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“All I really need to know about how to live and what to do and how to be, | learned in
kindergarten. Wisdom was not at the top of the graduate school mountain, but there in the
sand pile at school. These are the things | learned:

- Share everything.

- Play fair.

- Don't hit people.

- Put things back where you found them.

- Clean up your own mess.

- Don't take things that aren't yours.

- Say you're sorry when you hurt somebody.

- Wash your hands before you eat.

- Flush.

- Warm cookies and cold milk are good for you.

- Live a balanced life: learn some and think some and draw and paint and sing and dance
and play and work every day some.

- Take a nap every afternoon.
- When you go out in the world, watch out for traffic, hold hands and stick together.

- Be aware of wonder. Remember the little seed in the Styrofoam cup: the roots go down and
the plant goes up and nobody really knows how or why, but we are all like that.

- Goldfish and hamsters and white mice and even the little seed in the Styrofoam cup - they
all die. So do we.

- And then remember the Dick-and-Jane books and the first word you learned - the biggest
word of all - LOOK.

Everything you need to know is in there somewhere. The Golden Rule and love and basic
sanitation. Ecology and politics and equality and sane living.

Take any one of those items and extrapolate it into sophisticated adult terms and apply it to

your family life or your work or government or your world and it holds true and clear and firm.
Think what a better world it would be if we all - the whole world - had cookies and milk at about 3
o'clock in the afternoon and then lay down with our blankies for a nap. Or if all governments had
as a basic policy to always put things back where they found them and to clean up their own
mess.

And it is still true, no matter how old you are, when you go out in the world, it is best to hold
hands and stick together.”

("ALL I REALLY NEED TO KNOW | LEARNED IN KINDERGARTEN": por Robert Fulghum]
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RESUMO

ROSARIO, T. R. Associagio da técnica de cultivo em camada delgada contendo
agar Middlebrook 7H11 modificado com a Reagcdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
para identificacdo precoce de Mycobacterium bovis em 6rgaos de bovinos e
bubalinos oriundos de abatedouros comerciais. [Association between the modified
Middlebrook 7H11 agar thin layer cultivation technique with the Polymerase Chain
Reaction (PCR) on the earlier identification of Mycobacterium bovis in bovine and
buffalo organs deriving from commercial slaughterhouses]. 2010. 88 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2010.

A técnica de cultivo em camada delgada contendo agar Middlebrook 7H11 modificado
foi comparada com o cultivo padrdo em meio de Stonebrink, visando avaliar a
sensibilidade e o tempo de deteccdo de Mycobacterium bovis em 6rgdos de bovinos e
bubalinos oriundos de abatedouros comerciais. Posteriormente, a PCR foi utilizada para
a confirmacédo do crescimento observado nos cultivos, bem como a coloracdo de Ziehl-
Neelsen na pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes. As 49 amostras testadas
foram descontaminadas pelo método tradicional de Petroff e trabalhadas em duas
etapas. Na primeira, todas foram semeadas nas placas contendo o meio de
Middlebrook 7H11 em camada delgada e nos tubos contendo o meio de Stonebrink, e
as colbnias observadas macroscopicamente em ambos os meios foram submetidas a
PCR. Na segunda, 10 amostras cultivadas na primeira etapa foram submetidas a novo
cultivo, somente em camada delgada, para observacao do crescimento microscépico
das colbnias e também analisadas pela PCR. Os resultados obtidos demonstraram que:
1) a técnica de cultivo de Mycobacterium bovis em camada delgada no meio de
Middlebrook 7H11 modificado em amostras de érgdos de bovinos e bubalinos mostrou-
se viavel quando comparada ao cultivo classico no meio de Stonebrink, reduzindo o
tempo de isolamento e podendo ser utilizada de forma complementar aos métodos
tradicionais de diagnostico da tuberculose bovina; 2) foi possivel a identificagdo precoce
do crescimento das micobactérias em camada delgada (entre 12° e 25° dia de
crescimento) quando comparadas ao Stonebrink; 3) a PCR mostrou-se uma ferramenta
complementar & somatéria das técnicas de descontaminacao de Petroff, coloracdo de

Ziehl-Neelsen e cultivo em camada delgada na confirmacdo do diagndstico de presenca



de micobactérias em amostras de 6rgaos de bovinos e bubalinos.

Palavras-chave: Tuberculose. Mycobacterium bovis. Camada delgada. Reacdo em

Cadeia de Polimerase. Org&os bovinos e bubalinos.



ABSTRACT

ROSARIO, T. R. Association between the modified Middlebrook 7H11 agar thin
layer cultivation technique with the Polymerase Chain Reaction (PCR) on the
earlier identification of Mycobacterium bovis in bovine and buffalo organs
deriving from commercial slaughterhouses. [Associacdo da técnica de cultivo em
camada delgada contendo agar Middlebrook 7H11 modificado com a Reac¢do em
Cadeia de Polimerase (PCR) para identificacdo precoce de Mycobacterium bovis em
orgaos de bovinos e bubalinos oriundos de abatedouros comerciais]. 2010. 88 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The modified thin layer Middlebrook 7H11 cultivation was compared to the standard
culture technique containing Stonebrink media, in order to evaluate the sensitivity and
time for the detection of Mycobacterium bovis in bovine and buffalo organs deriving from
commercial slaughterhouses. The PCR was applied for confirmation of the growth
observed in the cultures, as well as the Ziehl-Neelsen color technique in order to detect
acid-fast bacilli. 49 samples were submitted to the classic Petroff's decontamination
method, and worked in two stages. In the first one, all of them were sowed in plates
containing modified Middlebrook 7H11 agar in thin layer and in tubes containing the
Stonebrink media, and the colonies observed macroscopically in both medias were
submitted to the PCR. In the second stage, 10 samples from the first stage were
submitted to a new culture, only in thin layer, for microscopical growth observation of the
colonies and also submitted to the PCR. The results showed that: 1) Mycobacterium
bovis cultivation in modified thin layer Middlebrook 7H11 for bovine and buffalo samples
were viable when compared to the classic culture in Stonebrink, reducing the time of
isolation, and can be applied as a complement to the traditional bovine tuberculosis
diagnosis methods; 2) earlier identification of mycobacteria growth was found in thin
layer (between 12™ and 25" day of growth) when compared to the Stonebrink; 3) PCR
technique showed to be a complementary tool to the sum of techniques including Petroff
decontamination, Ziehl-Neelsen color and thin layer cultivation for the diagnosis

confirmation of the presence of mycobacteria in bovine and buffalo organs samples .

Key-words: Tuberculosis. Mycobacterium bovis. Thin layer cultivation. Polymerase



Chain Reaction. Bovine and buffalo organs.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 HISTORICO

A tuberculose € uma doenca bacteriana crbnica, que acomete os homens e 0s
animais ha milénios. Na Grécia Antiga, Hipdcrates e Aristételes descreveram a doenga,
bem como os Hindus mencionaram em seus escritos lesdes pulmonares sugestivas de
tuberculose. Os judeus antigos sacrificavam animais doentes e proibiam o consumo da
carne bovina de animais que apresentassem tais lesdes, sinalizando uma preocupacao
primitiva com o potencial zoonético da doenca (CORREA; CORREA, 1992).

A confirmagao de tais achados histéricos, nos tempos modernos, foi efetuada por
diversos pesquisadores, utilizando-se dos meétodos diagndsticos disponiveis e da
técnica de Reagdao em Cadeia de Polimerase (PCR) para confirmagéao. Zink et al. (2003)
encontraram Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) e Mycobacterium africanum
em 25 de 83 amostras de tecidos moles e ossos de mumias datando entre 2050 e 500
anos A.C. Salo et al. (1994) isolaram e identificaram pela PCR M. tuberculosis de
mumia peruana da Era Pré-Colombiana (cerca de 1.000 anos de idade), evidenciando a

ocorréncia de tuberculose também no Novo Mundo.

As descobertas cientificas sobre a doenga, contudo, foram proeminentes
somente do século XIX em diante. Carmichael' (apud GRANGE, 2001, p. 71), em 1810,
associou o consumo de leite bovino com a ocorréncia da escrofulose, tuberculose nos
linfonodos cervicais que gera uma linfoadenopatia principalmente em criangas. Em
1868, Villemin? (1868 apud GRANGE, 2001, p. 71; ROXO, 1996) publicou uma série de

! CARMICHAEL, R. Essay on the nature of scrofula with evidence of its origin from disorders of the
digestive organs. London: Callow,1810.

2 VILLEMIN, J. A. Etudes Experimentales et Cliniques sur Tuberculose. Paris; Bailliere et Fils, 1868.
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investigagdes comprovando a transmissao, em coelhos, tanto da tuberculose bovina
como da humana. Finalmente, em 24 de Marco de 1882, Robert Koch realizou uma
apresentagado oral a Sociedade Fisioldgica de Berlim (Alemanha), comunicando suas
descobertas sobre o bacilo da tuberculose. Apenas trés semanas depois, publicava
“Sobre a Etiologia da Tuberculose” em um periédico de Berlim (KAUFMANN; WINAU,
2005). Estes achados cientificos levaram aos primeiros movimentos pela eliminagao da

doenga nos bovinos € no homem (GRANGE, 2001).

Inicialmente, pensava-se que os bacilos bovino e humano eram espécie-
especificos, e o proprio Robert Koch afirmou que humanos eram tao resistentes a
tuberculose bovina que nédo havia necessidade de se combater os riscos de infecgéo
nos bovinos (Report: Transactions of the British Congress on Tuberculosis®, 1902 apud
GRANGE, 2001, p. 72). Atendendo a apelos de veterinarios, que nao concordavam com
as afirmacgdes de Koch, a “British Royal Comission”, criada no inicio do século XX em
Londres (Inglaterra), foi estabelecida pelo Governo Britanico para pesquisar o tema, e
apés 10 anos de trabalho seus pesquisadores concluiram que a populacdo humana
era, de fato, suscetivel a tuberculose de origem bovina. A partir de entéo,
estabeleceram as bases para as politicas de teste e eutanasia dos animais infectados,
associados a campanha pela pasteurizagao do leite, visando a erradicagado da doenca
(Report: Royal Comission on Tuberculosis* 1911 apud GRANGE, 2001, p. 72). Um dos
resultados imediatos observados pela Comissao foi a queda na ocorréncia de casos de

escrofulose infantil.

No Brasil do inicio do século XX, apos a divulgacédo das descobertas de Robert
Koch e de suas repercussdes pelo mundo, existia uma polémica a respeito do potencial
de transmissdo da tuberculose pelo leite da vaca. No municipio de Sao Paulo, as
discussdes envolveram importantes médicos paulistanos e o servigo de saude publica e

de inspecao sanitaria. Parte da classe médica julgava inbcuo o consumo do leite de

3 Report. Transactions of the British Congress on Tuberculosis, 1901. Vol. 1-3. London: Cowes,
1902.

* Report. Royal Comission on Tuberculosis. Final Report. London: HMSO, 1911.
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vacas tuberculosas e, por consequéncia, desnecessario 0 emprego de tuberculina para
o diagndstico em rebanhos, com separagado dos animais positivos e suspeitos. Alguns
médicos eram também pecuaristas, o que podia reforgcar o interesse em evitar a
associagao do consumo do leite a transmissao da tuberculose, atribuindo os casos
humanos unicamente ao contato homem-homem. Somente apés um extenso debate
foram esclarecidos alguns aspectos sobre a transmisséo da tuberculose bovina via leite,
culminando em um novo entendimento sobre a importancia do papel do controle
sanitario e estabelecendo quatro conclusdes, validas a luz da ciéncia na época: 1) a
tuberculina era a ferramenta capaz de reconhecer a tuberculose bovina; 2) ndo se podia
afirmar que a tuberculose humana e animal eram idénticas; 3) os achados do “bacilo de
Koch” no leite indicavam seu poder infectante, recomendando fervura antes do
consumo, e 4) recomendava-se a segregacao do gado tuberculoso (ANTUNES et al.,
2002).

1.2 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

Os agentes causadores da tuberculose em animais e no homem pertencem a
Familia Mycobacteriaceae, Género Mycobacterium. S&o bacilos curtos, aerdbicos,
iméveis, ndo capsulados e nao flagelados, apresentando aspecto granular quando
corados, medindo de 0,5 a 0,7 ym de comprimento por 0,3 pm de largura, sendo a
alcool-acido resisténcia sua propriedade mais caracteristica (CORREA; CORREA,
1992; TRABULSI, 1999).

O chamado Complexo Mycobacterium tuberculosis, o qual engloba os agentes
causais da tuberculose em humanos e varias espécies animais, € formado pelos
membros M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti e M. bovis BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin), considerados muito proximos entre si sob o ponto de vista
taxonémico, o que permitiu o termo genérico que da nome ao complexo (ARANAZ et
al., 2003; ERLER et al.,, 2004). M. tuberculosis e M. bovis, particularmente, sao
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espécies fortemente relacionadas, com algumas diferengas bioquimicas, mas com
homologia nucleotidica que alcanga 99,95% (ABALOS; RETAMAL, 2004).

As diferencas entre elas correspondem a delegbes ocorridas no genoma de M.
bovis e a polimorfismos nucleotidicos unicos em genes que codificam para proteinas
secretadas e de parede celular, sugerindo que a M. bovis evoluiu como espécie a partir
de M. tuberculosis (ABALOS; RETAMAL, 2004). Estas caracteristicas ampliaram o
espectro de patogenicidade do M. bovis para varias espécies, incluindo ruminantes,
aves e o homem, o qual pode contrair a doenga destes animais e igualmente transmitir-
Ihes a infecgdo (ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005).

As principais medidas para o controle da tuberculose em bovinos residem na
deteccdo acurada e remogao dos animais infectados com o M. bovis, o membro do
Complexo M. tuberculosis responsavel pela doenga na espécie, que pode manter-se
por longo periodo na forma subclinica, sem qualquer exibigdo de sinais clinicos ou
lesbes tipicas. Mesmo se presentes, os sinais clinicos ndo sdo patognoménicos (RUA-
DOMENECH et al., 2006), dificultando qualquer diagndstico pelo simples exame fisico

do animal.

Os reservatorios da tuberculose s&o os animais domésticos doentes, mas
também os animais silvestres, em algumas situag¢des. As fontes de infecgdo mais
comuns sao agua, alimento, comedouros, bebedouros e fémites contaminados. A
participagdo do ambiente, portanto, deve ser considerada, uma vez que O
microorganismo pode sobreviver de seis meses a quatro anos em pastos, aviarios,
material organico em putrefagcdo (fezes e camas) e em locais onde se enterram
carcagas de animais tuberculosos (BERR, 1998). Sendo a transmisséo
preferencialmente aerdégena, os microorganismos sao veiculados através do muco
pulmonar e passados a agua de bebida dos animais. Em 1984, Vera contaminou agua
corrente com uma suspens&o bacteriana de M. bovis de 10° células/mL, encontrando
sobrevivéncia de M. bovis até 237 dias no verdo e até 295 dias no inverno, sugerindo

que os bebedouros devem ser limpos e desinfetados com a maior freqiéncia possivel,
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como parte de um programa de controle da tuberculose nos rebanhos.

Kantor e Ritacco (1994 e 2006) vém avaliando ha muitos anos os programas de
prevaléncia e controle da tuberculose bovina em paises da América Latina e Caribe.
Em 1994, estimaram que, das aproximadamente 300 milhdes de cabegas de gado
alojadas nos paises da Ameérica Latina e Caribe, 220 milhdes encontravam-se em areas
de moderada a alta prevaléncia de infecgdo. Na Argentina e no Brasil, paises com alta
populagédo bovina e prevaléncia estimada maior de 1%, estimava-se a época um total
de 3,5 milhdées de bovinos infectados. As informacgdes acerca do impacto do M. bovis na
saude humana na Regido, contudo, eram muito escassas e nao incluiam dados de
infeccdo em criangas. Na Argentina, estimava-se que a tuberculose humana de origem
era mais relacionada a doenga ocupacional, transmitida via aerossois. Afirmaram
também que o controle ou até mesmo a erradicagdo, em alguns paises da Regido,
foram obtidos com tuberculinizagdo e eutanasia dos reagentes, mas sugeriram, a
época, métodos diagnosticos baseados na avaliagdo in vitro das respostas imune
celular e humoral, como ferramenta complementar as campanhas de erradicacédo e

controle promovidas na Regido.

Em 2006, Kantor e Ritacco atualizaram seus dados de avaliagédo e apontaram
que, dos cerca de 374 milhdes de bovinos alojados na América Latina e Caribe aquele
ano, 70% encontravam-se em areas onde as taxas de infeccdo pelo M. bovis eram
maiores que 1%. Verificaram que as medidas para controle da doenga eram aplicadas
parcial ou extensivamente na maioria dos paises da Regido estudada, baseadas em
testes tuberculinicos, abate dos animais positivos, notificagédo, inspegcéo post-mortem e
vigilancia em abatedouros. Considerando dados da Argentina, estimaram que o M.
bovis fosse responsavel por 2% do total de casos humanos de tuberculose na Regiao,
com maiores taxas de infecgdo dos trabalhadores de abatedouros e granjas leiteiras,
ocorrendo principalmente via trato respiratério. Por fim, apontaram os métodos
moleculares como ferramentas de suporte aos programas de erradicagao e controle da

tuberculose nos Paises da América Latina e Caribe.
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1.3 DOENGA NOS BOVINOS E BUBALINOS. IMPORTANCIA ECONOMICA

A tuberculose bovina € causada por um patdégeno intracelular, bacilo alcool-acido
resistente (BAAR) da espécie M. bovis, resultando numa doenga crdnica que
compromete o bem-estar e a produtividade dos animais, gerando prejuizos econémicos
significativos em alguns paises (NEILL et al., 1994; POLLOCK; WELSH; McNAIR,
2005). Caracteriza-se pelo desenvolvimento progressivo de granulomas nos 6rgaos, e
raramente se torna aparente ou sintomatica antes de atingir estagios muito avangados,
de forma que em alguns animais o diagndstico ocorre somente apés o abate (CORREA;
CORREA, 1992).

Em bovinos e bubalinos, aproximadamente 90% das infecgdes pelo M. bovis
ocorrem pela via respiratéria por meio da inalagdo de aerossodis contaminados com o
microorganismo, caracterizando a transmissao por esta via como a mais freqlente;
contudo, a rota de transmisséo oral € mais importante quando se considera bezerros
que mamam em vacas tuberculosas. Uma vez infectados, ja sdo capazes de transmitir
a doenga mesmo antes de desenvolver lesdes nos orgaos e tecidos (NEILL et al.,
1994). Portanto, a ocorréncia de tuberculose faz da espécie bovina uma das principais
fontes de infeccdo para humanos, considerando também que as micobactérias
disseminam-se sistemicamente via circulagdo sanguinea e podem ser secretadas no

leite de animais em lactacdo (BERR, 1998).

A resposta imune a infeccdo por M. bovis em bovinos & predominantemente
mediada por células, notadamente pelos linfocitos T, ocorrendo posterior estimulacao
macrofagica que fagocita o bacilo (RITACCO et al., 1991; POLLOCK; WELSH; McNAIR,
2005). O processo infeccioso pulmonar culmina com a formag¢ao de granulomas, e os
bacilos da lesdo tuberculosa do parénquima pulmonar propagam-se ao linfonodo
satélite, onde desencadeiam a formagdo de novo granuloma, constituindo, assim, o
complexo primario (CORREA; CORREA, 1992; BERR, 1998). Os grandes nédulos sdo

caseosos, as vezes calcificados, as vezes com fusdo, apresentando-se como
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abscessos de pus espesso. Essas formagdes encontram-se principalmente nos
pulmdes, linfonodos mediastinicos, serosas, figado, linfonodos mesentéricos e com
menor freqiiéncia no bago, rins, mama, linfonodos mamarios e outros (CORREA;
CORREA, 1992).

Em razdo do aumento de sua ocorréncia nas populagdes bovina e humana, a
doenca & motivo de preocupacao para os profissionais da saude, sendo considerada
uma zoonose de grande importancia socio-econdémica (PINHEIRO, 2000). O tratamento
dos bovinos com drogas como a isoniazida, embora testado e discutido no passado
(LANGENEGGER; LANGENEGGER; OLIVEIRA, 1981; PINHEIRO, 2000), ndo é
permitido por ndo eliminar todos os animais portadores do bacilo no rebanho, mantendo
assim a fonte de infecgdo e perpetuando a doenga (ROXO, 1996). Portanto, medidas
efetivas de controle passam, necessariamente, pelo abate dos animais afetados

(BRASIL, 2001), gerando consideraveis prejuizos a pecuaria.

Por suas caracteristicas, a tuberculose gera consequéncias econémicas graves
quando animais doentes sao introduzidos em um rebanho sadio. Pode-se observar
queda no ganho de peso, maior intervalo entre partos, produgao de crias debilitadas,
diminuicdo na producdo de leite e carne, maior taxa de reposicdo no rebanho,
eliminagdo de animais de alto valor zootécnico, desvalorizagdo comercial por rejeicéo
de carcagas, morte de animais e perda de credibilidade e valor comercial da unidade de
criagdo (BRASIL, 2001; ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005).

A enfermidade é considerada um dos principais entraves a criacdo de bovinos,
possuindo grande significancia nos rebanhos leiteiros, tanto pelo carater zoonético do
consumo do leite cru como pelos efeitos negativos sobre a produgdo animal (BERR,
1998). Kantor e Ritacco (1994) relataram queda na producdo de leite de vacas
tuberculosas no rebanho argentino de até 18%, devido ao atraso da primeira lactagao e
da redugéo do numero e duragao das lactagdes, em comparacao a animais saudaveis.
Do ponto de vista zoondtico, embora a obrigatoriedade da pasteurizagdo do leite no

Brasil tenha se estabelecido nos anos 50 (BRANDAO, 1994), estima-se que 0 consumo
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e elaboragao de queijos a partir de leite ndo tratado termicamente seja ainda comum
em alguns lugares do Brasil e do mundo, o que pode aumentar o risco de infecgéo
humana pelo M. bovis. (BRANDAO, 1994; LEITE et al., 2003).

A frequéncia de infecgdo no gado leiteiro parece ser maior que nos bovinos de
corte em virtude da criagdo intensiva mais frequente, bem como de sua maior
aglomeragao ao encontrar-se para a ordenha. Quanto maior o contato entre os animais,
maior a chance de transmissdo da doenga por via aerégena e compartilhamento de
alimento e agua (BERR, 1998). Baptista (1999) atribuiu achados de maior prevaléncia
de tuberculose em bovinos da Regido Sudeste, em diagndstico post mortem, a maior
aptidao leiteira caracteristica, em comparacdo a rebanhos do Centro-Oeste, onde as

criacoes de bovinos sao extensivas.

O conceito de que bubalinos sdo naturalmente resistentes a varias doengas que
acometem bovinos leva alguns criadores a associarem os bufalos a rusticidade,
criando-os muitas vezes sem os cuidados sanitarios adequados (LAU5 1990 apud
LOPES et al., 2006, p. 188). Porém, estes animais sao tao sensiveis a tuberculose
quanto os bovinos (PORTUGAL® 1971 apud LOPES et al., 2006, p. 188). Na regigo
Norte do Brasil, a exploracdo de bufalos sempre ocorreu de forma extensiva em
grandes propriedades, poréem ha um grande adensamento de animais principalmente
na época das chuvas, em consequéncia das enchentes que ocorrem na regido, e

também da intensificagao da exploracao leiteira para a espécie (LOPES et al., 2006).

Mota et al. (2002) encontraram alta frequéncia de animais positivos a prova
tuberculinica no Norte do Brasil, com maior acometimento a necropsia de linfonodos do
trato respiratorio, sugerindo a via respiratéria como mais importante que a via oral na

transmisséo da doenga em bufalos, a semelhanca do que ocorre nos bovinos.

5 LAU, H. D. Common buffalo diseases in Amazonian Brazil. Buffalo Bulletin, v. 9, p.75-77, 1990.

6 PORTUGAL, M. A. S. C.; GIORGI, W.; SIQUEIRA, P. A. Ocorréncia de tuberculose em rebanho bubalino
(Bubalus bubalis) var (Bubalis Linneus, 1758) no Estado de S&o Paulo. Arquivos do Instituto Biologico, v.
38, p. 231-238, 1971.
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1.4 DOENCA NO HOMEM. A TUBERCULOSE COMO ZOONOSE

A tuberculose humana é considerada a principal causa de morte por um agente
infeccioso isolado, sendo ainda um grave problema de saude publica nos paises em
desenvolvimento (SNIDER; MONTAGNE, 1994; CAMPOS, 1999). Dawson’ (1990 apud
COUSINS et al., 1991, p. 255) apontou existirem 20 milhdes de casos humanos com
tuberculose clinica no mundo, com 5.000 pessoas morrendo diariamente pela doenca.
Em meados da década de 90, estimava-se que a doencga atingia 1/3 da populagao
mundial, com oito milhdes de novos casos por ano (SUNDRE; DAM; KOCHI, 1992;
COSIVI et al., 1998).

O impacto da doenca sobre a populagdo foi reduzido pelas melhorias nas
condigdes de vida a partir de meados do século XIX, e tornou-se ainda menor pela
obrigatoriedade na pasteurizacdo do leite (O’'REILLY; DABORN, 1995; ABRAHAO;
NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005), maior rigor na inspegao sanitaria de carcagas nos
abatedouros, identificacdo de animais doentes ou positivos aos exames de
tuberculinizagdo e/ou primo-isolamento (COSIVI et al.,, 1998) e a implementacédo da
quimioterapia na década de 1950 (CAMPQOS, 1999). Em 1973, os médicos Roswurm e
Ranney apontavam que colegas do meio médico e proprietarios rurais dos Estados
Unidos ja consideravam a tuberculose uma doenga rara, de importadncia apenas
historica e desconhecida da maioria dos cidaddos. Em 1974, Corréa e Corréa relataram
casos de tuberculose por M. bovis em criangas. Dentre 200 estirpes isoladas de
pacientes com diagnéstico clinico de TB, sete (3,5%) foram classificadas como M.

bovis, sendo cinco delas isoladas de tuberculose pulmonar e duas de tuberculose renal.

A partir da década de 1980, com o maior relaxamento das autoridades no

tocante ao controle da doencga, a disseminagéo da infec¢ao pelo virus HIV (causador da

! DAWSON, D. J. Tuberculosis in Australia: an unfinished fight. Med. J. Aust., V. 154, p. 75-76, 1990.
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Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida - AIDS), os niveis crescentes de pauperizagao,
0 uso de drogas e outros fatores que podem levar a imunossupressao, a tuberculose
retorna como importante questdo de saude publica nos paises desenvolvidos também
da América do Norte e Europa (COSIVI et al., 1998; CAMPOS, 1999).

A AIDS, particularmente, possui papel significativo como agravante da histéria da
tuberculose, uma vez que destrdi o sistema celular de defesa (células T), principal arma
imunolégica do organismo contra o M. tuberculosis (ROSEMBERG, 2001). A
manifestacado da tuberculose esta ligada a resposta imune individual do hospedeiro o
que, na maioria dos casos, pode garantir uma coexisténcia com o bacilo, gerando uma
infeccdo dormente que sera ativada em condigbes imunossupressivas, causando o
aparecimento de uma tuberculose ativa (RUGGIERO et al., 2007). Outras situagoes
envolvem pacientes adultos de idade avangada, oriundos de Paises desenvolvidos com
programas de erradicagao e que tenham manifestado a tuberculose ha décadas, nos
quais subitamente o foco primario é reativado, ocorrendo a infecgdo endégena
(KANTOR, 1988).

Em funcédo disso, desde abril de 1993 a Organizagao Mundial da Saude (OMS)
vem considerando a tuberculose uma emergéncia global, incentivando medidas de
controle da doenga em todo o mundo. No Brasil, a OMS estimou que o M. bovis fosse o
agente causal de cerca de 4.000 dos 80.000 casos de tuberculose registrados por ano
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993). Recentemente, a tuberculose foi
novamente incluida como um problema prioritario para o Ministério da Saude brasileiro,
que juntamente com outros 21 paises em desenvolvimento albergam 80% dos casos da
doenga no mundo (BRASIL, 2002). Estima-se que ocorram 129.000 novos casos por
ano no Pais, dos quais cerca de 90.000 sao notificados; em 1998, ocorreu um
coeficiente de mortalidade de 3,5 por 100.000 habitantes, mas esta realidade pode nao
estar bem representada, ja que parte dos doentes ndo € diagnosticada nem registrada
oficialmente (BRASIL, 2002).

Em humanos, o principal agente infeccioso da tuberculose € o M. tuberculosis,
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manifestando-se principalmente na forma pulmonar e sendo transmitido por via
respiratéria a partir do convivio e contato entre seres humanos sadios com individuos
doentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993). A tuberculose zoondtica pode ser
transmitida ao homem por ingestdo de alimentos oriundos dos animais acometidos,
inalagdo ou contato com mucosas ou pele lesada (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1993; NEILL et al., 1994; RUA-DOMENECH, 2006). E provocada mais freqiientemente
pelo M. bovis, causando nos seres humanos a tuberculose extra-pulmonar, transmitida
por alimentos crus contaminados, e principalmente a tuberculose pulmonar, transmitida
por aerossbis e que assume um carater de doenga ocupacional, atingindo
frequentemente grupos de maior exposigao a doenga, como proprietarios e tratadores
de rebanho, veterinarios e magarefes, em contato com animais ou carcacgas infectadas
(O’'REILLY; DABORN, 1995; ROXO, 2008).

A inalagdo de aerossois € uma das principais vias de transmissédo do bacilo da
tuberculose bovina ao homem e para outros animais, assumindo um carater de doenca
ocupacional, atingindo fazendeiros, veterinarios, tratadores e magarefes (NEILL et al.,
1994). Contudo, em centros urbanos, o leite contaminado assume o papel de principal
veiculo de transmissao da tuberculose bovina, quando é consumido cru ou na forma de
subprodutos ndo submetidos a pasteurizagdo. Muitos paises latino-americanos sao
semelhantes aos paises desenvolvidos no tocante a producédo de alimentos, como por
exemplo, o consumo de subprodutos lacteos preparados a partir do leite cru, a
producdo doméstica destes e problemas com a educagédo sanitaria da populagao
(PARDO, 2007), que muitas vezes privilegia esta pratica como sendo mais natural e

saudavel.

A tuberculose pode ser transmitida tanto do bovino para o homem como do
homem para o bovino (GRANGE, 2001). O M. tuberculosis ndo causa um quadro
evolutivo de doenga nos bovinos, mas a infeccdo dos bovinos por tal agente pode
determinar positividade aos testes de tuberculinizagdo e permanecer vivo por certo
tempo em 6rgéos e tecidos, sendo eventualmente excretado pelo leite sem que o ubere
apresente sinais de infeccdo ou inflamacdo (CORREA; CORREA, 1992). M. bovis
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isolados de espécies de animais de producao, incluindo linfonodos de bovinos, bufalos
e suinos, bem como do leite, foram encontrados por Leite et al. (2003), confirmando o
risco de ingestdo de leite cru ndo pasteurizado e também de carnes cruas ou

insatisfatoriamente cozidas.

O M. bovis, por outro lado, pode provocar no homem desde uma tuberculose
primaria abdominal até tuberculose 6ssea e nas articulagdes. No passado, chegou a se
associar a tuberculose como uma doenca infantil, provavelmente pelo alto consumo de
leite oriundo de vacas doentes pelas criangas (O’'REILLY; DABORN, 1995; COSIVI et
al.,, 1998). Uma das manifestagdes clinicas comum em criangas no passado é
conhecida como escrofulose, caracterizada pelo aumento dos ganglios do pescogo, em
funcédo da descarga de micobactérias nos linfonodos cervicais (O’'REILLY; DABORN,
1995).

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdao de Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) foi criado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e
preconiza o teste de tuberculina (intradérmico) como ferramenta principal no diagndstico
da infecgdo em bovinos, seguida do isolamento e tipificagdo em laboratério das cepas
ocorrentes nos rebanhos afetados (BRASIL, 2001). O diagnéstico clinico, associado a
tuberculinizagdo, pode ajudar na identificagdo de animais com tuberculose em estagio
avancado, que normalmente possuem baixa ou nenhuma resposta (anergia) a
tuberculina (NEILL et al., 1994). Os animais considerados positivos ao teste de
tuberculina devem ser marcados a ferro candente com a letra “P” no lado direito da face
e destinados ao abate sanitario (BRASIL, 2001).

1.5 DIAGNOSTICO. MEIOS DE CULTIVO E PCR

O teste intradérmico € considerado internacionalmente como padrdo para o

diagnostico ante-mortem da tuberculose bovina, e tem como base provocar uma
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hipersensibilidade do tipo tardia a injecdo intradérmica de tuberculina, um extrato
protéico oriundo de sobrenadantes de culturas micobacterianas (RUA-DOMENECH,
2006). A reacao ao teste ocorre na forma de edema pronunciado, resultado de uma
manifestacao de resposta mediada por linfécitos T previamente sensibilizados, a qual é
deflagrada em individuos previamente expostos ao bacilo (NEILL et al., 1994; ROXO,
1996).

A execucdo do teste, somada a eutanasia dos bovinos positivos, tém sido o
esteio dos principais programas de erradicagao ao redor do mundo ha anos. Novas
ferramentas, incluindo novos métodos diagndsticos e até mesmo vacinas, sao
requeridas nos paises nos quais o teste intradérmico seguido de abate n&o gera
resultados satisfatorios no sentido da erradicacédo do problema (POLLOCK; WELSH,;
McNAIR, 2005). Em situagbes de infecgdo recente ou muito avangada, final de
gestacao, desnutricdo e outros pode ocorrer anergia ao teste tuberculinico, resultando
em falsos negativos (NEILL et al., 1994). Por outro lado, para determinar o significado
de reacdes tuberculinicas positivas em animais que ndo possuem lesdes visiveis ao
abate, faz-se necessario o exame microbioldgico das amostras em laboratério,
principalmente linfonodos colhidos assepticamente e enviados congelados ao
laboratério (ROXO, 1996). Estas situagdes reforgam a importancia da associagdo com o
histérico do rebanho, repeticao dos testes e métodos de cultivo e identificacdo do bacilo
(NEILL et al., 1994).

Ha que se considerar a unido entre profissionais de saude humana e veterinaria
nos sucessos dos diagnosticos, uma vez que o M. bovis, por ndo crescer em meios
glicerinados, é dificil de ser isolado se ndo houver uma solicitagéo especifica do médico
ao laboratério de analise (PINHEIRO, 2000). Além da tuberculose causada por M. bovis
ser clinicamente indistinguivel daquela causada por M. tuberculosis, a baciloscopia do
escarro, empregada largamente para o diagnostico da tuberculose humana, é ineficaz
para distinguir o bacilo humano do bovino (RUGGIERO et al., 2007). Esta discriminagao
em laboratério somente é possivel pelo cultivo no meio de Stonebrink, isento de glicerol

e favoravel ao crescimento do M. bovis, em paralelo com o cultivo em meio de
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Léwenstein-Jensen, mais adequado ao M. tuberculosis (KANTOR; RITACCO, 1994;
O’'REILLY; DABORN, 1995).

Simpson e Reed (1958) numeraram algumas caracteristicas do que seria um
meio de cultura ideal para deteccdo de micobactérias: oferecer condigdes para seu
rapido crescimento, permitir diferenciacdo entre micobactérias patogénicas e nao
patogénicas pelas caracteristicas morfolégicas das colbnias, inibir o crescimento de
contaminantes e ser preparado a partir de ingredientes prontamente disponiveis para
garantir sua reprodutibilidade. A maioria dos meios usados tradicionalmente no
isolamento de micobactérias nao satisfazem a maioria destas caracteristicas, pois
possuem em sua composicdo materiais organicos complexos, tais como soro animal,
gema de ovos ou extrato de batatas, que ndo garantem reprodutibilidade de um lote

para outro.

A cultura de M. bovis no meio convencional de Stonebrink permanece como
padrao ouro para deteccdo de bactérias do Complexo M. tuberculosis em amostras
clinicas de tecidos bovinos, muco nasal, leite, sangue e amostras ambientais (RUA-
DOMENECH et al.,, 2006). O M. bovis, particularmente, tem dificuldade em se
desenvolver em meios glicerinados, desenvolvendo-se melhor no Stonebrink, meio de
cultura a base de ovos onde o glicerol é substituido pelo piruvato de sédio (O’REILLY;
DABORN, 1995; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Ainda assim, seu
crescimento pode levar de 24 a 40 dias em média, dificultando o diagnostico da doenca
(KONEMAN et al., 2001).

Middlebrook e Cohn desenvolveram, em 1958, um meio de base agar
transparente, o Middlebrook 7H10, composto por uma variedade de sais inorganicos
que provéem as substancias de que a micobactéria necessita. A formulacdo basica
adicionou-se o enriquecimento OADC, contendo acido oléico (acido graxo de cadeia
longa que participa do metabolismo das micobactérias), albumina bovina (confere
protecdo dos bacilos contra agentes toxicos e favorece o primo-isolamento), dextrose

(fonte de energia), cloreto de sddio (mantém o equilibrio osmotico), e catalase (destroi
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peroxidos que possam estar presentes no meio). Na época, os autores descreveram
igual sensibilidade deste meio em comparagéo ao Lowenstein-Jensen (L-J) quanto aos
numeros de culturas positivas das amostras semeadas. O meio de Middlebrook 7H11
diferencia-se do 7H10 pela presengca do hidrolisado de caseina, que facilita o
crescimento das micobactérias fastidiosas e resistentes a isoniazida (KONEMAN et al.,
2001) sendo modificado pela presenga do piruvato de sédio em substituicdo ao glicerol
para possibilitar o crescimento de M. bovis (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Na tentativa de se aperfeicoar o método microbioldgico tradicional, alguns grupos
de pesquisadores vém testando ha alguns anos a eficacia dos meios transparentes
dispostos finamente em placas (camada delgada) para o diagndstico precoce de
micobactérias, por permitir sua visualizagdo em estagios iniciais de crescimento e
permitir uma identificacdo preliminar das micobactérias pelas caracteristicas
morfolégicas das colénias (MEJIA et al., 1999; ROBLEDO et al., 2006; SILVA et al.,
2007). Assim sendo, a transparéncia e a capacidade de ser reproduzido em laboratério,
gragas a disponibilidade de ingredientes sintéticos, apresentam-se como vantagens que
corroboram com as caracteristicas que Simpson e Reed (1958) desejavam para um

meio de cultura.

Liu et al. (1973) testaram o meio de Middlebrook 7H10 e n&o encontraram
vantagens para seu uso em comparagao ao L-J, porém avaliaram somente o numero
de colbnias que cresceu nos meios, € hao o tempo em que estas foram visualizadas.
Os autores, contudo, nao consideraram a utilizagdo do meio em camada delgada, nem
aplicaram condi¢cbes de microaerofilia aos cultivos. Ja Mejia et al. (1999) compararam a
sensibilidade e o tempo de detecg¢ao de coldnias entre o meio de Middlebrook 7H11 e o
de L-J, encontrando, no primeiro, crescimento de colbnias aos trés dias pés-semeadura
e reconhecendo como positivas 80% das amostras em duas semanas de experimento,
enquanto para o L-J menos de 20% dos cultivos apresentaram crescimento no mesmo
periodo de tempo. O grupo destaca as vantagens de se utilizar um meio transparente
na reducao do tempo de visualizagdo das coldnias, técnica que nao exige equipamento

de alto custo, mas que necessita de acuracia do observador na detecgao das coldnias,
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podendo aumentar a demanda de trabalho no laboratério.

Visando testar a performance global do cultivo em camada delgada em
comparacéao ao L-J, Robledo et al. (2006) avaliaram conjuntamente seis laboratérios na
América Latina que aplicaram estas técnicas para estudo de micobactérias em
amostras humanas. Concluiram que, além de terem obtido menor tempo de
visualizagao de colbnias (entre 7 a 11,5 dias, na dependéncia das amostras), as
diferencas nas caracteristicas dos diferentes laboratérios, prevaléncia da doenga e tipo
de espécimes processados nao afetaram a performance global do cultivo em camada

delgada.

Silva et al. (2007), testando amostras clinicas pulmonares e extra-pulmonares de
humanos, obteve tempo médio para observagdo de resultados positivos em camada
delgada contendo meio de Middlebrook 7H11 de nove dias pdés semeadura, enquanto
que para o meio de Ogawa foram observados resultados positivos somente aos 21 dias
pos-semeadura. Os autores ressaltam a importancia de um rapido diagnostico em
amostras suspeitas de tuberculose em humanos na aplicacdo imediata do tratamento
pos-isolamento e identificacdo, o que é crucial para a quebra da cadeia de transmissao

da tuberculose.

Seguindo esta linha, pesquisadores ligados ao Laboratério de Zoonoses
Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo desejaram trabalhar com a técnica de camada delgada para isolamento e
identificagcdo precoces de micobactérias de interesse veterinario. Marcondes et al.
(2006) compararam a viabilidade desta nova técnica com o cultivo nos meios
tradicionais de Stonebrink e Petragnani, identificando abundante crescimento ja a partir
do 3° dia de cultivo, com fator corda mais evidente aos 5° e 6° dias de cultivo em
camada delgada em placas, permitindo também diferenciar morfologicamente as cepas
padrao de M. bovis (ANS) e de M. tuberculosis (H37Rv). Dib et al. (2006), trabalhando
com amostras de leite experimentalmente inoculadas com M. bovis, identificaram

coldnias a partir do 11° dia até o 21° dia pos semeadura.
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Pinheiro et al. (1992), testando a eficacia de desinfetantes micobactericidas,
ressaltaram a dificuldade em relagédo ao fator tempo, ja que a visualizagéo tardia de
colénias em meios de cultura tradicionais limitam a recomendacdo dos testes que
avaliam a atividade micobactericida de desinfetantes quimicos. Tendo isto em vista,
Morato et al. (2009) também testaram a eficacia de micobactericidas quimicos, porém
realizando o cultivo prévio do M. bovis em camada delgada, observando coldnias ja aos
5 dias pdés-semeadura, acelerando os procedimentos de testes dos desinfetantes no

laboratorio.

Para a confirmagdo dos isolamentos obtidos em meios de cultura em geral,
torna-se interessante o uso de métodos moleculares, principalmente pelas limitagdes
quanto a sensibilidade e especificidade do teste de reacdo cutanea e da coloragao de
Ziehl-Neelsen, e pelo longo periodo para a confirmagao da presenca do agente pelos
meétodos bacteriolégicos de rotina (RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001). Assim,
podem ser uteis na confirmagdo de diagndstico e identificagdo da estirpe isolada no
meio de cultura, acelerando a tomada de decisbes para o controle da doenca no
homem e nos animais, identificacdo dos fatores de risco e possibilitando intervencao

imediata no rebanho.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € uma técnica molecular que vem
sendo utilizada como alternativa de alta sensibilidade e especificidade para o
diagnostico rapido de doencas infecciosas (OGUSKU; SALEM, 2004). A PCR vem
sendo empregada no diagndstico da tuberculose tanto para a detecgdo do agente em
isolados de culturas como também em amostras clinicas (VITALE et al., 1998;
SAKAMOTO et al., 1999). Consiste na identificagdo e amplificagdo in vitro de uma
sequéncia-alvo de DNA (segmentos de genes) por meio de uma reagao em cadeia da
enzima tag-polimerase, permitindo o estudo da expressao génica e o diagndstico de
doencas infecciosas em poucos dias ou até horas (ANDRADE, 1993; RUGGIERO et al.,
2007). Entretanto, a escolha do DNA alvo e definicdo dos primers dentro da sequéncia
de DNA sao fatores determinantes para sua acuidade (VITALE et al., 1998; OGUSKU;
SALEM, 2004).
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A favor da PCR, pode-se atribuir os dizeres de Cousins et al. (1991). Os autores
argumentaram que, apesar da aceitagdo do cultivo como ferramenta definitiva para o
diagnéstico da tuberculose, algumas espécies positivas ao exame microscopico das
lesdes ndo se replicam em meio de cultura, por fatores que vao desde o arduo
tratamento de descontaminagcdo empregado, até a contaminagdo com outras bactérias
ou presenga de micobactérias ndo viaveis. Além disso, quando crescem, o tempo de

espera pode ser de até 10 semanas, retardando muito o diagnostico.

Desta maneira a PCR parecia ser a ferramenta ideal para se antecipar aos
resultados do cultivo, a partir de amostras clinicas. Roring et al. (2000), porém,
destacam baixa sensibilidade da PCR executada diretamente dos tecidos em fungao da
pequena quantidade de bacilos existentes nas lesdes. Garg et al. (2003) ressaltaram as
dificuldades nos resultados da PCR em funcdo da presenga de inibidores e da
contaminacdo por DNA de outras espécies de microorganismos e do hospedeiro,
havendo ainda a dificuldade de se realizar o procedimento sem o cultivo e isolamento
prévios (COLLINS et al., 1994; ROXO et al., 2002).

Diante da importancia do tema, da precariedade de trabalhos sobre métodos
diagnosticos rapidos para isolamento de micobactérias de amostras clinicas e dando
continuidade a uma linha de pesquisa ja implantada no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal, em parceria com pesquisadores do Instituto
Biolodgico, este trabalho foi delineado pretendendo-se associar a técnica de cultivo em
camada delgada contendo agar Middlebrook 7H11 modificado com a Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) para identificagdo precoce de Mycobacterium bovis em

orgaos de bovinos e bubalinos oriundos de abatedouros comerciais.
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OBJETIVOS

Padronizar a técnica de cultivo de micobactérias em camada delgada no meio de
Middlebrook 7H11 modificado, a partir de amostras de 6rgédos de bovinos e
bubalinos, tendo como referéncia os resultados obtidos no cultivo classico no meio
de Stonebrink.

Identificar as col6nias de micobactérias na camada delgada, acompanhando os dias
de crescimento, e avaliar a sensibilidade da técnica em comparagdo ao cultivo no
Stonebrink.

Associar a técnica de PCR como forma de confirmagao dos resultados observados

no cultivo em camada delgada.



43

3 MATERIAL E METODOS



44

3 MATERIAL E METODOS

As etapas de cultivo das amostras nos meios foram realizadas nas dependéncias
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (VPS-FMVZ-USP). O
preparo do meio de Middlebrook 7H11 modificado, a descontaminacdao de Petroff e
semeadura das amostras foram realizados no Laboratério de Zoonoses Bacterianas,
enquanto o acondicionamento em estufa e observagdes macro e microscopicas das
placas para verificacdo periddica de isolamento ou crescimento foram realizados no

Laboratoério de Doencgas Infecciosas.

A fase de suspensao das coldnias isoladas, para extracdo do DNA e realizagéo
da PCR, bem como a segunda etapa do experimento, de novo cultivo das amostras
positivas em camada delgada para verificagao precoce de colénias e nova confirmagao
pela PCR, foram realizadas no Laboratério de Tuberculose do Centro de Pesquisa e

Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Biolégico (Sao Paulo-SP).

A metodologia empregada para a realizagdo de todas as etapas do experimento
esta descrita nos itens a seguir.

3.1  AMOSTRAS

Foram analisadas 49 amostras de 6rgéos de bovinos e bubalinos oriundos de
abatedouros comerciais, sendo 10 amostras de animais aprovados na inspecao
sanitaria do Frigorifico Cowpig (Boituva — SP), utilizadas como controles negativos. Das
39 amostras de animais que apresentavam lesdes sugestivas de tuberculose, 38 foram
cedidas pelo Instituto Biolégico e 01 cedida pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas
da FMVZ-USP.
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Como controles negativos, foram utilizados 10 linfonodos mediastinicos, e para
as amostras-teste foram utilizados: 01 linfonodo mediastinico, 01 linfonodo pré-
escapular, 01 utero, 01 bago, 01 rim, 02 figados, 03 pulmdes, 19 linfonodos né&o

identificados e 10 érgaos nao identificados.

A origem das amostras, bem como as espécies a que pertenciam e sua

identificagdo, encontram-se no apéndice A.

3.2 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados para o procedimento de isolamento foram o meio
de Stonebrink (Anexo A) e o meio de Middlebrook 7H11 modificado (Anexo B), segundo

o recomendado pela Universidad de las Naciones Unidas (1998).

O meio de Stonebrink foi distribuido em tubos de vidro (18 x 180 mm) com tampa
de algodao hidrofébico, em volume de 7,0 mL por tubo, que apds o cultivo foram
flambados e tampados com rolha de cortica. O meio de Middlebrook 7H11 modificado
foi elaborado com piruvato de sédio como fonte de carbono, em substituicdo ao glicerol,
e distribuido em placas de Petri de plastico (tamanho 60 X 16 mm) em volume de 10 mL

por unidade.

3.3 TECNICAS UTILIZADAS

3.3.1 Método de coloragao de Ziehl-Neelsen

Empregou-se o método de coloragdo de Ziehl-Neelsen, segundo o recomendado
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pelo Centro Panamericano de Zoonosis (KANTOR, 1988) para observagao
microscopica das colbnias isoladas nos tubos de meio de Stonebrink e nas placas de

Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada.

3.3.2 Descontaminacao

A técnica empregada para descontaminagdo das amostras clinicas foi o método
classico de Petroff (KANTOR, 1988).

3.3.3 Leitura das coldnias isoladas nas placas

As placas foram lidas nos dias 5, 8, 12, 15, 18, 21, 29 e 36 apds a semeadura.
Desde o primeiro dia de observagao, foram definidos apenas pontos de observagao nas
placas que pudessem ser identificados na leitura seguinte, identificados nas placas

como norte (N), sul (S), leste (L) e oeste (O).

O crescimento das col6nias nas placas foi acompanhado de forma a observar a
evolucdo de cada uma delas por dia de observacdo, e aquelas consideradas
“suspeitas” ou com as colénias ja observadas foram fotografadas para
acompanhamento dos diferentes estagios de crescimento, até a conclusao da leitura.
Em seus estagios iniciais, consideradas ainda como “suspeitas”, as colénias eram
circundadas com caneta de marcacdo em vidro, de forma a serem observadas no

préximo dia para verificacdo de sua evolugéo.

Foram consideradas positivas as placas que apresentaram crescimento micro e
macroscopico caracteristico assumido pelas colénias de bacilos alcool-acido resistentes

(BAAR) neste meio de cultura (aspecto rugoso, bordas irregulares, cor acastanhada e
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fator corda). Por sua vez, foram consideradas negativas as placas nas quais nao se

observou crescimento de coldnias.

3.3.4 Leitura das colbnias isoladas nos tubos

As leituras de colbnias nos tubos, contendo o meio de Stonebrink, foram
semanais e encerraram-se na 122 semana pos-semeadura. A positividade foi
confirmada com a observacgao visual do crescimento de colbénias isoladas, obedecendo

ao critério qualitativo de auséncia ou presencga de crescimento.

3.3.5 Identificagcdo molecular das micobactérias

As colbnias de BAAR isoladas foram identificadas pelo método da Reacédo em
Cadeia de Polimerase (PCR) utilizando-se os primers JB21 e JB22 descritos por
Rodriguez et al. (1995) e o protocolo modificado por Roxo et al. (comunicagao pessoal),

como segue:

3.3.5.1 Extracdo do Material Genético

Foram colhidas col6nias isoladas nos tubos contendo meio de Stonebrink e nas
placas contendo agar Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada,
ressuspendidas em agua Ultra Pura estéril em microtubos de 1,5 mL. A inativagdo do
bacilo foi efetuada por fervura das amostras a 100° C por 5 minutos e submetidas ao
congelamento a -20°C na sequéncia (BEMER-MELCHIOR; DRUGEON, 1999).



48

3.3.5.2 Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

As amostras descongeladas foram, entdo, submetidas a PCR, utilizando-se os
primers  JB-21 (5 TCGTCCGCTGATGCAAGTGC 3) e JB-22 (¥
CGTCCGCTGACCTCAAGAAG 3’), descritos por Rodriguez et al. (1995) para

identificagdo do Mycobacterium bovis, gerando produto final de 500 pares de bases.

As amplificacbes para os primers JB-21 e JB-22 foram realizadas em
termociclador, submetendo-se as amostras ao tratamento inicial de 94° C por dois
minutos. Seguiram-se, entéo, 35 ciclos de trés temperaturas: desnaturacéo a 94°C por
30 segundos, hibridizacdo a 64°C por 30 segundos e extensédo e anelamento a 72°C
por 60 segundos. Depois do ultimo ciclo as amostras foram mantidas a 72° por cinco
minutos e o produto amplificado foi analisado na sequéncia por eletroforese em cuba

horizontal (ROXO, comunicagao pessoal).

Os géis de agarose a 1,5% contendo 0,01% de brometo de etidio foram

visualizados sob luz ultravioleta. e fotografados com auxilio de fotodocumentador.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As amostras de 6rgaos foram analisadas conforme descrigao nos itens a seguir.

3.4.1 Primeira Etapa

As 49 amostras de érgaos foram descontaminadas pela técnica de Petroff e

semeadas em duas placas de Petri contendo meio de Middlebrook 7H11 modificado em
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camada delgada e dois tubos de Stonebrink por amostra, totalizando 98 placas e 98
tubos. Deles, 39 amostras eram suspeitas e 10 amostras eram controle negativo,

totalizando 78 placas e tubos suspeitos e 20 placas e tubos controles negativos.

As placas foram posteriormente identificadas e vedadas com esparadrapo tipo
Micropore®®, para evitar emissdo de aerossois e reduzir a dessecagdo do meio, e
dispostas em cubas de plastico, nas quais se criou um ambiente de microaerofilia
(Anexo C); em seguida foram vedadas com tampas e envolvidas por plastico flexivel do
tipo Parafilm®'® para prevenir a entrada adicional de oxigénio da estufa para o interior
da cuba, e acondicionadas em estufa controlada a 37° C. As placas foram observadas
nos dias: 5°, 8° 12° 15° 21° 25° 29° e 36° pds-semeadura (p.s.) com auxilio de

microscopio 6ptico comum [100 vezes (x) de aumento].

Os tubos foram identificados, e o ambiente de microaerofilia foi criado com o
recurso da queima das rolhas e do algodao hidrofébico utilizados na vedagao de cada
tubo. Na sequéncia, foram acondicionados em cuba plastica rasa, ligeiramente
inclinados e mantidos em estufa sob temperatura de 37° C por 90 dias, sendo que as
leituras para verificagcado do crescimento de micobactérias ocorreram semanalmente até

a 12% semana p.s. (90 dias).

Apos o 36° dia de crescimento das colbnias em agar Middlebrook 7H11
modificado em camada delgada e da conclusédo das leituras dos tubos de Stonebrink

(90° dia), foi efetuada a identificagao das micobactérias usando-se a técnica de PCR.

° Micropore®: 3M

1% parafilm ® M: American National Can™ - Chicago, IL 60631



50

3.4.2 Segunda Etapa

Na segunda etapa foi efetuado um novo cultivo de 10 amostras do grupo com
resultado positivo na primeira etapa. O material foi semeado apenas em placas, em
duplicata, totalizando 20 placas. Foi verificado se haveria a percepgdo mais precoce
das colbnias e se seria possivel a identificacdo destas pela PCR, independentemente

de ter havido ou ndo crescimento macroscépico das coldnias.

O material foi processado a semelhanca do procedimento descrito anteriormente,
exceto pelos dias de leitura das placas que ocorreram nos dias 5°, 8° e 12° (p.s). No 13°
dia, as placas foram retiradas da estufa e foi efetuada a suspensao das col6nias para

identificagdo das micobactérias por meio da técnica de PCR.

3.5 TRATAMENTO ESTATISTICO

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o “Teste de Fisher’ do software
GRAPHPAD INSTAT 1990-93.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao das duas etapas séo apresentados a seguir.

41 PRIMEIRA ETAPA
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No quadro 1 estao os resultados referentes aos dias de observacdo em relagao a

presenga ou ndo de crescimento de colbnias de micobactérias nas placas contendo

meio de Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada.

(continua)
PLACAS TUBOS

GRUPOS AMOSTRAS A B Status PCR A Status PCR
CN 1 NEG ** NEG **
CN 2 NEG ** NEG **
CN 3 NEG ** NEG **
CN 4 NEG xx NEG **
CN 5 NEG xx NEG **
CN 6 NEG xx NEG >
CN 7 NEG xx NEG **
CN 8 NEG ** NEG >
CN 9 NEG xx NEG **
CN 10 NEG ** NEG >
T 11 NEG > NEG *x

T 12 + POS POS + POS POS

T 13 + + POS POS POS POS

T 14 NEG ki + POS POS
T 15 NEG b NEG *x

T 16 + + POS POS + POS POS
T 17 NEG ** NEG *x
T 18 NEG ** NEG **
T 19 NEG ** NEG **
T 20 NEG ** NEG **
T 21 NEG NEG NEG xx
T 22 NEG NEG NEG **
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(conclusao)

PLACAS TUBOS
GRUPOS AMOSTRAS A B Status PCR A B Status PCR
T 23 - - NEG ** - - NEG **
T 24 - - NEG fd + - POS NEG
T 25 - - NEG ** - - NEG **
T 26 - - NEG ** - - NEG **
T 27 - - NEG ** - - NEG **
T 28 + + POS POS - - NEG *
T 29 - - NEG ** - - NEG *
T 30 - - NEG ** - - NEG *
T 31 - - NEG ** - - NEG *
T 32 + + POS POS + + POS POS
T 33 - - NEG ** + + POS POS
T 34 + + POS POS + + POS POS
T 35 + + POS POS + + POS POS
T 36 - + POS POS + + POS POS
T 37 + + POS POS + + POS POS
T 38 + + POS POS - - NEG ki
T 39 + - POS POS + + POS POS
T 40 + + POS POS + - POS POS
T 41 - - NEG POS - + POS POS
T 42 + + POS POS + + POS POS
T 43 + + POS POS - - NEG *
T 44 - + POS POS - - NEG **
T 45 + + POS POS + + POS POS
T 46 - - NEG POS + - POS POS
T 47 - - NEG ** - - NEG NEG
T 48 + - POS POS + + POS POS
T 49 - - NEG POS - - NEG NEG
TOTAL (POS) 49 17 19 18 17
LEGENDA:
A placa ou tubo A POS amostra positiva
B placa ou tubo B NEG amostra negativa
CN grupo controle negativo PCR Reacdo em Cadeia de Polimerase
T grupo teste Status  Resultado da amostra na placa, tubo ou PCR
+ presenga de coldnias na placa ou tubo ** Nao executado

auséncia de colbnias na placa ou tubo

Quadro 1 — Crescimento de col6nias nas placas contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado em camada delgada e nos tubos de Stonebrink, com
respectivo resultado da PCR, segundo os grupos experimentais - Sao
Paulo — 2010



54

O grupo controle nao apresentou crescimento de colénias em qualquer uma das
placas ou tubos, confirmando as amostras como negativas. Houve 100% de
concordancia da negatividade das placas em relagdo aos tubos ndo havendo

necessidade da PCR.

Avaliando-se o grupo das amostras-teste, em relagédo aos resultados das placas,
foram consideradas positivas 17 das 39 amostras (43,59%), sendo que em 5 delas
(12,82%) houve crescimento em apenas uma das placas (A ou B). Tomando por base
os resultados dos tubos, foram consideradas positivas 18 das 39 amostras (46,15%),

sendo que em 6 delas (15,38%) houve crescimento em apenas um tubo (A ou B).

Avaliando conjuntamente o grupo controle negativo com o grupo das amostras-
teste (49 amostras), na comparagédo do desempenho do cultivo em camada delgada
contendo meio de Middlebrook 7H11 modificado com o cultivo no meio de Stonebrink,
13 amostras (23,56%) resultaram positivas e 27 (55,1%) negativas para ambos os
testes, mostrando uma concordancia kappa de 0,816327 (considerada “6tima”). Por
outro lado, quatro amostras negativas no Stonebrink foram positivas na camada
delgada, enquanto cinco positivas no Stonebrink foram negativas na camada delgada,

conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1 - Resultados do desempenho do cultivo em camada delgada contendo meio
de Middlebrook 7H11 modificado comparado com o Stonebrink (padréo
ouro) - Sao Paulo — 2010

STONEBRINK (Padréo Ouro)
CAMADA DELGADA . .
Positivo Negativo
(Teste)
Positivo 13 4
Negativo 5 27
TOTAL 18 31

Sensibilidade Relativa: 13/18 = 72,22%
Especificidade Relativa:  27/31 = 87,09%

A andlise estatistica mostrou que o cultivo em camada delgada contendo meio
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de Middlebrook 7H11 modificado, em comparacao ao cultivo em Stonebrink, apresentou
uma Sensibilidade Relativa de 72,22%, e uma Especificidade Relativa de 87,09%.

O meio de Middlebrook 7H11 modificado possui a vantagem de ser transparente,
permitindo a observagcdo direta das placas ao microscopio. Seu uso na forma de
camada delgada em placas contribui para a visualizagdo de crescimento precoce das
micobactérias. Durmaz, Durmaz e Gurel (1985); Idigoras et al. (1995) e Mejia et al.
(1999), trabalhando com diagndstico de micobactérias do Complexo M. tuberculosis,
encontraram vantagens na antecipagdo dos resultados pela visualizagdo precoce de
microcol6nias no meio de Middlebrook 7H11. Marcondes (2002) ressaltou que o meio
de Middlebrook 7H11 n&o acelerava o crescimento das colénias, mas sim, por sua
transparéncia, apenas permitia a observacdo das placas diretamente ao microscépio,

possibilitando a visualizagdo em seus estagios iniciais de crescimento.

Em 1958, Simpson e Reed ja sugeriam o0 uso de meios sintéticos, mas de facil
reproducdo em laboratério, por meio de ingredientes disponiveis comercialmente em
lugar daqueles contendo materiais organicos complexos, tais como soro animal, gema
de ovos ou extrato de batatas. Robledo et al. (2006) compararam os dados obtidos em
seis diferentes laboratdrios na América Latina com o uso de camada delgada em
relacdo ao meio de Lowenstein-Jensen (L-J), de forma a testar a eficacia do isolamento,
mas também a reprodutibilidade entre laboratérios. Mesmo quando consideradas as
diferentes caracteristicas dos laboratérios participantes, a prevaléncia da tuberculose
humana e o numero e tipo de espécimes processados em cada regido onde se
localizavam os laboratérios, os pesquisadores concluiram que tais fatores nao afetaram
a performance global da camada delgada em comparagdo ao L-J, confirmando a
robustez do método de camada delgada e sua viabilidade em diferentes ambientes
laboratoriais. Ressaltam, contudo, que o meio € mais caro e menos sensivel em
comparacao as técnicas tradicionais, porém requer menos tempo para observacao de
isolamento e nao exige equipamentos laboratoriais especiais, recomendando o
isolamento em camada delgada como método complementar a laboratérios que

desejem reduzir o tempo de detec¢cdo de micobactérias em cultivos.



56

Marcondes et al. (2006), trabalhando com volume de 5 mL de meio de
Middlebrook 7H11 em placas de Petri de vidro, observaram uma viabilidade do meio de
apenas duas semanas, enquanto Dib et al. (2006), trabalhando com o mesmo volume
mas com placas descartaveis (que permitiram melhor encaixe entre as partes inferior e
superior), obtiveram viabilidade do meio por trés semanas. No intuito de se conseguir
observar colbnias por até 36 dias, preconizou-se para este estudo a adi¢do de 10 mL
de meio de Middlebrook por placa, o que evitou qualquer ressecamento durante o
periodo. Da mesma forma que observado por Marcondes et al. (2006); Dib et al. (2006)
e Morato et al. (2009), algumas das placas apresentaram contaminagdes, mas

nenhuma afetou sua observagao ao microscépio ou o crescimento das coldnias.

Houve dificuldade inicial na visualizagdo dos primeiros estagios de colonias em
crescimento em meio aos debris celulares e restos tissulares, oriundos do processo de
descontaminacdo, assim como observado por Marcondes (2002). Desta forma, a
adogao da semeadura de amostras negativas foi importante, uma vez que era possivel
identificar nelas somente estes artefatos de técnica, e assim possibilitar sua
diferenciagdo dos estagios iniciais de crescimento de colénias nas placas semeadas

com amostras-teste.

No quadro 2 sao apresentados os resultados referentes aos dias de observagao
em relagdo a presencga ou ndo de crescimento de colonias de micobactérias nas placas

contendo meio de Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada.

17 PLACAS POSITIVAS 18 TUBOS POSITIVOS
DIAS POS-SEMEADURA SEMANAS POS-SEMEADURA
5(8(1215|21|25|29 | 36 6|7 |89 (10|11 12|13
Novas Novos
. 10|04 |5|5|3]0]O0 o 71312 (2]0]|2]|1
positivas/dia positivos/semana
Acumulado |O|O| 4| 9 |14 (17| 0 | O Acumulado 7110|112 |14 |14 |16 |17 |18

Quadro 2 — Crescimento de coldnias das amostras consideradas positivas, segundo o
método de cultivo adotado e o momento da leitura - S&o Paulo - 2010
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Das 17 amostras consideradas positivas pelos resultados obtidos nas placas
contendo Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada, 4 (23,52%) estavam
positivas no 12° dia p.s., 9 (52,94%) no 15°, 14 (82,35%) no 21° e 17 (100%) no 25° dia
p.s. Portanto, mais de 50% da positividade das amostras foi obtida no 15° dia p.s., e a
partir do 25° n&o se observou novos crescimentos. Do 25° ao 36° p.s., foram
observadas placas nas quais o crescimento das colbnias era tdo pronunciado que
dificultava sua visualizacdo ao microscopio com aumento de 100x, adotando-se

também o aumento de 40x para registro fotografico das col6nias.

No meio de camada delgada, considerando-se um nivel de significancia p < 0,05,
0s quatro resultados positivos obtidos aos 12 dias p.s. ja foram considerados
significativos (p = 0,0455) em comparagdo ao meio de Stonebrink. Consequentemente,
os resultados positivos acumulados nos dias 15 (p = 0,001), 21 (p = 0,0001) e 25 (p =

0,0001) p.s. também foram significativos em comparacgéo ao Stonebrink.

O cultivo em camada delgada contendo meio de Middlebrook 7H11 modificado
permitiu a observacado precoce do crescimento de colbnias oriundas de amostras
clinicas, a partir do 12° dia, enquanto no meio de Stonebrink s6 foi possivel visualizar
colénias a partir da 62 semana (42° dia em diante). Estes resultados corroboram com os
encontrados por alguns autores. Durmaz, Durmaz e Gurel (1985), trabalhando com
meio de Middlebrook 7H11 em camada delgada para isolamento de M. tuberculosis,
visualizaram col6énias aos 10 dias p.s., e neste periodo nenhum isolamento foi
observado no meio de Loweinstein-Jensen (L-J), enquanto Idigoras et al. (1995)
obtiveram isolamento médio no meio de Middlebrook 7H11 em camada delgada de 12
dias p.s., comparado a 23 dias em média para o aparecimento de colénias no L-J. Mejia
et al. (1999) também compararam o meio de Middlebrook 7H11 com o L-J e
detectaram, dentro das amostras positivas, que 60% delas cresceram aos 10 dias p.s.,
quando nao havia ainda crescimento no L-J, e que 80% delas haviam crescido apos

duas semanas, enquanto somente 10% no L-J.

Aos 5° e 8° dias p.s., leves evidéncias de crescimento ja podiam ser notadas,
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mas nao se observava ainda a presenca do fator corda. Aos cinco dias p.s., Marcondes
(2002) e Morato (2007) ja observavam esta caracteristica em seus estudos, porém

utilizando cepa padréo em diluicées de suspensdes de micobactérias.

No quadro 2 também se observa que, das 18 amostras consideradas positivas
pelos resultados obtidos nos tubos contendo meio de Stonebrink, 7 (38,89%) estavam
positivas na 62 semana p.s., 10 (65,55%) na 72, 12 (66,67%) na 82, 14 (77,78%) na 9% e
10? semanas, 16 (88,89%) na 112, 17 (94,44%) na 122 e 18 (100%) na 13% semana p.s.
Portanto, mais de 50% da positividade das amostras foi obtida na 72 semana p.s.,
observando-se crescimento até o 89° dia (13% semana). Ndo se observou crescimento

até a 5% semana (35 dias) e nenhum novo na 102 semana (70 dias).

Comparando-se as 18 amostras positivas totais (em tubos ou placas), quatro
foram positivas somente nas placas, enquanto cinco foram positivas somente nos
tubos. Nestes casos, uma explicacédo possivel para a positividade em apenas um e néo
no outro meio € a de que, durante a semeadura simultdnea, o in6culo contendo
microorganismos viaveis tenha se direcionado somente para um dos meios. Liu et al.
(1973) encontraram menor taxa de isolamento de micobactérias no meio de
Middlebrook 7H10 em comparacdo com outros meios, mas atribuiram parte deste

insucesso a nao utilizagdo de ambiente de microaerofilia nos estudos.

Embora a visualizagdo das colénias no meio de Stonebrink tenha se iniciado
somente a partir da 6 semana, enquanto a observagdo das placas ja havia se
encerrado aos 36 dias p.s., o cultivo no meio de Stonebrink permanece como padrao-
ouro para o isolamento de micobactérias de amostras clinicas (KANTOR, 1988).
Portanto, a utilizacdo de métodos rapidos deve ser pesquisada para suporte em
situacbes em que seja necessaria a tomada de decisdo mais rapida em relacédo a um
surto num rebanho ou a achados na inspegao sanitaria, mantendo-se sempre, porém, o

padrao-ouro em paralelo para a posterior confirmagao do diagnéstico.

Apesar da técnica de cultivo em camada delgada contendo o meio de
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Middlebrook 7H11 modificado ter apresentado um alto custo neste estudo
(aproximadamente R$ 20,00 por amostra), sua utilizagdo pode gerar um resultado mais
precoce, permitindo ao interessado a adogcdo de medidas prévias, tais como o
isolamento preventivo da propriedade ou o embargo comercial das carcagas. O
PNCEBT (BRASIL, 2007) ja preconiza o isolamento e identificagdo do M. bovis para
confirmacao de lesdes sugestivas ao abate em bovinos e bubalinos, portanto a
associagdo de um método rapido de isolamento com a PCR pode ser uma ferramenta
de antecipagao de resultados, enquanto se espera o cultivo em paralelo das amostras

no meio de Stonebrink.

Nas figuras 1 a 8 pode-se observar o evolugdo das imagens referentes aos dias
de crescimento de colbnias nas placas contendo meio de Middlebrook 7H11 em

camada delgada.

Figura 1 — Suspeita de surgimento de coldnia apds 5 dias de cultivo em camada delgada contendo meio
de Middlebrook 7H11 modificado. Aumento de 100x
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Figura 2 — Colbnias com 8 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado. Aumento de 100x

Figura 3 — Colbnia com 12 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado. Aumento de 100x
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Figura 4 — Colbnia com 15 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado. Aumento de 100x

Figura 5 — Colbnia com 15 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado. Aumento de 40x
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Figura 6 — Colénia com 21 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado. Aumento de 100x

Figura 7 — Colénia com 25 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado. Aumento de 40x
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e

Figura 8 — Debris celulares de amostra controle negativo aos 29 dias de cultivo em camada delgada
contendo meio de Middlebrook 7H11 modificado. Aumento de 100x

Na figura 9 observa-se o aspecto de placa contendo colénias macroscépicas.

Figura 09 — Placa de petri contendo colénias aos 37 dias p.s.
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A visualizagdo microscopica do crescimento de coldénias no meio de Middlebrook
7H11 modificado observada neste estudo, apresentando aspecto rugoso, bordas
irregulares e de coloragdo acastanhada, também foi observada por Marcondes et al.
(2006), trabalhando com estirpe padrdao de M. bovis (AN5), e Morato et al. (2007), que
utilizaram estirpe de M. bovis isolada de caprino, tipificada por PCR e mantida em meio
de Stonebrink. Mejia et al. (1999) também observaram a tendéncia de formacgao do fator

corda e coldénias com bordas irregulares em amostras de campo.

Considerando os resultados das placas, a técnica de PCR confirmou nao
somente a positividade das 17 amostras que apresentaram crescimento, como também
a de duas amostras consideradas negativas na observagao, totalizando 19 resultados
positivos, parcialmente visualizados na figura 10. E possivel que tais amostras
consideradas negativas na camada delgada tenham apresentado col6nias
microscopicas, suficientes para gerar um resultado positivo na PCR.

9 10 11 12 13 14 15

Figura 10 - Reagdo de PCR para amplificacdo do DNA de micobactérias isoladas em meio de
Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada, evidenciando bandas de
aproximadamente 500 pb. M) marcador de peso molecular de 100 pb, 1) Amostra 12, 2)
Amostra 16, 3) Amostra 16B, 4) Amostra 32, 5) Amostra 34, 6) Amostra 36, 7) Amostra 37,
8) Amostra 39, 9) Amostra 44, 10) Amostra 48, 11) Amostra 40, 12) Amostra Negativa 01,
13) Amostra Negativa 02, 14) Controle Negativo agua ultra-pura, 15) Controle Positivo
M. bovis AN5. Gel de agarose corado com brometo de etidio
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Para os tubos, a técnica de PCR confirmou a positividade de 17 das 18
amostras, uma vez que na observacdo dos tubos foi considerado positivo um que

continha colénias de aspecto alaranjado, mas que resultou negativo na PCR.

Segundo Cosivi et al. (1998), apesar do desenvolvimento recente de varios
meétodos bacterioldgicos para o diagnostico da tuberculose, nenhum deles deve ser
aplicado isoladamente. Ruggiero et al. (2007) também reforcam a necessidade de
associar técnicas para alcancar uma informagdo completa, destacando que os
resultados laboratoriais devem ser associados a outros achados, como teste

tuberculinico, exame post mortem , métodos histolégicos e a PCR, entre outros.

Quando Rodriguez et al. (1995) descreveram os primers JB21 e JB22,
inicialmente considerados especificos para M. bovis, perceberam que com a ampliagao
da amostragem observou-se que amplificavam também pelo menos 25% de isolados de
M. bovis (RUGGIERO et al., 2007). Contudo, para este trabalho, consideramos com
alguma seguranga as amostras positivas na PCR como sendo oriundas da infecgao por
M. bovis, uma vez que o M. tuberculosis ndo gera a doenga nos bovinos (CORREA;

CORREA, 1992), no sendo assim a responsavel pelas lesées nos 6rgéos trabalhados.

Das placas positivas, durante a colheita de material para a realizacéao da PCR,
foram retiradas as amostras para serem submetidas a coloracdo de Ziehl-Neelsen
(Figura 11).
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Figura 11 — Coloragdo de Ziehl-Neelsen evidenciando microorganismos alcool-acido resistentes.
Aumento 400 x

Na observagao das laminas ao microscoépio (aumento 400x) notou-se a presenca
de microorganismos alcool-acido resistentes, com caracteristicas e formato incomuns
(formas cocdides, com pouca ou nenhuma forma bacilar ou fator corda), quando
comparadas as formas tradicionalmente denominadas bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR). Apenas ap0s a posterior confirmagao da positividade na PCR destas amostras,
associada as caracteristicas assumidas pelas colbnias na camada delgada (aspecto
rugoso, bordas irregulares, coloragao acastanhada), pode-se afirmar que se tratava de
BAAR de M. bovis.

A observacao referida poderia ser explicada, ja que colénias crescendo no meio
sintético de Middlebrook 7H11 modificado podem ter apresentado disgonia, se
comparadas ao meio de Stonebrink, rico em material organico. Trabulsi (1999) comenta
que as micobactérias sdo microorganismos de crescimento lento, com tempo de
geracao aproximado de 12 horas, e esta dificuldade de crescimento pode estar

relacionada com a absor¢cdo mais demorada dos nutrientes, provavelmente em fungao
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da grande quantidade de lipideos em sua parede. Assim, a observagéo precoce com o
encerramento das leituras das placas apés o 36° dia pode ter provocado uma
estagnagao do crescimento da micobactéria, impedindo que ela assuma sua forma
bacilar classica, adquirindo um aspecto de coco-bacilo. Além disso, as nocardias
geralmente também sao alcool-acido resistentes e podem apresentar-se em formato
cocoide (TRABULSI, 1999), reforcando as duvidas relativas a observagao das laminas e

a importancia da confirmagado como M. bovis pela PCR.

4.2 SEGUNDA ETAPA

Os resultados desta etapa s&o apresentados no quadro 3, referentes a
comparacgao entre os positivos na camada delgada no 12° dia p.s. em relagdo a PCR.
Como ndo foi observado nenhum crescimento macroscopico, esta etapa foi

interrompida aos 12 dias p.s.

Amostras PLACAS PCR
Ndmero Identificag&o A B Status Resultado
1 12 + + POS POS
2 16 + + POS POS
3 32 + + POS POS
4 34 + + POS POS
5 36 + + POS POS
6 37 + + POS NEG
7 39 + + POS POS
8 40 + + POS POS
9 47 - - NEG NEG
10 49 + + POS NEG

Quadro 3 — Resultados da observagdo por microscopia Optica da positividade das
amostras semeadas em placas contendo meio de Middlebrook 7H11
modificado em camada delgada e confirmadas pela Reagdo em Cadeia
de Polimerase (PCR). Sdo Paulo — 2010.
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Das 10 amostras semeadas em camada delgada contendo meio de Middlebrook
7H11 modificado, nove (90%) foram declaradas positivas, e para a confirmagao do
resultado foi realizada a técnica de PCR. O resultado negativo da amostra 47 foi
confirmado, mas para as amostras 37 e 49 nao ocorreu confirmagao da positividade

observada nas placas (Figura 12).

Figura 12 - Reagdo de PCR para amplificacdo do DNA de micobactérias isoladas em meio de
Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada, evidenciando bandas de
aproximadamente 500 pb. M) marcador de peso molecular de 100 pb, 1) Amostra 12-1, 2)
Amostra 12-2, 3) Amostra 16-1, 4) Amostra 16-2, 5) Amostra 32-1, 6) Amostra 32-2, 7)
Amostra 34-1, 8) Amostra 34-2, 9) Amostra 36-1, 10) Amostra 36-2, 11) Controle Negativo
agua ultra-pura, 12) Controle Positivo M. bovis AN5. Gel de agarose corado com brometo
de etidio

Embora as nove amostras positivas nesta segunda etapa tenham apresentado
inicialmente um resultado positivo na primeira etapa, os resultados negativos na PCR
para as amostras 37 e 49 podem estar relacionados parcialmente a qualidade da coleta
da colbnia retirada da placa para a realizacdo da PCR. Uma vez que nao ocorreu o
crescimento macroscopico das colbnias, e apesar desta técnica ser capaz de detectar
quantidades muito pequenas de bacilos vivos ou mortos na amostra (KOCAGOZ et al.,
1993; BEIGE et al.,, 1995), durante o procedimento de retiradas das col6nias para

diluicdo considerou-se apenas a localizacdo do crescimento, marcada com caneta
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apropriada diretamente nas placas quando anteriormente observadas ao microscopico.
Assim, é possivel que simplesmente ndo se tenha conseguido capturar adequadamente

0s microorganismos da colbnia, durante a raspagem do meio de cultura com alga.

Apesar de as colb6nias assemelharem-se visualmente aquelas observadas por
Marcondes (2002); Dib (2005) e Morato (2007), em seus estagios mais precoces elas
podem assemelhar-se a outras bactérias, gerando o resultado negativo na PCR.
Bactérias do género Nocardia podem assumir formas filamentosas e bacilares
(TRABULSI, 1999), podendo ser eventualmente confundidas com as micobactérias em
estagios iniciais de crescimento, reforcando a importancia da associagao dos métodos

com a PCR na identificagdo como M. bovis.

No quadro 4 sao apresentados os resultados referentes aos dias de observagao
em relacdo a presenca ou nado de crescimento microscépico de coldnias de
micobactérias nas placas contendo meio de Middlebrook 7H11 modificado em camada

delgada.

07 PLACAS POSITIVAS

DIAS POS-SEMEADURA
50 8° 12°
Novas
o _ 3/7 4/7 /7
positivas/dia
Acumulado 3 7 7

Quadro 4 — Proporcdes de crescimento de micobactérias das amostras consideradas
positivas (PCR e placa) sob visualizagdo em microscopia optica, segundo
o momento da leitura - Sdo Paulo — 2010

Aos oito dias p.s., todas as amostras com positividade confirmada pela PCR ja
foram consideradas positivas nas placas, mas aguardou-se até o 12° dia na esperanga
de que algum crescimento macroscépico pudesse acontecer para confirmar os achados

microscopicos (Figuras 13 e 14).
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Figura 13 - Colbnia de micobactéria com 8 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de
Middlebrook 7H11 Modificado. Aumento de 100x

Figura 14 - Colénia de micobactéria com 12 dias de cultivo em camada delgada contendo meio de
Middlebrook 7H11 Modificado. Aumento de 100x
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Acredita-se que nesta etapa ja existia uma maior acuracia na observagao das
coloénias, em comparagdo com a primeira etapa do experimento, na qual ocorria certa
inseguranca no momento de identificar possiveis estagios iniciais de crescimento ou
mesmo diferencia-los de debris celulares (MARCONDES, 2002). Assim sendo, aos 5
dias p.s. ja era possivel afirmar com maior seguranga que as trés placas consideradas
positivas na segunda etapa apresentavam crescimento de colénias em estagios iniciais,
ressaltando a importancia do treinamento visual em laboratérios dos pesquisadores que

desejarem trabalhar com o cultivo em camada delgada.

Ao se priorizar o menor tempo de leitura das placas em dias, notou-se que a
auséncia do crescimento macroscépico pode levar a um erro de técnica ou a
insuficiéncia de amostra para a realizacdo da PCR, aumentando a chance de erro na
atribuicdo de um resultado positivo. Contudo, a associagdo da PCR para confirmagéao
ainda mais precoce dos resultados (12 dias, em lugar dos 36 dias da primeira fase do
experimento) parece vantajosa, no sentido de confirmar os achados microscépicos sem

aparente necessidade de crescimento macroscopico das colénias.
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5 CONCLUSOES
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CONCLUSOES

A técnica de cultivo de Mycobacterium bovis em camada delgada no meio de
Middlebrook 7H11 modificado a partir de amostras de 6rgaos de bovinos e bubalinos
mostrou-se viavel quando comparada ao cultivo classico no meio de Stonebrink,
reduzindo o tempo de isolamento e podendo ser utilizada de forma complementar

aos meétodos tradicionais de diagndstico de tuberculose bovina.

Foi possivel a identificagdo precoce do crescimento das micobactérias em camada
delgada (entre 12° e 25° dia de crescimento) quando comparada ao meio de
Stonebrink.

A PCR mostrou-se uma ferramenta complementar a somatéria das técnicas de
descontaminacdo de Petroff, coloracdo de Ziehl-Neelsen e cultivo em camada
delgada na confirmagao do diagndstico de presenga de micobactérias em amostras

de orgaos de bovinos e bubalinos.

Novos estudos de associacao de técnicas sao recomendados, no sentido de alterar
a sensibilidade e a especificidade relativa do cultivo em camada delgada, aumentar

a precocidade da observacao das positividades e acelerar sua confirmagao.
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NUMERO ORIGEM ORGAO ESPECIE OBSERVACAO
01 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
02 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
03 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
04 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
05 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
06 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
07 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
08 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
09 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
10 Frig. COWPIG Linfonodo mediastinico Bovino Controle Negativo
11 Instituto Biologico Linfonodo mediastinico Bubalino Amostra
12 Instituto Bioldgico Utero Bubalino Amostra
13 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
14 Instituto Bioldgico Baco Bubalino Amostra
15 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
16 Instituto Bioldgico Pulméo Bubalino Amostra
17 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
18 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
19 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
20 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
21 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
22 Instituto Biologico Linfonodo Bubalino Amostra
23 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
24 Instituto Biologico Linfonodo Bubalino Amostra
25 Instituto Biologico Linfonodo Bubalino Amostra
26 Instituto Biol6gico Linfonodo Bubalino Amostra
27 Instituto Biologico Linfonodo Bubalino Amostra
28 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
29 Instituto Bioldgico Linfonodo Bubalino Amostra
30 Instituto Biologico Rim Bovino Amostra
31 Instituto Biolégico Pulméo Bovino Amostra
32 Instituto Bioldgico Linfonodo Bovino Amostra
33 Instituto Bioldgico Linfonodo Bovino Amostra
34 Instituto Bioldgico Figado Bovino Amostra
35 Instituto Bioldgico Orgao n3o identificado Bovino Amostra
36 Instituto Bioldgico Orgéo n3o identificado Bovino Amostra
37 Instituto Bioldgico Orgéo n3o identificado Bovino Amostra
38 Instituto Bioldgico Orgao n3o identificado Bovino Amostra
39 Instituto Bioldgico Orgéo n3o identificado Bovino Amostra
40 Instituto Bioldgico Orgao n3o identificado Bovino Amostra
41 Instituto Bioldgico Orgao n3o identificado Bovino Amostra
42 Instituto Bioldgico Figado Bovino Amostra
43 Instituto Biologico Orgao n3o identificado Bovino Amostra
44 Instituto Bioldgico Linfonodo Bovino Amostra
45 Instituto Bioldgico Linfonodo Bovino Amostra
46 Instituto Bioldgico Linfonodo pré-escapular Bovino Amostra
47 Instituto Biolégico Orgéo n3o identificado Bovino Amostra
48 Laboratério de Zoonoses . .

: Pulmao Bovino Amostra
Bacterianas
49 Instituto Bioldgico Orgdo NI Bovino Amostra
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ANEXO A — Método de preparo do meio de Stonebrink

Base de sais

Fosfato monopotassico (KH2PO4).......oevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeees 3,59
Fosfato dissodico (NagHPO4.2H20)......cccoooiiiiiiiie, 20g
Piruvato de SOTI0......ccoeeeiiiii e e 6,259
Agua deStilada 0.5.p.....eoveeeiee et 500 mL

OBS: caso se utilize fosfato dissédico com 12 moléculas de H>O, utilizar 4,0 g.

Se for o fosfato dissédico anidro, utilizar 1,59 g.

Conteudo de = 20 0VOS (SUSPENSE0).......ccceiieiieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL

Solugao aquosa de verde de malaquita a 2%

Dissolver os sais na agua destilada e autoclavar a 121°C por 15 minutos.
Aguardar esfriar a base e acrescentar os ovos e o verde de malaquita. Homogeneizar
em agitador magnético por uma hora. Filtrar em gaze estéril (dobrada em quatro) e

distribuir nos tubos. Coagular'’ a 80°C por 30 minutos.

" Coaguladora vertical ELETROLAB — Camara climatica
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ANEXO B — Método de preparo do Meio de Middlebrook 7H11 modificado acrescido de
piruvato de sodio

Agar MiddIEbrook 7HA T ...ttt 18,0 ¢
Hidrolisado de Caseina (digestao pancreatica de caseina)................vvvvvvvvvveeenennnnnnnns 1,09
Piruvato de SOIO........ccooiiiii i 0,445 ¢
AQUA DESHIAAA. ...t 900 mL
Enriquecimento OADC ... 100 mL

Misturar no Erlenmeyer o agar, a caseina e o glicerol. Acrescentar a agua
destilada pelas paredes para evitar a formagao de espuma. Depois de misturado, agitar
lentamente para que o glicerol se misture com a solugéo. Autoclavar a 121°C por 15
minutos. Aguardar o resfriamento a 50-56°C e adicionar assepticamente o
enriqguecimento OADC. O enriquecimento deve ser retirado da geladeira antes para que
esteja na temperatura ambiente no momento de ser adicionado ao meio. Homogeneizar
novamente, cuidando para evitar a formagéao de bolhas. Distribuir em placas e apo6s a
solidificagao proceder aos testes de esterilidade por no minimo 48 horas.

OBS: Na hora de distribuir, deixar a ponta da pipeta no canto da placa e descer
0 meio devagar para evitar a formagao de bolhas. Nao deixar descer todo o meio da

pipeta; deixar um pouco de meio no funil da pipeta para que nao fiquem bolhas.

12BBL™ - Middlebrook OADC Enrichment — Becton Dickson Microbiology Systems — Sparks, MD 21152
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ANEXO C — Preparo do ambiente de microaerofilia para incubagdo das placas com
meio Middelbrook 7H11 modificado

Preparo da solucao de sulfato de cobre

CUSO4EH0 ...t ——————— 25¢g
Yo YR (=) WSO 1,6 mL
TWEEN 802 e 1,0 mL
AQUA dESHIAAA GuS.P..v et 500 mL

Depois de secas e vedadas, as placas sao colocadas com a tampa para baixo
em cubas de plastico tipo “Tuppeware”. Em um dos cantos da cuba é colocada uma
placa de Petri vazia (aberta) contendo um chumacgo de palha de ago comum e no outro
canto outra placa vazia contendo uma pastilha de antiacido efervescente Sonrisal'*. Em
seguida, a palha de a¢o € molhada com 5,0 mL da solugéo de sulfato de cobre. A caixa
entdo deve ser lacrada rapidamente com a pelicula plastica'® para evitar a entrada de

ar.

DIFCO
'* SONRISAL® — Glaxo Smith Kline
'* Parafilm M: American National Can™ - Chicago, IL 60631



