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Resumo: O diagnostico rapido da tuberculose bovina (TB), permite a atuacdo de institui¢8es oficiais
de vigilancia em areas que possam constituir possiveis focos de propagacao da doenca. Essa pesquisa
identificou o agente Mycobacterium bovis através do PCR multiplex das colénias isoladas. Através do
servico de inspecdo oficial (Federal e Estadual), foram coletadas amostras sugestivas de TB durante a
inspecdo post-mortem de carcacas bovinas em matadouros-frigorificos e estas foram encaminhadas
ao laboratério para os diagndsticos complementares. As amostras foram comprovadas por meio
de cultura bacteriolégica e coloracdo Ziehl-Neelsen. Nos isolados caracterizados por Bacilos Acido-
Alcool Resistente (BAAR), aplicou-se a técnica de PCR multiplex visando a confirmacio do agente
Mycobacterium bovis. Foram analisadas 991.316 carcagas de bovinos. Entre estas, 32 apresentaram
amostras sugestivas de TB que foram coletadas, provenientes de animais de 30 municipios. Entre as
amostras coletadas, 28,1% (9/32) apresentaram crescimento em meios de cultura bacteriolégicos com
BAAR. Os BAAR isolados submetidos a PCR multiplex confirmaram a presenca de M. bovis. A técnica
de PCR multiplex associada ao exame bacteriolégico e aplicada aos achados post-mortem permitiu o
diagndstico de M. bovis nos municipios amostrados do estado da Bahia.

Palavras-chave: inspecao; Mycobacterium bovis; multiplexacao de PCR; vigilancia epidemiologica; sau-
de publica.

Abstract: The rapid diagnosis of bovine tuberculosis (BT) allows official surveillance institutions to act
in areas that could be potential hotspots for the spread of the disease. The study aimed to identify the
Mycobacterium bovis agent by multiplex PCR of isolated colonies. Through the official inspection service
(Federal/State), samples suggestive of BT were collected during the post-mortem inspection of bovine
carcasses in slaughterhouses and sent to the laboratory for complementary diagnostics. The samples
were analyzed using bacteriological culture and Ziehl-Neelsen staining. In isolates characterized as
Acid-Alcohol Resistant Bacilli (BAAR), the multiplex PCR technique was used to confirm the agent
Mycobaterium bovis. 991,316 cattle carcasses were inspected, and 32 samples suggestive of BT were
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collected from animals in 30 municipalities. Of these, 28.1% (9/32) showed growth on bacteriological
culture media with BAAR. The BAAR isolates submitted to multiplex PCR confirmed the presence of M.
bovis. The multiplex PCR technique associated with bacteriological examination and applied to post-
mortem findings enabled the diagnosis of M. bovis in the municipalities sampled in the Bahia state.

Keywords: inspection; Mycobacterium bovis; multiplex PCR; epidemiological monitoring; public health.

Resumo grafico:

DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSE BOVINANO ESTADO DA BAHIA, BRASIL, PELA
TECNICADE PCR MULTIPLEX
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1. Introducao

AOrganizacao Mundial da Saude classifica atuberculose bovina (TB) como umazoonose,
representando um problema global de saude publica. A doenca afeta principalmente
bovinos, com altas taxas de morbidade e mortalidade, outros animais domeésticos e
humanos, principalmente em paises em desenvolvimento. Nestes paises, os casos de
infeccdo humana podem chegar a 20% ™. A TB é considerada uma doenca negligenciada,
em que a falta de informacdo favorece o seu avanco e disseminacao.

A TB é uma doenca infecciosa bacteriana de evolucdo crénica causada pelo
Mycobacterium bovis, pertencente ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC),
responsavel pela maioria dos casos de tuberculose humana e animal®. A doenca se
caracteriza pelo desenvolvimento de lesdes nodulares granulomatosas e pode acometer
qualquer tecido ou 6rgao; entretanto, afeta principalmente o trato respiratorio, linfonodos,
principalmente retrofaringeos, brénquicos e mediastinais e, ocasionalmente, peritonio,
pleura, bago, figado e intestinos®.

ATB nado é apenas um problema de saude, mas também uma preocupacdo econémica.
Bovinos e bufalos sdo as espécies mais afetadas pela doenca, causando perdas financeiras
de até 20% decorrentes da reducdo da producdo de leite e carne, condenacdes de
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carcacas, alteracBes reprodutivas e restricdes ao mercado internacional®. O Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA) instituiu em 2001 o “Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose” - PNCEBT, para reduzir
a prevaléncia e incidéncia da doenca® >,

Oisolamentomicobacteriano é oteste“padraoouro”paraodiagnoésticode tuberculose®
. Porém, a identificacdo da espécie do agente é impossivel, necessitando de métodos
moleculares complementares”, como a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
multiplex (PCR). A técnica de PCR multiplex utiliza regides gendmicas especificas para
identificar membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis, complementando o cultivo
bacteriologico pelaidentificacdo do agente e substituindo exames bioquimicos que de outra
forma demandariam mais tempo e conhecimento técnico. Segundo Zanini et al.®), a técnica
de PCR detecta efetivamente membros do complexo M. tuberculosis, proporcionando um
diagndstico rapido e valioso para M. bovis em amostras de tecido bovino sugestivas de TB.

A detec¢do mais precisa da doenca por meio da técnica molecular de PCR multiplex
possibilitara a acao da vigilancia epidemiolégica em seus pontos focais e auxiliara no
controle da doenca pelo Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose - PNCEBT no estado da Bahia. Além disso, reduzira a propagacao da doenca
no rebanho, as perdas econdmicas causadas pela condenac¢do de carcacas e o risco de a
populacao contrair tuberculose zoonética®. O presente trabalho investigou a presenca de
M. bovis utilizando isolamento bacteriologico seguido de PCR multiplex para diferenciar
os membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis através das regides gendmicas de
diferenciacao.

2. Materiais e métodos

2.1 Coleta e envio de amostras

O estudo foi realizado no estado da Bahia, 5° estado mais extenso do Brasil, com
uma superficie de 567.295 km?, comparavel a extensao territorial da Franca. Amostras
sugestivas de TB de qualquer tecido ou 6rgdao animal que apresentasse lesdes nodulares
suspeitas foram coletadas durante o exame post mortem dos bovinos na inspecdo oficial
entre marco de 2020 e dezembro de 2021. As amostras foram enviadas ao Laboratério
de Micobacteriologia da UESC em tubos tipo Falcon (50mL) contendo solucdo saturada de
tetraborato de sédio (Naz[B.Os(OH).]-8H-0, 140g/L) como conservante e, juntamente com
as amostras, foram encaminhadas fichas de identificacdo dos animais contendo: municipio
de origem, proprietario, data da coleta da amostra, raca, idade, sexo, descricdo do tecido/
6rgdo enviado e fiscal oficial responsavel. O Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Santa Cruz (Brasil) aprovou o estudo sob registro n® 017/22, e a
Agéncia de Defesa da Pecuaria da Bahia (ADAB) deu consentimento para publicacdo dos
resultados.
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2.2 Processamento de lesdes e isolamento bacterioldgico

As amostras sugestivas foram maceradas manualmente em 1g (um grama) de tecido e
depois descontaminadas com cloreto de 1-hexadecilpiridinio (HPC) a 1,5% por 30 minutos.
Em seguida, foram centrifugados para remocdo do HPC, ressuspensas em solucdo salina
0,84% para inoculacdo em meios de cultura Stonebrink-Lesslie e Lowenstein-Jensen e
incubados a 37°C por até 90 dias"?. As colénias observadas no meio de cultura foram fixadas
por esfregacos e coradas pelo método de Ziehl-Neelsen. Uma suspensdo bacteriana dos
isolados de bacilos acido-alcool resistentes (BAAR) foi preparada em 200pL de tampao TE
(Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0). A lisis térmica foi aplicada para obter o DNA incubando
a 100 °C por 30 minutos. O DNA das amostras foi quantificado em NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific®, EUA).

2.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase Multiplex (PCR)

Atécnicade PCRmultiplexfoirealizada utilizando paresde primers baseados nas diferentes
regides gendmicas do Complexo Mycobacterium tuberculosis: RD1, RD4, RD9 e RD12"", sendo
RD1(presente) para identificacao de M. bovis ; RD4 (presente) para M. africanum, M. caprae, M.
pinnipedii e M. microti; RD9 (presente) para M. tuberculose e RD12 (ausente) para M. canettii, M.
caprae e M. bovis . De cada amostra foram utilizados 4 uL, contendo 50ng de DNA, 0,2 unidades
da enzima Platinum Taq DNA polimerase (INVITROGEN), 5,0 yL de tampao de PCR, 2,0 mM de
MgCl2, 0,4 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer. Uma amostra de DNA de M. bovis e
M. tuberculosis ja pertencentes ao Laboratorio de Micobacteriologia da UESC representou o
controle positivo e a agua ultrapura (LABTRADE®) foi o controle negativo. As rea¢8es foram
realizadas em termociclador (Bio-Rad iCycler® iQ5) nas seguintes condi¢des: incubacao inicial
a 95°C/5 min, seguida de 45 ciclos de 94°C/min, 62°C/min e 72°C/min. min e extensao final a
72°C por 10 minutos. A eletroforese (60V/cm) separou os produtos de amplificacdo em gel de
agarose 3% em tampao TBE 1X e visualizados por coloracdo com SYBR Safe (INVITROGEN®).

2.4 Andlise estatistica

O teste exato de Fisher avaliou a relacdo entre sexo e indice de positividade,
considerando nivel de significancia de 5%. As hipoteses sao:

HO: Sexo = indice de animais positivos
H1: Sexo # indice de animais positivos

3. Resultados

De marco de 2020 a dezembro de 2021, o sistema oficial de inspecdo inspecionou
991.316 carcacas em 16 frigorificos localizados em 30 municipios do estado da Bahia.
Lesdes sugestivas de tuberculose foram coletadas de 32 animais (4x104), sendo 18 fémeas
e 14 machos com idade superior a 36 meses. O teste de Fisher ndao evidenciou relacdo
significativa entre sexo e indice de positividade (p = 0,1317) (Tabela 1).
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Tabela 1. Tabela de contingéncia que apresenta a relacao entre sexo e taxa de positividade

indice de positividade observada indice de positividade esperada
sex Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
Macho 6 8 14 3,94 10,6 24
Fémea 3 15 18 5,06 12,94 18
Total 9 23 32 9 23 32

As lesBes suspeitas de TB apresentavam aspecto granulomatoso, nodular, caseoso
ou calcificado. Os linfonodos corresponderam a maior parte das lesdes, atingindo 68,75%
(22/32) das amostras enviadas, seguidos de pulmdo com 12,5% (4/32), musculatura
com 9,37% (3/32), figado com 3,12% (1/32), lingua 3,12% (1/42) e abomaso com 3,12%
(1/742). O exame bacteriolégico revelou que 34,37% (11/32) das amostras formaram
colénias nos meios de cultura especificos. As colénias apresentaram coloracdo creme a
amarelada, bordas arredondadas, superficie rugosa e crescimento disgénico no meio de
cultura: 90,9% (10/11) das amostras cresceram apenas no meio Stonebrink-Lesslie (ST) e
9,1% (1/11) cresceu tanto no meio Stonebrink-Lesslie quanto no Lowenstein-Jensen (L))
(Figura 1).

Figura 1. Teste bacteriolégico positivo demonstrando formacao de colénias em Stonebrink-Leslie
(A) e Lowenstein-Jensen (B)

O tempo de formacdo das colbnias variou entre 14 e 84 dias, com média de 39 dias.
Nove das 11 amostras positivas nos meios de cultura apresentaram BAAR, totalizando
28,1% das amostras analisadas. As amostras positivas foram originarias dos municipios de
Itagiba/BA, Tomar do Geru/SE (Estado de Sergipe), Ibicui/BA, Gongoji/BA, Jaremoabo/BA,
Euclides da Cunha/BA, Barreiras/BA, Sao Gon¢alo dos Campos/ BA e Teodoro Sampaio/BA
(Figura 2).
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Figura 2. Mapa da Bahia com os municipios amostrados para investigacao de Mycobacterium bovis
por meio de cultura bacteriana e PCR multiplex. Os circulos pretos indicam os municipios negativos
para presenca do agente Mycobacterium bovis; diamantes vermelhos municipios positivos para
Mycobacterium bovis.

Todas as amostras BAAR amplificaram as regides RD1, RD4, RD9 e RD12 através de PCR
multiplex (Figura 3), confirmando a presenca de M. bovis.
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Figura 3. M- marcador molecular; CP - controle positivo; NC - controle negativo; A4-A28 - amos-
tras de animais. As setas brancas indicam a amplificacao das regides RD1 (146 pb), RD4 (268 pb),
RD9 (108 pb) e RD12 (306 pb), confirmando a presenca de M. bovis em todas as amostras.

4. Discussao

Amostras sugestivas de tuberculose provenientes de 32 animais e 16 matadouros, onde
o sistema de inspecdo oficial inspecionou 991.316 carcacas bovinas. A cultura bacteriolégica,
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coloracao e técnica de PCR Multiplex confirmaram 9/32 (28,1%) das amostras suspeitas de
TB coletadas. Essas nove amostras foram provenientes de nove animais com idade superior
a 36 meses de nove municipios, sendo oito municipios da Bahia/BA e um de Sergipe/SE, na
divisa com a Bahia. A TB foi investigada na Bahia em estudo realizado entre 2009 e 2012,
demonstrando 56% (14/25) de positividade em amostras sugestivas de TB coletadas em
frigorificos e confirmadas pela técnica de PCR multiplex™. No estudo citado, as principais
localiza¢bes das lesbes foram: linfonodos, pulmdes, carcaca, figado, lingua e abomaso.
Lesdes macroscopicas da tuberculose sdo geralmente encontradas nos pulmdes, cadeias
linfaticas pulmonares, linfonodos e figado?. Outros autores também relatam predominio
do acometimento de linfonodos mediastinais, seguidos de pulmao e figado (11314,

Em relacdo ao crescimento em meios de cultura especificos, as bactérias necessitaram
de 14 a 94 dias para se formar, com média de 39 dias. Esses achados assemelham-se aos
descritos por outros autores!'2'>9, que encontraram tempos médios de crescimento de 21
dias,36diase28dias, respectivamente. Emboratodas asamostras do presente estudotenham
crescido no meio ST, apenas uma cresceu tanto no meio ST quanto no meio LJ. A amostra
gue se desenvolveu no meio L) apresentou coldnias menores que o meio ST. A reduc¢ao do
crescimento pode ter dependido da auséncia de piruvato no meio LJ, utilizando glicerina
como fonte de substrato. Essa diferenca favorece o crescimento de outras micobactérias
além de M. bovis 7, Porém, M. bovis adaptou-se ao meio de cultura, crescendo mesmo na
auséncia de piruvato 8

A anadlise estatistica revelou que o indice de positividade nao se correlaciona com o sexo
dos animais. Inumeros outros fatores podem afetar o niumero de casos positivos, incluindo
a imunidade do animal, que pode isolar ou espalhar a infeccdo através de secre¢des nasais,
salivares, vaginais, uterinas, urindrias, de esperma e de fezes (9, visto que a tuberculose
€ uma doenca infecciosa. Além disso, quanto mais velho o animal, maior a probabilidade
de ele ter tido contato com outros animais infectados devido a segregacdao dos animais na
propriedade de acordo com seu desenvolvimento 0,

Este trabalho observou que todos os animais TB-Positivos, independente do sexo, tinham
idade superior a 36 meses. Esse fato reforca o longo periodo que esses animais podem
permanecer na propriedade até o abate, contribuindo assim para a disseminacdo da doenca
no rebanho @Y, Além disso, as vacas infectadas pelo bacilo da tuberculose tém boa aparéncia
e sdo vendidas pelos seus donos em vez de serem descartadas. Esse comportamento explica
porque é possivel encontrar vacas doentes de criadores legais, mesmo que 0s veterinarios
das fazendas leiteiras recomendem o abate. Esses animais tornam-se fontes de disseminacao,
causando riscos até mesmo aos manipuladores, umavez que lesdes suspeitas de TB podem ser
isoladas e somente encontradas no momento do abate com base em achados post-mortem®.
Outro fator que corrobora a disseminag¢do da TB é a falta de testagem tuberculinica (TT) nas
pequenas propriedades, uma vez que os animais TT positivos sdao descartados conforme
orientacdes do programa, o que € visto como um prejuizo pelo produtor e faz com que ele
nao procure veterinarios qualificados ou as agéncias de defesa do estado responsaveis pela
realizacao do teste. Assim, os produtores vendem os animais ilegalmente.
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O exame bacteriolégico associado a coloracao de Ziehl-Neelsen e PCR multiplex elimina
resultados falso-positivos. Mesmo que se formem coldnias, isso ndo indica que sejam cepas
de M. bovis, pois pode haver o crescimento de outros microrganismos, como bactérias gram-
positivas que, quando coradas, ndo serdo visualizadas BAAR, bem como ha bactérias positivas
para BAAR que ndo sdo M. bovis. No presente trabalho, apenas uma amostra foi negativa para
colorag¢do, ndo indicando o isolado como BAAR. Santos ) observou resultado semelhante,
aplicando a técnica de cultivo bacteriologico seguido de coloracdo de Ziehl-Neelsen em
amostras sugestivas de TB coletadas em feiras livres. As amostras que apresentaram
crescimento de col6nias no meio de cultura foram negativas para a técnica de coloracao de
Ziehl-Neelsen.

Na presente pesquisa, a PCR multiplex possibilitou uma identificacdo mais precisa do
agente etioldgico com base na amplificacdo de regides gendmicas de diferenca do MTBC.
As regibes especificas do genoma permitem diferencia-las pela presenca ou auséncia,
apresentando bandas no gel de agarose com diferentes tamanhos de pares de bases (pb).
As regides amplificadas no gel foram RD1 (146 pb), RD4 (268 pb), RD9 (108 pb) e RD12 (306
pb) (Figura 3), confirmando a presenca do agente Mycobacterium bovis em todos os isolados
positivos para BAAR. Outros autores 1%22), que também utilizaram PCR multiplex associada a
cultura bacteriana para identificar membros do complexo MTBC e fornecer um diagnéstico
etiol6gico mais preciso, descrevem resultados semelhantes.

Apesar dos grandes avanc¢os no campo do diagnéstico da tuberculose, os estudos ainda
ndo demonstraram a existéncia de um teste ideal para o diagndstico rotineiro da tuberculose
em bovinos, sendo fundamental aumentar o investimento em pesquisas para resolver esta
questdo critica no combate a doenca . Além disso, Cosivi' ressalta que nenhum dos
meétodos diagnosticos pode ser utilizado isoladamente e que técnicas complementares
(TT, bacteriologia, coloracdo, técnicas de PCR) devem ser sempre utilizadas para obter um
diagnostico eficaz e completo.

O servico de fiscalizacao implementado em frigorificos é uma ferramenta fundamental
para rastrear areas que podem se tornar focos de tuberculose bovina. A coleta de amostras
suspeitas de TB e suas cidades de origem podem fornecer registros epidemiolégicos,
auxiliando as atividades do PNCEBT. Desta forma, sera possivel implementar um sistema de
controle e monitoramento dadas as condi¢des socioecondmicas dos municipios baianos.

5. Conclusao

A Tuberculose bovina esta presente em bovinos no estado da Bahia, e a aplica¢ao
da técnica de PCR multiplex associada a exames post-mortem e bacteriologia permitiu
o diagnéstico e identificacdo do Mycobacterium bovis com maior precisao nos municipios
destacados do estado.
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