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Resumo

ARAUJO, C.P.Desenvolvimento de nested PCR para a deteccido de DNA de
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis em tecidos de bovinos e
bubalinos. 2014. 58f. Tese — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

A tuberculose bovina causada por Mycobacterium bovis,um membro do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT),é uma enfermidade crénica que acomete, além
dos bovinos e bubalinos, também animais silvestres e o homem. A enfermidade é
endémica no Brasil, e seu controle se tornou alvo de exigéncias sanitarias
internacionais. Atualmente varios sistemas de diagndstico molecular, especialmente
agueles baseados na tecnologia de PCR em tempo real, tém sido desenvolvidos por
serem mais rapidos e apresentarem maiores possibilidades de automacao. Técnicas
de PCR em tempo real aplicadas diretamente a tecidos ainda sédo pouco exploradas
e na maioria dos casos as reacfes carecem de validagao. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver duas nested PCR a partir de PCR convencional seguida de PCR em
tempo real para identificar bactérias do CMT e M. bovis em tecidos de bovinos e
bubalinos. No primeiro estudo, a nested PCR baseada no alvo rv2807 apresentou
100% de especificidade analitica para CMT quando testada com DNA de cepas de
referéncia de micobactérias nao-tuberculosas estreitamente relacionadas com
Actinomycetales. A sensibilidade clinica da nested PCR foi de 76,7% detectada com
tecidos de amostras positivas para CMT (confirmadas por PCR convencional de
colénias). Evidenciou-se especificidade clinica de 100% com DNA de amostras de
tecidos de bovinos, com resultados negativos no teste cervical comparativo (TCC).
No segundo estudo uma nested PCR tendo como alvo a regido ThD1 alcancou
sensibilidade clinica de 76,0% em amostras de tecido de animais que apresentavam
resultados positivos em TCC, assim como daqueles com lesdes compativeis com
tuberculose (LCT), que apresentaram culturas positivas. Detectou-se especificidade
clinica de 100% em amostras de tecido de animais com resultados negativos no
TCC, sem lesdes visiveis (SLV) e com cultura negativa. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre nested PCR e cultura para detectar animais positivos
ao TCC com LCT ou SLV.A utilizacdo dos ensaios de nested PCR para detectar
CMT e M. bovis em homogeneizados de tecidos permitiu rapido diagnostico da
tuberculose bovina e bubalina.

Palavras-chave: tuberculose bovina; nested PCR; M. bovis



Abstract

ARAUJO, C.P. Development of a nested PCR to detect DNA of members of the
Mycobacterium tuberculosis complex in tissues of cattle and buffaloes. 2014. 58f.
Doctoral dissertation — School of Veterinary Medicine and Animal Science,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brazil, 2014.

Bovine tuberculosis caused by Mycobacterium bovis, a member of the
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), is a chronic disease that affects not only
cattle and buffaloes, but also humans and wild animals. The disease is endemic to
Brazil, but its control has become the focus of international sanitary requirements.
Several molecular diagnostic systems have been developed, particularly those based
on real-time PCR, given their faster results and higher potential for automation.
However, real-time PCR techniques performed directly from tissues remain largely
unexplored, and in most cases have not been validated. The purpose of this
investigation was to develop nested PCR approaches using conventional PCR
followed by real-time PCR to identify MTC bacteria and M. bovis in cattle and buffalo
tissues. In a first study, nested PCR based on target rv2807 exhibited 100%
analytical specificity for MTC when tested with DNA from reference strains of non-
tuberculous mycobacteria closely related to Actinomycetales. Clinical sensitivity was
76.7% for tissue samples positive for MTC (as validated by conventional colony
PCR). Clinical specificity of 100% was observed for DNA from cattle tissue samples
negative on comparative cervical intradermal tuberculin test (CITT). In a second
study, nested PCR using target TbD1 achieved 76.0% clinical sensitivity on tissue
samples from CITT positive animals, as well as from culture positive animals with
tuberculosis compatible lesions (TCLs). Clinical specificity of 100% was found for
tissue samples from CITT negative, culture-negative animals with non-visible lesions
(NVLs). No significant differences between nested PCR and culture were found in the
detection of CITT positive animals with TCLs or NVLs. The use of nested PCR to
detect MTC organisms and M. bovis in tissue homogenates ensured rapid diagnosis
of bovine and buffalo tuberculosis.

Keywords: bovine tuberculosis; nested PCR; M. bovis
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1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina € uma doenca infecciosa crbnica, causada por
Mycobacterium bovis, que afeta além dos bovinos, bubalinos, animais domeésticos e
algumas espécies de silvestres. A transmissado para os seres humanos constitui um
problema de saude publica (MEDEIROS et al., 2010; STEWART et al., 2013).

As espécies causadoras da tuberculose em mamiferos fazem parte do
complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), um grupo de micobactérias
intimamente relacionadas, constituido por M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M.
africanum, M. canettii (BROSCH et al., 2002), M. caprae (ARANAZ et al., 2003), M.
pinnipedii (COUSINS et al., 2003), M. mungi (ALEXANDER et al., 2010),
Mycobacterium orygis (VAN INGEN et al., 2012).

A doenca causa danos substanciais para 0 setor pecudario e ocorre
principalmente em paises em desenvolvimento (COSTA et al., 2013). Nestes paises
a sua prevaléncia é maior e o conhecimento do problema é limitado.

Atualmente com o controle mundial da febre aftosa acredita-se que a
tuberculose e a brucelose bovina sejam as proximas doencgas a serem consideradas
barreiras sanitarias internacionais. Este fato € comprovado pela restricdo imposta
pela Unido Aduaneira onde propriedades com animais positivos ndo podem ser
comercializados para este mercado (BRASIL, 2012).

O programa de controle e erradicagcdo da tuberculose bovina e bubalina
implantado pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) teve
inicio em 2001 e estudos sobre a prevaléncia atual de tuberculose bovina estao
sendo executados (BRASIL, 2006).

Uma das dificuldades encontradas nos programas de controle é o longo
tempo para o diagnostico definitivo para tuberculose. Lesbes encontradas em
frigorificos demandam diagndstico rapido, o que nao € possivel com o método
atualmente preconizado pelo MAPA (cultura). A disponibilidade de testes
confirmatorios que permitam detectar rapidamente a presenca de micobactérias
tuberculosas em tecidos de animais suspeitos seria uma grande vantagem para
melhorar a eficiéncia dos programas de erradicacdo da tuberculose bovina e assim
diminuir os custos econdmicos associados (COSTA et al., 2013).

Abordagens moleculares como PCR e PCR tempo real sdo mais rapidas e

confidveis e assim permitem maior agilidade na tomada de decisdes. Tais técnicas
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apresentam melhorias na especificidade, sensibilidade, limite de deteccéao e reducéo
no tempo de diagnéstico quando comparado com a cultura (FURLANETTO et al.,
2012). Embora muitos sistemas de PCR e PCR tempo real ja tenham sido descritas
para detectar tuberculose de amostras biologicas humanas, o diagnostico direto de
tecidos animais ainda é pouco explorado (COSTA et al., 2013).

Varios pesquisadores que, utilizaram homogeneizados de tecido, aplicaram
em sua maioria iniciadores para a regiao 1S6110 (insertion sequence) que embora
presente em varias copias no genoma de bactérias do CMT também esta presente
em micobactérias ambientais (COROS et al., 2008; COSTA et al., 2013) o que pode
confundir o diagnéstico correto. Face a estes estudos, sobre a identificacdo direta do
agente da tuberculose em tecidos, percebe-se que existe demanda por testes que
explorem novos genes alvo e possam diagnosticar amostras paucibacilares.

Genes como rv2807, presente em bactérias do CMT, a regido TbD1, presente
em Mycobacterium bovis e cepas ancestrais de Mycobacterium tuberculosis, podem
ser promissores quando aplicados em técnicas de nested PCR se comparados com
meétodos tradicionais utilizados no diagnostico da tuberculose bovina e podem
proporcionar ainda uma reducéo significativa no tempo de confirmagéao da presenca
do agente em homogeneizados de tecidos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diagnostico Molecular

Métodos moleculares para diagndstico de tuberculose bovina em tecidos tém
sido usados em aplicacdes de investigacdo em alguns paises (FURLANETTO et al.,
2012), mas sem impacto significativo sobre os procedimentos de diagnéstico em
paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil.

O interesse pelos métodos moleculares tem se intensificado devido as
dificuldades encontradas no diagndéstico da tuberculose em animais, principalmente
pelas limitac6es quanto a sensibilidade e especificidade do teste de reacdo cutanea
e 0 longo periodo para a confirmacdo da presenca do agente etiolégico pelos
meétodos bacteriologicos de rotina (COSTA et al., 2013).

Para a utilizacdo das técnicas moleculares como PCR e PCR tempo real

varios oligonucleotideos tém sido desenhados com o objetivo de diagnosticar
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bactérias do CMT, como por exemplo, os iniciadores que amplificam segmentos do
elemento 1S6110 (EISENACH et al., 1990; HERMANS et al., 1990).

O desenvolvimento de um fragmento genémico espécie-especifico para M.
bovis foi idealizado em 1995 por Rodriguez e colaboradores, com um produto final
de 500 pares de base, contido na regido RvD1Rv203lc, JB-21 e JB-22
(RODRIGUEZ et al., 1995). Em estudos posteriores, RODRIGUEZ et al. (1999), ao
ampliarem a amostragem, observaram que algumas amostras da espécie
estreitamente relacionada, M. tuberculosis, também apresentam uma banda de 500
pares de bases, quando submetidas a amplificacdo por PCR, o0 que n&o diminui o
potencial do ensaio, indicando a presenca do agente infeccioso a partir do CMT.

Apesar dos avancos significativos no desenvolvimento de novos ensaios de
diagnéstico molecular com identificacdo mais rapida e precisa do CMT em amostras
humanas, apenas alguns ensaios foram descritos para deteccdo de CMT em
homogeneizados de tecidos de bovinos (TRACKER et al., 2011; COSTA et al.,
2013).

Em um dos primeiros estudos com tecidos, Wards; Collins; De Lisle (1995)
testaram 110 amostras de tecidos animais submetidos a isolamento em cultura, com
diferentes técnicas de extragdo de DNA e PCR com iniciadores para o0 gene que
codifica a proteina MPB70 e em sequéncia com 1S1081. A PCR identificou 53
positivos em 58 tecidos que apresentaram cultura positiva.

Com o advento da PCR em tempo real (ou quantitative PCR - gPCR) a qual
permite a deteccao e visualizagdo em tempo real da amplificacdo de fragmentos de
DNA a cada ciclo, mediante o uso de marcadores fluorescentes, Taylor et al. (2001)
avaliaram 38 amostras de tecidos bovinos com lesdes compativeis de tuberculose e
encontraram 93% de sensibilidade, quando comparado com cultura, além da
reducdo significativa do tempo de diagndstico, cerca de 9 horas, a cultura levaria em
média 90 dias.

Em uma pesquisa, comparando-se os métodos de cultivo e PCR com 109
amostras de tecido bovino (com leséao visivel), 98 (89,9%) foram positivas na cultura
e destas, 69 (70%) positivas na PCR tendo como alvo 1S1081. Em outras 95
amostras de tecido bovino com leséo visivel, 86 foram positivos em cultivo, e destas
amostras o diagnéstico por PCR detectou 78 (90%) resultados positivos. Os autores

relatam a dificuldade em extrair DNA de M. bovis de tecidos e quando aplicaram
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modificacdbes no método de extracdo a técnica se mostrou mais sensivel 90%
(TAYLOR et al., 2007).

Parra et al. (2008) testaram dois métodos diferentes de extracdo de DNA
(manual e mecanizada) de 125 amostras de tecido bovino (TCC+) utilizando gPCR
com iniciadores para a regidao 16S-23S rDNA e encontraram alta especificidade e
sensibilidade maior para a extragdo manual. A sensibilidade variou de 61,11% para
as amostras sem lesdes visiveis a 80,64% para lesbes cronicas, com sensibilidade
meédia de 73,87% quando se utiliza o sistema de extracdo manual e 47,74% quando
utilizou-se o modelo mecanizado. Mas neste estudo, 0s autores ndo encontraram
amplificacdo (por PCR) em amostras sem les@es visiveis e negativas em cultura.

Em estudo utilizando PCR multiplex com oligonucleotideos direcionados para
as sequéncias gendmicas RvD1Rv2031c e I1S6110, especificas para M. bovis e
complexo Mycobacterium tuberculosis (respectivamente), de colbnias isoladas a
partir de lesbes sugestivas de tuberculose bovina, 88,24% das colonias foram
identificadas como M. bovis (FIGUEIREDO et al., 2009).

Ao avaliar 30 homogeneizados de tecido bovino, previamente identificados
como M. bovis em cultura, Thacker et al. (2011) identificaram 20/30 (66,6%)
amostras positivas para M. bovis com iniciadores para 1S6110 e IS6110 T (este
ultimo desenhados pelos autores). Com a técnica utilizada ndo houve amplificacéo
em 18 controles negativos. Neste estudo qPCR teve uma menor sensibilidade
guando comparada com a cultura, mas o numero limitado de amostras € um fator a
ser considerado.

Furlanetto et al. (2012) utilizaram métodos complementares de diagnostico
(histopatologicos, bacteriolégicos e moleculares) em amostras de tecido 198 bovinos
com lesdes suspeitas de tuberculose, observadas em frigorificos. M. bovis foi isolado
em trés amostras (1,5%) e quando utilizaram um sistema de PCR multiplex,
direcionados para as sequéncias gendmicas RvD1Rv2031c e IS6110, detectou-se a
presenca desta bactéria em 14/198 amostras (7%), incluindo as trés amostras
positivas no cultivo.

Em uma pesquisa buscando concentrar e isolar (por separagao
imunomagnética com anticorpos monoclonais) M. bovis antes do cultivo e PCR com
IS6110 em 280 linfonodos de bovinos (206 com lesdes e 74 sem lesdes visiveis)
coletados no momento do abate, Stewart et al. (2013) encontraram 62,1% amostras

positivas na cultura e 57,8% por PCR.
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Ha evidéncias de taxas maiores de deteccdo de M. bovis usando abordagens
para concentrar as células de micobactérias antes da extragdo de DNA aumentando
a sensibilidade da amostra para PCR. No entanto, estas etapas geralmente
envolvem mais passos na técnica além do material de consumo e equipamentos
(COSTA et al., 2013).

Em estudo recente, utilizando extracdo de DNA de tecido bovino com kit
comercial QlAamp Mini (Qiagen) e diagnostico por nested PCR e cultivo de 69
bovinos, Costa et al. (2013) descreveram sensibilidade de 100% e especificidade de
97,7% com nested PCR. Os resultados do cultivo apresentaram 37,7% de amostras
positivas para M. bovis. de Nessa pesquisa, iniciadores foram desenhados para
1S6110. O grupo também relata a amplificacdo por nested PCR de 08 amostras sem
lesGes compativeis com tuberculose e que foram negativas na cultura. O tempo para
o diagndstico foi de aproximadamente 6 horas, o que possibilita sua realizagdo antes
que a carcacga seja liberada para comercializagéo.

Comparacbes no genoma de M. bovis e M. tuberculosis, evoluiram para dois
subtipos de um ancestral comum, cerca de 40.000 anos atras: subtipos definidos
pela presenca ou auséncia de M. tuberculosis delecdo 1 (TbD1) (WIRTH et al.,
2008). Os dados sugerem gque os dois subtipos surgiram em seres humanos, com
TbD1- subtipo 1 co-evolugao principalmente nos seres humanos e TbhD1+ subtipo 2
co-evoluindo em seres humanos, ruminantes, e em outras espécies (WATERS et al.,
2011).

Até o presente, métodos moleculares para o diagndéstico da tuberculose
bovina tém sido realizados a partir de PCR convencional e tempo real dirigidas ao
CMT. Acredita-se que a alternativa para identificacdo rapida e especifica de M. bovis
em fragmentos de tecido de bovinos e bubalinos com suspeita de tuberculose, seria
a abordagem por meio de ensaios de nested PCR, aumentando a sensibilidade e
reduzindo o tempo de diagnéstico (COSTA et al. 2013).

Face aos estudos realizados sobre a identificacdo direta do agente da
tuberculose em tecidos de bovinos e bubalinos, percebe-se que existe demanda por
testes mais especificos e sensiveis, que explorem novos genes alvo e possam
diagnosticar amostras paucibacilares. Assim, este estudo propds o desenvolvimento
de um sistema de nested PCR, com combinacdo de PCR convencional e PCR em
tempo real, para detectar complexo Mycobacterium tuberculosis (artigo 1) e a

espécie Mycobacterium bovis (artigo 2) em homogeneizados de tecidos.
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Adicionalmente, especificidade e sensibilidade analitica e clinica das técnicas de

nested PCR foram analisadas.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

v' Detectar o complexo Mycobacterium tuberculosis e a espécie Mycobacterium
bovis diretamente de homogeneizados de tecido de bovinos e bubalinos por

nested PCR.

3.2 Especificos

v" Desenhar oligonucleotideos iniciadores e sondas para amplificacdo de DNA de
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis (alvo rv2807) e

Mycobacterium bovis (regido TbD1);

v" Descrever o desenvolvimento e avaliacdo de dois sistemas de nested PCR, com
combinacao de PCR convencional e PCR em tempo real, para detectar DNA de
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis e da espécie Mycobacterium

bovis em homogeneizados de tecidos de bovinos e bubalinos.
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Resumo
O diagndsticopost-mortem, a cultura bacteriana e os testes bioquimicoscédsmms sdo atualmente
realizados para caracterizar o agente etiolégicilgerculose bovina. As culturas podem levar até 90
dias para se desenvolver. O diagnostico por testdsculares, tais como PCR podem proporcionar
resultados rapidos e confiaveis, reduzindo sigatifiamente o tempo de confirmacdo. No presente
estudo, um sistema aested PCR baseado no alve2807, realizado com PCR convencional seguido
por PCR em tempo real, foi desenvolvido para datebtactérias do complexblycobacterium
tuberculosis (CMT) diretamente de homogeneizados de tecidaensibilidade e a especificidade das
reacOes foram avaliadas com amostras de DNA eataf® micobactérias tuberculosas e néo
tuberculosas, bem como outras espécies de Actiretalgs e amostras de DNA obtidas diretamente
de homogeneizados de tecidos da espécie bovinbadiiau Os valores de sensibilidade analitica por
nested PCR foram 1,5 pg de DNA dd. bovis cepa AN5 e 6,1 pg de DNA dié. tuberculosis H37Rv.
O sistema deested PCR apresentou 100% de especificidade analitica@sliT, quando testado com
DNA de cepas de referéncia de micobactérias n&rd¢ulbsas e outros Actinomycetales. A
sensibilidade clinica deested PCR foi de 76,7% detectada com tecidos de amogtsiivas para
CMT por cultura e PCR convencional. Evidenciou-speeificidade clinica de 100% com DNA de
amostras de tecidos de bovinos, com resultadogiveg@o teste cervical comparativo (TCC). Estes
animais ndo apresentavam lesdes visiveis e forgatines por cultura eested PCR para CMT. O
uso denested PCR para detectar o compledo tuberculosis, em homogeneizados de tecidos, permitiu
rapido diagndstico da tuberculose bovina e bubalina
Palavras-chave: tuberculose bovina e bubalina; PCR em tempo megdied PCR dos tecidos;

inspecao sanitaria
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Introducéo

A tuberculose € uma doenca infecciosa cronica daugaor membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), incluindo M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti,

M. caprae, M. mungi, M. orygis, M. pinnipedii e M. cannettii (Broschet al., 2002). Embora. bovis
seja 0 agente mais comum da tuberculose em bovintss espécies do CMT também tem sido
detectadas, incluindM. tuberculosis (Ameni et al., 2011),M. caprae (Sahraouiet al., 2009) eM.
africanum (Weberet al., 1998).

No Brasil o controle da tuberculose bovina e bulsaénvolve o abate de animais infectados
identificados por teste de reacdo intradérmica demivado proteico purificado (PPD Purified
Protein Derivative). A vigilancia epidemioldgica também ¢é realizada &igorificos, bem como
inspecdes sanitarias de todos os animais abatidaspnsumo (Brasil, 2004).

Com o0 advento da globalizacdo econbmica, as basrearifarias foram substituidas por
barreiras sanitarias. H4 uma presséo crescenteados importadores para o diagnoéstico definitivo
da tuberculose bovina, nos animais que apresemtsded compativeis com tuberculose (LCT), pelo
pais exportador.

Embora o cultivo bacteriolégico seja um método @mel para detectar CMT de forma
definitiva, uma quantidade significativa de tempté(90 dias) € necessaria para sua realiza¢cdo, uma
vez que os membros deste complexo crescem lentanmprEindo comparados com os padrdes
bacteriol6gicos gerais (Costekbal., 1998; de Lesliet al., 2008; Drobniewsket al., 2003; Hinegt
al., 2006; Miller et al., 2002; Schmittet al., 2002). Neste sentido, € importante ressaltar ague
sistemas de diagnostico moleculares baseados maldga PCR em tempo real sdo mais rapidos e
oferecem maiores possibilidades de automacéao (8dihisser, 2001).

Embora muitos sistemas de PCR em tempo real tedidgondesenvolvidos para detectar
diretamente CMT de amostras biologicas em sereshosn o desenvolvimento de um procedimento
para detectar CMT em homogeneizados de tecidosid®ia tem sido ainda pouco explorado (Parra

et al., 2008; Tayloet al., 2007; Thackeet al., 2011).
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As principais limitaces séo a dificuldade em exttdNA de micobactérias em amostras de
tecido bovino devido ao nimero limitado de bactégaa estrutura da propria amostra biolégica que
apresenta intensa fibrose e calcificacédo, difiodtao processo de extracdo (Lieébana., 1995).

Outra dificuldade envolve a concentragdo de DNAMitbactérias, que geralmente € baixa
quando comparada com a concentracdo de DNA do teispgThackeret al., 2011). Um terceiro
problema € que os bovinos com reagfes positivéssé® de tuberculinizagdo nem sempre apresentam
lesBes visiveis durante o abate (Costellal., 1997), devido a infeccBes recentes com uma baixa
carga de micobactérias.

Para superar os problemas de sensibilidade nacdetede micobactérias patogénicas
diretamente de tecidos bovinos e bubalinos, o ptesestudo descreve uma abordagem utilizando
nested PCR, com uma combinagéo de PCR convencional e RCiemapo real, para detectar CMT em

homogeneizados de tecidos de bovinos e bubalinos.

Materiais e Métodos

Amostras biolégicas

Na Tabela 1 sdo apresentadas as cepas bacteramefer@ncia utilizadas para a analise da
sensibilidade analitica, testes de especificidaoiedeonizacdo deested PCR. Estas cepas incluem os
membros do complexdvlycobacterium tuberculosis (Mycobacterium bovis e Mycobacterium
tuberculosis), complexoMycobacterium avium (Mycobacterium avium), micobactérias ambientais e
nao-tuberculosasMycobacterium abscessus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae,
Mycobacterium kansasii e Mycobacterium smegmatis) e outros Actinomycetale<Cérynebacterium

pseudotuber culosis, Rhodococcus equi).
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Tabela 1- Cepas bacterianas utilizadas para avaliar a#gpgade e sensibilidade analitica rfzsted

PCR.

Cepasbacterianas Origem
Corynebacterium pseudotuberculosis LGCM/FIOCRUZ*
Mycobacterium abscessus ATCC 19977/FIOCRUZ
Mycobacterium avium ATCC 25291/FIOCRUZ
Mycobacterium bovis ANS5, Ministério da Agricultura- LANAGRO-MG
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841/FIOCRUZ
Mycabacterium gordonae ATCC 14470/FIOCRUZ
Mycobacterium kansasii ATCC 12478/FIOCRUZ
Mycobacterium tuberculosis H37Rv/FIOCRUZ
Mycobacterium smegmatis ATCC 700044/FIOCRUZ
Rhodococcus equi ATCC 6939/FIOCRUZ

* Fundac&o Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Qudkidam Salde

Amostras de DNA também foram obtidas a partir daguistes fontes: cultura isoladas de
lesbes de bovinos naturalmente infectados &éniovis cedidas pelo Ministério da Agricultura -
LANAGRO, MG, Brasil (n = 50), Instituto Biol6gicoedS&o Paulo, Brasil (n = 42), DNA extraido a
partir de 170 cultura d#. tuberculosis, obtidas a partir de humanos com tuberculose (LABM
Fiocruz, RJ, Brasil), DNA de amostras de cultura=r8) de M. avium também cedidas pelo
LANAGRO-MG. As cepas d#. avium foram identificadas utilizando métodos bioquimipaslirdo
(amostras do LANAGRO-MG) eM. bovis por PCR com iniciadores JB21 e JB22 para CMT
(Rodriguezet al., 1995). As cepas dkl. tuberculosis foram identificadas utilizandepoligotyping
(Kamerbeelet al., 1997) e PCR para o polimorfismo do geneA (Bauroniet al., 2004).

A cepa de referéncia dd. bovis AN5 foi cultivada em meio Stonebrink, enquanto @se
outras cepas de referéncia Mgcobacterium sp. foram cultivadas em meio de Lowenstein-Jensen.
Cepas nado-micobacterianas ndo foram cultivadas & BN purificado diretamente a partir das
suspensdes bacterianas liofilizadas.

Extracdo de DNA de cepas bacterianas

O DNA de bactérias de referéncia foi purificadonckit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen),
seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidadmreentracdo das amostras de DNA foram
avaliadas por espectrofotometria (NanoDrop ND-100®mo Scientific) e eletroforese em gel de

agarose a 0,8% corado c@YBR Gold (Invitrogen).
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Iniciadores e sonda

Com base nas sequéncias de DNA de membros do Cbfbrdiveis no Gen Bank-NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e com o auxilio do ograma BLAST, disponivel em
http://blast.ncbi.nim.nih.gov, alvos especificosafa selecionados para amplificacdo de DNA. A
sonda e iniciadores parssted PCR foram desenhados usandcoftware Primer Express v2.0
(Applied Biosystems).

O alvo selecionado para amplificacdo feR807 (ID: 888907), um gene de 443 pb que
codifica para uma proteina hipotética do complexéuberculosis.

Dois conjuntos de iniciadores foram desenhadostaithores externos, para amplificacdo por
PCR convencional, e os iniciadores internos e sofatiMan MGB para amplificacdo por PCR em
tempo real. A primeira reacdo foi incluida paraiqrecer as amostras de DNA, uma vez que a
concentracao relativa mais elevada do DNA do hasdpedsolado a partir de tecidos de bovinos pode
interferir na amplificac&do do gene alvo.

A Tabela 2 mostra as sequéncias dos iniciadoresdas

Tabela 2 - Iniciadores e sonda utilizados com a primei@c&® de PCR convencional e a segunda

reacdo de PCR em tempo real para compidympbacterium tuberculosis (CMT).

Gene alvo Sequéncia DNA

rv2807 - Iniciadorexterno 5’- 3' CMT: GGCGGTGGCGGAGTTGAAGGCGATGAG
complexo Iniciadorexterno 3'- 5’ CMT: GCCGCGAGCGAGTCTGGGCGATGTC
Mycobacterium Iniciador interno 5’- 3' CMT: CATTGCTGCGTAATTCGATCA
tuberculosis Sonda CMT: 6FAM CATCCACACCTGTTCG MGB-NFQ

Iniciadorinterno 3'- 5 CMT: GACCTTGGGCGCCTCAT
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Padronizacdo ddested PCR

A primeira reacdo (PCR convencional) foi feita eofume total de 25 pL, contendo: 10 mM
de Tris-HCI (pH 8.3); 50 mM de KCI; 1,5 mM de Mg0,2 mM de cada dNTP; 7,5 pmol de cada
iniciador; 1,25 U d&ag DNA polimerase (Sigma) e 400 ng de DNA.

A segunda reacdo (PCR em tempo real) para CMTefdizada em volume total de 12,5 L,
contendo: 6,25 pL d&agMan Master Mix (ref 4.352.042 Applied Biosystems), 600 nM de cada
iniciador, 100 nM de sonda e 3 uL da primeira reatPCR.

Na primeira reacdo as amplificacfes foram realiz&ea um termociclador da marca MJ Mini
Bio-Rad. A desnaturacao inicial foi realizada a®%furante 4 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacéo a 95°C durante 90 segundos, hibrida6&8C durante 30 segundos, e extensdo a 72°C
durante 45 segundos. Um passo final de extensd@°@ fbi realizada durante 3 minutos. As
amplificacbes de PCR em tempo real foram realizaaastermocicladoiSep One Plus (Applied
Biosystems, EUA). O programa de termociclagem foi composto: msnaturagdo inicial a 95°C
durante 10 minutos, seguido por 35 ciclos de dasmgdo a 95°C durante 15 segundos e
anelamento/extensdo a 62°C durante 30 segundos.

Para todas as reacOesrdsted PCR, DNA deM. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv foram
usados como controle positivo. Para controle negéi utilizado agua livre de nucleases.

A sensibilidade analitica dos iniciadores para CidiTavaliada com diluicdes seriadas de
DNA de cepas de referéncia Me bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv, em triplicata, com reacdes
separadas para cada réplica. Cada amostra de DNésfada apenas por PCR em tempo real, apenas
por PCR convencionalreested PCR (ambas as reacoes).

Os iniciadores e sonda para CMT foram testadostquarsensibilidade com DNA das 92
culturas deM. bovis de bovinos naturalmente infectados, fornecida® pANAGRO, Instituto
Biologico, bem como 170 amostras de DNA obtidaaréipde culturas d#. tuberculosis isolados de
humanos naturalmente infectados.

Para as avaliagcdes de especificidade, os iniciadosdnda para CMT foram testadas com 50
ng de DNA deCorynebacterium pseudotuberculosis, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium

avium, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
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smegmatis e Rhodococcus equi. Para avaliar a presenca de inibidores de PC§yatlis de DNA das
espécies acima, usadas para avaliar a especifgiftadm misturadas com DNA dé&. bovis AN5 e

testadas panested PCR. As condi¢cfes de amplificacdo foram as mesmmags do alvo especifico.

Deteccédo direta de CMT em tecidos de bovinos ddzifa

Deteccéo direta do CMT em homogeneizados de teéuiaogalizada com amostras de 113
bovinos e 46 bufaloB@balus bubalis) dos seguintes grupos:

a) Setenta e seis animais positivos ao Teste @Gei@mmparativo (TCC), incluindo 45 bovinos com
lesdo compativel com tuberculose (LCT) e 31 seekesisiveis (SLV). Estes animais, de diferentes
idades e categorias zootécnicas (leite e carn@mfabatidos seguindo as diretrizes do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelosebeulose Animal PNCEBT (Brasil, 2004).

b) Vinte e trés bovinos negativos ao TCC e senekesisiveis (SLV). Esses animais vieram de uma
fazenda de exploracdo mista (leite e carne), cetdri prévia de tuberculose bovina.

¢) Sessenta bovinos sem histérico de TCC, inclus®lanimais com LCT e um SLV.

O Teste Cervical Comparativo foi realizado seguiasldiretrizes do PNCEBT (Brasil, 2004).
Uma reacdo TCC positiva foi definida como um aumestativo da espessura da dobra da pele no
local de aplicacédo do PPD bovino superior a peloas& mm que o aumento da espessura da pele no
local de aplicacdo do PPD aviario (Brasil, 2004).

No presente estudo, lesdes compativeis com tulbsee(LCT) foram obtidas a partir de
linfonodos: hepatico, iliaco, mandibular, mediastin mesentérico, pré-escapular, retrofaringeo e
brénquico, bem como fragmentos de 6rgdos: pulméiedgdalas, figado e diafragma. Quando os
bovinos ndo apresentavam lesdes visiveis (SLVgnfemtos de (figado, linfonodo mediastino,
mesentérico, retrofaringeo e traqueobrénquicohiaraletados.

Os 6rgaos foram mantidos refrigerados até chegacelaboratério, onde foram armazenados
a -30°C até o processamento. Em seguida, foranonigslados e divididos em duas amostras: uma
para a cultura e o outra para a extracdo de DN&dalde tecido.

Para realizar a extracdo de DNA, as amostras focamadas em fragmentos de

aproximadamente 100 mg, correspondente a transigiie as areas de lesdo macroscopica e area
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aparentemente saudavel. Estes fragmentos foram letamente homogeneizados com 1 mL de
solucéo salina tamponada com fosfato (PB®hesphate Buffered Saline). A partir destas suspensdes
de tecidos, 200 uL foram utilizadas para extragi®dNA com KitDNeasy Blood & Tissue (Qiagen),
seguindo as instrugdes do fabricante. Reacoasstiel PCR foram realizadas como descrito acima.

Para cultura, as amostras foram descongeladas egekorizadas com uma quantidade
equivalente de areia estéril e dgua. As suspemnsdeido foram filtradas através de uma gazeikestér
e centrifugadas a 1200 xg durante 15 minutos. @snsatos foram suspensos em 2 mL de agua
estéril, utilizando o método de descontaminacadreieoff, e cultivadas em meio Stonebrink. As
culturas foram incubadas a 37°C e observadas pacalule coldnias durante pelo menos 90 dias com
observacdes semanais. Os esfregacos das col@iatas foram corados utilizando método de Ziehl-
Neelsen (ZN) para bacilos alcool-acido-resistef@8AR). Todas as culturas de BAAR foram
analisadas por PCR convencional utilizando osadmies JB21 e JB22 para CMT (Rodrigeeal .,
1995).

Os animais foram considerados positivos para tub®se quando pelo menos uma amostra de
tecido apresentava amplificacdo mested PCR ou quando colbnias de BAAR foram confirmadas na

PCR convencional com iniciadores JB21 e JB22.

Analise estatistica
O teste exato de Fisher ou o teste do Qui-quadadm realizados para avaliar a associacao
entre as variaveis categoricas. Os resultados foomsiderados estatisticamente significativos gaand

p<0,05.
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Resultados

As analises realizadas silico com as sequéncias dos iniciadores e sonda esticans na
Figura 1. ldentidade completa foi detectada apexss espécies do CMT, tais condd. bovis
(incluindo BCG),M. tuberculosis, M. africanum. Identidade parcial foi observada ctMncanettii, M.
abscessus, M. avium, M. gilvum, M. intracellulare, M. paratuberculosis, M. rhodesiae, M. smegmatis
e M. ulcerans (Figura 1).

Quanto a sensibilidade analitica, detectou-se DEMdbovis AN5 até: 390,6 pg por PCR
convencional, 24,4 pg por PCR em tempo real e d.jsopnested PCR. Para DNA d#&l. tuberculosis
H37Rv detectou-se até 6,1 pg por PCR convenci@dad pg por PCR em tempo real e 6,1 pg por
nested PCR.

Das 50 amostras de DNA isoladas a partir de cultdeabovinos naturalmente infectados com
M. bovis (Ministério da Agricultura - LANAGRO), 49 (98,8%ram positivas naiested PCR para
CMT. Todas as 42 amostras (100%) de DNA isoladasuttaras deM. bovis do Instituto Biologico
de S&o Paulo foram positivas pelested PCR para CMT. Das 170 amostras de culturavde
tuberculosis isoladas de escarro de humanos com tuberculosBMIAM, Fiocruz, RJ, Brasil), 100%
foram positivas emested PCR para CMT.

A especificidade analitica pomested PCR para CMT foi testada usando DNA @e
pseudotuberculosis, M. abscessus, M. avium, M. fortuitum, M. gordonae, M. kansasii, M. smegmatis e
R equi. Nao houve amplificacdo quando utilizaram-se §@a& DNA destes agentes. Amplificacdes
foram visualizadas com DNM. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv como controle positivo.

Para avaliar a presenca de inibidores de PCR,misturse aliquotas de DNA de bactérias
ndo-alvo com DNA deM. bovis AN5. Detectaram-se amplificacfes, 0 que mostra rie houve

interferéncia por inibidores de PCR
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rv2807 — — — —
Iniciador externo Iniciador interno Iniciador Interno Iniciador externo

Iniciadores

Mycobacterium bovis BF2122/97 (BX248339) pate (o)

Mycobacterium bovis BCG-Mexico (CPO02055) pXe c

Mycobacterium bovis BCG-Moreau (AM412059) AG (o)

Mycobacterium bovis BCG-Tokyo (AP010518) pXe c

Mycobacterium bovis BCG-Pasteur (AM408550) pXe c

Mycobacterium tuberculosis RGTB423 (CP003234) AG] (o)

Mycobacterium tuberculosis RGTB327 (CPO03233) AH c

Mycobacterium tuberculosis ATCC35801 (AP012340) AG) (o)

Mycobacterium tuberculeosis UTZ05 (HEG08151) pXe c

Mycobacterium tuberculosis CTRIZ (CP002%92) AG c

Mycobacterium tuberculosis CCDCS180 (CP001642)AGH (o)

Mycobacterium tuberculosis CCDC5972 (CP0O01641)AGH c

Mycobacterium tuberculosis KZN4207 (CPO01662) AG (o)

Mycobacterium tuberculosis RzZN1435 (CPO0O1658) AG c

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (BX842573) AG (o)

Mycobacterium tuberculeosis F11 (CPO0O717) pXe c

Mycobacterium tuberculosis H37Ra (CPO0611) A c

Mycobacterium tuberculosis CDC1551 (AE000516) AG) (o)

Mycobacterium avium 104 (CPO0047%9)

Mycobacterium avium 2151 (AF143772)

Mycobacterium africanum GMO41182 (FRE878060)

Mycobacterium paratuberculosis (AE016958)

Mycobacterium canettii (HES725%0)

Mycobacterium intracellulare (CP0O03323)

Mycobacterium rhodesias (CP00316%)

Mycobacterium gilvum (CP000656)

Mycobacterium smegmatis (CP000480)

Mycobacterium abscessos (CU458896)

Figural-Alinhamento das sequéncias de sonda e iniciada@mexrv2807 do complexaViycobacterium tuberculosis com a
sequéncia alvo em diferentes isolados e espéc Mycobacterium. As areas destacadas em preto indicam identi
nucleotidica entre os isolados.
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Amostras de tecidos de 159 bovinos e bubalinosrfdestadas diretamente puasted PCR

para CMT. Os resultados dested PCR e cultura sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Nested PCR para complexblycobacterium tuberculosis e os resultados de cultura de 159

homogeneizados de tecidos bovinos e bubalinos

N° de
Condicao N° total Teste N Valor de P
positivos (%)

Nested PCR 32 (71,1)

TCC+eLCT 45 0,318
Cultura 37(82,2)
Nested PCR 17 (54,8)
TCC +e SLV 31 . 0,124
Cultura 10 (32,2)
Nested PCR 0 (0,0
TCC- e SLV 23 . 0,999
Cultura 1(4,3)

Nested PCR 33 (55,9)

Sem TCC e LCT 59 R 0,015
Cultura 19 (32,2)
Nested PCR 0 (0,0)
Sem TCC e SLV 1 P —
Cultura 1 (100,0)

TCC = Teste cervical comparativo

LCT = Lesao compativel com tuberculose

SLV = Sem lesao visivel

BAAR= Bacilos alcool-acido-resistente

"Confirmado por PCR convencional com iniciadoreslJB2B22 (Rodrigueet al., 1995).

No Brasil, o TCC é considerado testevivo referéncia na confirmacéo de infeccdo pbr
bovis em bovinos e bubalinos. Dos 76 animais TCC+ @desano presente estudo, 47 animais foram
positivos na cultura (61,8%) e 49 foram positivasgpfCMT pomested PCR (64,4%) (p = 0,86).

Dos 45 bovinos e bubalinos TCC+ e com LCT, 32 @&),foram positivos para CMT por
nested PCR e 37 (82,2%) foram positivos na cultura, e iconafdos por PCR com JB21 e JB22 (p =
0,318) (Tabela 3). Dos 31 bovinos e bubalinos T@C3LV, 17 (54,8%) foram positivos para CMT
por nested PCR e 10 (32,2%) foram positivos na cultura, comdidos por PCR JB21 e JB22 (p =

0,124) (Tabela 3).
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283 O numero de animais positivos para tuberculosedtaitisticamente superior no grupo TCC+
284 com LCT que no grupo TCC+ e SLV, tanto mested PCR para CMT (p = 0,0001) como na cultura
285 (p =0,0001).

286 Dos 76 animais TCC+, 31 (40,7%) ndo apresentarafesevisiveis durante a inspecdo de
287 abate. Desses animais, 7 (22,5%) foram positiviie t@a cultura como naested PCR para CMT.

288 No grupo de 21 animais TCC+ e SLV com culturas tregs 10 animais foram positivos na
289 nested PCR para CMT.

290 Dos 59 bovinos e bubalinos com LCT, mas néo testadteriormente pelo TCC, 33 (55,9%)
291 foram positivos para CMT naested PCR e 19 (32,2%) foram positivos na cultura, o fpie
292 confirmado por PCR com iniciadores JB21 e JB22 (p045).

293 Na andlise de 23 animais TCC- provenientes de @manfla com histérico de tuberculose
294 bovina, ndo houve animais positivos mested PCR para CMT. No entanto, um animal (4,3%) foi
295 positivo na cultura, conforme confirmado por PCciB21 e JB22.

296 Nas andlises dos 104 animais que exibiram LCT,rais foram positivos para CMT na
297 nested PCR (62,5%) e 56 animais foram positivos na cul{tg8%) (p = 0,261).

298 Considerando-se a presenca de lesdes compativeituberculose confirmadas por cultura e
299 PCR, 56 animais foram positivos, dos quais 43 tamfagam positivos para CMT paested PCR,
300 resultando em uma sensibilidade clinica de 76,7¥te\Ve dois animais sem lesdes visiveis, e com
301 TCC e culturas negativas, foram negativos tambémedad PCR para CMT, determinando uma
302 especificidade clinica de 100%.

303

304 Discusséo

305 O objetivo do presente estudo foi desenvolver ustesia de diagnésticpost-mortem da
306 tuberculose bovina e bubalinedpido e aplicavel diretamente a amostras clina@sbovinos e
307 bubalinos. Aliado a isso, desenvolver um métodgipoeque possa reduzir substancialmente o tempo
308 entre deteccdo de lesdes compativeis e diagndsticlbgico (2 dias) quando comparado com o

309 método tradicional de cultura, que pode demora@@tdias.
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Um dos problemas com a deteccdo do complxiberculosis diretamente a partir de lesdes
que sdo compativeis com a tuberculose é que abteapresentam geralmente fibrose e calcificacdo
intensa, dificultando o acesso ao DNA das micobastéLiébanaet al., 1995). Trés kits comerciais
de purificagédo de DNA foram testados usando tedail@olsovinos que apresentam lesdes causadas por
M. bovis (dados ndo mostrados). Os melhores resultados folditlos com kitDNeasy Blood &
Tissue (Qiagen), quanto a qualidade do DNA e a detecodOMT pornested PCR.

A analise das diluicdes seriadas de DNA da cepeefdeénciaM. bovis AN5 revelou uma
maior sensibilidade analitica pamested PCR quando comparada com PCR em tempo real ou PCR
convencional isoladamente, embora a diferenca n@#&vel seja demonstrada quando comparamos
nested PCR ou PCR em tempo real com PCR convencional. dguBiNA deM. tuberculosis H37Rv
foi utilizado, as técnicas dested PCR e PCR convencional apresentaram sensibilidaaieslhantes.

Ja PCR em tempo real isoladamente mostrou-se prasévsl.

Apesar de nado ser esperado que o diagndstico gercB@vencional mostrasse sensibilidade
analitica semelhante ao testergsted PCR na identificacdo de DNA dé. tuberculosis, a primeira
necessita de processamento pos-amplificacdo (gongr, eletroforese em gel), contribuindo para o
aumento no tempo de processamento. O impacto tiaacdio da abordagem pamested PCR
provavelmente sera maior em relacdo a sensibilidhdiea, como no presente caso, uma vez que 0s
inibidores de PCR e micobactérias atipicas podderfarir com o desempenho da reacdo de PCR
convencional. A opgao por uma estratégiaelted PCR (primeira reacado de PCR convencional e em
seguida PCR em tempo real) também foi consideramnlaTpackeret al. (2011), resultando em
aumento da sensibilidade clinica para a deteccs tevis diretamente de amostras de tecidos.

A analise realizadm silico dos iniciadores/sonda para CMT revelou identidamepleta com
os membros do CMT, exceto cdvh canettii, com o qual houve identidade parcial. No entakto,
canettii € um patdégeno humano (Broshal., 2002), e acredita-se ser raro e limitado aosepais
Africa Oriental (Reddingtoet al., 2011).

A especificidade analitica daested PCR foi verificadain vitro. Nao houve amplificacao
quando os iniciadores e sonda foram usados com [MBlAnicobactérias ambientais corivh

abcessus, M. avium, M. fortuitum, M. gordonae, M. kansasii e M. smegmatis, sem amplificacédo
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também com DNA d®. equi e C. pseudotuberculosis. Isto € particularmente significativo, uma vez
que micobactérias ambientais em linfonodos subwetidtestes de diagndstico podem confundir os
ensaios que nao possuem especificidade suficiéritacker et al., 2011). Além disso, outros
Actinomycetales comdR. equi e C. pseudotuberculosis podem causar lesdes confundiveis com
tuberculose (Flynet al., 2001; Sahraouet al., 2009).

N&o houve diferenca estatisticamente significaginie anested PCR para CMT e a cultura
nos grupos de animais TCC+ com LCT ou TCC+ SLV eNtanto, aested PCR e a cultura exibiram
uma maior sensibilidade na deteccdo de animais T€+ LCT do que aqueles com TCC+ SLV.
Este & um claro indicador da maior carga de midébas no grupo com lesdes. A mesma tendéncia
de maior sensibilidade no grupo de animais com E&C@escrita por Parret al. (2008). No entanto,
nesse estudo de Parra et al. 0os autores ndo coasegietectar animais positivos no grupo SLV, que
também eram negativos em cultura. No grupo de asimacC+ SLV no presente estudonested
PCR para CMT foi capaz de detectar animais posigpara tuberculose mesmo quando estas amostras
eram negativas em cultivo.

Menores taxas de positividade foram encontradaas mested PCR e cultura no grupo de
animais sem TCC que apresentavam LCT durante agéepde abate. Uma das possiveis razfes para
este resultado é a presenca de lesbes granulomaimgsadas por outros agentes. O isolamento de
micobactérias atipicas em bovinos com lesbes derdulbse disseminada é raro, devido ao carater
cronico e ndo-progressivo das infecgdes. No entdiot@m relatados alguns casos de doenca
disseminada (Oloyat al., 2007). Lesdes causadas por outras bactérias&pieajam micobactérias
como Rhodococcus, Actinobacillus, Arcanobacterium e Nocardia, entre outras (de Liskt al., 2002),
também podem ser confundidas com tuberculose.

No Brasil, bovinos com resultados positivos ao T@Cque apresentem lesdes compativeis
com tuberculose durante as inspecdes de abateca@iderados positivos para a tuberculose.
Considerando o cultivo confirmado por PCR comoetést referéncipost-mortem, uma sensibilidade
clinica de 76,7% foi detectada. Os resultadosedted PCR apresentaram 100% de especificidade
clinica e foram obtidos em um curto periodo de teifihdias), em contraste com a cultura (até 90

dias). A sensibilidade de 76,7% dested PCR pode ser subestimada, pois estes animais ed@s t
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TCC+. Culturas falso-negativas podem ocorrer deaidatureza paucibacilar de tecidos selecionados,
e procedimentos de descontaminacdo que Sdo unequisito para a cultura, o que pode reduzir
significativamente a viabilidade de micobactéreasre outros motivos.

Varias abordagens tém sido utilizadas para aumensansibilidade da PCR em tempo real
para a identificacdo d®lycobacterium sp. diretamente de homogeneizados de tecido. Rarra
al.(2008) utilizaram uma sonda de captura para iSDIMA de homogeneizados de tecidos com
micobactérias, conseguindo menor sensibilidadé&¥%bdo que foi aqui relatado. Tayleral. (2007)
apresentaram uma sensibilidade de 70% ao realiZg& #iretamente sobre homogeneizados de
tecidos, embora a sensibilidade tenha aumenta@dids quando modificaram o método de extragcdo
de DNA. Thackeret al. (2011) utilizaram uma estratégia similar a dospnée estudo, com uma
primeira PCR convencional e uma segunda reacaemypotreal. Embora os autores tenham utilizado
outro alvo (I1%110), detectaram 66,7% de amostras positivas em tepiositivos em cultura.

Uma das preocupagfes do teststed PCR em particular com PCR em tempo real é a
possibilidade de contaminacdo cruzada. Durante doplmcesso de extragdo de DNA as luvas foram
trocadas com frequéncia. A purificacdo de DNA &ilizada em capela de biosseguranca nivel trés, e
PCR em gabinete de fluxo laminar com luz UV. Cotgarseparados de micropipetas foram utilizados
para extracdo de DNA e PCR. Ponteiras com filtrarfo usadas rotineiramente. Superficies e
equipamentos em contato com microtubos de amdstia® limpos antes de cada ensaio.

Durante a inspecdo de abate em frigorifico, a réhcpreocupacdo sdo os animais que
apresentam les@es visiveis, que sdo considerada®prios para 0 consumo. No entanto, nas
amostras de bovinos e bubalinos do presente es#ddt% dos animais TCC+ ndo apresentavam
lesBes. Destas amostras 22,5% foram positivas tentolltura como naested PCR para CMT, o que
representa risco para a transmissao zoonotidé thevis. As principais espécies do CMT encontradas
em bovinos podem sobreviver ao processo de cozinfgian der Merwest al., 2009). Por esta razao,
as politicas sanitarias que envolvem testes de &8Recidos de animais TCC+ SLV devem ser
consideradas.

Todos os 23 bovinos TCC- também foram negativosasted PCR, mas um animal foi

positivo em cultura, o que foi confirmado por PGinciniciadores JB21 e JB22. A fazenda em que
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estes animais foram criados tem histoérico de tulbese bovina. Animais com estagios avangados de

tuberculose podem néo reagir ao TCC, mas, esteahinéio apresentou lesbes ao abate.

Conclusotes

A utilizacdo do ensaio deested PCR para detectar bactérias do complexduberculosis em
homogeneizados de tecidos proporciona um diagdsijfmdo da tuberculose bovina e bubalina. Um
estudo em grande escala e uma validacao interdtdv@ do método sdo necessarios para determinar
a viabilidade do teste para o Programa Nacion&aterole e Erradicagédo da Brucelose e Tuberculose

Animal.
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Resumo

No presente estudo, um sistemardsted PCR que envolve a realizagdo de PCR convencional
seguida por PCR em tempo real, tendo como alvagi@aelbD1, foi desenvolvida para detectar
Mycobacterium bovis (M. bovis) em homogeneizados de tecidos de bovinos e bokaliA
sensibilidade e a especificidade das reacdes favatindas com amostras de DNA obtidas a partir de
micobactérias tuberculosas e ndo-tuberculosas bem outras espécies de Actinomycetales e DNA
de amostras obtidas diretamente a partir de honefipgedos de tecidos da espécie bovina e bubalina.
Quanto a sensibilidade analitica, detectou-se DMNAovis AN5 dentro dos seguintes niveis: 1,56 ng
por PCR convencional, 97,6 pg com PCR em tempoerdab3 pg ponested PCR (duas reacgdes). A
nested PCR apresentou 100% de especificidade analitiGaMpabovis, quando testado com DNA de
cepas de referéncia de micobactérias ambientaisr@scActinomycetales. A sensibilidade clinica foi
de 76,0%, detectada com amostras de tecido prowesiele animais que apresentaram resultado
positivo no teste de cervical comparativo (TCCxirascomo aqueles com lesdes compativeis com
tuberculose (LCT), que apresentaram culturas paesitiA especificidade clinica de 100% foi
detectada em amostras de tecido de animais cortadss negativos no TCC, sem lesfes visiveis
(SLV) e com resultado negativo na cultura. N&o rforencontradas diferengas significativas entre
nested PCR e cultura para detectar animais positivos a@ TGm LCT ou SLV. Assim como em
animais TCC negativos e SLV. No entantopested PCR detectou um numero significativamente
superior de animais positivos que cultura no grdpoanimais que exibiam LCT sem registros
anteriores de TCC. A utilizacdo do ensaiondsted PCR para detectd. bovis em homogeneizados

de tecidos proporcionou diagnostico rapido da tudese bovina e bubalina.
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Introducgéo

A tuberculose € uma doenca infecciosa cronica daugaor membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), incluindo M. tuberculosis, M. bovis, M. microti [1], M.
africanum [2], M. canettii [3], M. caprae [4], M. pinnipedii [5], M. mungi [6] e M. orygis [7]. Embora
M. bovis seja a espécie mais frequentemente envolvida eps ae tuberculose, outras espécies do
CMT também ja foram detectadas [7,8,9].

A tuberculose bovina e bubalina provoca prejuizmsniceiros em muitos paises e representa
risco zoondtico [10]. No Brasil o controle da tuhdose bovina e bubalina é regulamentado pelo
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo dadBvse e Tuberculose Animal - PNCEBT. Este
programa envolve o abate de bovinos, com reac@tvas no teste de tuberculinizacéo (diagnéstico
ante-mortem) e da inspecgéo de carcagas com lesdes macrossdisdrigorificos (diagndstigoost-
mortem) [11]. No entanto, h4 uma crescente pressdo dosadss internacionais de carne bovina para
o diagnéstico definitivo da tuberculose em boviapsesentando les6es compativeis com tuberculose
(LCT). A partir de 2012, o Ministério da AgriculayrPecuéaria e Abastecimento (MAPA) determinou
que as fazendas com casos de tuberculose bovimaaéina estdo proibidas de exportar carne bovina
para a Unido Eurasiatica (Unido Aduaneira comppstaBielorrissia, Cazaquistdo e Russia). Todos
os lotes de animais de uma propriedade com ansuajmitos serdo sequestrados e as LCT enviadas a
um laboratério oficial para o diagnéstico etiolag[@2].

A cultura é considerada “padrédo de ouro” e é oeteldfinitivo para a confirmagdo da
tuberculose bovina. No entanto, o diagnéstico rbiolégico de M. bovis € um processo
extremamente lento, que pode demorar dois a tréssndliado a isso, mais duas a trés semanas sao
necessarias para a identificacdo bioquimica ddadss [13]. Portanto a necessidade de sistemas de
diagndstico rapido é evidente. Os sistemas de d&igo molecular, particularmente aqueles com
base em tecnologia de PCR em tempo real, apreseesaitados em até dois dias [14].

O objetivo do presente estudo foi descrever o ded@mento e avaliacdo de um sistema de
nested PCR, envolvendo uma reagdo convencional seguid®@@& em tempo real para detedvar

bovis em homogeneizados de tecidos de bovinos e bubalinos
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Materiais e Métodos

Amostras biolégicas

Na Tabela 1 sdo apresentadas as cepas bactergareferéncia utilizadas para a avaliagdo da
sensibilidade analitica ou ensaios de especifiei@sld kansasii, M. smegmatis, e R. equi), bem como
a otimizacdo daested PCR. Estas cepas incluem membros do CMT Kovis e M. tuberculosis),
Mycobacterium avium (M. avium), micobactérias ambientais e nao-tuberculo$dgcdbacterium
abscessus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii e
Mycobacterium smegmatis), e outras ActinomycetalesCdrynebacterium pseudotuberculosis,

Rhodococcus equi).

Tabela 1. Cepas padrédo de bactérias utilizadas para a edalida especificidade ou sensibilidade

analitica denested PCR para a regido génica TbhD1Msgcobacterium bovis.

Cepasbacterianas Origem
Corynebacterium pseudotuberculosis LGCM/FIOCRUZ*
Mycobacterium abscessus ATCC 19977/FIOCRUZ
Mycobacterium avium ATCC 25291/FIOCRUZ
Mycobacterium bovis ANS5, Ministério da Agricultura — LANAGRO-MG
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841/FIOCRUZ
Mycobacterium gordonae ATCC 14470/FIOCRUZ
Mycobacterium kansasii ATCC 12478/FIOCRUZ
Mycobacterium tuberculosis H37Rv/FIOCRUZ
Mycobacterium smegmatis ATCC 700044/FIOCRUZ
Rhodococcus equi ATCC 6939/FIOCRUZ

*Fundacgéo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Coetd# Qualidade em Salde.

Outras amostras biolégicas também foram utilizadpa®NA obtido a partir de amostras de
culturas isoladas de lesdes de bovinos naturalniefgtetados conM. bovis. Estas amostras eram de
animais abatidos que apresentaram lesdes sugedivaberculose (LCT) durante a inspec¢ao sanitaria
de rotina e as mesmas lesdes foram submetidagreodiaco etioldgico pelo Ministério da Agricultura
- LANAGRO, MG, Brasil (n = 50) e Instituto Biologic S&o Paulo, Brasil (n = 42) como
regulamentado pelo Programa Nacional de Contreleaadicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal

PNCEBT [11]; b) DNA extraido de amostras de cult@ma= 3) deM. avium cedidas também pelo
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LANAGRO-MG. M. bovis e M. avium foram isolados e identificados por métodos biodeosmpadréo
(amostras do LANAGRO-MG) ou PCR com os iniciadaiB1 e JB22 para CMT [15]. A cepa de
referéncia déM. bovis AN5 foi cultivada em meio Stonebrink, enquantorasitcepas de referéncia de
Mycobacterium sp. foram cultivados em Lowenstein-Jensen e meiddlgbrook. As cepas néo-
micobacterianas nao foram cultivadas e DNA foi fimado diretamente a partir de suspensao

bacteriana liofilizada.

Extracdo de DNA de cepas bacterianas

DNA das bactérias de referéncia foram purificadws &it DNeasy Blood & Tissue (Qiagen),
seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidadmrecentracdo das amostras de DNA foram
avaliadas por espectrofotometria (NanoDrop ND-100®&mo ientific) e eletroforese em gel de

agarose a 0,8%, corado c&¥BR Gold (Invitrogen).

Iniciadores e sonda

Com base em sequéncias de DNA de membros do CMiordigis no GenBank-NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) e com auxilio do pragha BLAST disponivel em
http://blast.ncbi.nim.nih.gov, alvos especificosafa selecionados para amplificacdo de DNAMie
bovis. Os iniciadores e sonda parested PCR foram desenhados usando softwRniener Express
v2.0 (Applied Biosystems).

O alvo selecionado para amplificacao foi a regiB®T, que compreende o gemenp6 (ID:
1092456) e a regido 5' aampL6. Essa regido (TbD1) estd presenteMniovis (incluindo cepas de
BCG), M. africanum, M. canettii e isolados ancestrais africanos Metuberculosis. Em linhagens
modernas d&l. tuberculosis, mmpS6 esta ausenterampL6 é truncado [03,16,17].

Dois conjuntos de iniciadores foram desenhadosiathores externos, para a amplificagéo por
PCR convencional, e os iniciadores internos e sqmala amplificacdo por PCR em tempo real com
TagMan MGB. A primeira reacao foi incluida para enrigueoeDNA de M. bovis, uma vez que a

concentracdo relativa mais elevada do DNA do haspmdsolado de tecidos de bovinos, pode
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interferir na amplificacdo do gene alvo. As seqi@ndos iniciadores e da sonda sdo apresentadas na
Tabela 2.
Tabela 2.Iniciadores e sonda utilizadas na primeira reaB&R convencional) e na segunda reacao

(PCR em tempo real) para TbhD1 Mgcobacterium bovis.

Regido alvo Sequéncia de DNA

ThD1 Iniciadorexterno 5'- 3! GTGGCGGTCGCGGGATTCAGCGTCTAT
Iniciadorexterno 3'- 5: GCGGTCTTCGCCAATGTT
Sonda: 6FAM TCGCGCAAGGCGA MGBNFQ
Iniciador internd’- 3': GCAGCCGATGGAATTGCT
Iniciador internas’- 5’: TTATGGCGGCCACACCCACCCAAAACAG

Padronizacdo deNested PCR

A PCR convencional (primeira reacdo) foi realizadavolume de 25 L, contendo 10 mM de
Tris-HCI (pH 8.3); 50 uM de KCI;1,5 mM de Mgg£l0,2 mM de cada dNTP, 7,5 pmol de cada
iniciador, 1,25 U ddaq DNA polimerase (Sigma)e 40{@ de DNA.

A reacdo de PCR em tempo real (segunda reacaolpérdoi realizada com volume total de
12,5 pL, contendo 6,25 pL deagMan Master Mix (ref 4352042 Applied Biosystems), 600 nM de
cada iniciador, 100 nM de sonda e 3 pL do prodatprimeira reacao de PCR.

A amplificagcbes foram realizadas em termocicladod Mini (Biorad). Uma etapa de
desnaturacdo inicial foi realizada a 95°C por 4utts, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 90 segundos, anelamento a 65°C por 30 seguadbdensdo a 72°C por 45 segundos. Um ciclo
final de extensdo a 72°C por 3 minutos foi realiza®ara amplificacdo por PCR em tempo real, as
amostras foram realizadas em termociclafiegp One Plus (Applied Biosystems, USA). Uma etapa de
desnaturagédo inicial a 95°C por 10 minutos, segpma35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15
segundos e anelamento/extensdo a 62°C por 30 segund

Para todas as reacdesrasted PCR, um controle positivo com DNA dé. bovis AN5, um
controle negativo sem DNA e um controle negativan dNA de M. tuberculosis H37Rv foram

incluidos.
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A especificidade analitica dos iniciadores e sopa@M. bovis foi avaliada com 5@,g de
DNA de C. pseudotuberculosis, M. abscessus, M. avium, M. fortuitum, M. gordonae, M. kansasii, M.
smegmatis e R. equi. Uma vez que ThD1 esta ausente em cepas modermdstdeerculosis, a cepa
H37Rv também foi testada na andlise da especifleidaalitica deested PCR.

Para avaliar a presenca de inibidores de PCR,attigude DNA das espécies acima usadas
para avaliar a especificidade foram contaminadécemimente com DNA deM. bovis AN5 e
testadas emmested PCR. As condicbes de amplificacdo foram as mesridzadas para o alvo
especifico.

Os iniciadores e a sonda foram avaliados quantenailslidade analitica com diluicbes
seriadas de DNA da cepa de referémdidovis AN5, em triplicata, mas com umix de reacdo para
cada réplica. As amostras de DNA foram testadasP@R em tempo real e PCR convencional de
forma isolada eested PCR (reacBes convencional e em tempo real). isted PCR o volume da
primeira reacao foi de 25 pL.

Os iniciadores e sonda foram também testados quasnsibilidade analitica com DNA
extraido de 92 culturas dd. bovis obtidas a partir de lesbes de bovinos naturalmieféetados,

fornecidas pelo LANAGRO e Instituto Biol4gico.

Deteccéo direta deMycobacterium bovis em tecidos de bovinos e bufalos

A deteccédo direta dil. bovis em homogeneizados de tecidos foi realizada constaasode
tecido de 167 bovinos e 62 bufaldulalus bubalis) de rebanhos comerciais. Nenhum animal foi
sacrificado para este estudo. As amostras foragtagtds durante a inspecéo sanitaria de rotina em
frigorificos nos grupos:

a) 127 animais positivos ao Teste Cervical CompardfTf CC+) incluindo 80 com lesbes
compativeis com tuberculose (LCT) e 47 sem lesiddgeis (SLV). Estes animais de diferentes faixas
etarias e categorias zootécnicas (leite e carnafabatidos seguindo as recomendagfes do PNCEBT
[11].

b) 51 animais negativos ao TCC (TCC-) e SLV. Ess@mais eram provenientes de uma

fazenda de exploracéo mista (leite e carne) cotarldgrévia de tuberculose.
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183 c) 51 animais sem registro de TCC, mas com LCT rigindrios de uma fazenda de
184  exploracdo mista, detectados durante as inspeedesida nos frigorificos.

185 Testes cervicais comparativos foram realizadoscdeda com os regulamentos do PNCEBT
186  [11]. Uma reagdo TCC+ foi definida como aumentatred da espessura da pele no local de aplicacédo
187 de PPD Purified Protein Derivative) bovino de no minimo 4 mm maior do que o aumerdao d
188  espessura da pele no local de aplicacdo da PPBed\Lid].

189 Para este estudo, LCT foram obtidas de linfonodwepaticos, iliacos, mediastinicos,
190 mesentéricos, pré-escapulares, retrofaringeosgjeetaronquicos, ou de pulmdes, amigdalas, figado e
191 diafragma. Quando o animal ndo apresentava les8egeig, linfonodos hepéticos, mediastinicos,
192  mesentéricos, retrofaringeos e traqueobrénquicesnf@oletados. Os 6rgaos foram conservados sob
193 refrigeracdo até chegarem ao laboratorio, ondenforaantidos a temperatura de -30°C até
194  processamento. Os érgdos foram descongeladosdiddviem duas aliquotas: uma para a cultura e
195 isolamento e outra para a extragdo de DNA.

196 Para extracdo de DNA, as amostras foram cortadasagmentos de aproximadamente 100
197 mg, correspondente a transicdo entre as areassdleslenacroscopicas e aparentemente saudaveis.
198 Estas pecas foram completamente homogeneizadaslcorh de solucdo salina tamponada com
199 fosfato (PBS -Phosphate Buffered Saling). A partir destas suspensdes, 200 pL foram utitizggpara

200 extracdo de DNA com kiDNeasy Blood &Tissue (Qiagen), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
201  Reac0es deested PCR foram realizadas como descritas acima.

202 Para cultura, as amostras foram descongeladas egekorizadas com uma quantidade
203  equivalente de areia estéril e solu¢do salina.uapensdes de tecido foram filtradas em gaze estéril
204  centrifugadas a 1200 xg durante 15 minutos. Osreadbs foram suspensos em 2 mL de solucdo
205 salina estéril, utilizando o método de descontagdioade Petroff [18] e cultivadas em meio
206  Stonebrink. As culturas foram incubadas a 37°Caeppu-se por colbnias durante pelo menos 90
207 dias, com observacdes semanais. Os esfregacosl@ags isoladas foram corados pelo método de
208  Ziehl-Neelsen (ZN) para bacilos alcool-acido-resigts (BAAR). Todas as culturas de BAAR foram

209 analisadas por PCR para CMT com os iniciadores &RIH22 [15].
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Os animais foram considerados positivos para ar¢ulmse quando em ao menos uma
amostra de tecido houve amplificacéo eested PCR ou culturas apresentaram col6nias de BAAR
confirmadas por PCR com os iniciadores JB21 e JB22hovinos ou bubalinos foram considerados
negativos para tuberculose quando as culturas pr@sentaram nenhuma colénia BAAR ou quando
eram BAAR, mas negativas na PCR para CMT com idicies JB21 e JB22 e quando os tecidos

foram negativos pamested PCR.

A analise estatistica

A concordancia entraested PCR e cultura foi avaliada pelo indikeppa, tal como descrito
por Ansari-Lari [19]. Comparacdes pareadas foraalizedas pelo teste de McNemar, com nivel de
significancia de 0,05. O teste de Qui-quadradate texato de Fisher foram realizados para avaliar a
associacdo entre as variaveis categoricas, comeb de significancia de 0,05. O qui-quadrado para
tendéncia linear também foi utilizado e, sempre gossivel, regressdo logistica univariada foi
realizada para avaliar se houve uma relagdo dendépeia entre os niveis de evidéncia presuntiva
para a tuberculose bovina e o diagnéstico do ag€ium base em uma combinagdo de ambos os
diagnésticos (TCC e LCT) e resultadoristed PCR para cada nivel de "exposi¢ao”, oofds ratio
foi calculado para comparar a proporcédo de resstgbsitivos com nivel basico ou nivel 0 (TCC

negativo e sem lesdes visiveis) [20].

Resultados

A andlisein silico dos iniciadores e sonda para TbD1 sdo mostradésgoaa 1.ldentidade
completa comM. bovis AF2122/97 e diferentes cepas Mebovis BCG, M. africanum e M. canettii
disponiveis no GenBank-NCBI. Uma completa identddtainbém foi encontrada com sete cepas de
M. bovis da Argentina e 11 cepas Ne bovis do Brasil, cujos genomas foram sequenciados fer es
grupo de pesquisa. Pdvh tuberculosis, os iniciadores e sonda apresentaram identidadpleta com
uma cepa ancestral (numero de acesso no GenBa2k488) [03], mas néo foi detectada homologia

com as cepas dd. tuberculosis modernas disponiveis ho GenBank.
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N&o houve amplificacdo nos seguintes casos: DNAeat@aM. tuberculosis H37Rv ou de
isolados clinicos d&/. tuberculosis; DNA de cepas de referéncia de micobactérias udertulosas
M. abscessus, M. avium, M. fortuitum, M. gordonae, M. kansasii e M. smegmatis, DNA de outros
ActinomycetalesC. pseudotuberculosis, R. equi.

Aliquotas de DNA de bactérias ndo-alvo artificiaeecontaminadas com DNA dié. bovis
ANS5 foram positivas ponested PCR.

Os niveis de deteccdo encontrados para sensilg@lidadlitica utilizando DNA d#. bovis
ANS foram até 1,56 ng por PCR convencional, 97,®@gPCR em tempo real e 1,53 pg pested
PCR. Das 50 amostras de DNA (de cultivo) isoladgsarir de lesbes de animais naturalmente
infectados comM. bovis cedidas pelo Ministério da Agricultura - LANAGR@9 (98,0%) foram
positivas emmested PCR paraM. bovis. Todas as 42 (100%) amostras de DNA isoladas lter@s de
M. bovis do Instituto Biolégico, Sdo Paulo, foram positiyes nested PCR paravl. bovis.

Amostras de tecido de 229 bovinos e ou bubalin@nidestadas diretamente pested PCR
paraM. bovis. Os resultados deested PCR e cultura estdo mostrados na Tabela 3. Aligu#dDNA
de tecidos sem lesao e negativasneged PCR foram contaminadas artificialmente com DNA$/Me
bovis e re-testadas comested PCR cepa AN5 mostrando resultados positivos. Doartihais com
resultados TCC- e SLV, 50 exibiram culturas negatiEstes 50 animais foram incluidos no célculo
da especificidade clinica, que foi de 100%. DosaBiinais com resultados TCC+ LCT e culturas
positivas, 38 também foram positivos pested PCR, o que corresponde a uma sensibilidade clinica

de 76,0%.
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ICGETTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
GGTTGCACGECATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
GGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAL
GGTTGCACGECATCTTCGECTICGCAC
ICGETTGCACGGCATCTTCGECTCGCAC
GGTTGCACGECATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAL
GGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
ICGETTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
GGTTGCACGECATCTTCGGCTCGCAC
ICGETTGCACGGCATCTTCGECTCGCAC
GGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAL
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAL
GGTTGCACGECATCTTCGECTICGCAC
ICGETTGCACGGCATCTTCGECTCGCAC
GGTTGCACGECATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
GGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC
ICGGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAL
GGTTGCACGECATCTTCGECTICGCAC
ICGETTGCACGGCATCTTCGECTCGCAC
ICGETTGCACGGCATCTTCGECTCGCAC
GGTTGCACGGCATCTTCGGCTCGCAC

Figura 1 . Andlise in silico das sequéncias dos iniciadores e sondas para TbD1 de Mycobacterium bovis. As areas destacadas em preto indicam identidade

nucleotidica entre os isolados.
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260 Tabela 3. Resultados denested PCR para ThD1 deMycobacterium bovis e cultura de 229

261  homogeneizados de tecido de bovinos e bubalinos

262
Condicao NGmero i Teste Valor deF Oddsratio
Ante-mortem  Post-mortem Total Cultura Nested PCR Cultura Nested PCR
(%) (%)
263
TCC- SLV 51 1(1,96)a 0 (0,00)a 1 1,00A 1,00A
264
Sem TCC LCT 51 11 (21,57)a 21(41,18b 0,0329 13,75B 72,61B
265
Tec LCT 80 50 (62,50)a 49 (61,25)a 0,8707 15,27B 59,10B
+
SLV 47 11 (23,40)a 17 (36,17)a 0,176 83,33C 161,86C
266
Total 229 73 (31,88) 87 (37,99) 0,17

267  TCC = Teste cervical comparativo

268 LCT = Lesao compativel com tuberculose

269  SLV = Sem lesbes visiveis

270  *Confirmado por PCR com iniciadores JB21 e JB27 [15

271  Valor de P para Qui-quadrado de tendéncia lineéx081

272 Letras mindsculas diferentes nas linhas indicarrelifcas significativas (p < 0,05) nas comparacaesagas
273  dos testes culturarested PCR

274 Letras maiUsculas diferentes nas colunas indicamqocdes diferentes de positivos (p < 0,05)

275

276 Com relacdo a concordancia entested PCR e cultura, houve 51 animaissted PCR e
277  cultura positiva (22,27%), 120 animaiested PCR e cultura negativa (52,40%), 36 aninmaasted
278 PCR+ e cultura negativa (15,72%), e 22 animaged PCR negativo e cultura positiva (9,61%). A
279  concordancia avaliada pelo indikeppa foi de 0,445, com erro padrdo de 0,061 e um iaterde
280 confianca de 95% 0,325-0,565. O grau de concorddocconsiderada moderada [19].

281 N&o houve diferencas significativas emested PCR e cultivo na detec¢céo de animais TCC+
282 com LCT ou SLV. Também ndo foram encontradas dif@e significativas na identificacdo de
283  animais TCC negativos SLV. No entantoested PCR revelou um namero significativamente maior
284  de animais positivos quando comparado com cultargrapo de animais sem histdrico de TCC, mas
285 com LCT (p <0,05).

286 Houve uma tendéncia linear entre o aumento da esi@éresuntiva da tuberculose bovina e
287 as chances de resultados positivos em cultura 0% ounested PCR (p <0,001). Os resultados

288 presuntivos de TCC+ com LCT tiveram 13,75 e 1527% mais chance de um resultado positivo em
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cultura e 59,10 e 72,61 vezes mais chance de wiia@s positivo ponested PCR respectivamente,
quando comparado com o0 grupo sem resultados pressinfNo grupo com os dois resultados
presuntivos positivos, LCT e TCC, houve 83,33 e 861ezes mais chance de um resultado positivo
em cultura enested PCR quando comparado com o grupo sem resultadssnneos, respectivamente

(Tabela 3).

Discusséao

Um dos sistemas mais importantes aplicados aoatertta tuberculose bovina plgr. bovis é
a vigilancia epidemiolégica de animais abatidos feigorificos. Esta vigilancia é realizada por
inspecao e coleta de amostras com LCT, confirmanedgisténcia da infec¢do por meio da cultura e
deteccdo molecular, que pode levar semanas, até igselltado seja obtido [21].

O objetivo deste estudo foi desenvolver um sistgost-mortem de diagnostico para
tuberculose bovina e bubalina aplicavel diretamemtamostras clinicas, o qual poderia reduzir
substancialmente o tempo entre a deteccdo de anin@&C+ com LCT e o diagndstico etioldgico
quando comparado com o0 método tradicional de eylggue pode demorar até 90 dias.

Um sistema deested PCR visando o alvo ThD1 foi desenvolvido. Estadegiompreende o
genemmpSb e a regido 5' dempL6, que estdo presentes nos genomad.dmvis, M. africanum, M.
canettii e cepas ancestrais W tuberculosis [03, 22]. Como esperado, a andlise das sequédoas
iniciadores e sonda para TbD1 exibiu identidadepteta com as espécies descritas acima do CMT.
No entanto, existe pouca informacdo genbmica sabreepas de campo ik bovis para avaliar a
conservagdo das sequéncias alvoeted PCR. Nosso grupo de pesquisa sequenciou 0s geremas
sete isolados dd. bovis da Argentina e 11 do Brasil e as sequéncias ahamf conservadas em todas
as 18 cepas (dados ndo mostrados).

A especificidade analitica deested PCR foi analisadan vitro. Nao houve amplificacdo
quando os iniciadores e sonda para TbhD1 foram gsedim DNA deM. tuberculosis H37Rv ou a
partir de amostras clinicas isoladas de culturadidéuberculosis. No entanto apenas H37Rv foi

testado no presente estudo e este é um gendtipernoodeM. tuberculosis [23].
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Ha relatos deVl. tuberculosis infectando bovinos em todo o mundo [24,25,26,Rlf).Brasil
mais de 2000 amostras de cultura de bovinos codedepresuntivas de tuberculose foram testadas
paraM. tuberculosis no LANAGRO-MG (Ministério da Agricultura) e néo inee resultados positivos
(A. A. Fonseca Junior, 2013, comunicagao pessoal).

N&ao houve amplificacdo com os iniciadores e somda pbD1 quando DNA de micobactérias
ambientais comi. abcessus, M. avium M. fortuitum M. gordonae, M. kansasii e M. smegmatis foram
utilizadas. Isto é particularmente significativo aimez que micobactérias ambientais presente em
linfonodos e submetidas a testes de diagndsticdempoconfundir os ensaios que carecem de
especificidade suficiente [34]. Além disso, Actingratales estreitamente relacionados com
micobactérias tais confR equi e C. pseudotuberculosis podem causar lesbes similares a tuberculose e
podem ser diagnosticados erroneamente [35, 36].

Neste estudo DNA d#l. africanum ou M. canettii espécies que sdo ThD1+, ndo foram
testadas ponested PCR para TbD1. No entanto, ambas as espécies s@acesdmente agentes
patogénicos de humanos [03,37] e ndo foram descrito Brasil. Uma série de relatos Ne
africanum em bovinos tém sido descritos na Europa e na A8®3$,39]. A importancia
epidemiolégica deste patdgeno em bovinos deve s#arecida principalmente em paises do novo
mundo.

Tradicionalmente a sensibilidade e especificidatirica para as reacdes de PCR para
tuberculose sdo avaliadas com amostras de tecu®ss@p positivas ou negativas na cultura de
Mycobacterium sp., uma vez que cultura é considerada o testdiadmostico “padrdo ouro” para
tuberculose [21]. Neste sentidogested PCR apresentou sensibilidade clinica moderada \@dde
especificidade clinica. No entanto, para utilizagéouma ferramenta de diagnéstico adicional como
parte de um programa de controle e erradicagdalmErdulose animal, esta informacédo é limitada.
Dependendo do estagio da doenca ou mesmo a cordficamostra biologica, a PCR pode detectar
mais animais positivos do que cultura [21] ou weesa [40,41]. A viabilidade é outro fator
importante, j& que as carcagas em frigorificos @ exigem resultados rapidos de diagnostico.

No presente estudo, 36 animais que foram detectamlos positivos tanto peleested PCR

guanto por cultura, correspondem a 15,72% do numeheramostras testadas. Outros indicios de que
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estes animais estavam realmente infectados inclu@nesenca de outras evidéncias presuntivas da
tuberculose em todos os animais (26 animais TCC4on LCT; 11 TCC+ e LCT). Por outro, lado
havia 22 animais positivos em cultura, mas negstipor nested PCR (9,61%). Uma vez que
diferentes métodos de purificacdo de DNA a partirtecidos podem influenciar na presenca de
inibidores de PCR da amostra a ser testada [48yaihs de DNA de tecidos de 22 culturasestéd
PCR- foram contaminadas com DNA ldie bovis cepa AN5 e re-testados paested PCR, mostrando
resultados positivos.

No Brasil o teste intradérmico € o método de diatjodante-mortem oficial para tuberculose
bovina e bubalina. Animais TCC+ séo consideradastigos para tuberculose e devem ser abatidos
em um periodo inferior a 30 dias [11], de prefei@men um frigorifico oficial no qual amostras de
tecido devem ser coletadas para o diagnoéstico hialtmico. Neste estudo,rested PCR para TbhD1
e a cultura detectaram numero semelhante de anpoaigvos no grupo TCC+ (p = 0,5304). Nao
foram encontradas diferencas estatisticamentefisigtivas entrenested PCR e cultura dentro do
grupo TCC negativos.

Durante a inspecdo de abate em frigorificos ascipais preocupacfes sdo animais que
exibem LCT, que séo considerados inadequados pasasumo. No entanto nas amostras bovina e
bubalina do presente estudo, 37% dos animais TG@G+apresentaram lesbes, dos quais 14,9% eram
positivas tanto em cultura como poested PCR. Isto levanta preocupacdes sobre a transmissdo
zoonotica deM. bovis, pois esta bactéria pode sobreviver ao processmzienento [43]. Por esta
razdo as politicas sanitarias que envolvem teste®@R com animais TCC+ SLV devem ser
consideradas.

No Brasil as carcacas que apresentam LCT duraniespecdes sanitarias de rotina séo
condenados para o consumo. Alguns paises que empocarne do Brasil estdo exigindo um
diagnéstico etiolégico dessas lesbesnedted PCR foi mais sensivel que o cultivo ao detedtar
bovis em animais que ndo foram testados pelo TCC, maseamavam LCT durante as inspecdes
sanitarias nos frigorificos. Uma das possiveiseaziara esse resultado € que este grupo incluia 23

bufalos da Amazénia (Estado do Amapa), cujos tecidmam transportados por um longo periodo em
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altas temperaturas. Apesar de serem armazenadaelenas amostras comecaram a deteriorar-se,
resultando em culturas negativas, mas as reacdestdg PCR foram positivas.

Vérias abordagens tém sido utilizadas para aumansansibilidade de PCR em tempo real
guanto a deteccdo déycobacterium sp. diretamente de homogeneizados de tecido. Paata [21]
utilizando sonda de captura para isolar DNA a patié homogeneizados de tecidos com
micobactérias, conseguiram uma menor sensibili@si€%) do que a encontrada no presente estudo.
Taylor et al. [40] relataram sensibilidade de 70%g realizarem PCR diretamente sobre
homogeneizados de tecidos embora a sensibilidade taumentado para 91% quando incluiram
processos de congelamento na fase de extracdo AeTbBatker et al. [34] utilizaram uma estratégia
gque foi semelhante ao do presente estudo, com BGWIcional seguido por uma reacdo em tempo
real, mas utilizando os alvos@Hl0, e detectaram 66,7% das amostras de tecidos Isopivsitivas
em cultura.

Uma das preocupacdes com o diagnésticonested PCR, particularmente em relagdo as
reacOes de PCR em tempo real, é a possibilidaderdaminacéo cruzada. Durante todo o processo
de extracdo de DNA as luvas foram trocadas conuémcja. A extracdo de DNA foi realizada em
capela com nivel de biosseguranca trés, as redgdfPER foram feitas em capela de fluxo laminar
com luz UV. Conjuntos separados de micropipetaanfioutilizados para extracdo de DNA e PCR.
Ponteiras com filtro foram usadas rotineiramentepe®ficies e equipamentos em contato com
microtubos foram limpas antes de cada ensaio. Glestpositivos (DNAM. bovis AN5) e negativos
(sem DNA) foram sempre utilizados.

O diagnéstico poNested PCR permitiu a identificacdo dél. bovis em tecidos com um
desempenho gue foi semelhante ou superior ao gtidoultura. Os resultados individuais rested
PCR foram alcancados em um curto periodo de ter2mtias), em contraste com o resultado de
cultura, que levou até 90 dias.Isto sugerergsted PCR pode ser usada para o diagndstico etiologico
post-mortem de tuberculose bovina e bubalina durante as iBgisede rotina nos frigorificos. No
entanto um estudo em larga escala e uma validag&elaboratorial sdo necesséarios para determinar
se 0 método é adequado para o PNCEBT.

Finalmente, houve uma tendéncia linear positivaficoando uma relacdo de dependéncia
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ntre 0 aumento de resultados presuntivos em néggltivo (TCC- e NVL) e nivel positivo (TCC+ e

LCT), bem commddsratio para resultados positivos em cultunaested PCR. Dependéncia e andlise

d

d

e tendéncias sdo comumente empregadas em epiogiaiel saude publica. No presente estudo a

ependéncia mostrou-se Util para demonstrar adddas resultados laboratoriais com os dados

clinicos dos animais e auxiliar o processo de tentiddecisdo em testes de diagndstico relacionados

com a vigilancia sanitaria animal e inspecao deeitos.
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