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RESUMO

A pecuéria na regido nordeste do Brasil € uma das principais fontes de renda e
alimentos para a populagdo que habitam as &reas rurais. Porém, ainda € bastante
comum & auséncia de tecnologias sobre os rebanhos explorados, principalmente na
criacdo de caprinos e ovinos. As técnicas de manejo ainda sdo bastante rusticas, as
medidas sanitarias deixam de ser aplicadas por n&o existir informagfes
epidemiolégicas das criacdes. Desta forma, objetivou-se isolar e identificar espécies
do género Mycobacterium spp. a partir de amostras de leite e abscessos encontrados
no exame post mortem de caprinos, ovinos e bovinos, no municipio de Petrolina-PE e
regido. Neste estudo foram avaliados 272 caprinos oriundos de rebanhos leiteiros,
679 caprinos de corte, 1.838 ovinos deslanados e 105 bovinos de leite organiza
melhor estes ndmeros... Para o cultivo de micobactérias as amostras de leite e os
abscessos foram descontaminadas (método de Petrof), cultivadas em meio
Lowenstein Jensen (LJ) contendo piruvato ou glicerol. No diagndstico diferencial das
amostras de abscessos foram cultivadas em meio Agar Sangue 5%. A identificagcéo
molecular de Mycobacterium spp. foi realizada com a utilizacéo da técnica de Reacgéo
em cadeia de Polimerase (PCR) onde foram utilizados primers que amplificam parte
do gene hsp65. As amostras positivas para micobactérias foram submetidas ao
sequenciamento de DNA. O cultivo no meio LJ foram isolados micobactérias em 1,9%
(2/106) das amostras de abscessos, 0,4% (1/272) das amostras de leite caprino e
1/105 (1,0%) no leite bovino. Com PCR direta das amostras clinicas foram
visualizada amplificagdo para parte do gene hsp65 em 0,9% (1/106) das amostras de
abscessos e 1,8% (5/272) das amostras de leite de cabras. No sequenciamento
nenhuma espécie do complexo Mycobacterium tuberculosis foi identificada, porem,

foram identificadas micobactérias nao tuberculosas de relevancia a satide humana.

Palavras-Chave: micobactérias, diagndstico, cultivo, biologia molecular, ruminantes.
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1. INTRODUCAO

A pecuéria € uma das atividades mais antigas praticadas no Brasil, sendo
realizada desde o inicio da colonizac¢é@o pelos portugueses. Nas Ultimas décadas tem-
se observado grandes avangos no setor agricola e pecuério brasileiro, a exemplo, da
producdo de carne de frangos, suinos e bovinos, bem como na producdo de leite
bovino (FAO 2008).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010)
apontaram uma producgdo média de 3 bilhdes de litros de leite no ano 2009, com 22,9
milhdes de vacas ordenhadas, correspondendo o valor de 10,9% do rebanho efetivo
brasileiro daquele ano. Outras culturas, além da bovinocultura também vém se
firmando na pecuéria brasileira. Para Resendes et al. (2008) a criagdo de caprinos e
ovinos vem sofrendo grandes modificagdes nos diversos elos da cadeia produtiva,
ocorrendo devido a expansédo do mercado interno e externo.

O rebanho caprino-ovino brasileiro é o maior da América do Sul e o oitavo
maior rebanho do mundo, com cerca de 27,041 milh6es de cabecas. A regido
nordeste é detentora do maior rebanho nacional, onde se encontra mais de 91% dos
caprinos e 56% dos ovinos. Alguns municipios da microrregido de Petrolina-PE séo
citados como detentores dos maiores rebanhos de caprinos e ovinos do Brasil (IBGE,
2011).

Essas culturas desempenham importantes fungdes socioecondmicas na regiao
semiarida do nordeste, gerando renda e como fonte de proteina de alta qualidade
(carne e leite) para as familias. Sendo responsaveis, também, por manter os gastos
de milhares de produtores.

Apesar dos avancos na criagdo de ruminantes no Brasil, varios problemas
sanitarios ainda sdo muito comuns (NOBREGA JUNIOR et al., 2008), a exemplo das
enfermidades de origem bacteriana, fingica e/ou viral (LORES et al., 2005; JARDIM
et al., 2006). Dentre as doencas de origem bacteriana, o género Mycobacterium spp.
destaca-se por reunir espécies com grande potencial patogénico tanto para os
animais como para os seres humanos (OLIVEIRA et al.,, 2010). (OLIVEIRA et al.,
2010).

Esses micro-organismos caracterizam-se por apresentar na parede celular
grande quantidade de lipidios. Os lipidios sdo responsaveis por estabilidade &cida e
propriedades patogénicas e imunoldgicas (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003).



Apresentam taxa de crescimento lento, com tempo de geragédo variando entre 2 e 20
horas (QUINN et al., 1994).

Essas bactérias possuem afinidade com os géneros Nocardia,
Corynebacterium e Rhodococcus. As micobactérias, além de estarem envolvidas na
etiologia da tuberculose, podem também esta envolvida em outras enfermidades dos
seres humanos e animais (JONES et al., 2000). Entre elas o M. avium subsp.
paratuberculosis, M. leprae e M. abcessus, que estdo envolvidos com
paratuberculose nos ruminantes, hanseniase e doengas oportunistas,
respectivamente (HARRIS & BARLETTA, 2001; CARDONA-CASTRO et al., 2005).

O M. bovis é o principal agente etioldgico da tuberculose bovina, como
também dos caprinos e ovinos. Acreditou-se por muito tempo que 0s caprinos e
ovinos apresentassem resisténcia ao M. bovis, porém estudos revelaram a
ocorréncia da tuberculose tanto nos caprinos como nos ovinos em alguns paises,
com os primeiros relatos na Europa e na Africa (MALONE et al., 2003; PINHEIRO et
al., 2007; BENESI et al., 2008). Os animais afetados pelo M. bovis geralmente sdo
assintomaticos ou podem apresentar sintomas caracteristicos como emagrecimento
progressivo, tosse, dispneia, aumento de linfonodos, reducéo na produgdo, entre
outros (OLIVEIRA et al., 2007).

A disseminagao dessa doenca nos rebanhos ocorre principalmente pelas vias
oral e respiratéria, sendo os rebanhos criados em sistema intensivo 0s mais
acometidos. O maior rigor das medidas sanitarias nos abatedouros e na
pasteurizacdo do leite junto a outras técnicas como o0s testes intradérmicos e
sorologicos, tem contribuido na reducdo da tuberculose (COSIVI et al., 1998). Além
das infec¢des pelas bactérias do complexo M. tuberculosis, o isolamento de
micobactérias ndo tuberculosas (MNT) a partir de amostras clinicas também tem se
tornando muito frequiente nos dltimos anos (TORTOLI, 2009).

Considerando a escassez de informagbes referente as infecgBes por
micobactérias nos ruminantes de produgdo criados na regido do Vale do Sé&o
Francisco, e a importancia deste género bacteriano para a saude publica, objetivou-
se isolar e identificar espécies do género Mycobacterium spp. a partir de amostras
de leite e abscessos encontrados no exame post mortem de caprinos, ovinos e

bovinos, no municipio de Petrolina-PE e regido.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Bovinocultura

O rebanho bovino brasileiro apresentou em 2011 um crescimento de 1,6% em
relacdo a 2010 (209,5 milhGes de cabegas), totalizando um efetivo de cerca de 212,8
milhdes de cabegas. Neste ano de 2011, o Brasil ocupava a 22 posigdo mundial em
rebanho de gado bovino, atras da india, cujo rebanho era de 324,5 milhdes, cerca de
1,5 vezes maior que o brasileiro e, na sequéncia, destacaram-se China e os Estados
Unidos (IBGE, 2012).

O crescimento do rebanho bovino ocorreu com maior intensidade, entre 2010 e
2011, nas regides Nordeste (2,9%), Sudeste (2,8%) e Norte (2,7%), onde se
destacaram os estados do Para e Rondbnia. Quanto ao aumento na produg¢édo dos
produtos de origem animal, a atividade leiteira teve um crescimento de 4,5%. Em
2011, a regido Nordeste do Brasil apresentou um rebanho bovino com 29,5 milhées
de cabecas. Com relacdo ao estado de Pernambuco, este apresentou um nuamero
estimado de 2,5 milhdes de cabegas (IBGE, 2012).

A bovinocultura leiteira na regido do Vale do S&o Francisco ainda € pouco
expressiva no contexto da produgdo estadual (NEVES et al.,, 2011). Em 2007,
produziu aproximadamente 10,8 milhdes de litros de leite de vaca, o que representou
apenas 1,7% da produgéo do estado. Segundo Yamaguchi et al. (2009), o sertdo do
Sao Francisco pernambucano apresentou reducdo da produtividade em 1,9 % nos
tltimos dez anos. Neves et al. (2011) estudando as caracteristicas dos produtores e 0
sistema de producéo de leite de vaca em Petrolina-PE, observou que existem muitas
falhas nas propriedades produtoras de leite deste municipio. Essas falhas estdo
relacionadas principalmente ao manejo sanitario, procedimentos de higiene na
ordenha e resfriamento do leite, podendo acarretar prejuizos econdémicos e danos a
saude publica, uma vez que existe o risco de zoonoses serem transmitidas pelo
consumo de leite ou dos produtos lacteos.

Em relacdo a sanidade dos bovinos, Domingues & Langoni (2001) relatam a
importancia do manejo sanitario com o intuito de minimizar e eliminar a incidéncia de
enfermidades no rebanho, visando aumento na producdo e produtividade. A

deficiéncia do manejo sanitario pode acarretar doencas no plantel, levando a gastos



com medicamentos e, consequentemente, a prejuizos econdmicos e diminuicdo na
lucratividade da fazenda (VIEIRA, 2008).

2.2. Caprino e ovinocultura

O efetivo de caprinos e ovinos no Brasil somou 27,041 milhGes de cabegas em
2011. Destes, 9,379 milhdes de cabecas de caprinos estdo, em sua maioria,
localizados na regidao semiarida do Nordeste. O estado da Bahia detém 29,2% do
efetivo desta espécie, seguido por Pernambuco, com 20,5%, e Piaui, com 14,7%
(IBGE, 2011).

Ja o efetivo de ovinos apurado em 2011 foi de 17,662 milhdes de cabecgas,
representando aumento de 1,6% em relacdo ao numero registrado em 2010. O
estado do Rio Grande do Sul dettm 22,6% do rebanho nacional, sendo
acompanhado pelo estado da Bahia com 17,4% e, Ceara com 12,1%. No Rio Grande
do Sul, a principal finalidade do rebanho é a producdo de 1&, enquanto na Regido
Nordeste é a producéo de carne (IBGE, 2011).

Nas ultimas décadas o setor primario da economia brasileira vem sendo
beneficiado pelo crescimento vertiginoso da produgédo de caprinos e ovinos em
diversas linhas de producdo. Por exemplo, a participagdo de cortes e carcagas de
ovinos na importagéo tem aumentado significativamente, sinalizando um aumento de
consumo interno, mas também uma maior exportacdo de produtos industrializados
(SILVA, 2002).

A criagdo de caprinos e ovinos no nordeste vem se modernizando, podendo-se
observar criatérios comerciais bem organizados, com grandes estruturas de producao
e na maioria das vezes, com agregacdo de valor, através do beneficiamento e
comercializagdo dos produtos (RIBEIRO, 1997). Porém, ainda sdo comuns os
sistemas de producéo voltados para subsisténcia, onde os animais sdo a principal
fonte de proteina, principalmente para aquelas popula¢des localizadas em regides
aridas, j& que os caprinos tém elevada adaptabilidade as condi¢des edafoclimaticas
do semiarido brasileiro.

A producéo e a produtividade desses animais podem ser influenciadas por uma
série de fatores, destacando-se aqueles de origem nutricional, de manejo em geral e
sanitaria. Segundo Ribeiro (1998) para se obter bons resultados produtivo e

econdbmico na criagdo, € de suma importancia a condicdo sanitaria do plantel. Se a



saude ndo estiver bem, havera queda na producéo, comprometimento da reproducéo,
gastos veterinarios e em alguns casos morte do animal.

No que se refere aos problemas de ordem sanitaria, destacam-se as doengas
de origem infecciosa e parasitaria, sendo responsaveis por inimeras perdas
econdmicas, devido a baixa na producéo de carne e/ou leite, além das altas taxas de
mortalidade (VIEIRA et al., 1999). Nesse contexto, surgem as enfermidades causadas
por virus e bactérias, que representam uma ameaga ao desenvolvimento da
caprinovinocultura brasileira.

Desta forma faz-se necessario o desenvolvimento de estudos sobre
caracterizagdo zoosanitaria nos rebanhos brasileiros, estudos epidemiolégicos que
determinem a incidéncia e prevaléncia das principais enfermidades, desenvolvimento
e uso de métodos moleculares para identificacdo e tipagem dos patdgenos, técnicas
para diagnéstico diferencial e quantificagdo dos prejuizos oriundos dos problemas
sanitarios (PINHEIRO et al., 2000).

2.3 Mycobacterium spp.

As micobactérias estdo agrupadas taxonomicamente no filo Actinobacteria,
Ordem Actinomycetales, Familia Mycobacteriaceae e Género Mycobacterium. Na
década de 90 foram descritas varias novas espécies neste género. Atualmente ja
foram descritas mais de 100 espécies no género Mycobacterium (CORREA &
CORREA, 1992; GARRITY, et al., 2004).

Sao bacilos acido-resistentes em forma de bastdo, aerébios, iméveis, nao
formadores de esporos, catalase positiva e com exigéncias nutricionais complexas.
Espécies diferem em tamanho, por exemplo, os Mycobacterium bovis e M. avium
subsp. avium sdo delgados e atingem até 4 micrometros de comprimento, enquanto
os de M. avium subsp. paratuberculosis séo largos e geralmente tém menos de 2 um
de comprimento (QUINN et al, 2005, HOLT et al., 1994 ).

S&o intracelulares, que infectam e proliferam-se no interior de macréfagos. A
velocidade de crescimento entre as espécies do género é bastante variavel,
diferenciando-as entre os grupos de crescimento lento e rapido. Outra propriedade
das micobactérias € a retencdo de fucsina bésica pela parede celular, mesmo na
presenca de alcool e &cido, conferindo-lhes a designacdo de bacilos é&lcool-acido
resistentes( BAAR) (TRABULSI, 2005).



As células das micobactérias s&o ricas em lipidios. Os lipidios sé&o
responsaveis por estabilidade acida, propriedades patogénicas e imunoldgicas. As
camadas sub superficiais de cadeia-longa dividem-se em acidos micdlicos, e seus
ésteres constituem uma grande quantidade de lipidios na parede celular. A
estabilidade &cida depende de alguma forma destes constituintes da parede celular.
Os acidos micdlicos séo ligados & camada de peptidoglicano interior pela via dos
arabinoalactanos (HIRSH & ZEE 2003).

Esses micro-organismos sdo moderadamente resistentes ao calor, podendo
ser inativados pela pasteurizagdo. Apresentam uma alta resisténcia a maioria dos
desinfetantes comuns. Podem sobreviver no meio ambiente por longos periodos de
tempo (por mais de dois anos), sob condi¢cbes favoraveis (DUFFIELD & YOUNG
1985). Segundo Zanon et al. (1974) alguns fendis organicos conseguem matar as
micobactérias em meia hora, quando utilizados em concentragdes a 3%.

O género € representado por espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis e M. leprae além de outras, normalmente saproéfitas, conhecidas como
micobactérias nao tuberculosas (MAZA et al., 1999; KATOCH 2004). As
micobactérias ndo tuberculosas (MNT), ao contrario das outras espécies do género,
apresentam patogenicidade variadvel (UEKI et al., 2005; FREITAS et al., 2003). As
infecgbes causadas pela MNT sédo conhecidas como micobacteriose, que nos animais
tem como principais causadores, os membros do complexo Mycobacterium avium-
intracellulares e por outras micobactérias menos definidas, como o M. kansasii, M.
fortuitum, M. aquae, M. cookii, M. scrofulaceum e outras (RADOSTITD et al., 2002).

Alguns estudos vém revelando o potencial patogénico de algumas espécies
das MNT isoladas de infecgcdes em animais e seres humanos (PEDRO et al., 2008;
TORTOLI, 2009). Duarte (2010) encontrou uma frequéncia de 12% de MNT em
amostras de pulmdes e linfonodos de bovinos condenados pela inspegdo, na
microrregido de Feira de Santana-BA e destacou que estes micro-organismos podem
vir a desenvolver infeccbes nos animais e serem humanos, além de interferir nos
resultados de diagnostico imunolégico da tuberculose.

Algumas das MNT encontram-se também agrupadas no Complexo M. avium, a
exemplo do M. avium subespécie paratuberculosis, responséavel pela paratuberculose
ou doenga de Johne. Esta é uma doencga infecciosa entérica e crénica que afeta com
maior frequéncia os bovinos, ovinos e caprinos (KRUZE et al, 2006). Essa

enfermidade tem importancia mundial, visto que proporciona prejuizo econdmico,



principalmente nos rebanhos leiteiros, por aumentar os custos sanitarios (COSTA et
al, 2010), e também por tratar-se de uma zoonose. Pesquisadores indicam o M.
avium subespécie paratuberculosis como responsavel pela ileocolite granulomatosa
em humanos, conhecida como doenga de Crohn (CHIODINI & ROSSITER 1996).

No Brasil, a primeira publicagdo sobre a ocorréncia da doenca € referente a
espécie bovina e foi realizada em 1915, no estado do Rio de Janeiro. Outros quatro
relatos foram feitos no mesmo estado (SANTOS & SILVA, 1956; DACORSO FILHO et
al., 1960; SILVA & PIZELLI, 1961; SILVA, 1968). A doenca também foi relatada nos
estados de Minas Gerais (NAKAJIMA et al., 1991); Santa Catarina (PORTUGAL et
al., 1979); Rio Grande do Sul (RAMOS et al.,, 1986; DRIEMEIER et al., 1999) e
Pernambuco (MOTA et al., 2007). Recentemente, foi diagnosticado o primeiro caso
da doenca em bufalos no Brasil, especificamente no estado de Pernambuco (MOTA
et al., 2010). Medeiros et al (2012), encontraram anticorpos para paratuberculose em
10% dos bovinos avaliados no sertédo paraibano. No ano 2010 foi relatado o primeiro
caso da infeccdo pelo Mycobacterium paratuberculosis de forma natural nos
pequenos ruminantes do Brasil (OLIVEIRA et al, 2010).

Também na Paraiba, foi avaliada a frequéncia de anticorpos para
paratuberculose em pequenos ruminantes, sendo encontrados 48,3% em caprinos e
50,63% em ovinos (MEDEIROS et al. 2012). Para os autores, a alta frequéncia deve-
se ao confinamento ou semi-confinamento em condigdes higiénicas que favorecem a
transmissdo da enfermidade (MEDEIROS et al. 2012). Esses resultados confirmam a
existéncia das doencas causadas pelas micobactérias nos ruminantes da regiao

nordeste do Brasil.

2.4. Tuberculose em bovinos

A tuberculose é uma doenca infecciosa e crbnica que acomete varias especies
de animais, inclusive os bovinos. O agente etiol6gico da tuberculose nos bovinos
pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis. Este, além de infectar os bovinos
pode ser transmitido para outros mamiferos e seres humanos, constituindo risco a
saude publica (DE LA RUA-DOMENECH, 2006).

O complexo Mycobacterium tuberculosis é composto pelas espécies
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Bacille

Calmette-Gueérin (BCG), Mycobacterium microti, Mycobacterium canetti,



Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipedii. Dentre esses, os M. tuberculosis
e 0 M. bovis destacam-se por serem os agentes causadores da tuberculose humana
e bovina, respectivamente (FIGUEIREDO et al., 2008).

Outro grupo de importancia no diagndstico da tuberculose bovina é o complexo
Mycobacterium avium-intracellulere, o qual inclui as espécies M. avium e M.
intracellulare. Esses micro-organismos provocam reagdes cruzadas no teste da
tuberculina, técnica oficial utilizada no diagndstico da tuberculose bovina (DVORSKA
et al., 2004). Infeccdo por M. avium também pode provocar lesdes
piogranulomatosas nos bovinos. Essas lesdes podem persistir nos linfonodos
mesentéricos, meninge, Utero e Ubere, sendo esporadicos casos de tuberculose
pulmonar aberta (RADOSTITS et al., 2002).

A tuberculose nos bovinos é caracterizada pelo desenvolvimento de lesbes
granulomatosas especificas e progressivas ou tubérculos no tecido pulmonar,
nédulos linfaticos ou outros o6rgdos (AYELE et al., 2004). Essa enfermidade
representa vérias perdas para a economia de um pais, pois acarreta a morte e
sacrificio de animais, diminui o rendimento de carne e leite dos bovinos e impd&e
barreira entre paises. Sendo, a baixa produtividade e a condenagao de carcagas em
matadouros consideradas as principais perdas causadas pela doenga (RUGGIERO et
al., 2007).

Um animal tuberculoso pode apresentar de 10 a 25% de queda na sua
capacidade produtiva. Estudos também revelam que as perdas na producéo de vacas
leiteiras infectadas com a tuberculose podem chegar a 18% da produgédo (KANTOR,;
RITACCO, 1994; ROXO0, 1996). Entre outras perdas, também ligadas a doenca, estao
a reducao na fertilidade dos animais, eliminagédo de animais de alto valor zootécnico e
custos com os testes de diagndsticos e com as medidas de controle (COUSINS et al.,
2004; BRASIL, 2006).

A transmissdo dessa doenca se da principalmente pelas vias respiratoria ou
digestoria. Para Neill et al. (1991), a infec¢éo pela inalacdo pode ocorrer pelo contato
com um Uunico bacilo da tuberculose. Essas vias, pelas quais 0s bovinos séo
infectados, tém influéncia de diversos fatores como: idade, meio ambiente e praticas
de manejo adotadas na propriedade. A via orofaringea € o principal caminho de
contaminagéo para bezerros jovens que se alimentam de leite proveniente de vacas
tuberculosas (NEILL et al., 1994).

Os bovinos acometidos pelo M. bovis, na maioria das vezes, ndo apresentam



sintomas, mas, quando estes estdo presentes sdo representados pelo
emagrecimento progressivo, aumento de linfonodos, redugcdo na produgédo, sinais
respiratorios caracterizados por dispneia, tosse e corrimento nasal seroso ou
purulento, entre outros. Animais com sinais clinicos de tuberculose apresentam uma
evolugdo de vérios meses e morrem por emaciacdo. Na maioria dos animais
infectados a enfermidade é subclinica, mas pode ocasionar maiores perdas
(RADOSTITS et al., 2002).

As les0es iniciais da tuberculose bovina localizam-se no denominado complexo
primério, que nos animais infectados pela via respiratéria, encontra-se nos linfonodos
bronquiais e mediastinicos e parénquima pulmonar. Quando o0s animais s&o
infectados pela via digestiva o complexo primario localiza-se, preferentemente, nos
linfonodos mesentéricos. As lesdes priméarias também podem se disseminar, afetando
outros 6rgaos (RIET-CORREA & GARCIA, 2001).

O diagnéstico da tuberculose bovina pode ser realizado a partir de achados
clinicos, teste soroldgico, cultivo bacteriano e através da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Porém, o método de diagndstico mais utilizado para a deteccdo de
animais tuberculosos é a prova da tuberculina, que pode ser realizada de trés formas:
teste simples cervical, teste cervical comparativo ou teste da prega caudal.

Entre 1989 e 1998 dados de notificagdo oficiais de tuberculose bovina indicam
uma prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados (BRASIL, 2006).
ROXO (2004), citada por KANTOR E RITACCO (2006), estimou as seguintes
prevaléncias de animais reativos a tuberculina: a regido Norte com 3,62%; Nordeste
com 3,31%; Centro-Oeste com 0,37%; Sudeste com 0,92% e Sul com 0,58%.

Para o controle da tuberculose bovina no Brasil foi criado, no ano de 2001, o
Programa Nacional de Controle e Erradicagéo da Brucelose e Tuberculose Animal —
PNCEBT, o qual foi aprovado pela secretaria de defesa agropecuaria, do Ministério da
Agricultura, pecuéria e abastecimento, sendo a Instrugdo Normativa n° 6, de 8 de
janeiro de 2004, o Regulamento Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009).

Os principais objetivos do regulamento sdo reduzir a prevaléncia e a incidéncia
da tuberculose e certificar um nimero elevado de estabelecimentos de criagcdo, nos
quais o controle e erradicagdo destas enfermidades sejam executados com rigor e
eficacia, objetivando aumentar a oferta de produtos de baixo risco para o mercado
consumidor. Para bovinocultura leiteira foram empregadas medidas sanitarias como o

teste cervical simples, o teste confirmatdrio cervical comparativo e abate de animais



reagentes em frigorifico com inspec¢éo sanitaria (BRASIL, 2009).

2.5. Tuberculose em caprinos e ovinos

As micobactérias sdo micro-organismos de grande interesse na sanidade dos
pequenos ruminantes. Varios estudos vém mostrando o envolvimento de bactérias
deste género na sanidade dos caprinos e ovinos no mundo (KORMENDY et al., 1989;
ANDERSON & KING, 1993; SALDANHA et al., 2005; LOSINGER, 2006). Dentre as
espécies do género que podem causar doengas nesses animais, destacam-se as
espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis, responsaveis pela tuberculose
nos mamiferos.

As doengas causadas por Mycobacterium spp. acarretam Vvarios impactos
negativos, tanto na pecuéria nacional e como mundial. Principalmente porque muitas
dessas bactérias apresentam potencial zoon6tico (CHAMBERLIN et al., 2001; GUMI
et al., 2012), além das implicagbes econdmicas, que na sua maioria sdo derivadas da
diminuicdo na producgéo de leite e carne dos animais infectados (CVETNIC et al.,
2007;. LOBUE et al., 2010).

Para Bernabé et al. (1991), a tuberculose dos caprinos compartilha os
mesmos sinais clinicos, aspectos patoldgicos, agente etioldgico, epidemiologia e o
carater zoonético da tuberculose nos bovinos. Acredita-se que a principal fonte de
infecgé@o dos caprinos para a tuberculose seja a presenga de bovinos infectados com
0 M. bovis em &rea proxima a criagéo de caprinos (PUGH, 2005).

Esses pequenos ruminantes quando afetados com o M. bovis apresentam
tosse seca, emagrecimento progressivo, diarréia e ocasionalmente a morte. No
exame anatomopatolégico s@o observados frequentemente lesbes caseosa,
localizadas principalmente nos pulmdes, linfonodos mediastino e/ou linfonodos
mesentéricos (CRAWSHAW et al., 2008;. QUINTAS et al., 2010; SHARPE et al.,
2010).

Segundo Bezos et al. (2009), a tuberculose em caprinos (causada pelo
Mycobacterium caprae e M. bovis) tornou-se uma grande preocupacado nos ultimos
anos por causa de sua alta prevaléncia nos rebanhos caprinos de alguns paises
europeus e também pelo potencial de transmissdo para outros animais e seres

humanos.



Quanto aos ovinos, ha relatos da ocorréncia da tuberculose em muitos paises
como EUA, Inglaterra, Nova Zelandia, Africa, Irlanda e Alemanha, sendo o
diagnéstico da tuberculose realizado pelo achado de lesdes tipicas em necrépsias ou
andlises histopatoldgicas, isolamento bacteriologico, levantamentos da doenca em
inspecdo nos abatedouros e por meio do teste tuberculinico (BARTON & ACLAND,
1973; CORDES et al., 1981; DAVIDSON et al., 1981).

Alguns fatores podem influenciar a maior ocorréncia da tuberculose nos
pequenos ruminantes. Entre esses, destacam-se o tamanho do rebanho (onde
propriedades que possuem um ndmero maior de animais (>25) ficam mais propicias a
ocorréncia da doenca), a criacdo de bovinos associados com 0S mesmos e as
propriedades que ndo realizam o teste tuberculinico nos bovinos (PIGNATA et al.,
2009). Objetivando determinar a prevaléncia da tuberculose caprina, Pignata et al.
(2008) realizaram a tuberculinizagdo, através do teste comparativo cervical (TCC) em
1.866 caprinos oriundos de 84 propriedades no Estado da Paraiba, sendo observada
prevaléncia em 0,47% dos animais avaliados. No mesmo estudo a prevaléncia das
propriedades positivas no TCC para a tuberculose caprina foi de 10,71 %.

No estado de Pernambuco, estudos vém sendo realizados desde 2005 com o
objetivo de elucidar a etiopatogenia de sindromes respiratérias que ocorrem em
caprinos leiteiros. Inicialmente, foram identificados caprinos reagentes ao teste
tuberculinico em 7,7% dos animais avaliados (MELO, 2008), alertando-se, inclusive,
para a possibilidade de sua intercorréncia com a tuberculose bovina. Melo et al.
(2012), em um estudo avaliando os aspectos nosoldgicos, radiolégicos, anatomo-
histopatolégicos, baciloscopicos e biomoleculares da tuberculose em caprinos
leiteiros no estado de Pernambuco, descreveram o primeiro caso de diagnostico
molecular com caracterizagdo do envolvimento do Mycobacterium bovis na
tuberculose caprina no Brasil.

Com base nas ultimas descobertas sobre a tuberculose caprina no Brasil, Melo
et al. (2012) destacam o surgimento de um novo paradigma na sanidade caprina
nacional, junto a novos desafios para as autoridades sanitarias, comunidade cientifica
e produtores. Isso ndo apenas pelos prejuizos econdmicos causados pela doenca,

mas, também pelas possiveis implica¢cées na saude publica.

2.6. Tuberculose e micobacterioses em humanos



A tuberculose humana é uma doenca infecciosa e contagiosa, causada por
algumas micobactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis, também
denominado de bacilo de Koch, incluindo M. bovis, M. africanum e principalmente M.
tuberculosis (TRABULSI, 2005).

Em 1993, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a tuberculose
como emergéncia mundial, devido ao recrudescimento da doencga principalmente em
paises em desenvolvimento, permanecendo como a maior causa de morte por
doenca infecciosa em adultos no mundo. Segundo estimativas da OMS, um terco da
populagdo mundial estd infectada pelo M. tuberculosis em risco de desenvolver a
doenga. O Brasil ocupa o 17° lugar entre os 22 paises responsaveis por 82% do total
de casos de tuberculose no mundo. A OMS considera que o Brasil detectou 88% de
casos novos em 2010, sendo que anualmente notificam-se no Brasil
aproximadamente 85 mil casos de tuberculose sendo que, destes, 71 mil séo casos
novos. Além disso, morrem cerca de 4.600 pessoas com tuberculose no pais por ano
(SINAN/MS, 2010).

Em relagéo a infeccdo por M. tuberculosis em pessoas portadoras do virus da
AIDS, a OMS relata que cerca de 10 milh6es de pessoas estédo co-infectadas com o
HIV e a tuberculose. A tuberculose é a infec¢@o oportunista mais comum, que afeta
individuos HIV soropositivos. E também a causa mais comum de morte em pacientes
com AIDS, sendo que isso ocorre principalmente por falhas na detecgéo de casos e
falta de adesé&o dos pacientes ao tratamento (DUSZA et al., 2009).

Para Maddocks et al. (2009), apds o inicio da epidemia da AIDS ocorreu um
ressurgimento da tuberculose no mundo, além do surgimento de M. tuberculosis
resistente e multirresistente aos medicamentos. As principais causas que podem ter
levado a selegéo de linhagens de M. tuberculosis resistentes a um ou mais farmacos
foram situa¢cdes como a monoterapia, prescricdo imprépria e/ou falta de colaboragéo
do paciente para 0 uso do esquema terapéutico recomendado no tratamento da
tuberculose (ROSSETTI et al., 2002).

Estudos mostram que a resisténcia dos M. tuberculosis aos antimicrobianos
esth na maioria das vezes ligada a mutagdes génicas, e com habitual alteracdo no
sitio alvo do farmaco (WENGENACK et al., 1998; MORLOCK et al., 2000). Segundo
Zhang et al. (1992) os M. tuberculosis multirresistentes surgem apds uma sequéncia

de mutacdes nos diferentes genes envolvidos com cada um dos farmacos.



A principal maneira de transmisséo da tuberculose no homem dé&-se através de
goticulas infectantes, que se propagam através do ar. Quando estas goticulas sdo
inaladas por pessoas sadias, provocam a infec¢céo tuberculosa e o risco de
desenvolver a doenga (BRASIL, 2002). Em pacientes com tuberculose ativa, a tosse
caracteriza sintomas de inflamac@o pulmonar crdnica, além de ser o principal
mecanismo de disseminagcdo do micro-organismo para novos hospedeiros. Esses,
expelidos pela tosse, espirro ou perdigotos séo propelidos do pulméo para o ar,
podendo permanecer em suspensédo durante algumas horas (TRABULSI, 2005).

Segundo Ayele et al. (2004), o M. tuberculosis € amplamente conhecido como
grande causador da tuberculose humana, no entanto, uma propor¢éo desconhecida &
causada pelo M. bovis. Isso € explicado pela limitacdo dos métodos de diagndticos
usados em muitos laboratorios, onde a técnica ndo consegue distinguir M. bovis de
M. tuberculosis.

Para Ruggiero et al. (2007) a transmissdo do M. bovis ao homem da-se
principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados, tendo como um agravante,
a escassez de dados sobre prevaléncia deste agente tuberculoso na populagdo. Um
levantamento realizado dos anos 1954 a 1970 estimou que 3,1% da tuberculose no
homem tém como agente causador o M. bovis (COSIVI et al., 1998). Estudos
mostram que em paises onde a tuberculose bovina ndo é controlada, os casos nos
seres humanos ocorrem em sua maioria em pessoas jovens, e essa infecgdo pode
ser oriunda do consumo de leite ou produtos lacteos contaminados (DANKNER et al,
1993.; COSIVI et al., 1998).

A utilizagdo da baciloscOpia direta como Unico método de diagndstico da
tuberculose em humanos, explica em parte, a baixa taxa de notificagdo do M. bovis
como agente causador da tuberculose, isso porque a técnica ndo € capaz de
diferenciar as espécies do género Mycobacterium spp. (COSIVI et al., 1998).

Além do Complexo M. tuberculosis, outras espécies do género Mycobacterium
spp. vem sendo citadas como patogénicas ao seres humanos. O complexo
Mycobacterium avium, por exemplo, compreende algumas micobactérias capazes de
causar infecgcbes em diversas espécies de seres vivos, incluindo humanos. Tais
infeccdes podem ser assintomaticas, clinicamente significantes e, em alguns casos,
fatais (COSTA et al., 2010).

Véarias outras micobactérias também estdo frequentemente sendo envolvidas
em infeccdes hospitalares (GARCIA-CIA & ESTEBAN, 2006; BARNES et al., 2004). O



M. abcessus ja foi isolado de infecgBes apOs procedimentos cirdrgicos e também
apos traumas com lesbes expostas (RIVERA-OLIVERO et al., 2006; GUSMADO et al.,
2005). O M. lacticola recentemente foi isolado e identificado por testes moleculares
em amostras de sangue de uma crianga imunossuprimida, que apresentava febre
constante. Neste mesmo estudo também foi observado que o M. lacticola apresenta
homologia de 99,5% (2-bp diferengca) na regido do gene hsp65 com o M.
neoaurum (KISKA et al., 2004). As infecgbes por M. neoaurum é rara, 0S casos
existentes sdo de pacientes imunodeficientes que passaram por tratamento por via
venosa (WASHER et al., 2007).

Nos Estados Unidos da América foi identificada uma nova cepa patogénica de
micobactéria, classificada como M. iranicum. Esse micro-organismo foi isolado de
uma mulher previamente diagnosticada com encefalite viral e com infecgdes
respiratorias, incluindo, faringite e bronquite. A confirmacgéo veio pelo sequenciamento
da regido 16S rDNA (BALAKRISHNAN et al., 2012).

2.7. Formas de Diagnostico da Tuberculose

O diagnéstico da tuberculose in vivo pode basear-se nos achados clinicos,
teste de tuberculina, ensaio para detecgdo do interferon-gama e na demonstragao
dos micro-organismos em exsudatos ou secrec¢des, por meio do isolamento ou pela
reacdo da polimerase em cadeia (PCR). Ap6s a morte do animal, o diagndstico
presuntivo pode ser realizado pelo exame histopatolégico de érgdos com lesdes
macroscopicas sugestivas de tuberculose (JONES et al., 2000; ALMEIDA et al.,
2004).

O método mais confidvel e inequivoco, para o diagndstico de doencas
acarretadas por bactérias, é o isolamento e a identificacdo do agente etiologico. No
entanto, essa pratica torna-se pouco viavel para o uso rotineiro do diagnéstico da
tuberculose e outras doengas causadas por bactérias do género Mycobacterium spp.
devido, principalmente a dificuldade na obtengdo de amostras e na demora do
crescimento destes micro-organismos (ALMEIDA et al., 2004).

Um dos desafios atuais para os paises em desenvolvimento € a
disponibilizacdo de metodologia que assegure a distingdo entre M. bovis e M.

tuberculosis, para o acompanhamento da disseminagdo de M. bovis em humanos e



para a elaborag@o de uma anélise fiel da situac&o epidemioldgica da tuberculose nas
vérias regides (RUGGIERO et al., 2007).

2.7.1. Exames Clinicos

A maioria dos animais acometidos pelo M. bovis ndo apresenta sinais clinicos
visiveis. Mas, em casos em que 0S animais apresentam extensas lesdes
tuberculosas, pode-se visualizar um emagrecimento progressivo, apetite caprichoso
e temperatura oscilante. A pelagem pode-se mostrar aspera ou macia e 0s animais
acometidos tendem a se tornar mais submissos e apéticos, porém os olhos
permanecem brilhantes e alertas (RADOSTITS et al., 2002).

Podem observar-se linfonodos periféricos, principalmente os da cabeca e os
pré-escapulares, consideravelmente aumentados de tamanho. Na maioria dos
animais infectados a enfermidade é subclinica, mas pode ocasionar perdas entre
10% e 25% na producéo de carne ou leite (RIET-CORREA, 2001).

O envolvimento pulmonar é caracterizado pela presenca de tosse crbnica
devido a broncopneumonia. A tosse nunca é ruidosa nem ocorre em paroxismos. O
animal tosse apenas uma ou duas vezes em um periodo, sendo tal tosse baixa,
suprimida e umida. Nos estagios avancados, quando a grande &rea pulmonar se
mostra destruida, tornam-se evidentes a dispneia, a frequéncia aumentada e a
respiracao profunda (RADOSTITS et al., 2002).

2.7.2. Achados Macroscopicos

O achado caracteristico da tuberculose é geralmente o granuloma nodular
ndo vascularizado conhecido como “tubérculo”. Essas lesfes tuberculosas ocorrem
com maior frequéncia nos pulmBes e nos ganglios linfaticos retrofaringeos,
brénquicos e mediastinicos. As lesBes podem também ser encontradas nos nédulos
linfaticos mesentéricos, figado, baco, serosas, pleura e outros orgédos (BLOOD &
RADOSTIS, 1989; NEILL et al., 1994).

Habitualmente, o aspecto macroscépico de um tubérculo (esteja ele situado
profundamente no tecido mole como o figado e pulméo, ou salientando-se de uma
superficie mucosa ou serosa) é o de um nddulo firme ou duro, branco, cinzento ou

amarelo. Nas secre¢fes de corte, seu centro é necrosado e caseoso, de cor



amarelada, seco e sélido, contrastando com o0 pus que ocorre num abscesso. A
calcificacdo € comum em muitos animais tuberculosos e ao seccionar um tubérculo
nota-se uma sensacgao arenosa e rangente, que indica a presenca de material
calcério (JONES et al., 2000).

Melo et al. (2012), estudando a ocorréncia da tuberculose em caprinos,
observaram que o0s achados anatomopatolégicos foram caracterizados
principalmente por lesdes pulmonares (71%), focais (29%) ou difusas (43%).
Macroscopicamente foi observada consolidacdo do parénquima pulmonar, com a
presenca de lesGes nodulares salientes e difusas, de tamanho variado e coloragéo
amarelada. Ao corte, as lesbes apresentavam consisténcia e aspecto friavel, com
endurecimento num plano mais profundo, coincidindo com &reas de calcificacdo e de

consisténcia.

2.7.3. Coloracgéo de Ziehl-Neelsen

Predominantemente, os bacilos da tuberculose tém forma de bastonete, com
cerca de 0,5 um de largura e comprimento variavel. As micobactérias, embora sejam
Gram-positivas do ponto de vista citoquimico resistem, com frequéncia, a coloracao
com Gram. Sua propriedade mais marcante de coloracdo é a estabilidade acida, dai
surge uma forma diferenciada de colora¢do destes micro-organismos, que é realizada
a partir de uma solugdo de 3% de HCI em etanol (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003).
Essa técnica é denominada coloragéo de Ziehl-Neelsen.

Como ja relatado, o método de Ziehl-Neelsen (ZN) baseia-se na &lcool-4cido
resisténcia caracteristica das micobactérias. Sua utilizacdo é recomendada pelo
Ministério da Saude para todos os laboratorios que realizam o diagnostico da
tuberculose pulmonar, uma vez que possibilita a identificagcdo dos BAAR (BRASIL,
2008).

A técnica de coloracdo de ZN também deve ser utilizada no auxilio do
diagnéstico da tuberculose dos animais. Essa técnica é caracterizada pela rapidez
do seu resultado, porém tem uma baixa especificidade, pois essa coloragdo néo
consegue distinguir os varios membros da familia Mycobacteriaceae (VITALE et al.,
1998).

2.7.4. Exame Histopatol6gico



Devido as varias limitacdes nos testes utilizados para identificar a tuberculose,
o diagnéstico definitivo em um rebanho requer evidéncias claras do Mycobacterium.
Essas evidéncias podem ser confirmadas a partir dos resultados da cultura
bacterioldgica, métodos moleculares e/ou no exame histopatolégico (THOEN et al.,
2009; MEDEIROS et al., 2010).

Para Pignata et al. (2009) no exame histopatologico, mais precisamente nos
pulmdes de caprinos tuberculosos, podem ver observados multiplos granulomas com
centro necrético e &reas de mineralizagdo circundada por macrofagos, células
gigantes tipo Langhans, células epitelidides e plasmdcitos, espessamento dos septos
alveolares com infiltrado de células mononucleares além de infiltrado de neutrdfilos,
com material eosinofilico na luz dos brénquios. No figado sdo observados granuloma
com centro necroético, presenca de calcificagbes envoltas por macréfagos, células
gigantes epitelidides e plasmacitos.

Além da presenca de células epitelidides, plasmoécitos e das células gigantes
tipo Langhans, que séo a fusdo de vérios macréfagos, na periferia da lesdo séo
observados mondcitos e linfocitos, além de proliferacdo de tecido fibroso, que tenta
encapsular a lesdo. E com a coloracdo de Ziehl-Neelsen como j& descrita, € possivel
observar as bactérias acido-alcool resistentes na lesédo (RIET-CORREA & GARCIA,
2001).

A histopatologia das lesdes, além de ser um instrumento de diagndstico,
também fornece informacgao sobre as respostas imunitarias do hospedeiro (POLLOCK
et al. 2005).

2.7.5. Diagnostico Alérgico Cutaneo

O teste imunoldgico indireto de tuberculinizacéo é o método diagndstico padréo
para identificar os animais tuberculosos (OIE, 2000). Esse teste vem sendo utilizado
para o diagnostico da tuberculose bovina desde um século atras.

O regulamento técnico do programa nacional de controle e erradicacdo da
brucelose e tuberculose descreve trés técnicas no diagnostico indireto da tuberculose,
sendo elas: teste cervical simples, teste da prega caudal e o teste cervical
comparativo. O teste cervical simples (TCS) é o teste recomendado de rotina. Nele o

derivado proteico purificado (PPD) bovino é inoculado na regiéo cervical ou escapular



do animal, onde na interpretagéo, os resultados podem ser negativo, inconclusivo ou
positivo para tuberculose (BRASIL, 2009).

O teste cervical simples € o método padréo para o diagndstico da tuberculose.
No entanto, estudos atuais sugerem que um Unico teste ndo € suficiente para detectar
todos os animais infectados pelas micobactérias, particularmente quando os animais
de um rebanho apresentam diferentes estagios de infeccdo (MEDEIROS et al., 2012).

O teste da prega caudal é utilizado como teste de rotina, exclusivamente em
estabelecimentos de criagdo de bovinos de corte. A tuberculina é inoculada por via
intradérmica, de seis a dez centimetros da base da cauda, na juncéo das peles pilosa
e glabra. Os animais reagentes poderdo ser submetidos a teste confirmatério, num
intervalo de 60 a 90 dias, ou destinados ao sacrificio ou destruicdo. J4 o teste cervical
comparativo € o teste confirmatério utilizado em animais reagentes aos testes de
rotina (BRASIL, 2009).

Mesmo sendo o isolamento do agente o “padrdo ouro” para o diagnéstico da
tuberculose, para Bombonato et al., (2010), onde se almeja o controle e erradicagéo
da tuberculose, o diagnoéstico pelo teste cervical comparativo (TCC) deve ser
considerado nas decisdes de destino dos animais.

Os animais que sao incoclusivos no teste de tuberculinizagdo em paises como
Estados Unidos (USDA, 2004) e Brasil (BRASIL, 2009), de acordo com a legislacao
podem ser mantidos nos rebanhos por periodo de 60 a 90 dias até realizagdo de
novos testes. O sacrificio s6 é obrigatério apés um ou dois novos testes positivos.
Para Zarden et al. (2012), os bovinos com testes inconcluvisos devem ser
imediatamente sacrificados, pois representam risco de infec¢cdo para outros animais e
para o homem.

Os programas de controle da tuberculose caprina de alguns paises europeus,
como a Espanha, tem como principio, a aplicacdo do teste tuberculinico. Nestas
regibes esse teste deve ser implemetando, com objetivos de reduzir a tuberculose
nos pequenos ruminantes e ao mesmo tempo diminuir o risco de transmisséo do
agente infeccioso para outros animais (GORTAZAR et al., 2005;. MATOS et al.,
2010).

Varios estudos vém sendo realizados para avaliar a sensibilidade do teste de
tuberculina no diagndstico da tuberculose caprina. Esses resultados mostram uma

ampla gama de valores dependendo do teste (53,2-71% para o teste intradérmico



simples e 29,2-83,7% para teste intradérmico comparativo) (WOOD et al., 1991,
LIEBANA et al., 1998; ALVAREZ et al., 2008).

Bezos et al. (2010) avaliando a especificidade de teste alérgico cutaneo para o
diagnéstico da tuberculose em caprinos, observaram uma especificidade adequada
do teste quando realizado em caprinos de rebanhos livres da tuberculose. Os
mesmos autores também destacam alguns fatores que podem acarretar impactos
negativos no diagnéstico da tuberculose, como por exemplo, infeccdo por

Corynebacterium pseudotuberculosis e vacinagdo da paratuberculosis.

2.7.6. Isolamento Bacteriano

O diagndstico bacteriolégico é considerado um teste "padrdo ouro”, porém o
diagnéstico final s6 é concluido ap6s algumas semanas. Além disso, requer a
descontaminacdo das amostras antes do cultivo além de meios de culturas
especificos e ricos visando proporcionar melhor crescimento das micobactérias
(CORNER, 1994; PINTO et al., 2002).

Os principais fatores que influenciam no sucesso do isolamento de
micobactérias, sao: a escolha do meio de -cultura, os procedimentos de
descontaminacdo e as condigdes de incubagdo. O M. bovis € uma bactéria que
requer meios enriquecidos para o crescimento primério, sendo o meio Stonebrink (a
base de ovos) um dos mais indicados. Os meios a base de agar enriquecidos com
soro ou sangue tuberculose ou B83, também sao indicados, porém sdo susceptiveis
ao crescimento de contaminantes mesmo que a amostra a ser cultivada tenha sido
previamente descontaminada (CORNER, 1994; ALMEIDA et al., 2004).

Os meios de cultura mais indicados no cultivo do M. tuberculosis séo
Lowenstein Jensen, Petragnani e Middlebrook 7H10 e 7H11. J& os mais utilizados
para isolamento do M. bovis sdo Stonebrink e Lowenstein Jensen com 0,5% de
piruvato (KONEMAN, 2001; ZARDEN et al., 2012).

Nos centros de salde publica da maioria dos paises em desenvolvimento, o
meio de cultura utilizado para isolar Mycobacterium é o Lowenstein-Jensen, porém
esse meio pode apresentar dificuldades para o crescimento do M. bovis, iSso porque
sua composigdo € isenta de piruvato de sodio. O Lowenstein-Jensen € comumente

usado para o isolamento de M. tuberculosis (GRANGE, 1996).



Para Biberstein & Hirsh (2003) os bacilos da tuberculose crescem melhor em
meios organicos complexos como Lowenstein-Jensen que contém, entre outros
ingredientes, ovos inteiros e fécula de batata. Meios acidos oléico-albumina, como o
agar Middlebrook 7H10, também é usado para o isolamento de Mycobacterium, com
frequéncia, em combinagdo com o Lowenstein-Jensen. A presenca de glicerol ou
pirutavo de sddio, nos meios de cultura sdo utilizadas para difereciacdo prévia de
algumas espécies, onde o glicerol favorece o desenvolvimento de M. tuberculosis

mas nao o de M. bovis.

2.7.7. Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

As técnicas de biologia molecular para amplificacdo de &cido
desoxirribonucleico (DNA), como no caso de reagédo em cadeia da polimerase (PCR),
baseiam-se na sintese enzimatica orientada por oligonucleotideos iniciadores,
denominados primers. Esses oligonucleotideos correspondem a uma porcao
conhecida da sequéncia do DNA que a enzima termoestavel DNA-polimerase utiliza
para sintetizar e amplificar o DNA molde (LEMOS, 2006).

O desenvolvimento da técnica de PCR foi um dos principais avancos
tecnoldgicos ocorridos nas Ultimas décadas e tem permitido o estudo da expresséo
génica e o diagnostico de doencgas genéticas, neoplésicas e infecciosas (RUGGIERO
et al., 2007).

Quanto ao emprego da PCR para o diagndstico da tuberculose nos animais,
vérios estudos vém mostrando metodologias variadas para identificar bactérias do
género Mycobacterium spp., inclusive as do complexo Mycobacterium tuberculosis
(VITALE et al., 1998; BRUNELLO et al., 2001).

As limitagBes encontradas nas diversas técnicas de diagndstico da tuberculose
tém justificado a intensidade nas pesquisas pelos métodos moleculares (RORING et
al., 2000; ZANINI et al., 2001). Estudos também mostram que o0s métodos
moleculares em combinag&do com outras técnicas de diagnéstico, como por exemplo,
a cultura, aumentam a sensibilidade e a especificidade para identificagdo do M. bovis
no diagnostico da tuberculose (DE LA RUA-DOMENECH 2006; FIGUEIREDO, 2012).

Para Ruggiero et al., (2007) a técnica de PCR, assim como outras
metodologias moleculares, ndo substituem os métodos classicos de diagndstico,

todavia, auxiliam nos exames laboratoriais da tuberculose permitindo uma expressiva



reducdo no tempo necessario para a confirmacdo do diagnéstico esclarecendo,
assim, a natureza das lesdes sugestivas de tuberculose.

Vérias regibes do genoma das micobactérias vém sendo estudadas com o
objetivo de identificar regides especificas para o género ou espécie-especifica dentro
do género. Os fragmentos mais comuns para identificagdo do género Mycobacterium
spp. estdo contidos no gene 16S rRNA (BODDINGHAUS et al.,, 1990) e no gene
hsp65 (DEVALLOIS et al., 1997; BRUNELLO et al., 2001).

Ja os fragmentos gendmicos com maior utilizacdo na identificacdo espécie-
especifica do complexo de M. tuberculosis sdo as sequéncias de insercdo 1S6110
(THIERRY et al.,, 1990) e 1S1081 (COLLINS et al.,, 1991) além do gene MPB70
(COUSINS et al., 1991).

Diversas metodologias, através da PCR, vém sendo empregadas para o
diagnéstico da tuberculose. Uma delas € a PCR multiplex que emprega, em uma
mesma reacao, varios conjuntos de pares de primers especificos para determinadas
regibes do genoma bacteriano, sendo bastante til para diferenciar as micobactérias
do complexo M. tuberculosis (RUGGIERO et al., 2007).

Outra ferramenta molecular que vem sendo bastante pesquisada para
identificacdo das micobactérias € Polymerase Chain Reaction and Restriction Enzyme
Analysis (PRA) (POURAHMAD et al., 2009). Em 1993 Telenti e colaboradores
descreveram o método PRA hsp65, que se baseia na amplificacdo de um fragmento
de 439 pares de base do gene Heat Shock Protein de 65 kDa (hsp65). O produto
amplificado € digerido com duas enzimas de restricdo, BstE Il e Hae Ill, e os

fragmentos obtidos séo visualizados por eletroforese em gel de agarose.

2.8. Diagnéstico Diferencial

Como a tuberculose ndo apresenta um sintoma patognomaonico, ela pode ser
confundida com vérias outras enfermidades. Entre essas enfermidades deve-se fazer
o diferencial de actinobacilose (ROSENBERGER et al., 1989; SMITH, 1993;
RADOSTITS et al., 2002), actinomicose (ROSENBERGER et al.,1989), doenca do
trato respiratorio superior (SMITH, 1993; RADOSTITS et al.,, 2002), pneumonias
micoticas (SMITH, 1993), leucose bovina e linfadenopatia (RADOSTITS et al., 2002).

Para Salazar (2005) lesdes com carateristicas de infec¢cdo por M. bovis,

descritas no diagnéstico clinico e achados de necropsia, suscitam diagndstico



diferencial, pois podem estar presentes também nas infec¢6es por Corynebacterium
pyogenes, Actinomyces bovis, A. lignieri, por fungos, na infestacdo por larvas de
parasitas e/ou em alguns processos neopléasicos.

Segundo Andrade et al. (1991) os granulomas actinomicoides sdo semelhantes
aos granulomas encontrados na tuberculose dos animais. Nos bovinos, a infecgéo
pelo A. pyogenes € frequentemente citada como causadora de abscessos hepaticos,
aparentemente, agindo em sinergismo com Fusobacterium necrophorum
(NARAYANAN et al., 1998).

O diagnéstico da tuberculose no post mortem, avaliando a presenca de
abcessos nos 6rgaos internos quase sempre é dificil. Por exemplo, estudos mostram
que entre os envolvidos nas causas de abcessos hepaticos, pode-se destacar as
bactérias do género Fusobaterium, Corynebacterium spp., Staphylococcus sp. e
Streptococcus sp. (LECHTENBERG et al., 1998; NAGARAJA & LECHTENBERG,
2007).

Dentre os pequenos ruminantes uma enfermidade que pode ser muitas vezes
confundida com a tuberculose é a linfadenite caseosa. Essa doenga € causada pela
bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, porém, outros agentes também podem
infectar os linfonodos, tais como: Staphyloccoccus spp., Streptococcus spp.,
Aeromonas spp., Morexilla spp., Pasteurella spp. e Micrococcus spp (ZAVOSHTI et
al., 2012). O C. pseudotuberculosis € um bacilo Gram-positivo, pleomérfico, aerdbio,
gue cresce em agar sangue em 24-48 horas e causa hemolise. Nos ruminantes esses
micro-organismos podem causar abscessos nos linfonodos, que apresentam pus de
consisténcia caseosa ou caseopurulenta, de cor esverdeada ou branco-acizentada
que aparece em laminas concéntricas e esta rodeado por uma capsula fibrosa (RIET-
CORREA 2001).



3. Artigo 1

Isolamento e identificacdo molecular de Mycobacterium spp. em leite bovino e

caprino na microrregido de Petrolina-PE

Resumo

O semiarido brasileiro tem alcan¢ado grandes avangos na producdo de ruminantes
com a incorporacdo de novas tecnologias, porém, esses rebanhos ainda séo
severamente afetados por inUmeras doencas. Dentre os agentes causadores de
doengas nos ruminantes domésticos, destacam-se bactérias do género
Mycobacterium spp. Com este trabalho, objetivou-se isolar e identificar
Mycobacterium spp. em amostras de leite provenientes de caprinos e bovinos da
microrregido de Petrolina-PE. Foram avaliadas 272 amostras de leite de caprinos e
105 de leite de bovinos. As amostras foram descontaminadas (método de Petrof),
cultivadas no meio Lowenstein Jensen (LJ) contendo piruvato ou glicerol e avaliadas
semanalmente por um periodo de 120 dias para a identificacdo microbiolégica de
Mycobacterium spp.. Para a identificacdo molecular de Mycobacterium spp. presente
nas amostras de leite foi realizada a Reagdo em cadeia de Polimerase (PCR) de
parte do gene hsp65. As amostras com resultados positivos na PCR foram
sequenciadas. No cultivo do leite foram visualizados crescimentos no meio de cultura
Lowenstein Jensen com piruvato em 1/272 (0,4%) das amostras caprina e 1/105
(1,0%) bovina. Na PCR, houve amplificacdo de DNA de Mycobacterium spp. em 1,8%
(5/272) das amostras de leite de cabras, ndo sendo obtidas amostras de leite bovino
positivas. No sequenciamento nenhuma espécie do complexo Mycobacterium
tuberculosis foi identificada. No entanto, foram identificadas bactérias da espécie M.
iranicum, um agente com grande potencial patogénico em humanos, sendo pela

primeira vez identificada no Brasil e em produtos de origem animal.

Palavra-chave: Micobactérias; diagndstico; ruminantes; semiarido.



1. Introducgéo

A criacdo de ruminantes no nordeste brasileiro tem alcangcado avancos com a
incorporagd@o de novas tecnologias de convivio com o semiarido e assim contribuindo
com uma melhor qualidade de vida do sertanejo. Porém, esses rebanhos séo
severamente afetados por inUmeras doengas de origens diversificadas (PINHEIRO et
al., 2000). Dentre os agentes causadores de doenca nos ruminantes domeésticos,
destacam-se bactérias do género Mycobacterium spp. (TSCHOPP et al., 2011). Este
género inclui o complexo Mycobacterium tuberculosis, que compreende os principais
causadores da tuberculose nos mamiferos (ARANAZ et al., 2003; CRAWSHAW et al.,
2008; KASSA et al., 2012) e, as micobactérias atipicas que estdo frequentemente
envolvidas em outras infecgdes dos animais e humanos (GARCIA-CIA & ESTEBAN,
2006; GUSMAO et al., 2005).

A tuberculose é uma das mais importantes enfermidades dos ruminantes, isto em
decorréncia dos prejuizos que pode causar na producdo animal e também por se
tratar de uma zoonose (ZARDEN et al., 2006). As perdas na produgdo animal estéo
relacionadas a reducdo na capacidade produtiva, na fertilidade animal, além de
custos nos testes de diagndstico e eliminagdo de animais de alto valor zootécnico
(ROXO, 1996; BRASIL, 2006). Esta enfermidade é uma antropozoonose, que tem
como principais vias de eliminagdo as goticulas de aerossois e o leite dos animais
infectados (WILKINS et al., 2008). O leite e seus derivados, quando contaminados e
nao tratados, oferecem forte risco de transmissdo da tuberculose ao homem (GOOD
& DUIGNAN, 2011). Figueiredo et al. (2007) estimam que 50% a 60% do leite
produzido no Brasil é comercializado sem qualquer controle sanitario, atribuindo
sérios riscos de transmisséo de vérias doengas ao homem, inclusive a tuberculose.

O perfil epidemiolégico das doengas causadas por micobactérias nos rebanhos de
producdo leiteira da microrregido de Petrolina é desconhecido. Desta forma objetivou-
se com este trabalho isolar e identificar Mycobacterium spp. a partir de amostras de

leite provenientes de caprinos e bovinos da microrregiao de Petrolina-PE.

2. Material e Métodos

2.1. Animais avaliados



Foram avaliadas 272 cabras e 105 vacas oriundas de 27 propriedades (17 de
caprinos e 10 de bovinos), localizadas na microrregido de Petrolina-PE. Todos estes
animais eram ordenhados diariamente e o leite disponibilizado para a comunidade
local. O manejo entre as propriedades era bastante diversificado, sendo que 14 das
27 propriedades (sete de caprinos e sete de bovinos) estdo em areas sequeiras onde
ndo existe agua disponivel para irrigagdo, e as demais encontram-se em &reas
irrigadas. As racas dos animais avaliados foram Anglo Nubiano, Saanen, Parda
Alpina, Toggenburg e SRD (sem raga definida) para os caprinos. Com relacdo aos

bovinos estas foram Holandesa, Girolando, Gir, Pardo Suica e mesticas.

2.2. Coleta do material

O leite foi coletado diretamente dos tetos dos animais, antes da ordenha,
respeitando todos os métodos de anti-sepsia (NMC, 1999). Foram coletados, em
média, 15 ml de leite por animal, utilizando frascos estéreis e previamente
identificados, os quais foram encaminhados ao Laboratério de Microbiologia e

Imunologia Animal da UNIVASF em caixa isotérmica com gelo.

2.3. Cultivo e identificagdo microbioldgica

As amostras de leite foram descontaminadas segundo o método de Petrof
(QUINN et al., 1994). Para isso, foram adicionados cinco mililitros do leite em tubo
estéril e, em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500g por 20min. Para a
descontaminagdo das amostras, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados
cinco mililitros de NaOH (1M) deixando-se em repouso por 20min. Para neutralizagéo
do pH das amostras, foram adicionados mais cinco mililitros de HCI (1M) e as
amostras foram novamente centrifugadas a 3500g por 20min. Logo apos a
centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e foram adicionados dois mililitros de
adgua destilada estéril nas amostras, que foram homogeneizadas. Posteriormente,
0,1ml de cada amostra foi semeado em meio de cultura Lowenstein Jensen com
glicerol e Lowenstein Jensen com piruvato. As mesmas foram incubadas a 37°C por

até 120 dias, sendo a presenca de crescimento observada semanalmente.

2.4. Ziehl-Neelsen



As amostras isoladas dos cultivos foram identificadas quanto a caracteristica
de bacilo &lcool &cido resistente (BAAR), onde foi realizado o esfregaco direto das
colonias numa lamina, seguido da realizacdo da coloragdo, empregando-se a fucsina
fenicada sob fogo brando por cinco minutos. Em seguida, a descoloracdo com alcool
cloridrico (3%), aplicacdo do azul de metileno, lavagem com &gua e visualizacao

atraveés de microscépio 6tico comum.

2.5. Extragc&o DNA das amostras de leite

Para a extracdo de DNA de possiveis Mycobacterium spp. presentes no leite
foi utilizado o protocolo de extragéo alcalina descrita por Millar et al. (2000), onde um
mililitro da solugdo de PBST foi adicionada a 100 ul de leite. O material foi agitado em
vortex, centrifugado a 10.000 g por cinco minutos e o sobrenadante descartado. O
pellet foi ressuspendido em um mililitro de solucéo alcalina (0,5M de hidroxido de
sédio e 0,05 M de citrato de sodio), agitado por 10 minutos e centrifugado a 13.000 g
por cinco minutos.

O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 500 pl de Tris-HCI
pH8 0,5M e centrifugado a 13.000 g por 5 minutos. Esse passo foi repetido mais uma
vez. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 100 pl de Tris-HCI (10 mM) e EDTA
pH8 1 mM, incubado a 100 °C por uma hora e logo depois as amostras foram
alocadas em freezer por mais uma hora. Centrifugou-se a 13.000 g por 15 minutos,
sendo o sobrenadante removido para utilizagdo como molde para a PCR (Reagéo em

Cadeia da Polimerase).

2.6. Extrac&o de DNA do cultivo bacteriano

Como controle positivo das rea¢cdes da PCR foi utilizado o DNA de um isolado de
M. avium subsp. paratuberculosis. Para a extragdo do DNA a partir do cultivo M.
avium subsp. paratuberculosis que foi utilizado como controle positivo e das amostras
isoladas do leite, seguiu-se adaptagbes dos protocolos descritos por Wade et al.
(2005) e AUSUBEL et al. (1989). A amostra foi inativada por calor, deixando-a por 10
minutos a 80°C. Para isso, acrescentou-se uma algcada do cultivo em 300ul de TE

(Tris-EDTA). Em seguida, acrescentou-se 70ul de SDS 10%, sendo a amostra



agitada em vortex brevemente para misturar e adicionou-se 100ul de NaCl 5M e 80ul
CTAB/NaCl. Incubou-se a amostra a 65°C por 10 min. Apds, adicionou-se 700pul de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), homogeneizou-se por inversdo e a centrifugou a
11.750 g por 5 min. A 12 fase foi transferida para outro tubo, onde foram
acrescentados 450ul de isopropanol e deixou-se descansando overnight. Depois as
amostras foram centrifugadas a 11.750 g por 15 min, desprezou-se o sobrenadante,
foram acrescentados 500ul de etanol 70% e centrifugou-se a 11.750 g por 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e deixou-se secar por 15 minutos. Em seguida, o pellet
foi ressuspenso em 80ul de TE (pH 8,0), colocado a 65°C por 1 h e armazenado a -

20°C para utilizagdo como molde de controle positivo para a PCR.

2.7. PCR para deteccéo de Mycobacterium spp.

Para detectar a presenca de Mycobacterium spp. nas amostras de leite atraves
da técnica de PCR foram utilizados 0s primers Th1l (-
ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tbl2 (CTTGTCGAACCGCATACCCT) descritos
por Telenti et al. (1993). Esses primers amplificam um fragmento de 439 pb do gene
hsp65. A PCR foi realizada com um volume final de 20 ul contendo tampé&o de enzima
1X; 1,25mM de MgCly; 0,25 mM de cada dNTP; 0,125 uM de cada primer; 2,5
unidades de Taq DNA Polimerase e 5ul de DNA gendémico. A reacdo de amplificagcéo
constou de uma desnaturagéo inicial a 94°C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de
desnaturagéo a 94°C por 1 segundo, anelamento a 60 °C por 1 segundos, e extenséo
a 72 °C por 1 minuto. Apés os ciclos, o produto foi submetido a extenséo final por 10
minutos a 72°C. Em seguida, os produtos de amplificagéo foram analisados em gel de

agarose 1,5% e visualizados sobre iluminacéo ultravioleta (UV).

2.8. Sequenciamento de DNA

Foi realizado o sequenciamento das amostras com resultados positivos na
PCR para o gene hsp65. Os produtos da PCR foram purificados com utilizagdo de um
quite de purificagéo (Quick Gel Extration & PCR Purification COMBO Kit) e enviadas a
uma empresa particular de sequenciamento, onde foram sequenciadas utilizando o
sequenciador automatico ABI-PRIM 3100 Genetic Analyzer através do método de

Sanger. Os cromatrogramas foram analisados pelo Programa PHRED para verificar a



qualidade das sequéncias e, sequéncias com qualidade PHRED acima de 20 foram
alinhadas utilizando o Basic Local Align Sequence Tool - BLAST

(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificacdo segundo género ou espécie.

3. Resultados e Discussao

Dentre as 272 amostras de leite de cabra cultivadas, uma (0,4%) apresentou
crescimento no meio de cultura Lowenstein Jensen com Piruvato (LJP) apds a quarta
semana de cultivo. Dentre as outras amostras estudadas, 83,3% (224/272) nédo
apresentaram crescimento e 17,3% (47/272) ndo foram analisadas até a fase final
devido & contamina¢des. Também no meio LJP foi observado crescimento de
colénias com caracteristica de micobactérias em 1,0% (1/105) das amostras de leite
bovino (Tabela 1).

Os dois isolados provenientes do leite caprino e bovino foram confirmados
como BAAR (bacilo &lcool &cido resistente) pela a técnica de Ziehl Neelsen e
confirmados como Mycobacterium spp. na PCR. Apesar da coloracdo de Ziehl
Neelsen ser muito utilizada na identificagcdo de micobactérias, a mesma apresenta
especificidade baixa (VITALE et al.,, 1998). Por outro lado, a PCR mostra-se
altamente especifica na identificagdo dos micro-organismos (FIGUEIREDO et al.,
2008), sendo passivel de distingdo mesmo bactérias com grandes semelhancgas
genéticas, a exemplo das espécies do complexo M. tuberculosis que apresentam
95% de homologia (SREEVATSAN et al., 1997).

Tabela 1: Frequéncias absoluta e relativa de Mycobacterium spp. no leite caprino e
bovino, em meio especifico adicionando glicerol ou piruvato.

Cultivo Caprino Bovino
L.J Glicerol L.J Piruvato L.J Glicerol L.J Piruvato
FA. FR FA. FR FA. FR F.A. F.R
Negativo 231 85,0% 224 833% 92 87,6% 87 82,8%
Positivo 0 0% 1 0,4% 0 0% 1 1,0%

Contaminacao 41 15,0% 47 17,3% 13 12,4% 17 16,2%

L.J= Lowenstein Jensen; F.A= frequéncia absoluta; F.R= frequéncia relativa,



No meio de Lowenstein Jensen com glicerol (LJG) n&o foi visualizado
crescimento nas amostras em estudo. As amostras negativas representaram 85% e
87,6% das amostras de caprinos e bovinos, respectivamente. Os contaminantes
estiveram presentes em 15% das amostras caprinas e 12,4% nas bovinas (Tabela 1).
A presenca de glicerol nos meios de cultura favorece o crescimento de M.
tuberculosis (GRANGE, 1996), enquanto o M. bovis tem dificuldade em se
desenvolver em meios glicerinados. Assim recomenda-se substituir o glicerol pelo
piruvato de sddio para isolar o M. bovis (MARCONDES et al., 2006). A utilizagdo do
piruvato ou glicerina no meio de cultura diferenciam espécies do complexo M.
tuberculosis, porém, existe as micobactérias atipicas que podem desenvolver na
presenca das duas substancias, o que refor¢a a importancia da realizagdo de outras
técnicas que identifiquem espécies especificas.

No Brasil, sdo escassos trabalhos consistentes que descrevem o cultivo de
leite objetivando identificar micobactérias. Apesar da técnica bacteriolégica ser
considerada o teste "padréo ouro", o diagndstico da tuberculose nos bovinos e
caprinos de leite é baseado nos testes imunoldgicos, a exemplo de Bombonato et al.
(2010), que encontrou prevaléncia de 1,29% de caprinos positivos no teste da
tuberculinizagdo. No sertdo paraibano, Pignata et al. (2009) identificaram 0,47% de
caprinos positivos ao teste imunoalérgico. Estes dados reforcam a importancia da
tuberculose caprina em vérias regides do pais.

Leite et al. (2003), estudando a prevaléncia de M. bovis e de outras
micobactérias em bovinos no Brasil, isolaram 23 cepas de Mycobacterium spp. de
amostras de leite. Estes foram identificados como M. fortuitum (6), M. gordonae (6),
M. marinum (3), M. kansassi (1), M. bovis (1) e seis ndo foram identificados quanto a
espécie.

Pela técnica de PCR, com extracdo de DNA direto do leite caprino e bovino,
observou-se amplificagdo em 5/272 (1,8%) das amostras de leite caprino e nenhuma
amplificagéo visualizada nas amostras bovinas (Figura 2). As duas amostras positivas
no cultivo bacteriano e confirmadas como micobactérias pelas técnicas de Ziehl-
Neelsen e PCR, néo foram diagnosticadas pela a PCR com a extragdo de DNA direto
das amostras de leite. Resultados contraditorios também foram visualizados nas
amostras positivas na PCR com extragdo DNA direto do leite, o que pode estar
relacionado a alta sensibilidade da técnica PCR (ICHIYAMA et al., 1997). Da mesma

forma também s&o comuns resultados falso-negativos no cultivo em consequéncia



das contaminagfes, quantidade de bactéria na amostra e deficiéncia no método de
isolamento com morte na descontaminacédo (BALIAN et al., 1997; BOMBONATO et
al., 2010).

A PCR baseada na amplificagdo do gene hsp65 vem sendo frequentemente
empregada na identificacdo do género Mycobacterium spp. (BRUNELLO et al., 2001;
SAIFI et al. 2012). De acordo com Figueiredo et al. (2008) a andlise do leite por
técnicas moleculares pode servir de auxilio aos procedimentos microbioldgicos e
bioquimicos, selecionando animais acometidos por micobactérias e a partir deste
grupo reduzido, aplicar técnicas especificas para identificar as micobactérias
patogénicas, como por exemplo, a Restriction Enzyme Analysis (FIGUEIREDO et al.,
2008; MIYATA, 2010).

As duas amostras positivas no cultivo, as cinco amostras identificadas pela a
PCR com a extragcdo de DNA direto do leite e o controle positivo, foram submetidas
ao sequenciamento de DNA. Os resultados do sequenciamento e detalhamento das
amostras encontram-se na tabela 2.

Dentre as sete amostras sequenciadas, uma n&o apresentou qualidade
PHRED acima de 20 e por isso néo foi utilizada na anélise de alinhamento do BLAST.
Em relacdo as outras seis amostras, trés foram confirmadas como espécies do
género Mycobacterium spp. e trés de géneros diferentes, esses micro-organismos
foram Corynebacterium  afermentans  subsp. lipophilum,  Arthrobacter
chlorophenolicus e Propionibacterium acnes (tabela 2). O C. afermentans subsp.
lipophilum e P. acnes séo citados como causadores de inflamacdo da prostata e
foliculos pilosos, respectivamente (DYKHUIZEN et al., 1995; COHEN et al., 2005).
A. chlorophenolicus é encontado no solo, e estudos moleculares demonstram que
essa espécie esta intimamente relacionada a outros géneros como, por exemplo, as
bactérias do complexo M. tuberculosis (WESTERBERG et al., 2000). Para Rodriguez
et al. (1999) embora varias técnicas de PCR tenham sido desenvolvidas para o
diagnostico das micobactérias, o uso rotineiro destas metodologias requer sequencias
altamente especificas para diferenciar de outros micro-organismos com semelhanca

genica.



Tabela 2: Resultado do sequenciamento de DNA das amostras que apresentaram amplificagdo do fragmento de parte do
gene hsp65 pb pela técnica de PCR.

Fonte da Primer Max
Amostras Espécie  Extragao do . Resultado do alinhamento E-value Max Ident
DNA utilizado Score
Foward Mycobacterium avium 536 3,00E-149 100%
Controle i Cultivo M. avium subsp. paratuberculosis 536 3,00E-149 100%
M. avium 339 6,00E-90 100%
Reverse M. avium subsp. paratuberculosis 339 6,00E-90 100%
09 Bovina Cultivo Reverse M. av?um 741 0.0 99%
Foward M. avium 726 0.0 99%
Reverse M. neocaurum 248 7,00E-63 98%
69 . ) M. lacticola 248 7,00E-63 98%
Caprina Cultvo Foward M. lacticola 725 0.0 99%
M. neoaurum 708 0.0 99%
Reverse Arthrobacter chlorophenolicus 516 6,00E-143 90%
Mycobacterium sp. 438 1,00E-119 87%
. M. gordonae 438 1,00E-119 87%
124 Caprina Leite Uncultured Mycobacterium sp. 438 1,00E-119 90%
Foward Arthrobacter chlorophenolicus 433 5,00E-118 89%
Mycobacterium sp. 355 1,00E-94 85%
M. gordonae 350 5,00E-93 85%
Reverse Propionibacterium acnes 272 5,00E-70 100%
129 Caprina Leite Corynebacterlll_Jm af(_ermentans subsp. 279 5 00E-70 100%
ipophilum
138 Caprina Leite Foward M. ?ran@cum 379 4,00E-102 99%
Reverse M. iranicum 388 7,00E-105 100%
143 Caprina Leite Forward P. acnes 610 2,00E-171 100%




As andlises das sequéncias de parte do gene hsp65 da amostra do cultivo leite
bovino e o controle positivo, revelaram 100% de homologia com M. avium e M. avium
subsp. paratuberculosis, respectivamente. A amostra oriunda do cultivo do leite
caprino e a amostra obtida pela extragdo DNA direta do leite caprino (amostra 129),
ndo apresentaram uma clara diferenciacdo entre as espécies identificadas. Na
amostra oriunda do cultivo do leite caprino, o M. lacticola so6 foi diferenciado do M.
neoaurum quando se considerou o maior escore de similaridade. Corroborando os
resultados de Kiska et al. (2004), observaram homologia de 99,5% (2-bp diferenca)
na regido do gene hsp65 do M. lacticola com M.neoaurum. Para McNabb et al.
(2004), a confianca na identificacdo de espécies utilizando sequéncias do gene
hsp65 de um isolado € maior quando a similiaridade corresponde a 100%, mas
podem ser considerados como referéncia valores superiores a 97%.

Dentre os micro-organismos identificados, o M. iranicum, oriundo de uma
amostra de leite caprino € o que apresenta maior repugnancia a saude publica. No
mundo, existem oito registros de linhagens de M. Iranicum que foram identificados de
humanos com quadro clinico de meningite pseudotuberculosis, infecgbes respiratorias
e lesbes de pele, esses resgistros foram realizados no Ird, Italia, Grécia, Holanda,
Suécia e Estados Unidos (SHOJAEI et al., 2012; BALAKRISHNAN et al., 2012).

Balakrishnan et al. (2012) sequenciaram parte da regido 16S rDNA e do gene
hsp65 de uma cepa bacteriana antes desconhecida, isolada de uma mulher com
infeccao resperatoria grave nos Estados Unidos, e encontraram 100% de similaridade
génica na regido 16S rDNA e 99% do gene hsp65 desta com M. lranicum,
coroborando com estar pesquisa. Este é o primeiro caso de identificagdo de M.
iranicum no Brasil e também o primeiro relato desta bactéria em produtos de origem
animal. Estes micro-organismos de uma forma geral sdo adquiridos ambientalmente,
por habitarem no solo e em embientes aquaticos, porém com a presenca destas
micobactérias em produtos de origem animal pode ocorre um maior potencial de
infecgéo deste aos seres humanos.

Os dados descritos na literatura e os resultados do presente trabalho
demonstram que os produtos de origem animal no podem ser reservatorios de
micobactérias e representar riscos a saude publica. E mesmo ndo sendo identificado
nenhuma espécie do complexo M. tuberculosis nas amostras de leite caprino e bovino
da microrregido de Petrolina-PE, faz-se necessaria a realizacdo frequente de

levantamentos e pesquisas sobre a possivel ocorréncia da tuberculose. Pois, além de



casos desta doenga em outras regides do estado de Pernambuco (MELO et al.,
2012), dados sobre os habitos dos consumidores de leite na regido de Petrolina-PE
apontam que 26,6% das pessoas consomem leite in natura (LIRO et al., 2011).



4. Concluséo

Embora ndo tenha sido identificada nenhuma espécie do complexo
Mycobacterium tuberculosis no leite caprino e bovino da microrregido de Petrolina, a
vigilancia epidemiolégica e as medidas de prevencdo e controle devem ser
permanentes. Isto devido a deficiéncia na utilizacdo de manejo higiénico-sanitario
adotado nas propriedades, além do habito de consumo de produtos de origem animal
sem tratamento térmico antes de serem consumidos. Como também foram
identificadas bactérias da espécie M. iranicum, um agente com grande potencial
patogénico em humanos, pela primeira vez identificada no Brasil e em produtos de

origem animal.
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4. Artigo 2

Micro-organismos isolados de abscessos em carcagas de caprinos e ovinos
abatidos no bipolo Petrolina-Juazeiro.

Resumo

Perda na cadeia produtiva dos pequenos ruminantes pela condenagéo de carcagas é
bastante frequente nos matadouros/frigorificos da regido nordeste do Brasil.
Objetivou-se com este estudo isolar e identificar agentes em abcessos em caprinos e
ovinos inspecionados no post mortem no matadouro de Petrolina-PE. Para o cultivo
de micobactérias as amostras foram descontaminadas (método de Petrof), cultivadas
em meio Lowenstein Jensen (LJ) contendo piruvato ou glicerol. No diagndstico
diferencial, as amostras foram cultivadas em meio Agar Sangue 5%. A identificagéo
molecular de Mycobacterium spp. foi realizada com a utilizacéo da técnica de Reagéo
em cadeia de Polimerase (PCR) onde foram utilizados primers que amplificam parte
do gene hsp65. As amostras positivas para micobactérias foram submetidas ao
sequenciamento de DNA. As frequéncias relativas encontrada de abscessos em
caprinos e ovinos foram de 5,44% (37/679) e 3,26% (60/1.838), respectivamente. No
exame microbiologico, utilizando o meio &gar sague, observou-se crescimento
bacteriano em 87,7% (93/106) das amostras cultivadas. Destes, o Corynebacterium
pseudotuberculosis representou 67,7% (63/93) dos isolados. Do cultivo em meio LJ
foram isolados micobactérias em 1,9% (2/106) das amostras de abscessos e, na PCR
com DNA extraido direto das amostras de abscessos, observou-se amplificagdo em
0,9% (1/106) das amostras. A identificacdo dos micro-organismos pelo
sequenciamento revelou auséncia de espécies do complexo M. tuberculosis nas

amostras com resultados positivos para Mycobacterium spp.

Palavras-Chave: Caprinovinocultura de corte, inspec¢@o, micobactérias, isolamento,
PCR.



1. Introducgéo

O rebanho caprino-ovino brasileiro é o maior da América do Sul e o oitavo maior
do mundo, com cerca de 27 milhdes de cabegas. Sendo a regido nordeste a
detentora do maior rebanho nacional, onde se encontra cerca de 90% dos caprinos e
51% dos ovinos (IBGE, 2011). Os caprinos e ovinos criados da regido semiérida do
Brasil, na sua maioria, pertencem a pequenos e meédios produtores rurais. O manejo
sanitario é deficiente, em virtude do baixo nivel de adocdo das tecnologias
disponiveis ou seus usos inadequados, dificultando a prevengcdo e controle de
doencas (ALENCAR et al., 2010).

Dentre os micro-organismos envolvidos na sanidade dos pequenos ruminantes, as
bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis vém ganhando destaque,
principalmente pelas perdas que esses agentes trazem a produgdo animal e pelos
riscos oferecidos a saude publica (CVETNIC et al., 2007; GUMI et al., 2012). Nos
caprinos e ovinos, a tuberculose é causada pelo M. bovis, e em menor proporgéo pelo
M. tuberclosis e M. caprae, (PIGNATA et al., 2009; BEZOS et al., 2010).

Estudos indicam distribuicdo da tuberculose nos pequenos ruminantes em Varios
paises do mundo (MALONE et al., 2003; PINHEIRO et al. 2007). No Brasil, varios
casos de tuberculose foram relatados, sobretudo nos bovinos e caprinos (BAPTISTA
et al., 2004; BENESI et al., 2008; PIGNATA et al., 2009). Os animais tuberculosos
podem ndo apresentar sinais clinicos visiveis, mas, quando presente observa-se
emagrecimento progressivo e linfonodos periféricos infartados (RIET-CORREA,
2001). Na necropsia, pode ver visualizadas lesdes nodulares salientes e difusas, de
tamanho variado, com endurecimento num plano mais profundo, coincidindo com
areas de calcificacdo e de consisténcia arenosa ou pétrea (MELO et al., 2012).

Porém, as lesdes descritas nos achados de necropsia demandam diagndstico
diferencial, pois esses achados podem ser comuns a outras infecgdes, a exemplo da
infecgéo pelo Corynebacterium pseudotuberculosis, que causa lesdes caracterizadas
por abscessos com conteudo amarelo-esverdeado ou branco-amarelado de
consisténcia variando de purulenta a caseosa (SOUZA et al., 2011).

Tendo em vista a escassez de trabalhos sobre a ocorréncia da tuberculose
caprina e ovina na regido de Petrolina-PE e os riscos inerentes a salde publica,

objetivou-se isolar e identificar Mycobacterium spp., além de realizar o diagndéstico



diferencial dos agentes causadores de abcessos em caprinos e ovinos inspecionados

no post mortem no matadouro de Petrolina-PE.

2. Material e Métodos

2.1. Local e coleta

As amostras foram coletadas no matadouro municipal de Petrolina-PE, no
periodo de 10/08 a 04/10/2012. Os animais inspecionados eram oriundos de bipolo
Petrolina-PE e Juazeiro-BA.

Foram coletados fragmentos de tecidos com abscessos em linfonodos,
pulméo, figado, Utero, baco e outros. Cada amostra foi coletada duas vezes, sendo
uma enviada para a histopatologia em formol tamponado a 10% e outra, sobre
refrigeracdo, enviada para analises de microbiologia e molecular. As amostras foram
depositadas em tubos coletores, estéreis, previamente identificados e encaminhados

ao Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF.

2.3. Exame histopatoldgico

Para estudo das lesbdes microscépicas, os fragmentos dos 6rgdos com as
areas lesionadas foram desidratados em &lcool etilico com concentracfes
progressivas, diafanizados em xilol, incluidos e emblocados em parafina, cortados em
micrétomo a 4um e as laminas foram coradas com a hematoxilina-eosina (PROPHET

et al., 1992) e coracgéo de Ziehl-Neelsen.

2.4. Cultivo de bacterioldgico

As amostras foram descontaminadas segundo o método de Petrof (QUINN et
al., 1994). A principio, as amostras foram suspensas em uma solu¢édo contendo 0,1
ml de HCI + 100ml de H20 e deixadas sedimentar a temperatura ambiente por 12
horas. Depois foram adicionados cinco mililitros da amostra em tubo estéril e, em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500g por 20min. Para descontaminagao

das amostras, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados cinco mililitros de



NaOH (1M) deixando-se em repouso por 20min. Para neutralizagdo do pH das
amostras, foram adicionados mais cinco mililitros de HCI (1M) e as amostras foram
novamente centrifugadas a 35009 por 20min. Logo apos a centrifugac@o descartou-se
o sobrenadante e foram adicionados dois mililitros de &gua destilada estéril a
amostra, onde estas foram homogeneizadas. Posteriormente, 0,1ml de cada amostra
foi semeada em meios de cultura Lowenstein Jensen com glicerol e Lowenstein
Jensen com piruvato. As mesmas foram incubadas a 37°C por até 120 dias, sendo a
presenca de crescimento observada semanalmente.

Para o diagnéstico diferencial, as amostras foram semeadas com alca de
platina em duas placas contendo meio agar sangue com 5% de sangue desfibrinado
de ovino, sendo incubadas a 37°C, uma em aerobiose e outra em anaerobiose. As
leituras foram realizadas 48 horas ap0s a incubagéo. As colbnias bacterianas isoladas
foram estudadas quanto aos aspectos macro e micromorfologicos, bioquimicos e
tintoriais (QUINN et al. 1994).

2.5 Extrac&o de DNA

O DNA foi extraido diretamente a partir dos tecidos com abcessos, utilizando o
seguinte protocolo. O tecido foi macerado em nitrogénio liquido e, em seguida 200 mg
do tecido macerado foi transferido para um microtubo de 1,5 ml. Oitocentos
microlitros de uma solucéo de extragcéo contendo 50 mM Tris-HCI pH8, 25 mM EDTA,
400 mM NaCl, 100 pl de SDS 10% e 0,2 mg de proteinase K foi adicionados ao
tecido macerado no microtubo. Esse material foi homogeneizado e incubado a 65°.C
por 5 horas.

Ap6s a incubacgdo, o material foi dividido em 2 microtubos de 1,5 ml e foram
adicionados 442 ul de NaCl 2M em cada tubo. Os microtubos foram incubados a 4°.C
por 15 minutos e, em seguida 450 ul de cada tubo foram transferidos para um novo
microtubo, onde foram adicionados 50 pl de acetato de sddio (3M). Em seguida, o
DNA foi precipitado utilizando 1ml de etanol absoluto gelado. Os tubos foram
levemente agitados e centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos. Descartou o etanol.
Acrescentou-se 200 ul de etanol 70%. Centrifugou-se a 14.000 rpm por 5 minutos.
Descartou-se o etanol 70%. Deixou-se 0s microtubos secar por 15 min; e, em seguida

o material foi ressuspendido em 500 pl de TE e colocado em overnight.



Quinhentos microlitros de cloroférmio:&lcool isoamilico (24:1) foram adicionados
ao material e os tubos agitados por inversdo. Depois foram centrifugados a 1700 g
por 10 minutos e, a primeira fase do material foi coletada e colocada em outro
microtubo novo. O DNA foi precipitado utilizando 1ml de etanol absoluto gelado. Os
tubos foram levemente agitados e centrifugados a 14000 rpm por 15 minutos. O
etanol foi descartado. Acrescentou-se 200 ul de etanol 70%. Centrifugou-se a 14000
rpm por 5 minutos. Descartou-se o etanol 70%. Deixou-se 0s microtubos secar por 15
min. Ao final o DNA foi ressuspendido em 50 pl de TE +2,5 pyl Rnase e deixado 20
min em banho seco a 37C.

Amostras com resultado positivo no exame microbiolégico (em meio Lowenstein
Jensen), tiveram o DNA extraido direto do cultivo bacteriano utilizando a seguinte
metodologia. A amostra foi inativada por calor, deixando-a por 10 minutos a 80°C.
Para isso, acrescentou-se uma algada do cultivo em 300ul de TE (Tris-EDTA). Em
seguida, acrescentou-se 70upl de SDS 10%, sendo a amostra agitada em vortex
brevemente para misturar e adicionou-se 100ul de NaCl, 5M e 80ul CTAB/NacCl.
Incubou-se a amostra a 65°C por 10 min. Apoés, adicionou-se 700pl de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), homogeneizou-se por inversdo e a centrifugou a
11.750 g por 5 min. A 12 fase foi transferida para outro tubo, onde foram
acrescentados 450ul de isopropanol e deixou-se descansando overnight. Depois as
amostras foram centrifugadas a 11.750 g por 15 min, desprezou-se o sobrenadante,
foram acrescentados 500ul de etanol 70% e centrifugou-se a 11.750 g por 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e deixou-se secar por 15 minutos. Em seguida, o pellet
foi ressuspenso em 80ul de TE (pH 8,0), colocado a 65°C por 1 h e armazenado a -
20°C.

Para verificar a qualidade do DNA extraido, o mesmo foi analisado por

eletroforese em gel de agarose 1%.

2.6. PCR para deteccéo de Mycobacterium spp.

A presenca de Mycobacterium spp. nas amostras de abscessos e nas amostras
derivadas do cultivo microbiol6gico foi detectada através da técnica de PCR, foram
utiizados os primers Tbll (-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tbl2
(CTTGTCGAACCGCATACCCT) descritos por Telenti et al. (1993). Esses primers

amplificam um fragmento de 439 pb do gene hsp65. A PCR foi realizada com um



volume final de 20 ul contendo tampéao de enzima 1X; 1,25mM de MgCl,; 0,25 mM de
cada dNTP; 0,125 uM de cada primer; 2,5 unidades de Taq DNA Polimerase e 5ul de
DNA gendmico. A reac&o de amplificagéo constou de uma desnaturagao inicial a 94
°C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento, a 60 °C por 1minuto, e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Apos os ciclos, 0
produto amplificado foi submetido & extensdo final por 10 minutos a 72°C. Em
seguida, os produtos de amplificacdo foram analisados em gel agarose 1,5% e

visualizados sobre iluminacéo ultravioleta (UV).

2.7. Sequenciamento do DNA

Amostras com resultado positivo na PCR foram sequenciadas. Para isso, 0s
produtos da PCR foram purificados com Kit de purificagdo (Quick Gel Extration &
PCR Purification COMBO Kit) e enviadas a uma empresa particular, onde foram
sequenciadas utilizando o sequenciador automatico ABI-PRIM 3100 Genetic Analyzer
através do método Sanger.

Os cromatrogramas foram analisados pelo programa PHRED para verificar a
qualidade das sequéncias e, sequéncias com qualidade PHRED acima de 20 foram
alinhadas utilizando o Basic Local Align Sequence Tool - BLAST

(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificacdo segundo género ou especie.

3. Resultados e Discussao

No periodo de coleta foram inspecionados 2.517 animais, destes, 679 (27%)
foram caprinos e 1.838 (73%) ovinos. Do total de animais examinados no post
mortem, 97 (3,85%) apresentavam lesdes visiveis caracterizadas por abscessos em
orgados internos (destes, nove apresentaram abscessos em mais de um 6rgdo). A
frequéncia relativa de abscessos encontradas nos caprinos foi superior quando
comparado com 0s ovinos, com 5,44% (37/679) e 3,26% (60/1.838), respectivamente
(tabela 1).

Resultado semelhante foi encontrado por Andrade et al. (2012) avaliando
abscessos presentes nos linfonodos de caprinos e ovinos oriundos das microrregides
de Pianco e Itaporanga, no sertdo paraibano. A alta frequéncia de lesbes com

abscessos nos pequenos ruminantes criados na regido semiarida do Brasil pode ser



explicada pela precaria utilizacdo das técnicas de manejo sanitario, além de fatores
locais como a presencga de inUmeras plantas cactdceas que causam ferimentos na
pele dos animais (PINHEIRO et al. 2000; LANGENEGGER et al. 1991).

Tabela 1: DistribuicAo de caprinos e ovinos inspecionados no post mortem e
frequéncia (freq.) absoluta e relativa de animais com abscessos por
espécies, Petrolina-PE.

Animais N° de animais Animais c/ Abscessos
inspecionados Freq. absoluta Freq. Relativa (%)

Caprinos 679 37 5,44

Ovinos 1.838 60 3,26

Total 2.517 97 3,85

A tabela 2 apresenta a distribuicdo dos abscessos por 6rgdos e os micro-
organismos isolados segundo o cultivo em meio 4gar sangue. Observou-se que 0
pulmdo e o figado apresentaram maior frequéncia de abscessos no exame post
mortem.

Melo et al. (2012), estudando caprinos com doenca respiratéria no estado de
Pernambuco observaram na necropsia 71% e 29% de alteragbes em pulméo e
figado, respectivamente. As lesGes granulomatosas no trato respiratorio dos
pequenos ruminantes vém sendo encontradas com alta frequéncia e podem
apresentar-se como a principal fonte de contaminacdo no rebanho através da
producéo de aerossois infectados (BAIRD & FONTAINE, 2007, FONTAINE & BAIRD,
2008). Essas lesdes também podem ser encontradas em linfonodos mesentéricos,
linfonodos submandibulares, bacgo, serosas, Utero e outros orgdos (NEILL et al., 1994;
BENESI et al., 2008).

No cultivo em meio &gar sangue, realizado para o diagnostico diferencial das
infeccdes por micobactérias, foram isoladas bactérias em 93/106 das amostras
cultivadas e em 13/106 ndo houve crescimento bacteriano (tabela 2). Destes isolados,
o Corynebacterium pseudotuberculosis foi 0 agente mais frequente, sendo
encontrado em 67,7% (63/93) das amostras com exame bacterioldgico positivo,
seguido por Bacillus em 12,9% (12/93), Staphylococcus spp. em 5,4% (5/93),
Pseudomonas spp. em 6,5% (6/93), Micrococcus spp. em 3,2% (3/93), Edwardsiella
spp. em 3,2% (3/93) e Shigella spp. foi encontrada em 1,1% (1/93) das amostras

avaliadas.



Tabela 2: Distribuicdo de micro-organismos por 6rgaos, isolados de abcessos em meio 4gar sangue, no matadouro municipal de Petrolina-PE,
2012.

C. Bacillus Staphylococcus Pseudomonas Micrococcus Edwardsiella Shigella N&o houve Total
Orgéos pseudotuberculosis  spp. spp. spp. spp. spp. spp. isolamento

N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° %
Pulméo 29 74,4 4 102 O 0,0 1 2,6 1 2,6 0 00 0 00 4 10,2 39 368
Figado 16 43,2 4 108 3 8,1 2 54 2 5,4 3 81 1 27 6 16,2 37 349
Traquéia 4 66,7 2 333 O 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 0 00 O 0,0 6 57
Linf. Esofagiano 4 80,0 1 200 O 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 0 00 O o0, 5 47
Linf. 1 20,0 1 200 2 20,0 0 0,0 0 0,0 0 00 0 00 1 200 5 47
Mesentérico
Baco 3 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 0 00 O o0, 3 29
Linf. 1 50,0 0 0,0 0 0,0 1 50,0 0 0,0 0 00 0 00 O o0, 2 19
Retrofaringeano
Diafragma 1 50,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 O 00 1 50,0 2 19
Linf. Mediastino 1 50,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 O 00 1 50,0 2 19
Linf. Costelas 2 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 0 00 O 0,0 2 19
Utero 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 100 0 0,0 0 00 0 00 O o0, 1 094
Rim 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 100 0 0,0 0 00 0 00 O o0, 1 094
Medula 1 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 0 00 O 0,0 1 094
Total 63 59,4% 12 11,3% 5 4,7% 6 57% 3 28% 3 28% 1 0,9% 13 12,3% 106 100%

Linf. = linfonodo



. O C. pseudotuberculosis é responsabilizado pela linfadenite caseosa nos
pequenos ruminantes. Varios estudos evidenciam a ocorréncia desta doengca em
caprinos e ovinos da regido nordeste do Brasil (ANDRADE et al., 2012; ALENCAR et
al., 2010; PINHEIRO et al. 2000), nosso estudo corrobora os demais. Resultado
semelhante também foi encontrado por SOUZA et al. (2011), quando cultivaram
amostras de linfonodos infartados e isolaram o C. pseudotuberculosis em 74,5% das
amostras. Estes resultados demonstram a importancia da linfadenite caseosa na
criacdo de pequenos ruminantes criados na regiao semiarida do Brasil e a caracteriza
como sendo a principal causa de condenacdo de carcagas e visceras no matadouro
municipal de Petrolina.

No diagnostico bacteriolégico, utilizando meio especifico (Lowenstein Jensen
com glicerol ou piruvato) para Mycobacterium spp., foram isoladas colonias
bacterianas em 1,9% (2/106) das amostras, que foram caracterizadas como bacilo
alcool &cido resistente (BAAR) e confirmadas como Mycobacterium spp. pela PCR,
realizadas com DNA obtidos pela extragéo direta dos cultivos. Os dois isolados foram
oriundos de abscessos retirados de linfonodos da regido do figado de um caprino e
esOfago de um ovino. Esses isolados foram visualizados depois da quarta semana de
cultivo no meio Lowenstein Jensen com piruvato de sédio.

Os resultados do diagnoéstico pela PCR convencional realizada com o DNA
extraido direto das amostras de abscessos mostraram amplificagdo de parte do gene
hsp65 em apenas uma amostra (1/106), sendo esta oriunda de abscesso na regido
da costela de um ovino. Estes resultados estéo de acordo com os descritos por Kassa
et al.(2012) que reportaram baixa prevaléncia de Mycobacterium spp. no tecido de
cabras e ovelhas abatidas na Etiopia. O teste bacteriolégico e de PCR com DNA
extraido direto dos abscessos apresentaram resultados contraditérios, sendo que as
amostras positivas no bacterioldgico foram negativas na PCR. Para Michel et al.
(2010) a presenca de inibidores da PCR em amostras clinicas, podem justificar
resultados falso-negativos diagnosticados pela técnica.

O sequenciamento de parte do gene hsp65 das amostras obtidas dos cultivos
demonstrou que as sequéncias apresentam 97% de homologia com M.
novocastrense. A amostra positiva pela PCR com DNA extraido direto dos abscessos
ndo apresentou qualidade PHRED acima de 20 e ndo foi utilizada na anélise de
alinhamento do BLAST. O envolvimento M. novocastrense. na salde dos pequenos

ruminantes ainda é desconhecido. Em humanos, o M. novocastrense ja foi isolado de



lesdes granulomatosas e identificado pelo sequenciamento da regido 16S rRNA
(SHOJAE et al., 1997).

Na andlise histopatol6gica das trés amostras positivas para micobactérias no
cultivo ou PCR foram visualizadas areas de deposicao de sais de calcio rodeadas por
uma area de necrose com grandes colbnias (caracteristicas da linfadenite caseosa) e
auséncia de bacilo alcool 4cido resistente pela coloracdo de Ziehl Neelsen (Figura 1),
sendo um indicativo de que o C. pseudotuberculosis possa ser o grande responsavel
pelas lesdes visualizadas nestas amostras. Para Souza et al. (2011) as lesbes
histolégicas dos tecidos com &rea de necrose central formada por lamelas
concéntricas, com presenca de grandes colonias bacterianas e focos de
mineralizagé@o, rodeada por uma faixa de infiltrado inflamatério com macrofagos séo
comuns em lesbes de C. pseudotuberculosis, mas ndo patognomonicas, pois podem
ser confundidas com lesdes causadas por outros organismos pidgenos e com

tuberculose.

Figura 1: Lesdo de linfadenite caseosa. No centro observa-se uma é&rea de
deposicao de sais de calcio (C) rodeada por uma extensa area de necrose
(N). Dentro da area de necrose observam-se grandes colbnias (setas),
caracteristicas da doenca. A area de necrose é rodeada por células
inflamatdrias dispostas em camadas (A, B e C) e na periferia observa-se

tecido linfoide.



No Brasil, estudos a cerca dos casos de tuberculose em caprinos ndo séo raros
(BENESI et al., 2008; MELO et al., 2012), por outro lado, ndo existe nenhum caso de
tuberculose descrita nos ovinos. Neste estudo, nenhum agente do complexo M.
tuberculosis foi encontrado, por outro lado, o C. pseudotuberculosis aparece com alta
frequéncia nos casos de lesdes macroscopicas em visceras e carcagas dos

pequenos ruminantes do bipolo Petrolina-Juazeiro.



4. Concluséao

Os resultados revelaram que os caprinos sdo bastante susceptiveis as infecces
responsaveis pela formacao de abscessos em visceras e carcagas, principalmente no
pulméo e figado.

Nenhuma espécie do complexo M. tuberculosis foi encontrada nos caprinos e
ovinos, porém, o C. pseudotuberculosis, causador da linfadenite caseosa nos
pequenos ruminantes, foi o principal agente responsavel pela formacéo de lesbes
caracterizadas por abscessos em caprinos e ovinos abatidos no matadouro municipal
de Petrolina-PE.

Quanto as M. novocastrense isoladas das amostras, serdo necessarios novos
estudos para conhecer o possivel envolvimento destes micro-organismos nas lesdes

granulomatosas dos pequenos ruminantes.
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Figural: Eletroferograma parcial de uma sequéncia de DNA de Mycobacterium spp. oriundo de uma amostra de leite capino,
obtida no sequenciador automatico ABI-PRIM 3100 Genetic Analyzer.
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Figura 2: Amplificacdo de parte do gene hsp65 para identificagcdo de Mycobacetrium spp. a partir de DNA extraido direto de leite
caprino e bovino, com os iniciadores especificos descritos por Telenti et al. (1993). Coluna s da esquerda para a direita:

1- Marcador de peso molecular de 100 pb; 2 - Controle positivo; 3 & 7 - Amostras extraidas de leite de cabras e vacas na
microrregido de Petrolina; e 8 — Controle negativo.
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Figura 3: Distribuicdo espacial das propriedades de caprinos leiteiros onde foram realizadas as coletas de leite, microrregido de
Petrolina, PE, 2012.



Quadro 1: Relagdo e caracterizagdo das amostras de leite bovino e caprino que apresentaram-se positivas por algumas das
técnicas de diagndstico para Mycobacterium spp.

Cultivo
_ Ident. da o _
Propriedade Especie PCR Sequenciamento
Amostra L.J Glicerina L.J Piruvato
A 09 Bovina - - + Mycobacterium avium
B 69 Caprina - - + M. lacticola
C 124 Caprina + - - Arthrobacter chlorophenolicus
C 129 Caprina + - - Propionibacterium acnes
C 131 Caprina + - - N.I
C 138 Caprina + - - M. iranicum
D 143 Caprina + - - Propionibacterium acnes

L.J = Lowenstein Jensen; N.I = N&o identificado; + (positivo para Mycobacetrium spp ); - (negativo para Mycobacetrium spp).



Quadro 2: Relacao e caracterizacdo das trés amostras de abscessos que apresentaram-se positivas por algumas das técnicas de

diagnéstico para Mycobacterium spp.

_ Cultivo em agar PCR Cultivo
Origem da _ _ o
Amostra sangue L.J Sequenciamento Histopatologico
amostra _ _
hsp65) (glicerol) (piruvato)
Abscesso na c Leséo
65M regido das ' ) - N.I. caracteristica da
_ pseudotuberculosis
costelas de ovino L.C.
Abscesso no c Lesdes
77™ esoOfago de ' . + M. novocastrense caracteristica da
_ pseudotuberculosis
Caprino L.C.
Lesdes
Abscesso no C. o
89M i _ . + M. novocastrense caracteristica da
figado de ovino  pseudotuberculosis Lc

L.J = Lowenstein Jensen; N.I = N&o identificado; L.C = Linfadenite Caseosa; + (positivo); - (negativo).



