http://dx.doi.org/10.1590/1678-66

Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.5, p.1585-1591, 2014

Identificacdo de Mycobacterium bovis em carcacas de bovinos abatidos no
estado da Bahia, Brasil, por métodos bacteriol6gico e molecular

[Identification of Mycobacterium bovis in carcasses of cattle slaughtered in Bahia state,
Brazil by bacteriological and molecular methods]

F. Alzamora Filho®, V.M. Reis?, I. Fehlberg®, A.C. de Alcantara®, M.P. Cavalcante?,
V.C.F. Rocha*, J.N. Costa®

tUniversidade Estadual de Santa Cruz, DCAA — llhéus, BA
2Escola de Medicina Veterinéria e Zootecnia — UFBA — Salvador, BA
3Universidade Federal da Bahia — Instituto de Ciéncias da Satde — Salvador, BA
“Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootechia— USP — So Paulo, SP
SUniversidade Federal do Reconcavo Baiano — Cruz das Almas, BA

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi utilizar métodos bacteriolégicos e moleculares para a identificacdo do
Mycobacterium bovis em lesfes observadas em carcacas de bovinos durante a inspe¢do post mortem de
rotina em matadouros-frigorificos com servico de inspe¢do oficial. Foram acompanhados o abate € a
inspecdo de 825.394 bovinos, sadios, a0 exame ante mortem pelo servico de inspecdo oficial em 10
matadouros-frigorificos do estado da Bahia, entre abril de 2009 e abril de 2012. Cento e oitenta bovinos
apresentaram lesdes sugestivas de tuberculose e outras linfadenites, as quais foram avaliadas quanto a
presenca de Mycobacterium bovis por exame bacterioldgico e pela PCR multiplex. A maioria das les6es
estava localizada em linfonodos do trato respiratério e 71% eram provenientes de bovinos machos com
até 32 meses de idade. No isolamento bacteriano, 13,9% (25/180) das amostras apresentavam colonias
pequenas, de superficie granular e de coloracdo creme-amareladas, em meio de cultura Stonebrink-Leslie,
e o crescimento médio foi de 34 dias. Todos os esfregacos dos isolados evidenciaram BAAR, e, pela PCR
multiplex, 56% (14/25) dos isolados foram identificados como M. bovis. A associa¢do entre exame post
mortem, bacterioldgico e PCR multiplex permitiu a identificacdo do agente de forma rapida e em regides
com status sanitario de baixa prevaléncia, demonstrando ser importante para a deteccdo dos focos de
tuberculose bovina e o auxilio nos programas de controle e erradicacdo da tuberculose.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to perform bacteriological and molecular methods for identification of
Mycobacterium bovis in lesions derived from bovine carcasses detected during routine post-mortem
examination in officially inspected slaughterhouses. We checked the slaughter and inspection of 825,394
bovines, health upon ante-mortem examination, by the official service in 10 slaughterhouses of Bahia
state from April, 2009 to April 2012. Lesions suggestive of tuberculosis were collected from 180 bovines
and further evaluated by bacteriology and multiplex PCR. The majority of lesions were located in the
respiratory tract lymph nodes and 71% were from male bovines up to 32 months old. 13.9% of samples
presented small, granular and creamy-yellowish colonies after being cultured in Stonebrink-Leslie with
an average growth time of 34 days. All smears from the isolated samples were Acid Fast Bacilli (AFB)
and among them 56% were identified by mPCR as M. bovis. Thus, the association between post-mortem
examination, culture and multiplex PCR allowed the bacillus identification in a reduced time and in

Recebido em 18 de margo de 2013
Aceito em 20 de dezembro de 2013
E-mail: alzafilho@yahoo.com.br


Editora
Texto digitado
http://dx.doi.org/10.1590/1678-6640


Alzamora Filho et al.

regions of low prevalence, pointing out its importance for bovine tuberculosis detection and as a
supportive tool for the tuberculosis control and eradication program.

Keywords: Mycobacterium bovis, PCR, bacteriology, acid fast bacilli, bovine

INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma zoonose de
evolucdo cronica causada pelo Mycobacterium
bovis, que pertence ao complexo
Mycobacterium tuberculosis. Caracteriza-se pelo
desenvolvimento de lesGes granulomatosas
nodulares, denominadas tubérculos, as quais
podem estar localizadas em qualquer 6rgdo, mas
com distribuicdo  predominante no trato
respiratorio e nos ganglios linfaticos bronquiais e
mediastinicos e ocasionalmente nos intestinos,
figado, baco, pleura e peritbnio (Brasil, 2006;
Heinemann et al., 2008).

A importancia econdmica atribuida & doenca
bovina estd baseada nas perdas diretas resultantes
da morte de animais, da reducdo no ganho de
peso, da diminuicdo na producdo de leite e do
descarte precoce de animais de alto wvalor
zootécnico (Pacheco et al., 2009). Os principais
fatores que favorecem a transmissdo dessa
doenca no rebanho sdo: elevada densidade,
permitindo o0 contato entre 0s bovinos,
principalmente os leiteiros criados em sistemas
semi-intensivo e intensivo; presenca de um
animal portador, manejo, raca, idade e resisténcia
do agente as condi¢des ambientais favoraveis
(Oliveira et al., 2008).

No Brasil, a tuberculose bovina é endémica e
afeta grande parte das propriedades leiteiras, em
razdo de o0s animais serem submetidos ao
confinamento e da elevada demanda metabdlica.
N&o h4, no pais, publicagBes oficiais atualizadas
de inquéritos epidemiolégicos da prevaléncia da
tuberculose bovina, entretanto, na Ultima
estimativa, os dados indicaram uma prevaléncia
média nacional de 1,3% de animais reagentes a
tuberculina no periodo de 1989 a 1998. Com o
intuito de reduzir a prevaléncia e a incidéncia da
doenga nos rebanhos bovinos, o Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento instituiu,
em 2001, o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina
(PNCEBT) (Brasil, 2006).

A pecuéria tem expandido significativamente nas
Ultimas décadas, representando um relevante
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setor na economia do Brasil, e o rebanho bovino
da Bahia, 10.528.419 cabegas, o equivalente a
36,6% do efetivo do Nordeste, contribui para a
crescente importancia do agronegécio no estado
(Instituto..., 2010). Esse crescimento torna
cada vez mais necessario o incremento do
controle sanitario nos rebanhos. O inquérito
epidemioldgico da tuberculose no estado da
Bahia, realizado entre outubro de 2008 e
novembro 2010, revelou uma prevaléncia de
foco de TB e de animais reagentes com idade
maior ou igual a 24 meses de 1,6% e 0,21%,
respectivamente (Costa, 2012). Segundo Araujo
(2004), estudos realizados no pais, com base em
exames de carcagas em matadouros-frigorificos,
estimaram uma prevaléncia de tuberculose
bovina de 0,17% em Minas Gerais, 5,16% no
Para e 0,64% no Rio Grande do Sul. Esta
diferenca estd relacionada ao grau de
desenvolvimento regional, principalmente no que
se refere ao estabelecimento de medidas
sanitérias no rebanho.

A inspe¢do post mortem dos animais destinados
ao consumo nos abatedouros tem grande
relevancia na vigilancia epidemiolégica da
tuberculose e, por meio desta medida, paises
endémicos que possuem satisfatério desempenho
nos seus servigcos de inspecdo nos abatedouros,
associado a um consolidado programa de
erradicagdo, tém conseguido reduzir a
prevaléncia da doenga, pois o diagndstico
precoce é a chave para o controle e a erradicacao
do M. bovis (Kantor e Ritacco, 2006). Biffa et al.
(2010) também relataram que a identificacéo de
alteracfes anatomopatoldgicas sugestivas de
tuberculose durante a inspe¢do post mortem nos
matadouros-frigorificos, juntamente com a
realizacdo dos métodos diretos de diagnostico da
infeccdo, sdo importantes ferramentas na
vigilancia epidemioldgica.

Diversos estudos vém demonstrando a
possibilidade do uso da PCR no diagnéstico da
tuberculose bovina, permitindo maior acuracia e
significativa redugdo do tempo do diagndstico
em relagdo aos métodos tradicionais de
identificacdo (Cardoso et al., 2009; Furlanetto et
al., 2012; Adams et al., 2013).
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O presente estudo teve por objetivo estimar a
ocorréncia de tuberculose em bovinos do estado
da Bahia, por meio da inspec¢do post mortem em
matadouros-frigorificos sob inspecdo oficial,
utilizando como diagndstico confirmatério das
lesbes suspeitas 0s exames bacterioldgicos e
PCR multiplex (m-PCR) para identificacdo dos
isolados.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de abril de 2009 a abril de
2012, foram acompanhados os abates e a
inspegdes post mortem de bovinos em 10
matadouros-frigorificos com servico de inspecéo
oficial no estado da Bahia. A colheita das lesdes
sugestivas de tuberculose ou por linfadenites
diversas durante a rotina de inspecdo das
carcacas bovinas foi realizada pelo inspetor
médico veterindrio, e as amostras foram
acondicionadas em frascos contendo solugdo
saturada de borato de sdédio (Na,B,0;¢10H,0,
140g/L) como meio conservante, o qual preserva
as micobactérias por até 60 dias em temperatura
ambiente (Richards e Wright, 1983). As amostras
foram enviadas ao setor de tuberculose do
Laboratdério de Micobacteriologia da Escola de
Medicina  Veterindria e  Zootecnia da
Universidade Federal da Bahia para o isolamento
e a identificacdo de micobactérias. As amostras
foram descontaminadas pelo cloreto de 1-
hexadecilpiridinio (HPC) a 1,5% por 30min,
inoculadas nos meios de cultura Stonebrink-
Leslie e Lowenstein-Jensen e incubadas a 37°C
por até 90 dias (Rodriguez, 2005; Brasil, 2008).
Colbnias observadas no meio de cultura foram
coradas pelo método de Ziehl-Neelsen. Dos
isolados caracterizados como bacilos &lcool-
acido resistentes (BAAR), foi realizada uma
suspensdo bacteriana em 200uL de tampdo TE
(10mM Tris-HCI; 1mM EDTA; pH 8.0) para
inativacdo da bactéria e extragdo do DNA por
lise térmica por meio de uma incubacédo a 100°C
por 30min.

As condices do ensaio molecular foram
realizadas segundo protocolo descrito por
Warren et al. (2006), incluindo os desenhos dos
primers que sdo baseados nas regides gendmicas
de diferenca do complexo Mycobacterium
tuberculosis: RD1, RD4, RD9 e RDI12.
Resumidamente, 2ulL. de cada amostra, contendo
100ng de DNA, foram aplicados em reacBes de
PCR. As reacBes continham 0,625U de Taq
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DNA polymerase (HotStarTaq plus DNA
polymerase, QIAGEN), tampdo de PCR 1X,
tampdo Q 1X, 2 mM MgCl,, 0,4mM de cada
dNTP e 1uM de cada primer. Os controles
positivos e negativos foram utilizados em cada
reagdo com o objetivo de se avaliarem o0s
experimentos. As condi¢cbes da reagdo no
termociclador iCycler iQ5 (Bio-Rad, Hercules,
CA — USA) foram: 95°C por cinco minutos; 45
ciclos de 94°C por um minuto, 62°C por um
minuto e 72°C por um minuto, seguidos por uma
extensdo final a 72°C por 10 minutos Os
produtos de amplificacdo foram separados por
eletroforese (6V/cm) em gel de agarose 3% em
tampdo TBE 1X e visualizados por coloragdo
com SYBR Safe 10.000 vezes diluido.

As etapas de pré-PCR, PCR e p6s-PCR foram
realizadas em é&reas fisicamente separadas para
minimizar o risco de contaminacdo cruzada, e
um controle negativo contendo agua foi incluido
em todas as reagdes para avaliar o surgimento de
contaminagdo nos reagentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram provenientes de 10
matadouros-frigorificos monitorados no estado
da Bahia com servico de inspecdo oficial. Do
total de bovinos abatidos, sadios ao exame ante
mortem pelo servico de inspecdo oficial, 180
carcagas apresentaram lesbes sugestivas de TB
ou linfadenites por outras causas durante o
exame post mortem, sendo 71% dessas lesdes
provenientes de bovinos machos com até 32
meses de idade. A diferenca na deteccdo de
lesbes sugestivas ou ndo de tuberculose em
carcagas bovinas depende do tempo disponivel
para examinar cuidadosamente a carcaca e da
experiéncia do inspetor. Desta forma, a precisdo
ao abate provavelmente varia entre diferentes
regides e matadouros-frigorificos (Perrez et al.,
2002).

As lesBes estavam localizadas nos linfonodos da
cabeca e do pescoco, assim como nos pulmdes e
nos linfonodos toracicos, do figado e do
peritbnio. Dados similares aos analisados por
Gathogo et al. (2012), que inspecionaram 929
carcacas em dois abatedouros no Quénia,
observaram que as lesdes distribuidas nas
carcacas estavam localizadas nos ganglios
linfaticos bronquicos e mediastinais, no
parénquima pulmonar, no parénquima hepético e
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nos linfonodos localizados em outros tecidos.
Enriquez-Cruz et al. (2010) observaram maior
guantidade de lesGes nos nddulos linfaticos, nos
pulmdes e no figado. Durante a inspecéo oficial
de 3.322 bovinos abatidos em cinco frigorificos
localizados na Etiopia, Biffa et al. (2012)
avaliaram 337 carcacas com lesdes sugestivas de
tuberculose, e as mais frequentes estavam nos
pulmdes e nos linfonodos respiratérios (50,9%),
nos linfonodos mesentéricos e intestinais
(16,5%). Esses resultados descrevem a
importancia da via respiratdria em propagar o
bacilo para outros animais suscetiveis, conforme
relatado por Lavagnoli et al. (2010).

Na  bacteriologia, 14% das  amostras
(25/180) apresentaram crescimento de col6nias
de coloragdo creme-amareladas, pequenas,
arredondadas, com bordas irregulares, superficie
granular em meio de cultura Stonebrink-Leslie, e
0 tempo médio observado para o aparecimento
das colénias foi de 34 dias, sendo 0 minimo de
22 e 0 méaximo de 63 dias. Esses resultados sdo
compativeis com a literatura, que relata o
crescimento das primeiras colénias de M. bovis
em meio Stonebrink-Leslie em 28 dias (Mota et
al., 2001) e 36 dias (Corner, 1994). Os 25
isolados foram submetidos a coloracéo de Ziehl-
Neelsen, e todos os esfregagos evidenciaram a
presenca de bacilos alcool-4cido resistentes. Pela
mPCR, Mycobacterium bovis foi identificado em
14/25 (56%) isolados de acordo com o perfil de
amplificacdo dos produtos esperados para esta
espécie, 0s quais apresentaram amplificacfes dos
fragmentos relativos as regides RD1 (146pb),
RD4 (268pb), RD9 (108pb) e RD12 (306pb)
(Fig. 1). As demais amostras, 11/25 (44%), nao
apresentaram  perfil de amplificacdo que
caracterizassem as cinco espécies do complexo
M. tuberculosis avaliadas. Duarte (2010) avaliou
esses isolados pelas caracteristicas fenotipicas e
bioguimicas e observou uma frequéncia de 64%
(7/11) de complexo M. terrae, 27% (3/11) de M.
fortuitum e 9% (1/11) de M. kansasii nas
amostras. Segundo Corner (1994), o diagndstico
bacteriologico ¢ considerado “padrdo ouro”,
apesar de requerer métodos de descontaminagao
agressivos, que podem afetar o crescimento das
micobactérias, além de um longo periodo para o
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crescimento  das  primeiras  colénias e
identificagcdo da espécie. Deste modo, a mPCR
permitiu a identificacdo do M. bovis de forma
rapida e simples, e, levando-se em consideracéo
a sua alta especificidade, a técnica poderia
auxiliar os programas de controle e erradicacdo
da tuberculose. Furlanetto et al. (2012) também
associaram 0 uso da mPCR no diagnéstico da
tuberculose bovina em linfadenites observadas
durante o abate de bovinos em matadouros-
frigorificos no estado do Mato Grosso e
detectaram a presenca de DNA de M. bovis em
7% (14/198) das amostras, o que demonstra ser
esta uma técnica versatil, rapida e capaz de
contribuir para a deteccdo de focos
remanescentes de tuberculose, acelerando o
processo de controle e erradicacdo da doenga no
rebanho.

Em Minas Gerais, a prevaléncia da tuberculose
foi de 0,07% em 954.640 bovinos abatidos entre
1993 e 1997, em 10 matadouros sujeitos a
inspecdo federal, e a regido sudoeste foi a que
apresentou maior prevaléncia de tuberculose
(0,17%), associada ao fato de esta ser uma regido
predominantemente de gado leiteiro (Baptista et
al., 2004). Desta forma, o reduzido ndmero de
isolados de M. bovis (14) em bovinos abatidos
em matadouros-frigorificos do estado da Bahia
pode estar relacionado ao carater crbnico da
enfermidade, o que dificulta a observagdo de
lesbes post mortem em animais mais jovens
(O’Reilly e Daborn, 1995; OIE, 2012), além da
predominéncia do sistema de criacdo extensiva,
voltada para a pecuaria de corte. Em Sao Paulo,
Rodriguez (2005) relatou que a cada 100 animais
condenados por tuberculose em frigorificos com
servico de inspecdo federal (SIF), 36 estavam
realmente infectados, enquanto na rede de
inspecdo estadual, esse valor foi de 65 animais.
Essa menor prevaléncia de tuberculose na rede
SIF foi devido ao fato de o abate ser quase
exclusivamente de bovino de corte, de criagdo
extensiva, em que a Tb tem ocorréncia
esporadica. Associada a esses fatores, a
prevaléncia de animais reatores a tuberculina
pelo teste cervical comparativo no estado da
Bahia foi de 0,21% (0,07-0,6%) (Costa, 2012).
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Figura 1. Perfil de amplificacdo de Mycobacterium bovis por m-PCR de isolados de cultivo bacteriano.
M, marcador de peso molecular 100bp; Ct, controle positivo Mycobacterium tuberculosis H37Rv; Cb,
controle positivo Mycobacterium bovis AN5; A2, A7, Al5 e Al6, amostras positivas para M. bovis; CN,

controle negativo (agua).
CONCLUSOES

Neste estudo, a associagdo entre a inspe¢do post
mortem de rotina em matadouros- frigorificos e o
diagndstico molecular (mPCR) foi eficiente na
identificacdo do M. bovis de cepas isoladas de
cultivo bacteriano provenientes de fragmentos de
tecidos lesionados, o que possibilitou a adocéo
de medidas sanitarias em curto periodo de tempo.
A atual infraestrutura dos matadouros-
frigorificos no estado da Bahia, associada ao
status sanitario de baixa prevaléncia da
tuberculose bovina, permite a implantagdo de um
sistema de vigilancia epidemioldgica para
deteccdo dessa enfermidade em propriedades
foco. Essa metodologia parece ser uma estratégia
adequada para adiantar o processo de erradicacdo
no estado, mas exige maior integracdo entre 0s
servicos de inspecdo e os laboratorios de
diagnostico.
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