al., 1994; BIET et al., 2005).

3.2.4 Patogenia

A via de infeccdo por M. bovis pode ser deduzida a partir da localizacéo das
lesbes post mortem. Lesdes restritas a cavidade toracica sugerem que a infecgéo
ocorreu pela inalagdo de aerossois, enquanto que as lesdes encontradas nos
linfonodos mesentéricos sugerem que a infeccdo foi adquirida pela ingestdo do
agente (POLLOCK; NEILL, 2002). No entanto, com a generalizagdo da infec¢ao as

lesbes podem ser encontradas em praticamente todos os 6rgaos (ROXO, 1997).
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Cerca de 90% dos casos de tuberculose bovina ocorre pela inalacdo de
aerossois contaminados com M. bovis (ROXO, 1997). Ao atingir o alvéolo o bacilo é
fagocitado por macréfagos que, por quimiotaxia, migram até o foco da infeccdo. Se
0s bacilos resistirem aos efeitos bactericidas dos macrofagos ocorrera multiplicacao
dos mesmos até 2 a 3 semanas apoés a inalagdo do agente infeccioso. Na tentativa
de conter o crescimento intracelular das micobactérias o hospedeiro destréi seus
préprios tecidos através da necrose de caseificacdo resultante da reacdo de
hipersensibilidade tardia desencadeada pela ativacdo dos macrofagos por interferon-
gama (IFN v) e interleucina-2 (IL-2), citocinas liberadas por linfécitos T auxiliares
(Th1) aproximadamente dez dias ap0s o inicio da infeccdo. Novas células de defesa
migram para o local dando origem a uma lesdo granulomatosa especifica (BRASIL,
2003). A area central do granuloma é constituida por macréfagos que assumem a
forma de células gigantes multinucleadas resultantes da fusdo de varios macréfagos,
também conhecidas como “células de Langhan”, e por macréfagos alongados como
as células epiteliais conhecidos como “células epitelidides” (NEILL et al., 2005).
Linfocitos, mondcitos e outras células sangulineas circundam a lesdo que pode sofrer
fibrose periférica e posterior calcificacdo. As células do centro dos gralunomas
maiores podem ficar isoladas e morrerem, provavelmente por combinacdo da
hipdxia com os efeitos citototoxicos dos macréfagos ativados. Como o tecido morto
do centro do granuloma se transforma em uma massa esbranquicada ou amarelada,
pastosa, fridvel, lembrando a caseina do queijo, este processo € chamado de
necrose de caseificacdo (BERNHAGEN et al.,1996; KOBAYASHI et al., 2001).

A presenca de uma lesdo no ponto de entrada do M. bovis e no linfonodo
regional constitui o complexo primario (ROXO, 1997). O trato digestivo também é
porta de entrada da tuberculose bovina, principalmente em bezerros alimentados
com leite proveniente de vacas com mastite tuberculosa e em animais que ingerem
agua ou forragens contaminadas. Nesse caso, o complexo primario se localizara nos
orgaos digestivos e linfonodos regionais (BRASIL, 2006). Nessa fase, pode ocorrer
aparente cura da infeccdo. Entretanto, em decorréncia de uma reinfec¢cdo endoégena
ou exogena que provoca a recrudescéncia e disseminacdo das lesbes a infeccéo

atinge tecidos vizinhos e pode se disseminar por todo o organismo (ROXO, 1997).
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3.2.5 Sinais clinicos

A tuberculose bovina € uma doenca infecciosa de evolucdo cronica; sé
raramente pode se manifestar de forma aguda. Frequentemente infecgdes recentes
nao apresentam sinais clinicos. Esses podem aparecer em estagios mais avancados
da doenca e caracterizam-se por emaciacao progressiva, aumento de volume dos
linfonodos e, em alguns casos, tosse, dispnéia e episodios de diarréia intercalados
com constipacdo (ROXO, 1997). Dificuldade em ganhar ou manter peso e queda na
producéo de leite também sao relatados (OLMSTEAD; RHODE, 2004).

3.2.6 Diagndstico

O diagnostico indireto in vivo da tuberculose bovina é realizado por meio de
testes cutdneos com tuberculinas. As tuberculinas disponiveis sao extratos
antigénicos de proteinas purificadas ou PPD (purified protein derivative), de isolados
AN5 de M. bovis (PPD bovino) e D4 de M. avium (PPD aviario). Embora descritas
como puras, as tuberculinas sdo uma mistura de proteinas, lipideos, acUcares e
acidos nucléicos, o que inclui uma grande variedade de antigenos, alguns comuns a
varias espécies de micobactérias que contribuem para as reacfes inespecificas
(MONAGHAN et al., 1994). Mesmo gue os testes tuberculinicos ndo diferenciem as
espécies de micobactérias; ndo distinguem estagio latente da infec¢cdo de doenca, e
nao identifiguem animais anérgicos; e que a exposicdo a micobactérias ambientais
além de erros do operador possam levar a falsos resultados (DE LA RUA-
DOMENECH et al., 2006), ainda ndo existe um método mais preciso ou satisfatério
para substitui-los (MICHEL et al., 2010).

Os testes cutaneos utilizando tuberculinas para o diagnostico de tuberculose
podem ser de trés tipos. O teste da prega caudal (TPC) é utilizado como prova de
triagem, porém, exclusivamente em gado de corte; o teste cervical simples (TCS) é a
prova de rotina em gado de leite devido a sua boa sensibilidade; e o teste cervical

comparativo (TCC) € a prova confirmatéria para animais reagentes ao TPC ou ao
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TCS. Todavia, também pode ser empregado como Unica prova diagnostica em
rebanhos com histérico de reac¢des inespecificas (BRASIL, 2006).

No TPC a tuberculina bovina € inoculada por via intradérmica na dosagem de
0,1 mL, de seis a 10 cm da base da cauda, na juncéo das peles pilosa e glabra em
quaisquer dos lados, desde que se utilize o0 mesmo lado para todos os animais do
rebanho. A formacdo de uma pépula no local de aplicacdo da tuberculina indica que
a inoculacdo foi correta. A leitura do teste € realizada apés 72 + 6 horas da
inoculacdo, comparando-se, por avaliacao visual e palpacao, a prega inoculada com
a prega do lado oposto. Qualquer aumento de espessura na prega inoculada
classificara o animal como reagente (BRASIL 2006).

No TCS a inoculacédo de tuberculina bovina é feita no terco médio da regido
cervical ou na regido da espinha da escapula, a 20 cm da cernelha, a uma distancia
igual das bordas superior e inferior do pescoco. A regido € demarcada por
tricotomia, devendo-se evitar local com lesdo ou nodulos de parasitos. A espessura
da dobra da pele é determinada com o auxilio de cutimetro antes da inoculagéo, e
as medidas sdo anotadas em formulario especifico. A tuberculina PPD bovina é
inoculada por via intradérmica na dosagem de 0,1 mL. Apds 72 + 6 horas da
inoculacao, é realizada nova medida da dobra da pele no local de inoculagdo da
tuberculina bovina. O resultado do teste € obtido subtraindo-se da medida da dobra
da pele 72 horas apés a inoculacdo, a medida da dobra da pele tomada no dia da
inoculacdo da tuberculina bovina (AB). Os resultados séo interpretados de acordo
com os critérios definidos no Regulamento Técnico do PNCEBT: se AB for de até
1,9 mm o resultado do teste € negativo; se AB for de 2,0 a 3,9 mm e o local da
inoculacdo apresentar pouca sensibilidade a dor, consisténcia endurecida e reagao
delimitada o resultado pode ser considerado inconclusivo, mas se houver muita dor,
consisténcia macia e presenca de exsudato ou necrose o resultado é positivo como
também o é se a AB=4,0 mm (BRASIL 2006).

No TCC, as tuberculinas sdo inoculadas por via intradérmica na dosagem de
0,1 mL, sendo o PPD aviario inoculado cranialmente e o PPD bovino caudalmente. A
inoculacao de tuberculina PPD aviaria é feita na juncéo do terco anterior e do tergo
meédio da regido cervical ou a frente da espinha da escapula a 20 cm da cernelha, a
uma distancia igual das bordas superior e inferior do pescoco. A tuberculina bovina é
inoculada na juncéo do terco médio e terco posterior na regido cervical ou atras da

espinha da escapula a 20 cm da cernelha, a uma distancia igual das bordas superior
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e inferior do pescogo. Deve-se manter uma distancia de 15 a 20 cm entre as duas
inoculagdes. Recomenda-se que as inoculagbes sejam efetuadas de um mesmo
lado de todos os animais do estabelecimento de criagcdo. Os locais de inoculacao
sdo demarcados por tricotomia. Antes das inoculacdes, as medidas da espessura
das dobras da pele dos locais da inoculagdo da tuberculina PPD aviaria e da
tuberculina PPD bovina sdo determinadas com o auxilio de cutimetro e anotadas em
formulario especifico. Apés 72 £ 6 horas das inoculacdes, sdo realizadas novas
medidas das dobras da pele. O resultado do teste € obtido subtraindo-se da medida
da dobra da pele obtida 72 horas apés a inoculagdo, a medida da dobra da pele
tomada no dia da inoculagdo, tanto para a tuberculina aviaria (AA) quanto para a
tuberculina bovina (AB). Em seguida subtrai-se AA de AB. Os resultados obtidos
(AB-AA) sao interpretados de acordo com os critérios definidos no Regulamento
Técnico do PNCEBT: se AB<2,0, AB<AA e AB>AA em até 1,9 mm, o resultado do
teste é negativo; se AB>AA em 2,0 a 3,9 mm o resultado do teste é inconclusivo; se
AB>AA em 4,0 mm ou mais, o resultado do teste é positivo. Resultados
inconclusivos devem ser definidos pela realizacdo de novo TCC ap6s 60 dias, ou, a
critério do médico veterinario responsavel, o animal pode ser considerado positivo
com base nas caracteristicas epidemioldgicas do rebanho analisado (BRASIL 2006).

Varios testes indiretos in vivo e in vitro para o diagnéstico da infec¢do por M.
bovis foram desenvolvidos, tais como a hipersensibilidade com ESAT-6 (POLLOCK
et al., 2003), linhagens de macréfagos (RITELLI et al., 2003), aglutinacdo em latex
(KOO et al.,, 2004), imunoadsorcao enzimatica - ELISA (DUNN et al., 2005) e
deteccdo de IFN-y bovino (WOOD et al., 1994). Os testes indiretos séo influenciados
por fatores biol6gicos, como a cinética da resposta imune natural induzida pela
infeccdo e reacbBes cruzadas com outros microorganismos que interferem com a
especificidade e mensuracao da resposta (WALRAVENS et al., 2002; CAGIOLA et
al., 2004; GORMLEY et al., 2004).

O diagnéstico histopatolégico € complementar ao exame post-mortem de
carcacas com lesdes suspeitas de tuberculose. Sob coloracdo de Ziehl-Neelsen-
Faraco (ZNF) (MENDES LUZ; ZANCHETA NETO, 2002) é uma técnica direta de
diagnostico presuntivo que detecta BAAR. J& sob coloracdo de hematoxilina-eosina
(HE) é uma técnica indireta que detecta granuloma considerado a leséo
caracteristica desta doenca (CORNER, 1994; CASSIDY et al., 1999).
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Testes diretos permitem a detec¢cdo do patdgeno em amostras clinicas e
resultam em diagnostico mais preciso. O padrdo ouro para o diagnostico da
tuberculose € o isolamento da micobactéria em meio de cultivo e a sua identificacao.
Entretanto, as micobactérias patogénicas crescem lentamente (em até 90 dias, ou
mais) sendo que 10% das amostras de M. bovis s6 apresentam col6nias visiveis
apos 60 dias de cultivo (CORREA; CORREA, 1992). A qualidade do meio de cultura,
da descontaminacdo da amostra e das condi¢cdes de incubacao aliados ao fato de
algumas amostras conterem apenas um pequeno numero de bacilos vivos também
pode comprometer o sucesso do isolamento (ARAUJO et al., 2005). Além disso, a
identificacdo da espécie por meio de provas bioquimicas é trabalhosa, requer cultura
nova, pura e abundante, condicdo s6 alcancada apds sucessivos repiques a partir
do primo isolamento (CORNER, 1994; PINTO et al., 2002; MICHEL et al., 2010).

Diversos ensaios que empregam técnicas de biologia molecular tém sido
realizados, tanto para a identificacdo de micobactérias isoladas em meio de cultura
quanto em amostras clinicas (TELENTI et al., 1993; RODRIGUEZ et al., 1995;
VITALE et al., 1998).

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction) (PCR)
consiste em uma metodologia de diagnostico rapido, pois permite amplificar uma
sequéncia especifica do DNA do agente. A qualidade da extracdo do DNA e a
escolha correta dos oligonucleotideos iniciadores (primers) a serem empregados sao
apontadas como pontos criticos para o0 sucesso da PCR (ABANTO, 2000;
ZUMARRAGA et al., 2005). Em teoria, a PCR pode ser usada para qualquer tipo de
amostra bioldgica, entretanto certas amostras podem conter inibidores da PCR que
levam a resultado falso negativo (MICHEL et al., 2010).

A eletroforese de DNA em gel de agarose e a disponibilidade de enzimas de
restricdo, que clivam o DNA em sitios definidos gerando fragmentos de diferentes
tamanhos, proporcionaram a analise de fragmentos de DNA bacteriano (MARSHALL
et al., 1981). Nesse principio, Telenti et al. (1993) formularam a técnica denominada
PCR-PRA (Polymerase Chain Reaction-Restriction Enzyme Pattern Analysis). O
método baseia-se na variacdo da sequéncia de nucleotideos do locus do gene
hsp65 presente em diferentes espécies de micobactérias. Envolve, inicialmente, a
amplificacdo de um fragmento de 439 pb comum ao género Mycobacterium, cuja
digestdo pelas enzimas de restricdo BstEll e Haelll gera fragmentos polimorficos

gue possibilitam, por meio de chaves de classificacéo, a diferenciacéo de espécies.
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Diversos estudos visando a identificacdo de micobactérias diretamente em
amostras clinicas ou a partir de culturas tém sido realizados com o uso da PCR em
tempo real (Real Time), uma técnica que permite a deteccdo rapida e precisa da
micobactéria e proporciona a confirmacdo do diagnostico em menor intervalo de
tempo (TAYLOR et al.,, 2001; HARRINGTON et al., 2007; PINSKY et al., 2008;
KUMAR et al., 2009). O fator limitante para o uso desse método € o custo, pois
necessita equipamento sofisticado de elevado valor financeiro.

Véarios métodos de epidemiologia molecular utilizando diferentes marcadores
moleculares tém sido propostos para diferenciar espécies dentro do complexo M.
tuberculosis. Para a obtencdo de resultados confiaveis, € necessario considerar as
qualidades e limites das técnicas moleculares. No caso das técnicas moleculares de
tipagem os critérios mais cruciais que devem ser considerados sao polimorfismo e
estabilidade dos marcadores (HADDAD et al., 2004).

A andlise do polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo -
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) é uma técnica que identifica
polimorfismo associado com o padrdo dos fragmentos de restricdo de mudltiplas
copias do fragmento de DNA 1S6110 como ocorre ho genoma de M. tuberculosis,
por isso é bastante usada nessa espécie para estudos de epidemiologia molecular
(THIERRY et al., 1990). Ja a maioria dos isolados de M. bovis tem apenas uma
cOpia desse fragmento (ARANAZ et al., 1996; KAMERBEEK et al., 1997).

Em micobactérias, marcadores moleculares com estrutura de minisatélites —
Unidades Repetitivas de Interespacadores Micobacterianos (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit-MIRU) sdo compostos de sequéncias de 51-77 pb
distribuidos em 41 loci ao longo do cromossomo bacteriano. Foram identificadas 12
regides de MIRU no genoma do complexo M. tuberculosis e a associacéo entre eles
leva a 16 milhdes de diferentes combinacées que permitem ndo sé identificar a
espécie de micobactéria, mas também discriminar isolados de M. bovis (SUPPLY et
al., 2000; Bo-Young, 2008).

A técnica de Spoligotyping, abreviacdo de Spacer Oligonucleotide Typing,
baseia-se no polimorfismo do l6cus cromossdmico de repeticdo direta - Direct
Repeat (DR) do complexo M. tuberculosis que contém um ndamero variavel de
sequencias curtas e idénticas intercaladas por espacadores representados por
sequencias variaveis (néo repetitivas). Um unico par de primers baseado nas duas

extremidades da sequéncia nédo variavel da DR é usado e permite a amplificacao
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dos espacadores (sequéncia variavel) entre as DR. Assim, a variagdo nos
espacadores é explorada para obter diferentes padrdes de hibridizacdo do DNA
amplificado com multiplos oligonucleotideos espacadores sintéticos
correspondentes, 0s quais sdo covalentemente ligados a uma membrana. O
polimorfismo entre dois isolados reside no fato de que um ou mais espacadores
podem ser ausentes/presentes em um isolado, mas ndo no outro. Assim, a técnica
de Spoligotyping possibilita a deteccéo e tipificacdo simultanea de micobactérias do
complexo M. tuberculosis e € indicada para a diferenciagdo de estirpes com poucas
copias de 1S6110, como ocorre em M. bovis (KAMERBEEK et al., 1997; HADDAD et
al., 2004).

Embora muito se saiba a respeito da tuberculose, o diagndstico da doenca e a
identificacdo da micobactéria infectante ainda ndo € uma questdo simples. A
identificagdo da espécie € indispensavel para o estudo da transmissdo da
micobactéria entre humanos e animais e representa um papel fundamental no

controle e vigilancia da tuberculose (MICHEL et al., 2010).

3.2.7 Controle

O controle da tuberculose bovina esta baseado no diagndstico oportuno e na
eliminacdo dos animais afetados, junto com a prevencdo da disseminacdo da
infeccdo tanto dentro como para fora dos rebanhos (MORRISON et al., 2000). O
desenvolvimento de novas técnicas para o diagnostico da infec¢do nas populacées e
a aplicacdo de técnicas de genotipificacdo para a investigacdo epidemiologica dos
isolados estdo entre as principais ferramentas que se projetam como desafios para
0s programas de controle. As técnicas tradicionais devem ser complementadas com
alternativas de maior eficiéncia, especialmente quando a prevaléncia da
enfermidade é baixa. Neste sentido, tém sido desenvolvidas diversas provas para a
deteccdo da resposta imune contra diferentes antigenos bacterianos, para a
deteccdo de IFN-y bovino e para a deteccéo direta do DNA do agente (ABALOS;
RETAMAL, 2004).

Assim como no controle da tuberculose humana, as acdes veterinarias devem

complementar-se com acompanhamento, contencdo e vigilancia dos animais
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expostos em um rebanho (COUSINS, 2001). A investigagdo de todo granuloma
bovino detectado em animais de matadouros € uma acdo complementar importante
aos programas de controle (CORNER, 1994; COUSINS, 1998), particularmente em
regides onde predomine a pecuaria de corte na qual o destino dos bovinos € o
abate.

Goncalves (1998) relata que os planos de combate a tuberculose bovina, de
eficacia comprovada em paises que realizaram programas de erradicacdo da
doenca, consistem exclusivamente em medidas de profilaxia sanitaria, pautadas
pela deteccdo de rebanhos infectados a partir da realizagcdo da tuberculinizacéo e
inspecdo de carcacas apds o abate, e na protecdo dos rebanhos nao infectados
controlando a introducéo de animais.

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT) foi instituido em 2001 pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) com o objetivo de diminuir o impacto negativo
dessas zoonoses na saude comunitaria e de promover a competitividade da
pecuaria nacional. O PNCEBT definiu uma estratégia de certificacdo de
propriedades livres ou monitoradas onde essas enfermidades sdo controladas com
rigor (BRASIL, 2006).

A estratégia deste programa consiste em um conjunto de medidas sanitarias
compulsérias, associadas a acdes de adesdo voluntaria, que dizem respeito a
certificacdo de propriedades livres e de propriedades monitoradas. O setor publico
atua como agente certificador dentro de um processo que envolve diretamente toda
a cadeia produtiva (BRASIL, 2006).

Os procedimentos de certificacdo de propriedades livres de tuberculose
obedecem aos principios técnicos estabelecidos pela Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE), ajustados a realidade dos sistemas de producédo brasileiros e
as necessidades do PNCEBT. Uma vez terminado o saneamento, a propriedade
obtém o certificado de livre ou monitorada de Brucelose e Tuberculose, cuja
manutencdo depende do cumprimento de todas as regras e normas sanitarias
estabelecidas (BRASIL, 2006).

No programa de controle adotado no Brasil, assim como nos demais paises,
esta prevista a confirmacdo do diagnostico através de analises bacteriologicas
completas nas seguintes situagbes: confirmacdo da presenca de infecgcao

tuberculosa em bovinos de um pais ou regido onde ndo foi comprovada
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anteriormente; estudo de animais positivos ao teste tuberculinico, nos quais nédo se
observaram lesdes macroscépicas sugestivas de tuberculose; confirmacdo da
presenca de infeccdo em animais positivos ao teste tuberculinico, com ou sem
lesGes macroscoépicas, de uma propriedade considerada livre ou monitorada para
tuberculose; pesquisa de micobactérias em amostras de leite e de outros produtos
de origem animal; necropsias de animais com reac¢des inespecificas, nos quais sdo

encontradas lesdes sugestivas de tuberculose (BRASIL, 2006).

3.3 Tuberculose humana causada por Mycobacterium bovis

A infeccdo humana por M. bovis foi primeiramente descrita no inicio do século
XX. Estimou-se que tenha sido a causa de 10 a 18% de todos os casos de
tuberculose, existindo uma associacdo entre o numero de casos humanos
identificados e a prevaléncia da enfermidade na populacdo bovina local (DABORN et
al., 1996; SAURET et al., 1992).

Micobacterium tuberculosis € o0 agente mais importante da tuberculose em
humanos e responde por mais de 90% dos casos. Porém, M. bovis é reportado no
mundo todo como sendo o segundo agente causal mais freqlente, responsavel por
aproximadamente 5% dos casos globais de tuberculose. Nos paises industrializados
estimou-se que uma proporcao que varia de 0,5 a 7,2% de todos os pacientes com
tuberculose comprovada bacteriologicamente era devida a M. bovis (de LA RUA-
DOMENECH, 2006). Entretanto, é nos paises em desenvolvimento que a infeccdo
humana por M. bovis constitui uma grave ameaca a saude publica e pode
representar 10 a 15% dos novos casos de tuberculose registrados anualmente
(COSIVl et al., 1998; ROCHA et al., 2011).

O homem pode se contaminar com M. bovis por meio da inalacdo de
goticulas infecciosas eliminadas pela respiragdo de animais infectados e pela
ingestao de leite in natura contaminado proveniente de vacas infectadas (THOEN et
al., 2006). O consumo de alimentos tais como nata fresca, manteiga, requeijao e
queijos brancos produzidos com leite cru também representa risco de infeccdo
(THOEN et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2008). A infeccdo em humanos ainda
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pode ser decorrente do manuseio do leite ou de carcagas provenientes de bovinos
tuberculosos assumindo, nesses casos, um carater ocupacional (CHALMERS et al.,
1996; SAURET et al., 1992) .

Em 1992 registrou-se a ocorréncia de 8.000 casos anuais de tuberculose
humana causada por M. bovis na América do Norte, América Latina e Caribe. No
mesmo ano M. bovis foi implicado em diversos casos de tuberculose humana que
variaram de 0,1% na Franca a 5% no Reino Unido. Nos Estados Unidos, em 1996,
0,1% dos casos de tuberculose humana eram devido a M. bovis, mas o indice
elevava-se para 3% na fronteira com o México, onde a doencga no gado era comum
(ABRAHAO, 1999).

Na América Latina as informacdes sobre a frequéncia de tuberculose humana
causada por M. bovis séo limitadas. Especula-se que possam ocorrer mais de 7000
casos de infeccdo humana por M. bovis a cada ano (KANTOR; RITACCO, 2006).
Estimativas indicam que do total de casos humanos, 2% da tuberculose pulmonar e
8% da extra pulmonar séo atribuidos a M. bovis. A falta de dados deve-se ao fato de
gue muitos laboratdrios de saude publica ndo empregam em sua rotina técnicas
necessarias para identificar em humanos o agente que causa a doenca nos bovinos,
e 0s atestados de Obito ndo registram a tuberculose extra pulmonar encontrada nas
autopsias (PAHO, 2001). Em particular, a tuberculose é a principal doenca entre 0s
individuos imunocomprometidos que sao suscetiveis a infeccdo por M. tuberculosis
e por M. bovis (AYELE et al., 2004).

Na Argentina, em estudo realizado no periodo de 1982 a 1984, a tuberculose
zoonGtica em adultos representou 0,36% dos casos diagnosticados por meio do
cultivo e era restrita a populacdo de alto risco, tais como trabalhadores rurais ou
magarefes (BARRERA; KANTOR, 1986). Ja no periodo de 1984 a 1989, tuberculose
zoonodtica representou 2,4% a 6,2% do total de casos de tuberculose em humanos,
sendo que 64% dos pacientes pertenciam a populacao de risco (LATINI et al., 1990).

N&o existem estimativas da proporcao de pacientes com tuberculose causada
por M. bovis no Brasil, no entanto € importante que o sistema de saude esteja atento
a possibilidade de ocorréncia deste agente. Em alguns locais, ele assume o papel de
principal agente etiologico causador da doenca, apresentando-se de forma idéntica
ao M. tuberculosis, mas com maior incidéncia da forma ganglionar e outras extra
pulmonares. Sua ocorréncia é mais frequente em comunidades que consomem leite

e derivados nédo pasteurizados ou fervidos proveniente de rebanho bovino infectado,
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e em pacientes rurais e profissionais (veterinarios, ordenhadores, funcionéarios de
matadouros, entre outros). Uma vez confirmada a contaminagdo humana, 0s
servicos sanitarios devem ser informados, para atuar na imediata identificacdo das
fontes de infeccdo e tomada das medidas de controle adequadas, prevenindo assim
a ocorréncia de novos casos (BRASIL, 2005).

Pardo et al. (2001) isolaram M. bovis do leite in natura obtido de vacas com
tuberculose; Leite et al. (2003) analisaram amostras de leite provenientes de
supermercados do estado de Sao Paulo e encontraram M. bovis em leite in natura
de vacas sem histérico de tuberculinizacdo. Nesse mesmo estudo, a andlise
bacteriologica identificou a presenca de M. bovis em tecidos com lesbes
granulomatosas sugestivas de tuberculose obtidas de bufalos, suinos e bovinos
provenientes dos estados de Sao Paulo, Parand, Santa Catarina, Goias e Para.

A presenca de M. bovis no leite e nas lesbes dos animais demonstra que o
homem pode estar exposto a este agente por meio da ingestdo de produtos de
origem animal contaminados, principalmente o leite, considerando-se que no Brasil
cerca de 50% do leite consumido nédo é pasteurizado (LEITE et al., 2003) e, segundo
Belchior (2001), 92,9% dos queijos produzido nas propriedades rurais analisadas no
estado de Minas Gerais sdo feitos com leite in natura. O consumo de carne sem
inspecdo também constitui um sério risco a populacdo. De acordo com Aradjo
(2004), 50% da carne consumida no Brasil sdo provenientes de abate clandestino.

Em paises onde programas de erradicacdo da tuberculose bovina encontram-
se avancados como ocorre no Reino Unido, evidéncias sugerem que poucas
pessoas possam ter adquirido a doenca dos bovinos na Ultima década. Entretanto,
em paises em desenvolvimento a propagacao da tuberculose de animais a seres
humanos, principalmente a partir de leite contaminado, continua a ser um perigo
real. Contudo, este perigo parece ser totalmente ignorado (DAVIS, 2006).

A tuberculose humana devido ao M. bovis é transmitida dos bovinos ao
homem e, ocasionalmente, do homem aos bovinos (COSIVI et al., 1998).
Recentemente na Argentina, a identificacdo de dois casos de infecgcdo humana por
M. bovis relacionados epidemiologicamente, sugere a transmissao pessoa-a-pessoa
de uma cepa multidroga-resistente (MDR) de M. bovis (ETCHECHOURY et al.,
2009).

Embora a proporc¢ao de tuberculose humana por M. bovis seja muito menor

do que a causada por M. tuberculosis, seu potencial impacto sobre os grupos
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populacionais de maior risco nao deve ser subestimado. O risco de infecgao
respiratoria com M. bovis a partir dos bovinos permanece mais alto para fazendeiros,
veterinarios, trabalhadores rurais e magarefes, enquanto nos paises em
desenvolvimento a etinicidade, praticas culturais e religiosas bem como fatores
socioeconémicos tém sido identificadas como colaboradores para um aumento na
ocorréncia de infeccdo humana por M. bovis (MICHEL et al., 2010).

O diagndéstico diferencial entre M. bovis e M. tuberculosis deve ser prioridade
nos programas de controle a fim de otimizar a intervencéo veterinaria como um meio
de reduzir a carga de doencas humanas a partir de fontes animais. Entretanto,
muitas das técnicas desenvolvidas para o diagndstico de tuberculose quase sempre
nao sdo adequadas para paises em desenvolvimento, pois requerem infra-estrutura
laboratorial de ultima geracéo e pessoal técnico bem treinado. Ao mesmo tempo em
que paises em desenvolvimento sdo mais severamente afetados por ambas,
tuberculose humana e animal, muitos dos investimentos feitos no desenvolvimento
de novos métodos de diagndstico podem nédo contribuir grandemente para o controle
e vigilancia da doenca nas areas mais afetadas (MICHEL et al., 2010).

Um dos principais desafios futuros para o controle da tuberculose humana é

determinar a real contribuicdo de M. bovis na prevaléncia dessa enfermidade.
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4 ARTIGOS

4.1 Contribution of slaughter surveillance for bovine tuberculosis control in
Mato Grosso do Sul state, Brazil
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ABSTRACT

To assess the contribution of slaughter surveillance in the detection of lesions
suggestive of tuberculosis for retrospective epidemiological study of outbreaks, from
one bovine with tuberculosis like-lesion detected, we examined 200 others bovines
that have had contact with it before. The chosen methods were single intradermal
comparative tuberculin test (SICTT), slaughter and macroscopic examination,
microbiological culture, acid fast bacilli (AFB) and molecular identification. Twenty
four bovines were SICTT positive or inconclusive and were taken to sanitary
slaughter. All tuberculosis suggestive lesions were cultured in Stonebrink medium.

AFB colonies were submitted to the PCR assay using the JB21/JB22 primer set. All
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samples culture and AFB positive were identifying like Mycobacterium bovis.
Conclusions: The retrospective epidemiological investigation started by one
tuberculosis detection of a single lesion during slaughter inspection routine allowed
the identification of one tuberculosis infection focus in Mato Grosso do Sul State,

Brazil.

Key words: Slaughter surveillance; Mycobacterium bovis; Bovine tuberculosis; Chain

reaction polymerase; Epidemiology.

INTRODUCTION

Animal tuberculosis is a disease of high economic relevance within the context of
livestock farming as it directly affects animal productivity and also influences
international trades of animal products. Moreover, animal tuberculosis bears a
zoonotic potential and is therefore of public health concern (Michel et al. 2010).
Tuberculosis in animals is primarily known from cases in cattle and others bovids for
which the disease is generally referred to as bovine tuberculosis. The major
causative agent of bovine tuberculosis is Mycobacterium bovis, a member of the
Mycobacterium tuberculosis complex of strains which includes seven species —
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium canetti, Mycobacterium caprae and
Mycobacterium pinnipeddi — and cause tuberculosis in humans and animals
(Niemann et al. 2000; Smith et al. 2006).

The host range of M. bovis is broad and includes various domestic animals and

humans. Mycobacterium bovis infections have also been detected in wildlife and can
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have severe consequences for the ecosystem (Cousins et al. 2003). Bovine
tuberculosis is one of the most important zoonosis in the Region of the Americas.
The presence of this disease in livestock is a constraint to the production and
marketing of cattle. Moreover, as a risk to public health, its importance is even
greater. About 70% of the cattle bred in Latin America are held in areas with high
disease prevalence and nearly 17% in areas virtually free from tuberculosis. Brazil as
well as Argentina, Bolivia, Chile, Ecuador, Peru and Guyana are South American
countries that belonging to the group classified with a relatively high prevalence
(higher than 1%) or no information of tuberculosis (Kantor and Ritacco 2006).

The basis of effective tuberculosis control in cattle included the removal of tuberculin
reactors and suspect cattle, disinfection of premises and the implementation of sound
hygienic practices, followed by a periodic review of herd disease status using the
tuberculin test and meat plant surveillance (Collins 2006).

The Brazilian program of bovine tuberculosis control was only instituted in 2001 and
the technical regulation was approved in 2004 (Brasil 2001; Brasil 2004). This
program does not require the examination of all suspicious lesions of tuberculosis
detected by inspection of slaughter and either a retrospective epidemiological study
of these cases with the location of affected herds.

Slaughter surveillance has been an important component of bovine tuberculosis
control and eradication program in countries where the prevalence of disease is low
(Collins 2006). Epidemiological investigation would be initiated following identification
of meat lesions of infected animals at slaughter by inspection service in order to find
and to control the focus of the infection. Given the huge number of slaughtered daily,

epidemiological surveillance based on ante mortem and postmortem inspection in
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slaughterhouses provides hard information that offer essential comparative
advantages (PAHO 2001; Kaneene et al. 2006).

The nature of the association between the meat plant inspectorate and the agency
responsible for the control and eradication of the tuberculosis at herd level needs to
be re-assessed, if the full contribution of meat plant surveillance to the eradication of
tuberculosis in cattle is to be achieved. Moreover, this infection has health
implications for the consumer and is also an occupational hazard for the meat plant
employee and for other personnel who frequently are in direct contact with livestock.
It is important to focus also on the contribution which efficient meat inspection,
coupled with real-time data retrieval, and supported by advanced diagnostic
bacteriology including DNA-based strain typing, can make to the eradication of this
zoonotic disease (Collins 2006).

To assess the contribution of health surveillance in the detection of lesions
suggestive of tuberculosis in cattle slaughtered for retrospective epidemiological
study of outbreaks of infection, we examined herds of cattle of Mato Grosso do Sul
State, Midwest, Brazil, through single intradermal comparative tuberculin test (SICTT)
(Brasil 2004), slaughter and macroscopic examination of cattle SICTT positive or
inconclusive, microbiological culture and polymerase chain reaction (PCR)

identification of isolates.

MATERIALS AND METHODS

Twenty four from a total of 200 Holstein crossbred dairy cattle from three different

herds of farms located in Caarap06, Mato Grosso do Sul, Midwest, Brazil, with positive

or inconclusive SICTT were taken to sanitary slaughter. These herds were examined
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because a tuberculosis like-lesion has been previously detected there at
slaughterhouse by abattoir surveillance service in one bovine that belonged to one of
these herds. Animals from this herd were bought by the two other herds examined.
Bovines were all apparently healthy, with good body conditions. Most of them were
lactating female over 36 months of age. There was only one male positive SICTT of
the same age.

During sanitary slaughter were examined head, thorax, abdomen and carcass region
organs. All lymph nodes and organs specimens with suggestive lesions for
tuberculosis were collected and maintained in individual sterile bags at 4 °C for
transport to the laboratory until further analysis. Samples were composed of the
parotid lymph node, sublingual lymph node, retropharyngeal Ilymph node,
tracheobronchial lymph node, esophageal lymph node, mediastinal lymph node,
apical lymph node, mesenteric lymph node, hepatic lymph node, prescapular lymph
node, subiliac lymph node, lung and liver.

One pathological sample from each bovine, preferably retropharyngeal lymph node
and lung, was decontaminated by Petroff method (Kantor 1979) and culturing in
Stonebrink medium, incubated at 37 °C, and examined for presence of micobacteria
growth weekly, during 90 days. Colonies positive for acid fast bacilli (AFB) by Ziehl-
Neelsen (ZN) staining were submitted to the PCR for specie identification.

The mycobacterial DNA was extracted by heat shock according to Mazars et al.
(2001) with some maodifications. Acid fast bacilli were suspended in 200 pl of TE
buffer (pH 8.0) and followed by three times boiling (100 °C)/freezing (-20 °C)
proceeding for about 10 minutes each. The PCR with primers Jb21 (5'-
TCGTCCGCTGATGCAAGTGC-3) e Jb22 (5-CGTCCGCTGACCTCAAGAAG -3')

(Rodriguez et al. 1995) for identification of Mycobacterium bovis amplified products
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of 500 bp. The positive control was M. bovis AN5 and negative control was pure
water. Ladder of 100 bp and 50 bp were used like molecular weight markers.

Analysis of the amplified products was performed by electrophoresis in 1.0% agarose
gel stained with 0,5 pg//mL of ethidium bromide in horizontal vat (HORIZON™ 11 —
14). The gel was photographed and analysed by Alpha Imager system (Alpha

Innotech™).

RESULTS

The role of health surveillance at slaughter to identify a single bovine tuberculosis
lesion during routine abattoir surveillance was essential in initiating a retrospective
epidemiological investigation and identifies the location of an outbreak of
tuberculosis. 200 bovines by three herds were been examined by SICTT. These, 23
(11.5%) were positive and only one bovine (0.5%) was inconclusive in this test.
Among the 24 bovines with positive or inconclusive response to SICTT submitted to
sanitary slaughter, all presented tuberculosis like-lesions distributed by the head,
thoracic, abdominal and carcass region organs (Table). Bovines showed at least one
(01) until five (05) lesions on slaughter. From 24 bovines were collected 55 visible
tuberculosis lesions. The majority of lesions were concentrated in the thoracic region
(23/55, 41.42%) followed by head region (20/55, 36.36%), abdominal region (09/55,
16.36%), and carcass region (03/55, 5.45%).

Higher frequency of lesions were at retropharyngeal lymph node (14/55, 25.45%)
followed by lung (13/55, 23.64%), mediastinal lymph node (06/55, 10.91%), hepatic
lymph node (04/55, 7.27%) and liver (04/55, 7.27%), parotid lymph node (03/55,

5.45%), sublingual lymph node (02/55, 3.64%), esophageal lymph node (02/55,
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3.64%), tracheobronchial lymph node (02/55, 3.64%) and prescapular lymph node
(02/55, 3.64%), apical lymph node (01/55, 1.82%), mesenteric lymph node (01/55,
1.82%) and subiliac lymph node (01/55, 1.82%). The culture of lesions samples

showed colonies growth on Stonebrink medium between 15 and 62 days (Table 1).

Table 1 Single Intradermal Comparative Tuberculin Test (SICTT), lesions distributions and days for recovery

Mycobacterium bovis in culture from herds of Caarapd, Mato Grosso do Sul, Brazil

Bovine SICTT Lesions samples collected by region Growth
. . time
Thoracic Head Abdominal Carcass (days)
01 + lung 62
02 + lung, mediastinal In retropharyngeal In 15
03 + lung, tracheobronchial In retropharyngeal In medlﬁs tinal 62
- liver and
04 Inc lung, mediastinal In retropharyngeal In hepatic In 62
apical, mediastinal and liver and
05 * esophageal In hepatic In 44
06 + retropharyngeal In 44
07 + retropharyngeal In 44
08 + retropharyngeal and parotid In 53
09 + lung,, mediastinal In Iiver gnd 48
hepatic In
10 + lung, esophageal In retropharyngeal In 54

retropharyngeal, sublingual

11 + and parotid In prescapular In 50
12 + lung 50
13 + lung retropharyngeal In - " 50
14 + lung 36
15 + retropharyngeal In = - 54
16 + lung retropharyngeal In 53
17 + lung, mediastinal In retropharyngeal In 41
18 + lung retropha_\ryngeal and 5
sublingual In
19 + lung, mediastinal In 45
20 + retropharyngeal In 45
21 + subiliac In 45
22 + prescapular In 25
23 + liver qnd 58
hepatic In
24 + tracheobronchial In parotid In 57

In: lymph node; inc: inconclusive
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All isolates were confirmed by ZN staining as being AFB. The PCR with primers
JB21/JB22 amplified a DNA fragment of 500 bp that features M. bovis in all of

micobacterial isolates (Fig.1).

pc 1 34 5 6 7 8 9 mm210 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 nc

Fig.1 Amplification of 500 bp fragments of DNA from cultures samples by polymerase
chain reaction. Lanes - pc: positive control M. bovis AN5; 1-24: culture samples; m1.:
molecular weight (50 bp); m2: molecular weight (100 bp); nc: negative control without

DNA

DISCUSSION

Abattoir surveillance has been an important component of bovine tuberculosis control
in many countries of the world, mainly where the prevalence of this infection is low.
Slaughter inspection can provide a retrospective epidemiological investigation from
tuberculosis like-lesions found during meat inspection of infected bovines at
slaughter.

United States of America starts the bovine tuberculosis eradication program in 1917.

From the 1950s, when area test was becoming an inefficient method to detect bovine
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tuberculosis when the prevalence was low, the focus of bovine tuberculosis control
moved to slaughter inspection (Kaneene et al. 2006).

The control of M. bovis infection in New Zealand has been achieved by applying a
multi-faceted science-based program. Between them, all breakdowns detected via
testing or slaughterhouse inspection are investigated and movements are traced
back (Ryan et al. 2006).

According Kantor and Ritacco (2006), official inspection is currently in vigour in 22
Latin American and Caribbean countries. In Cuba, where bovine tuberculosis has
been almost eradicated, a random sampling is performed for surveillance whenever
no visible lesions are observed at veterinary inspection. In Argentina, between 1977
and 1981, the specificity of slaughterhouse inspection increased from 58% to 85%
(Kantor et al. 1981; Latini et al. 1997; Kantor and Ritacco 2006). In Brazil, isolated
works have been demonstrated that abattoir surveillance is a suitable tool to study
bovine tuberculosis (Schenk and Schenk 1982; Jorge 2001; Pinto et al. 2002; Leite et
al. 2003; Araujo et al. 2005; Nassar et al. 2007; Cardoso et al. 2009). In this work the
detection of a single bovine tuberculosis lesion initiated a retrospective
epidemiological investigation to identify the source of the infected animal and 200
bovines by three herds were examined by SICTT. These, 23 (11.5%) were positive
and only one bovine (0.5%) was inconclusive in this test. Amazingly, this doubtful
bovine showed five suggestive tuberculosis lesions on slaughter, the largest number
of lesions found in a single animal. All the others bovines showed at least one
slaughter lesion. Although animal with inconclusive response to SICTT could be
retested after 60 days, the ability of field veterinarian on assess the epidemiological

situation must be recognized.
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Differently, in Northen Ireland, associated with the increased number of tuberculin
skin reactors has been the significant reduction in the proportion of reactor cattle with
lesions detected at slaughter, from a 12-year annual rate of 43% to 32% in the last
few years. It is unclear at this stage if this is a function of disease prevalence,
imperfect specificity, the nature of the organism (selection against more strains likely
to cause lesions), abattoir inspection, test interference or in the tuberculin itself.
Nevertheless, this finding is important in the bovine tuberculosis scheme as the
presence of lesions is used in risk assessments, with non-lesioned outbreaks being
regarded as lower risk (Abernethy et al. 2006). Tuberculous lesions continued to be
observed in cattle in slaughterhouses during the course of veterinary-meat inspection
in Central European states, even after control of bovine tuberculosis in cattle and
other animals has been achieved (Pavlik et al. 2006).

After analyze organs from four body region, the largest concentration of suggestive
tuberculosis lesions in our research was at thoracic region (67.27%). According to
Corner (1994) 85.4% of the lesions are in this region. Others authors tend to collect
lung and lymph nodes but do not specify which lymph nodes (Pinto et al. 2002, Leite
et al. 2003; Araujo et al. 2005; Cardoso et al. 2009). One sample from each animal
was taken for culture because we found only one visible lesion in 09/24 (37.5%)
bovines examined. We preferably picked retropharyngeal lymph-nodes and lung up
because these were the organs with the highest incidence of lesions.

Between 70% and 90% of lesions are found in either the lymph nodes of the head or
in the thoracic cavity (Corner 1994). The predominant distribution of tuberculous
lesions in the respiratory tract and associated lymph nodes of naturally infected cattle
led researchers to infer that infection occurred following inhalation of bacteria

(Cassidy 2006). Evidences that the aerosol route was the key portal of entry was
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provided by experimental infections in calves (Collins and Grange 1983). More recent
experimental work in cattle confirms the respiratory tract as the primary site of
infection as both direct inoculation and ‘in-contact’ infection result in lesions largely
confined to this location (Cassidy 2006). Careful examination post-mortem of lymph
nodes and of the lungs is an important component of national tuberculosis
eradication programme, as well as being an integral part of the veterinary meat
inspection and hygiene programme (Collins 2006).

To obtain the best results from bacteriological examination of specimens, they must
be presented to the laboratory in the best possible condition (Corner 1994). Previous
works done by our team resulted in low recovery of mycobacteria: 28.9% (Jorge
2001), 23.6% (Araujo et al. 2005). In the present study, mycobacteria were isolated
in 100% of the samples. We attribute our success in recovery of colonies growing to
the good conditions of lesions samples collection, careful decontamination
procedures and rapid implementation of cultivation. Samples were cleaned during the
collection and immediately chilled for up to 48 hours before being cultured. According
to Corner (1994), in addition to freezing, other factors that diminish the success of
primary isolation of M. bovis from clinical samples are culture medium, the
decontamination procedure and incubation conditions.

In this study, the higher frequency of the first appearance of recognizable colonies on
Stonebrink medium occurred between 41 and 50 days. Already Corner (1994) found
36 days on average when working with 491 samples of bovine tuberculin reactors.
For identification of microorganisms at the species level, molecular methods are now
extensively used for diagnosis and control of infectious diseases. This approach is
fast, sensitive, and of high specificity (Kidane et al. 2002). Different molecular

techniques have been proposed to rapidly identify and differentiate M. bovis, even
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directly in biological samples (Sechi et al. 2000). The PCR assay proposed by
Rodriguez et al. (1995, 1999) is a simple and accurate method to identify and
differentiate M. bovis. In the present study, all isolated micobactéria were
characterized as M. bovis by PCR analysis. Similarly, Cardoso et al. (2009) reported
that the same PCR assay identified all of the 17 culture positive isolates as M. bovis.
Rogriguez et al. (1999) when working with 121 isolates obtained from different
geographic regions of Latin America found 100% of positivity with the primer pair
JB21 and JB22. Previously, Rodriguez et al. (1995) had an amplified 500 bp
fragment from 15 strains including M. bovis and BCG Pasteur. Already Sechi et al.
(2000), using the same pair of primer showed that 13.3% (4/30) strains could not be
identified. However, these strains were confirmed as belonging to the M. tuberculosis
complex by PCR and Restriction Enzyme Analysis (PRA) (Telenti et al. 1993) of
hsp65 and they were identified as M. bovis by biochemical methods. This indicates
that not all strains of M. bovis contain the 500 bp fragment in its DNA. The absence
of the fragment of 500 bp in the DNA of some strains of M. bovis also explained the
result found by Araujo et al. (2005) that obtained 76.4% (13/17) of identification of M.
bovis from culture positive isolates. From four strains (23.6%) that lacked the 500 bp,
PRA identified two as M. tuberculosis complex and two as nontuberculous
micobactéria.

The primer pair JB21 and JB22 also has been used to differentiate M. bovis and M.
tuberculosis from human samples. In a study with 46 samples of sputum identified as
M. tuberculosis complex from patients with clinical diagnosis of tuberculosis in
Mexico, the PCR with the primer pair JB21 and JB22 reveled one of them was M.
bovis (Vazquez-Murrafo et al. 2008). In another study conducted in Ethiopia with 40

patients with tuberculous lymphadenitis, JB21 and JB22 primer set was effective in
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distinguishing between M. tuberculosis and M. bovis in five samples that exhibited
coamplification when the PCR system for the pncA genes was used and in confirm
the six cases that had been positive for the M. bovis pncA gene (Kidane et al. 2002).

The strategy to initiate the molecular identification of 24 isolates obtained in this
study using a pair of primers specific for M. bovis strain was chosen based on the
positive result of SICTT, slaughter inspection, acid fast analysis, isolation of
micobactéria and mainly due to the epidemiological context.

Mycobacterium bovis strains have a wide host range, infecting wild and domesticated
mammals as well as man, while natural infection with M. tuberculosis appears
restricted to humans (Hewinson et al. 2006). It is important to focus also on the
contribution which efficient meat inspection, coupled with real-time data retrieval, and
supported by advanced diagnostic bacteriology including DNA-based strain typing,
can make to the eradication of this zoonotic disease (Collins 2006).

From our data we can conclude that all positive or inconclusive SICTT bovines were
infected with M. bovis as evidenced by presence of macroscopic lesions, positive
cultures and PCR based analysis. In addition, the detection of a single bovine
tuberculosis lesion during routine slaughter inspection initiated a retrospective
epidemiological investigation which allowed identification of tuberculosis infection

focus in Mato Grosso do Sul, Brazil.
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4.2 Deteccao de Mycobacterium bovis no leite in natura de vacas positivas na
tuberculinizacao
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RESUMO

OBJETIVO: Isolar e identificar Mycobacterium bovis no leite de vacas em lactacéo
oriundas de rebanho com diagnéstico clinico de tuberculose.

METODOS: Amostras de leite de 27 vacas com diagndstico de tuberculose por meio
do teste cervical comparativo (TCC), provenientes de rebanho de Caarap6 - Mato
Grosso do Sul, foram cultivadas em meio de Stonebrink e incubados a 37°C por até
90 dias. As colbnias com caracteristica de micobactérias foram corados pela técnica
de Ziehl-Neelsen (ZN) e identificadas pela técnica de reacdo da polimerase em
cadeia (PCR) empregando dois pares de oligonucleotidios: TB11/TB12 (género
especifico) e JB21/JB22 (espécie especifico).

RESULTADOS: Das 27 amostras de leite, submetidas ao cultivo, 12 foram positivas
para bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) sendo todos confirmados como de
Mycobacterium spp pelos oligonucleotidios TB11/TB12 e destes, quatro eram de
Mycobacterium bovis, detectados pela presenca de produto de amplificacdo gerado
pelo emprego dos oligonucleotidiios JB21/JB22.

CONCLUSAO: A presenca de M. bovis e de outras micobactérias no leite in natura
de vacas de rebanhos leiteiros com diagnédstico clinico de tuberculose bovina
oferece risco ao consumo humano ndo s6 pela possibilidade de contrair tuberculose

zoonatica, assim como de outras micobacterioses.

DESCRITORES: Tuberculose. Micobacteriose. Zoonose. Diagnastico.

Mycobacterium bovis. Leite. Saude Publica.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Isolate and identify Mycobacterium bovis in the milk of lactating cows
coming from herds with clinical diagnosis of tuberculosis.

METHODS: Samples from 27 cows diagnosed with tuberculosis by the single
intradermal comparative tuberculin test (SICTT) from herd of Caarapé - Mato Grosso
do Sul, were grown in Stonebrink and incubated at 37 °C for 90 days. Colonies with
the characteristic of mycobacteria were stained by Ziehl-Neelsen (ZN) technique and
identified by polymerase chain reaction (PCR) using two pairs of primers: TB11/TB12
(genus-specific) and JB21/JB22 (species- specific).

RESULTS: Of the 27 samples of milk subjected to cultivation, 12 were positive for
acid-fast bacilli (AFB) and were all confirmed as Mycobacterium spp by TB11/TB12
oligonucleotides. Four of these were identified as Mycobacterium bovis by the
presence of amplification product generated by use of oligonucleotides JB21/JB22.
CONCLUSIONS: Raw milk of cows from dairy herd with clinical diagnosis of
tuberculosis offers risk for human consumption, not only due to the possibility of
contracting zoonotic tuberculosis, but also because of other pathogenic

mycobacteria.

DESCRIPTORS: Tuberculosis. Mycobacteria. Zoonosis. Diagnosis. Mycobacterium

bovis. Milk. Public Health.
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INTRODUCAO

Mycobacterium bovis é o agente etiolégico da tuberculose bovina, uma das
zoonoses de maior relevancia no mundo, afetando também a uma ampla variedade
de animais selvagens, os animais domésticos e o homem. A doenca representa uma
grande barreira comercial relacionada com os animais de producdo, causando
perdas significativas para a pecuéria mundial, além do risco para a satde publica.*®
No Brasil ndo existem dados atualizados de prevaléncia da enfermidade em estudos
com planejamento amostral. Entre 1989 e 1998, os dados de notificacdes oficiais
indicavam prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados.? Um
levantamento realizado em 1999 em Minas Gerais, envolvendo aproximadamente
1.600 propriedades e 23.000 animais, estimou a prevaléncia aparente de animais
infectados em 0,8%. Em rebanhos, a prevaléncia variou de 5% a 15%. O mesmo
estudo revelou que 92,9% dos queijos produzido nas propriedades rurais analisadas
eram feitos com leite in natura.’

Apesar da maioria das infecgcbes de tuberculose em humanos ser causada por
Mycobacterium tuberculosis, 5-10% dos casos podem ser devido a M. bovis.>® A
prevaléncia de tuberculose humana causada por M. bovis € desconhecida devido a
complexidade e ao elevado custo para a diferenciacdo entre as espécies
micobacterianas. Entretanto, sabe-se que M. bovis estd amplamente distribuido e

seu potencial zoondtico é particularmente importante em areas severamente

? Brasil. Instrucdo Normativa 6/2004. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Regulamento Técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da
Tuberculose. 2006.

* Belchior APC 2001. Prevaléncia, distribuicéo regional e fatores de risco da tuberculose bovina em
Minas Gerais. [Dissertacéo]. Belo Horizonte: Universidade Federal de Minas Gerais; 2001.



55

afetadas pela pandemia de HIV, e onde o controle efetivo da tuberculose por meio
da pasteurizacéo do leite e abate de animais infectados n&o é aplicado.?
Mycobacterium bovis tem sido associado com tuberculose extra pulmonar em
criancas, usualmente decorrente do consumo de leite in natura.?’ Uma reviséo sobre
tuberculose em criancas que vivem ao longo da fronteira Estados Unidos/México
revelou que um terco de todas as culturas positivas para micobactérias era de M.
bovis.®

Animais silvestres, animais domésticos de producdo ou de companhia e alimentos
de origem animal representam ameaca a satde humana.® O consumo de leite ndo
pasteurizado e carne incorretamente tratada pelo calor, e o contato com animais
infectados s&o as principais fontes de infeccdo com M. bovis para humanos.?

O objetivo desse estudo foi detectar presenca de M. bovis no leite de vacas em
lactacdo oriundas de um rebanho com diagndstico clinico de tuberculose por meio

do Teste Cervical Comparativo (TCC).

METODOS

O estudo foi realizado com vacas leiteiras holandesas aparentemente saudaveis, de
aproximadamente 36 meses de idade provenientes de um rebanho com diagnéstico
clinico de tuberculose por meio do TCC. O rebanho pertencia a uma propriedade
rural no municipio de Caarap6, Mato Grosso do Sul, Brasil, cuja exploracéo leiteira
era a principal atividade econdémica.

Foram tomadas amostras de leite provenientes de 27 vacas em lactacdo positivas
no TCC. As amostras de leite foram tratadas com solucao de lauril sulfato de sodio

(LSS) 3% e hidréxido de sédio (NaOH) 1%° e cultivadas em meio de Stonebrink. As
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culturas foram incubadas em estufa a 37 °C por até 90 dias e avaliadas
semanalmente quanto ao surgimento de colbnias bacterianas. Col6énias com
morfologia de micobactérias foram submetidas a coloracédo de Ziehl-Neelsen (ZN) e
analisadas microscopicamente quanto a presenca de bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR).

A extracdo de DNA dos BAAR isolados foi realizada pela técnica de termdlise.** Os
DNA obtidos foram submetidos a duas reacfes de polimerase em cadeia (PCR).
Para confirmacdo do género Mycobacterium spp foi empregado o par de
oligonucleotideos iniciadores Tbll (ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tbl2
(CTTGTCGAACCGCATACCCT), sendo considerado resultado positivo a presenca
de um produto de amplificacdo de 439 pares de bases (pb) do gene hsp65.2* A
espécie M. bovis foi confirmada pela segunda PCR com os oligonucleotidios Jb21
(5'- TCGTCCGCTGATGCAAGTGC-3) e Jb22 (5'-CGTCCGCTGACCTCAAGAAG-3)
e visualizacéo de fragmento de 500 pb.*® A cepa padrdo M. bovis AN5 foi usada
como controle positivo. A andlise dos produtos amplificados foi feita por eletroforese
em gel de agarose 1% em cuba horizontal (HORIZON®11-14), marcador molecular
de 100 pb, e os produtos de amplificacdo foram fotodocumentados em sistema
Alpha Imager (Alpha Innotech®).?!

DNA de bactérias que apresentaram produto de amplificacdo de 439 pb para o par
de oligonucleotidio TB11/TB12 e de 500 pb para o par JB21/JB22 foram

considerados respectivamente positivos para género Mycobacterium spp e para

espécie M. bovis.
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RESULTADOS

Das 27 amostras de leite, provenientes de 27 vacas com TCC positivo, submetidas
ao cultivo, em 12 (44,4%) amostras foram identificadas colbnias disgonicas e de
crescimento lento, caracteristicas de micobactérias. Submetidas a coloracdo de
Ziehl-Nelseen, todas as col6nias apresentaram caracteristicas tintoriais de BAAR.
Pela PCR empregando os oligonucleotideos TB11/TB12, todas as 12 amostras
foram confirmados como do género Mycobacterium spp pela presenca do produto de
amplificacdo de 439 pb. Dentre os 12 isolados de micobactérias, quatro (33,3%)
eram da espécie Mycobacterium bovis, detectados pela presenca de produtos de
amplificacdo de 500 pb, gerados por PCR com o emprego dos oligonucleotideos

JB21/JB22 (figura).
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500 pb

Figura. Amplificacdo de fragmento de 500 pb de DNA de culturas de leite por PCR com
oligonucleotideos JB21/JB22. Colunas - 1-5 e 7-13: culturas de leite; 6: controle positivo M. bovis

ANS5. Marcador molecular 100 pb.

DISCUSSAO

Assim como descrito para o estado de S&o Paulo,'® o isolamento de M. bovis a partir
do leite de vacas holandesas oriundas de rebanho com diagndstico clinico de
tuberculose sustenta a premissa de que, no Mato Grosso do Sul, o leite pode ser
uma fonte de transmissdo de M. bovis dentro do rebanho, para outros animais
domésticos e para o0 homem.

Neste estudo, o percentual de 44,4% de recuperacdo de micobactérias e de 33,3%
de M. bovis em amostras de leite, € consistente se comparado ao estudo realizado
na india onde foi verificado percentual de recuperacdo de 35,1% do complexo
Mycobacterium tuberculosis.?’ Pardo et al*® (2001) realizando estudo em condicées
mais favoraveis, pela colheita e cultivo de amostras de leite por 15 vezes do

mesmo animal, obtiveram 36,54% de positividade.
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Poucos trabalhos relatam a frequiéncia da excrecao de M. bovis no leite, sendo que
apenas 1% das vacas infectadas elimina o bacilo de forma intermitente por essa
via.® Pardo et al'® (2001) demonstraram que o padrdo de eliminacdo de
micobactérias no leite em 15 dias de coletas sucessivas teve a mesma caracteristica
irregular. Mycobacterium bovis ndo se multiplica no leite, ou o faz lentamente, mas
sabe-se que grande quantidade de bactérias é eliminada diretamente da glandula
maméria infectada para o leite.*?

Embora a relacdo entre infeccéo tuberculosa e eliminacdo de M. bovis no leite seja
desconhecida, a doenca € significativamente mais prevalente e a severidade das
lesGes encontradas ao abate é maior nos bovinos de racas de exploracéo leiteira
como a holandesa, do que nos zebus ou nos mesticos, mesmo sob condi¢cdes
idénticas de criag&o.?

Neste estudo, M. bovis foi identificado em 33,3% das vacas com diagnostico de
tuberculose por TCC. Em leites in natura de vacas sem avaliacdo previa pelo TCC,

no Brasil, Leite et al*®

(2003) obtiveram baixa taxa de positividade de 4,3%. Assim,
os resultados aqui apresentados evidenciam a importancia do TCC no diagnéstico
clinico de tuberculose, confirmados pelo achado de M. bovis em 33,3% de leite in
natura. Provavelmente se fosse efetuado maior numero de coletas do mesmo
animal, taxa superior de positividade teria sido encontrada. Por outro lado, na india
Srivastava et al®® (2008) verificaram que 15% de leite in natura provenientes de
vacas cujo diagnostico por TCC era desconhecido, estavam contaminados com M.
bovis. Esta porcentagem de positividade, talvez possa ser justificada pela alta
incidéncia de tuberculose bovina no gado indiano.

Uma vez que o leite de vacas infectadas é paucibacilar'®, os bacilos da tuberculose

22

bovina sdo de crescimento lento,” e a identificagdo do M. bovis dependente de
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provas bioquimicas é morosa e com resultados muitas vezes duvidoso, sao entao
propostas técnicas moleculares. Neste trabalho, portanto, a identificagdo de M.
bovis em 33,3% das amostras analisadas pode ter sido facilitada pela utilizagéo de
duas técnicas de PCR.

Acredita-se que a tuberculose animal represente um risco remoto para saude publica
em paises desenvolvidos devido a introducdo da pasteurizacdo do leite e de
programas de controle efetivos.® Entretanto, essa tendéncia em subestimar a
habilidade de M. bovis em causar tuberculose ou em supor que ela tenha sido
totalmente eliminada, pode ter implicagcbes diretas no controle da doenca em
animais domésticos.*

Em paises em desenvolvimento a propagacao de tuberculose de animais a seres
humanos, principalmente a partir de leite contaminado e subprodutos, é um perigo
real.® Sabe-se que paises onde a tuberculose bovina ainda ndo esta controlada
também apresentam maiores indices de tuberculose zoonética. Adicionalmente,
medidas como o cozimento da carne e principalmente a fervura ou pasteurizagéo do
leite ndo sdo praticas consagradas na maioria desses paises.'’”* Bacilos viaveis
também podem ser encontrados no iogurte e nos queijos cremosos por até 14 dias,
e na manteiga por até 100 dias apés a preparacéo.* Essas podem ser situacées de
risco vivenciadas pelo Brasil, onde o programa de controle foi adotado
recentemente.”

Diversos estudos relatam casos de tuberculose extra pulmonar, particularmente
linfadenite tuberculosa, em humanos envolvendo além de M. tuberculosis, M. bovis

como agente causal.***’

* Brasil. Instrugdo Normativa 2/2001. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose. 2001.
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Estudo realizado em Uganda detectou 7% de isolamento de M. bovis a partir de
biépsia de linfonodos de humanos com linfadenite cervical. Os padrdes de
spoligotype dos isolados haviam sido previamente detectados em bovinos de
Uganda e confirmou a infeccdo humana com a micobactéria zoonotica em area onde
o consumo de carne e leite crus é rotina.*’

Na Etiépia Kidane et al*®

(2002) demonstraram que 17,1% dos casos de linfadenite
tuberculosa em humanos eram devidos a M. bovis. Por outro lado, estudo
semelhante realizado no mesmo pais néo identificou M. bovis em nenhuma das 107
amostras positivas para complexo M. tuberculosis.* A discordancia entre esses
resultados pode estar relacionada a procedéncia urbana ou rural, e a propor¢cédo de
individuos HIV - positivos em cada estudo.**

Nos paises industrializados a tuberculose humana causada por M. bovis é rara
devido a décadas de controle da doenca nos bovinos e a pasteurizacdo do leite.
Entretanto, o consumo de produtos lacteos provenientes de paises cujo controle da
tuberculose bovina ainda ndo foi alcancado pode ser responsavel por tuberculose
zoonGtica. Em Nova York, EUA, onde a populacdo mexicana triplicou no periodo de
1990 e 2000, 1% dos casos de tuberculose humana, confirmados por cultura entre
0s anos de 2001 a 2004, apresentaram padrado de spolligotype de M. bovis. Nenhum
dos pacientes entrevistados (66%) apresentou evidéncias que pudessem sugerir
infeccdo por aerossol ou pessoa-a-pessoa. Entretanto, mais da metade deles (78%)
reportaram desconhecer se 0s produtos lacteos que consumiam eram pasteurizados
e a maioria (83%) relatou ter consumido queijos produzidos no México. Além disso,
as lesdes desses pacientes com tuberculose zoondética eram extra pulmonares

(60%), pulmonares (26%) ou ambas (14%). A maioria dos pacientes (57%) era

nascida no México ou filhos de mexicanos (29%).%
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N&o existem métodos laboratoriais validados que permitam a certificacdo do leite e
seus produtos ndo tratados pelo calor, como livres de M. bovis vidveis.” Em vista
disso, um dos preceitos validos em todo o mundo para a prevencao e controle da
tuberculose zoondtica € manter e reforcar a politica de pasteurizacédo ou fervura do
leite e produtos lacteos,® além de estabelecer programas efetivos de controle da
tuberculose no rebanho.

Conclui-se que o leite in natura de vacas de rebanho com diagnostico clinico de
tuberculose bovina oferece risco ao consumo humano ndo so6 pela possibilidade de
contrair tuberculose zoondtica, assim como de outras micobacterioses devido a

presenca de outras espécies de micobactérias nos leites amostrados.
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5 DISCUSSAO

A pesquisa voltada para o conhecimento da tuberculose bovina justifica-se
tradicionalmente por tratar-se de uma doenca infecto-contagiosa de carater
zoonGtico que apresenta risco a saude publica e impfe limitagbes ao comeércio
internacional de bovinos e seus subprodutos, além de diminuir a produtividade dos
animais afetados.

Mycobacterium bovis € a micobactéria do complexo M. tuberculosis que
apresenta a mais ampla gama de hospedeiros entre 0s animais domeésticos e
silvestres. Também infecta o homem. Alguns hospedeiros comportam-se como
reservatorios e outros sdo ocasionais e contribuem para que a infeccdo se propague
(SMITH et al., 2006).

Diversas técnicas de epidemiologia molecular de micobactérias tém sido
propostas e todas apresentam qualidades, mas também limitacées. O sucesso do
diagnéstico depende da escolha da técnica mais apropriada, e essa deve levar em
conta o polimorfismo e a estabilidade dos marcadores moleculares envolvidos
(HADDAD et al., 2004).

Embora muito se saiba a respeito da tuberculose, o diagnostico da doenca e a
identificacdo da micobactéria infectante ainda ndo é uma questdo simples. A
identificacdo da espécie € indispensavel para o estudo da transmissdao da
micobactéria entre humanos e animais e representa um papel fundamental no
controle e vigilancia da tuberculose (MICHEL et al., 2010).

Os dados disponiveis a respeito da importancia da tuberculose humana
causada por M. bovis s&o incompletos e dispersos. Isto se deve a falta de definicao
da espécie de micobactéria envolvida na infeccdo como ocorre na maioria dos
paises, especialmente naqueles em desenvolvimento (ROCHA et al., 2011).

A contribuicdo da tuberculose zoonoética para o indice global de tuberculose
humana deve ser tratada com responsabilidade como um problema de urgéncia.
Assim, um dos principais desafios para o controle da tuberculose humana é
determinar a real participacdo de M. bovis na prevaléncia e incidéncia dessa
infecc@o. As principais explicacdes para a auséncia de estimativas precisas sobre a
contribuicdo de M. bovis para a prevaléncia global de tuberculose sdo, em primeiro

lugar, a impossibilidade de distinguir entre tuberculose causada por M. tuberculosis
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ou por M, bovis em nivel clinico ou radiolégico. Segundo, a maioria dos laboratérios
usa 0 meio de cultura Lowenstein-Jensen que contém glicerol, o qual dificulta o
crescimento de M. bovis. Além disso, cultivo € sempre uma opgao cara para muitos
paises pobres, comparado a coloracdo de ZN que € mais rapida e mais barata.
Terceiro, e talvez o mais importante, na maioria dos casos 0 tratamento da
tuberculose causada por M. tuberculosis ou M. bovis era 0 mesmo, portanto, ndo
houve interesse clinico na diferenciacdo entre o0s agentes causadores da
enfermidade (CATALDI; ROMANO, 2007). Entretanto, atualmente a tipagem de
micobactérias tem implicagcbes nas decisdes terapéuticas da tuberculose, uma
enfermidade com incidéncia mundial e emergéncia global de estirpes resistentes a
farmacos anti-tuberculose, e nas intervencfes mais saudaveis na saude publica
(ALLIX-BEGUEC et al., 2010; ROCHA et al., 2010).

Entre os produtos provenientes de bovinos consumidos no Brasil,
aproximadamente 50% do leite sdo in natura (LEITE et al., 2003), 50% da carne sdo
provenientes de abates clandestinos (ARAUJO et al., 2005) e 92,9% dos queijos
produzido nas propriedades rurais analisadas por Belchior (2001) no estado de
Minas Gerais sao feitos com leite in natura.

Em nosso estudo foi possivel identificar M. bovis tanto nos tecidos quanto no
leite de bovinos. Mycobacterium bovis foi isolado a partir de lesées granulomatosas
sugestivas de tuberculose detectadas durante abate sanitario de todos os bovinos
positivos no TCC. Em relacdo ao leite, 12/27 amostras coletadas de vacas positivas
no TCC continham micobactérias sendo quatro da espécie M. bovis. A presenca de
M. bovis nos tecidos de bovinos e no leite de vacas com diagndstico clinico de
tuberculose significa risco de infeccdo humana, tanto pela vias inalatéria e cutanea
gquanto por via digestiva, e constitui sério problema de saude publica. A
fervura/pasteurizacéo do leite e produtos lacteos, bem como o adequado cozimento
da carne para o consumo humano é indispensavel, para evitar a transmisséo por via
digestiva de M. bovis e outras micobactérias patogénicas, e para intensificar a
prevencao e controle da tuberculose zoondtica.

Estudos preliminares revelaram que Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis pode estar presente em 03/08 amostras de leite cujas
micobactérias ndo foram identificadas como M. bovis (dados n&o mostrados).

Estudos complementares serdo desenvolvidos para a confirmacéo dessa hipoétese.
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Mycobacterium avium subsp paratuberculosis € o agente etiolégico da
paratuberculose ou doenga de Johne em ruminantes (DRIEMEIER et al., 1999), a
qual também tem sido isolada de tecido de pacientes com doenca de Crohn (BIET et
al., 2005; CARVALHO et al., 2009). No Brasil a paratuberculose € rara, embora ja
tenha sido diagnosticada por meio de teste sorolégico (FERREIRA et al., 2001) e de
isolamento bacteriano (RISTOW et al., 2007). Recentemente, Carvalho et al. (2009)

detectaram M. avium subsp. paratuberculosis no leite de vacas em Minas Gerais.
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6 CONCLUSOES

a. Mycobacterium bovis esta presente no Mato Grosso do Sul e pode ser encontrado
tanto nos tecidos de bovinos durante a inspecao de abate quanto no leite de vacas

oriundas de rebanho com diagndstico clinico de tuberculose;

b. A deteccdo de lesGes sugestivas de tuberculose em bovinos durante a inspec¢ao
sanitaria de abate permite rastrear o foco da infeccdo e contribuir para o estudo

epidemioldgico retrospectivo dessa enfermidade;

c. Exames bacteriol6gicos e moleculares das lesdes sugestivas de tuberculose e de
leite proveniente de vacas oriundas de rebanho com diagndstico clinico dessa
enfermidade permitem confirmar a infeccdo com M. bovis por meio de isolamento do

agente e identificacdo molecular;

d. Outras micobactérias patogénicas que infectam bovinos, como M. avium subsp.
paratuberculosis, podem estar presentes nos rebanhos de Mato Grosso do Sul e
podem ser encontradas no leite de vacas oriundas de rebanhos com diagndstico

clinico de tuberculose;

e. O exame bacterioldgico e molecular do leite proveniente de vacas oriundas de
rebanho com diagnadstico clinico de tuberculose pode identificar ndo s6 M. bovis,
mas também M. avium subsp. paratuberculosis, patogénica para bovinos,

responsavel por causar paratuberculose ou doenca de Johne.
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7 PERSPECTIVAS

a. Ampliar a amostragem de lesdes sugestivas de tuberculose obtidas durante a
inspecédo sanitaria de abate de bovinos em matadouros-frigorificos de Mato Grosso

do Sul, para estudos bacteriolégicos e moleculares;

b. Rastrear novos focos de tuberculose por meio do estudo retrospectivo de

rebanhos a partir das lesdes detectadas ao abate;

c. Ampliar a amostragem de leite obtido de vacas em lactacao oriundas de rebanhos
suspeitos de tuberculose em Mato Grosso do Sul, para estudos bacterioldgicos e

moleculares;

d. Realizar novos estudos bacteriolégicos e moleculares para confirmar a presenca
de M. avium subsp. paratuberculosis e outras micobactérias nos tecidos e no leite de

bovinos de rebanhos suspeitos de tuberculose;

e. Em conjunto com o Laboratério Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul
(LACEN-MS), examinar amostras biol6gicas humanas com suspeita de tuberculose
por meio do cultivo em meio de cultura de Stonebrink, ideal para o isolamento de M.

bovis, com o objetivo de diagnosticar tuberculose zoon6tica;

f. Fomentar a introducéo do meio de cultura de Stonebrink na rotina laboratorial para
o diagnodstico de tuberculose humana com o objetivo de conhecer a contribuicdo de

M. bovis na prevaléncia dessa enfermidade no Mato Grosso do Sul.
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g. Discriminar os espoligotipos dos isolados micobacterianos por meio das técnicas
de Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing) e Unidades Repetitivas de
Interespacadores Micobacterianos (mycobacterial interspersed repetitive unit
(MIRU).
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