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RESUMO

Foram identificadas por PCR e testes microbioldgicos 163 amostras de Mycobacterium bovis isoladas de
254 lesdes tipo tuberculosas (LTTs) provenientes de diferentes bovinos abatidos em matadouros.
Repiques da cuitura das 163 amostras foram semeadas em meio de cultura 7H11 contendo 2 pg/ml.
isoniazida, sendo observado o crescimento de quatro amostras. Uma fragdo (n=54) das LTTs tiveram o
DNA da micobactéria extraido diretamente do tecido pelo uso de tiocianato de guanidina 5M, resultande
em 70,3% (n=38) de positivos para o0 Complexo Mjycobacterium tuberculosis identificados por PCR. O
isolamento do Complexo Mycobacterium tuberculosis do grupo (n=54) de LTTs por cultivo
microbiol6gico.foi de 42,5% (n=23). Uma outra fragio das amostras (n=60), incluindo as amostras
resistentes 4 isoniazida, foi submetida a testes de genotipagem, DR-spoligotyping, 156110-RFLP e PGRS-
RFLP observando-se polimorfismos ja relatados na literatura e outros ainda nio observados. Os testes de
genotipagem realizados ndo demonstraramn perfis exclusivos para o DNA das amostras resistentes 3
isoniazida,

Palavras-chave: identificagfio de Mycobacterium bovis, polimorfismo de DNA, resisténcia 4 isoniazida,
Brasil.
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ABSTRACT

Identification of 163 samples of Mycobacterium bovis by PCR and microbiological tests were carried out

on 254 tuberculous-like lesions (TLLs) collected in cattle during slaughter. Isoniazid resistance was

investigated on positive cultures (163) by subculturing in 7H11 media containing 2 mg/mL isoniazid,

Four isolates grew under this condition. A group of TLLs (n=54) had their DNA isolated and analyzed by

PCR in the presence of a-casein into the 5M thiocyanate extraction mix. The PCR was positive for

Mycobacterium Complex tuberculosis in 70,3% (n=38) of these samples. Primary isolation by culture of -
the Complex Mycobacterium tuberculosis in the same group (n=54) of TLLs was positive in 42,5%

(n=23) of the samples. Another group of sarnples (n=60), including those resistant to isoniazid, were

submitted to genotyping analysis by DR-spoligotyping, IS6110-RFLP and PGRS-RFLP. Several -
polymorphisms were observed, some of them new others already described in the literature. The genotype

analysis did not demonstrate exclusive profiles for DNA of the isoniazid resistant samples.

Key words: Mycobacterium bovis identification, DNA polimorphism, isoniazid resistant, Brazil
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1 - INTRODUCAO

A tuberculose bovina, causada pela espécie
Mycobacterium bovis pertence classicamente ao
complexo Mycobacterium tuberculosis, onde se
incluem o Mycobacterium microti,
Mycobabterium canettii, Mycobacterium
tuberculosis € Mycobacterium africanum (Goh
et al, 2001). A tuberculose bovina,
epidemiologicamente, classifica-se como uma
zoonose, sendo uma enfermidade de ccorréncia
mundial, que determina prejuizos 4 pecudria e
riscos 4 saide da populagio que consome
produtos de origem animal ou que tem contato
direto com animais infectados,

Reis (1965), em “Controle da tuberculose bovina
em alguns paises”, cita conclusdes do Comité de
Expertos em Tuberculose da OMS (Genebra,
1950), "o Comité reconhece o sério problema
que representa a infecgdo humana de origem
bovina, nos paises onde esta enfermidade
prevalece no gado. HA perigo de que a infecgio
se transmita por contacto direto entre os animais
enfermos ¢ os trabalhadores rurais e suas
familias, assim como, através de produtos
alimenticios contaminados. A diminui¢io da
tuberculose bovina contribui para elevar os
niveis econdmicos € de nutrigio de um pais,
devido ao melhoramento da qualidade do leite e
a produtividade do rebanho”. Seguem-se, no
mesmo  texto, observagfes do “1 Simpésio
Internacional sobre Erradicagic da Tuberculose
Bovina”, reunindo especialistas de 20 paises
{Madrid, 1954) *a profilaxia (da tuberculose)
pode abranger de inicio rebanhes ou regides, mas
deve alcangar a totalidade do gado. As condigdes
variam profundamente em diferentes paises e a
experiéncia  demonstrou  que  podem  ser
empregados programas diferentes, adaptados as
necessidades locais”. Comparando-se as mais
diversas observagBes deste texto que descreve
medidas  tomadas internacionalmente para
controle da tuberculose bovina desde 1898
(Dinamarca) com o atual *Programa Nacional de
Controle e Ermadicagio da Brucelose e
Tuberculose Animal - PNCEBT” recentamente
publicado (D.O.U 16/01/2001), veremos uma
grande identidade entre intengdes e formas de
aclo, destacando sempre a importincia de
aspectos  epidemiolégicos da doenga e a
persisténcia de medidas de consenso instituidas
junto a uma insubstituivel vontade politica.
Assim, sem esquecer nossa  realidade

agropecudria e observando Programas de
Controle ¢ Erradicago da Tuberculose Bovina
em paises onde a bovinocultura possui relevincia
econdmica (Austrdlia, EUA, Nova Zeldndia)
apresentamos, como ferramenta indispensavel
neste processo, ¢ aperfeigoamento ¢ aferigio dos
métodos de  diagndstico dessa  doenga
envolvendo técnicas de biologia molecular
voltadas ao rastreamento epidemioldgico.

2 -LITERATURA CONSULTADA

2.1 Protocolos microbiolégicos utilizados para
identificar ¢ caracterizar o Mycobacterium bovis

Baciloscopia

A baciloscopia direta ¢ o método mais répido e
barato para diagndstico de micobacterioses
permitindo identificar a caracteristica 4lcool
acido resistente da micobactéria pela coloragfio
pelo método de Ziehl-Neelsen, mas nfio permite
identificacdio de espécies ou mesmo género.
Apresenta vérios inconvenientes para utilizagio
em animais, principalmente pela dificuldade em
obter amostras de expectoragio confidveis, que
deverfio conter acima de 10* microrganismos por
ml (Sepkowitz et al.,, 1995) para identificagdo
pela baciloscopia. A fim de identificar o bacilo,
indiretammente  podemese utilizar animais de
laboratério para inocular liquidos resuitantes de
extratos suspeitos, como nddulos tubercuidides,
tecidos ganglionares ¢ fluidos orgnicos tais
como sangue, leite ¢ saliva. Estes animais, ao
serem  sacrificados, apresentam  processos
infecciosos locais e ganglionares que, ao exame
microscopico por Ziehl-Neelsen ou auramicina-
rodamina, podem apresentar bacilos do tipo
micobacteriano.

Cultivo em meios nutrientes

Corner & Nicolacopoulos {1988) ¢ Grange et al.
(1996) analisaramn os melhores meios de cultura
para isolamento primdrio de M  bovis e
sugeriram a utilizac3o dos meios de cultura;
Lwenstein-Jensen (LJ) com piruvato de sédio,
Stonebrink’s ¢ Middlebrook 7H11 modificado.
Pela incorporagiio de drogas a estes meios de
cultura pode-se diferenciar micobactérias quanto
a cepas, espécies, caracteristicas metabdlicas e
mesmo resisténcia 3 antibioticoterapia. A cultura
bacterioldgica ainda € considerada como
“padrdo-ouro” e teste definitivo para a
confirmagdo do diagndstico de tuberculose-
doenga, porém ¢ um procedimento extremamente
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lento que pode evar mais de 2 meses para sua
conclusdo (Comer, 1994). Ainda duas ou trés
semanas adicionais sfio requeridas para a
identificacfio bioquimica das amostras isoladas.
A sensibilidade da cultura nfo ¢ de 100%, e
culturas falso-negativas podem ocorrer, pois &
necessdrio de > 10° organismos  vidweis por
mililitro de material como concentrago minima
para cultivo. Esta concentragiio nem sempre ¢
possivel devido a4 contaminagdio dos cultivos por
outros microrganismos, sendo necessarios
processos de descontaminagio A base de 4cidos
(HCL, H,50,), dlcalis (NaOH) e mucoliticos
(duodecil sulfato de s6dio-SDS e N-acetil-L-
cisteina-NALC). Somam-se a estes processos de
perda da  viabilidade, as  sucessivas
centrifugagdes, necessérias para separar a
micobactéria de  fluidos  orgdnicos e
descontaminantes que diminuem a concentragio
do microrganismo a ser cultivado {Sepkowitz et
al., 1995). No Brasil, para o Mjycobacterium
bovis apds  diferentes processos  de
descontaminagfio, Zanini et al.  (2001),
registraram 42,6% de culturas positivas (23
positivos/54 LTTs) e Roxo et al. (1999) em 112
LTTs (lesbes tipo tuberculosas), observaram
variagdes entre 5 a 66,66% dependendo do lote
de LTTs processada. Em condigdes controladas
de coleta e armazenamento, os melhores
resultados de descontaminagio e isolamento
citados na literatura consultada foram ao redor de
70% de sucesso no isolamento (Liebana et al
1995; Cbrner, 1994). Existern, ainda, sistemas
comerciais (Becton-Dickinson Diagnostic
Instrument Systems, USA) que utilizam meios de
cultura incorporados com substéncias
radioméiricas e drogas seletivas que reduzem o
tempo de resultado de identificagio e
sensibilidade a antibiéticos.

2.2 Resisténcia do género Mycobacterium aos
antibi6ticos

A Organizagio Mundial da Safide (OMS)
estimou entre 1990-1999 uma incidéncia de
tuberculose humana de 88 milhdes de casos com
30 milhdes de dbitos sem precisar o percentual
de casos de M. bovis, indicando também média
mundial de 4,1% (390 mil pacientes/ano) dos
casos de tuberculose humana, como sendo de
primo resisténcia 4 isoniazida (INH; hidrazida do
acido isonicotinico} em pacientes tuberculosos
jamais  medicados com qualquer droga
antituberculosa (Cohn, et al,, 1997). A INH,
associada ou nfio a outros medicamentos, tem
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sido a droga de primeira escolha para o
tratamento da tuberculose desde 1952. A INH é
ativada pela catalase-peroxidase da propria
micobactéria, interferindo na biossintese de
4cidos graxos do microrganismo, identificados
como um dos fatores de viruléncia,

A partir de 1954, identificaram-se as primeiras
cepas  resistentes, associadas A perda de
patogenicidade para cobaias ¢ com atividade da
catalase negativa (Middlicbrook, 1954). Em 1964,
Winder demonstrou que a INH agia inibindo a
sintese de 4cidos graxos de cadeia longa nas
micobactérias. Confirmando isto, Banerjee et al.
(1994) analisou cepas resistentes e ndo
resistentes, detalhando o mecanismo de agfio da
INH sobre a via de biossintese dos &cidos
micOlicos. Neste mesmo estudo, verificou-se
uma mutagdo por delegiio, denominada inhA, nos
genes de amostras de M. bovis e M. tuberculosis
resistentes comparando cormn cepas sensiveis a
INH de M. smegmatis. Posteriormente, a regido
correspondente ao l6cus génico inhA, quando
ndo mutante, foi identificado como codificador
de uma ecnoil-ACP redutase, que catalisa uma
fase da elongagdo dos Acidos graxos (Bergler et
al., 1994; Dessen et al., 1995), sendo que
mutagdes deste gene determinam alterages na
ligaciio enire a enzima e o cofator NADH. Assim
sendo, esta alteragiio no gene inhA, resulta em
resisténcia devido 4 alteragiio do l6cus de agdo da
INH.

Uma outra caracteristica das micobactérias INH
resistentes ¢ associada a perda da atividade da
catalase ¢ diminuigio da patogenicidade para
cobaias, expressada pela delegdo total ou parcial
do gene denominado karG. Isto foi confirmado
inicialmente para o M smegmatis ¢ M
tuberculosis (Zhang et al., 1992;1993) em
experimentos onde, por transformagio, foi
inserido este gene em amostras resistentes,
tomando-as catalase positivas e patogénicas para
cobaia. Posteriormente o mesmo processo €
aplicado ao M bovis (Wilson et al., 1995), sendo
também esclarecido que a INH necessitza da
catalase-peroxidase  da  micobactéria para
transformar-se em metabdlito ativo contra a
propria micobactéria. Concluiram entdo estes
experimentos que, Sem O gene (ue expressa o
sistema catalase-peroxidase, nfio ocorre ativagio
de INH.




Desta forma, acredita-se que uma alteragfio no
karG sempre levard resisténcia 4 INH por perda
da atividade catalase-peroxidase, e por
conseguinte a INH nfio sera ativada para agir na
elongacdo de 4cidos graxos da micobactéria. J4
uma alteracdo no gene irhA levari também A
INH-resisténcia mas ndo obrigatoriamente 2
perda da  atividade  catalase-peroxidase,
demonstrando ser a atividade catalase um
indicador parcial da resisténcia 4 INH (Wilson et
al., 1995).

Posteriormente, Wilson & Collins, (1996),
verificaram em uma biblioteca de MBIR
(Mycobacterium bovis isoniazida resistente)
inserida no genoma de M smegmatis, a
hiperexpressio de um promotor do gene ahpC,
envolvido na sintese de antioxidantes thiol-
especificos. Esta hiperexpress3o enwolve uma
subunidade da hidroperéxido redutase que
desencadeia resisténcia 4 INH. Apesar destes
avangos, existemn 25% de situagSes de resisténcia
do Complexo M tuberculosis 4 INH que niio
estdio ainda esclarecidos (Heym et ai., 1995).

No Brasil, o Ministério da SaGde, em seu
“Manual de Bacteriologia da Tuberculose™
(1994) instimi  um protocolo padric de
procedimentos para o diagndstico da tuberculose
¢ ressalta que a resisténcia 4s drogas
antituberculosas tem oscilado entre 10-15% das
amostras testadas. O trabalho conjunto de
diversas instituigdes envolvidas na epidemiologia
da tuberculose no Brasil (Ferrazolli et al., 1995),
resultou pesquisa do gene de expressio da
catalase (karG) em amostras clinicas de M
tuberculosis resistentes, assim como estabeleceu
sua relagio com a MIC (concentrago inibitéria
minima) para INH. Paralelamente, a Fundagio
Oswaldo Cruz ¢ instituigdes internacionais
(Morris et al.,, 1995) verificaram a existéncia de
amostras clinicas de M ruberculosis - MDR
(resistente a miltiplas drogas) no Brasil,
observando resisténcia 3 estreptomicina (genes
rpsL e rrs), rifampicina (gene rpoB) e isoniazida
(genes katG ¢ inhA).

A resisténcia A pirazinamida € caracteristica de
M bovis por mutagdes no gene pncA e OxiR
(Hannan et al., 2001} , enquanto a resisténcia &
estreptomicina  geralmenie  estd associada a
redugio da associagdo do rRNA 16S e a proteina
512 ribossomal (Cooksey et al., 1996).

O método de rotina para avaliar resisténcia de
amostras de micobactérias mais utilizados tem
sido 0 Método da Concentragdo Absoluta (ou
Concentragdo Inibitéria Minima; MIC) ¢ o
Meétodo das Proporgdes ( Collins et al.,1997). No
Método das Proporgdes, diluigdes da cuitura
recente do Complexo M tuberculosis sio
semeadas em meio de cultura com concentragio
geralmente fixa da droga (0,2 pg/mL de meio de
cultura) ¢ avaliadas quanto 4 proporgio de
desenvolvimento de coldnias de resistentes frente
a dilui¢Ses da mesma cultura em meio de cultura
sem droga (Kantor, 1986), j& o Método do MIC
utiliza concentragdio fixa da micobactéria e
concentragdes variadas de droga.

Resisténcia  do Mycobacterium bovis &
isoniazida (INH - hidrazida do acido nicotinico)
Considera-se que o animal tuberculoso constitui
a principal fonte ¢ agente mantenedor da
infecgio no rebanho. A principal forma de
transmissdo ¢ por via respiratéria e, entre as
fontes nfo-respiratérias, a rmais comum ocorre
em bezerros que se infectam ao marnarem leite
infectado. Outras vias, como a cutinea ou a
genital, sfio de ocorréncia bastante rara. Em
alguns rebanhos leiteiros a doenga é endémica e
a transmissfio normalmente respiratéria, o
confinamento predispde 3 doenga, que, portanto,
atinge mais o gado de leite, estabulado, do que o
gado de corte, criado em sistema extensivo. A
forma mais freqilente da doenga ¢ a pulmonar,
que se caracteriza por evolugiio lenta, febre
intermitente, tosse, baixa do peso e astenia (Neil
et al.,, 1994). Pode ainda ocorrer a forma
intestinal, com diarréia cronica e caquexia em
cerca de 10-20% dos casos, e uma forma
ganglionar difusa, forma preferencial de
apresentacio na glandula mamdria.

Quanto ao controle no Brasil, onde a doenga é
endémica, o Ministéric da Agricultura
recomenda o método do  teste-c-abate
(PNCEBT), em que todo animal considerado
reativo nas provas de tuberculiniza¢fio deve ser
encaminhado ao abatedouro. Desta forma
procura-s¢ evitar que os animais infectados
desenvolvam a doenca ¢ venham a disseminé-la
no rebanho bovino ¢ para a populagfio humana
rural que mancja diretamente com 08 anitmais ou
mesmo ingere leite e derivados lécteos ndo-
pasteurizados.
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No que se refere as perdas econdtnicas
determinadas por esta enfermidade, além da
mortalidade, encontra redu¢do de 10 a 20 % de
sua eficiéncia produtiva, infertilidade e
condenagéio de carcagas. Na Argentina, apenas
com a redugfio na produgfio de leite, calcula-se
um decréscimo de 18% na produgdo das vacas
tuberculosas quando comparadas aos animais
sadios (Kantor & Ritacco, 1994). Além disto,
produtos derivados de cames e de leite
origindrios de paises onde ocorre a tubercuiose
ndo podem ser exportados para paises onde esta é
controlada, © que determina prejuizos &
economia nacional ¢ perda de mercado para as

exportagdes, além de wma menor cotagio do
preduto no mercado internacional.

Os dados da situagfo atual da tuberculose bovina
no Brasil, periodo de 1989 a 1998, estio
registrados no PNCEBT (2001} indicando
oficialmente uma prevaléncia média nacional de
1,3% de animais infectados, 0 que demonstra um
rebanho bovino em geral saudivel quanto a esta
enfermidade. Nesta mesma publicagio, a
epidemiologia da tuberculose bovina desperta
maior atengdo quando verificamos que, no
Estado de Minas Gerais, maior produtor de leite
do Pais, propriedades produtoras de leite com
algum grau de mecanizagio da ordenha e
tecnificagio da produgfio registram prevaléncia
de 15% das propriedades com pelo menos um
animal positivo para o teste de tuberculinizagio.
Esses dados sugerem um risco de infecgio direto
de uma populagio humana numericamente
significativa, quer sejam trabalhadores rurais, da
indastria de camnes ou veterindrios. Na Provincia
de Santa Fé, Argentina, foram constatadas entre
1984 e 1989, percentagens de infecgfio por M
bovis de 2.4 a 6.2, entre os casos de tuberculose
humana do periodo (Kantor & Ritacco, 1994),
destacando a infecgfio de trabalhadores ligados as
atividades que envolvem trabalho com bovinos e
seus derivados. O controle da tubercuiose bovina
em regides endémicas ou mesmo em regides
controladas necessita 0 rastreamento
epidemiolégico de fontes de infecglio e
caracterizagio de  amostras de  maior
patogenicidade, sendo a epidemioiogia molecular
uma ferramenta indispensavel para esta avaliagdo
( van Soolingen, ¢t al., 1994)

Quanto a cepas de M bovis resistentes i

antibioticoterapia, observa-se uma crescente
preocupagio da literatura com o aumento de
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casos desta forma de tuberculose tanto em
humanos como em animais. Recentemente,
Sechi et al., (2001) observaram multirresisténcia
de cepas de M bovis isoladas de rebanho na
Sardenha, Itilia, frente as drogas rifampicina e
isoniazida, envolvendo os genes rpoB para
rifampicina e inhA katG e oxyR-ahpC para
isoniazida. A presenca de cepas de M bowis
primariamente resistentes a drogas
antituberculosas na América Latina e seus riscos
para salide publica vém sendo pesquisadas desde
1974 (Kantor et Lesslie, 1974). No Brasil, estudo
isolado com 200 amostras de micobactérias de
tuberculose  humana, observaram-se  sete
amostras de Mycobacterium bovis (3,5%), sendo
trés amostras, multirresistentes a  drogas
antimicobacterianas (Corréa & Corrés, 1974).
Levantamento de resisténcia & INH através de
amostragem aleatéria entre 1985 e 1990 foi
realizado pela OMS na América Latina (Lazlo e
Kantor, 1994). Verificaram 63 amostras (6,64%)
de M tuberculosis resistentes 34 INH, isoladas
entre 948 pacientes tuberculosos. Em estudos
experimentais, a eficiéncia do tratamento ocom
INH em bovinos reagentes a tuberculinizagfo
pode atingir até 100% (Leite e Lage, 1999), mas
sdo citados resultados classicos onde a eficiéncia
varia entre 50% e 96,4% (Langenegger et al,,
1991). Mecanismos diversos de resisténcia do
Mycobacterium bovis a INH tém sido detectados
(Pfyffer, 1999; Slayden ¢ Barry, 2000) em
funcdo de casos de M bovis muitirresistente 2
antibioticoterapia em  pacientes  humanocs
imunodeprimidos e imunocompetentes
(Blazquez et al., 1997, Guerrero et al.,, 1997;
Rivero et al. 2001; Long et al., 1999). Diversos
protocolos sfo envolvidos para rastreamento
epidemioldgico de amostras resistentes ou
amostras de maior viruléncia, desde técnicas
convencionais de isolamento ¢ identificagio até
protocolos de biologia molecular.

2.3 Métodos moleculares para identificagio de
Mycobacterium bovis

Seqilenciamento de dcidos nuciéicos

Recentemente, Gordon et al. (1999) determinou a
seqiléncia do DNA gendmico do M bovis. O
seqlienciamento constitui-se no melhor método
para identificar e determinar alterages
gendmicas. Entretanto, ainda a maioria dos
laboratérios estd impossibilitada de executar essa
técnica devido a custo elevado, treinamento de




pessoal técnico especializado e sofisticagio de
equipamentos.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography - HPLC) e
Cromatografia de Camada Delgada.

E possivel a identificagio de micobactérias
resistentes a antibioticoterapia através da analise
de acidos micdlicos. Esse protocolo baseia-se no
perfil diferenciado de A4cidos micélicos das
diferentes cepas e espécies de micobactérias
(Garza-Gonzalez et al.,1997). No Brasil, a
cromatografia de camada delgada ¢ utilizada para
diferenciagdic de espécies no Instituto de
Quimica-UNESP, Araraquara, SP (Leite C.Q et
al., 1998).

Nio se mostram sensiveis o bastante para
detectar  bacilos  dlcool-acidos  resistentes
diretamente da amostra clinica, uma vez que 10°
Iicrorganismos s30 necessarios para que ocorra
a hibridiza¢io em condi¢des de rotina (Butcher
at al., 1996), o que lhe confere uma sensibilidade
préxima 4 baciloscopia corada pelo método de
Zichl-Neelsen, mas em contrapartida possui alta
especificidade quanto 2 identificagiio de espécies.
Atualmente, as sondas moleculares sdo
componentes da maioria dos processos de
biologia molecular que permitem a identificagdio
de particularidades de uma infinidade de
microrganismos.

Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR ¢ um método de sintese enzimatica in
Vilro que permite a geragdo exponencial de
seqiléncias génicas especificas a partir de
misturas simples ou complexas de RNA ou
DNA. A reagiio basica tem, como componentes,
um DNA que contém uma seqiiéncia especifica
de nuclectideos a ser amplificado (DNA molde
ou DNA alvo), os 4 desoxirribonuclectideos tri-
fosfato  presentes em  excesso, uma DNA
polimerase ¢ um par de oligonuclectideos
sintéticos complementares a regiSes adjacentes a
regido a ser amplificada, equilibrados por um
tampdo adequado. A reag3o consiste basicamente
em uma alteragdo sucessiva de temperaturas nas
quais 0 DNA serd desnaturado, os iniciadores se
anelardo a essas fitas desnaturadas e a fita molde
de DNA serd copiada. Possui sensibilidade
variando entre 30% a 100% em fungio de falhas
laboratoriais, mas tem especificidade de 95 a
100% ( Noordhoek et al., 1994). O uso da PCR
para deteccdo do Complexo M. tuberculosis em

amostras clinicas de pacientes humanos,
principaimente em escarro, vém sendo relatada
h4 alguns ancs, e hoje se tornou um dos métodos
mais estudados para o diagndstico das
tuberculoses humanas inclusive com
apresentacdo comercial de conjunto de reagentes
prontos para uso (kit) denominada Amplicor
PCR test (Laboratdrio Hoffman-La Roche, Inc.,
USA).

Para identificacio do M bovis, a PCR vem
mostrando resultados promissores conforme
trabalhos em “Anexo” (Zanini et al. 1998a,
Genelhu et al., 1998; Zanini et al,, 2001) A
identificacio da micobactéria direto do material
clinico utilizando a extragio de DNA pelo
tiocionato de guanidina (Kodavanti et al., 1996;
Boom, 1999; Zanini et ai., 2001) apresenta-se
também como alternativa para um diagndstico
mais rapido.

Para a técnica basica do PCR , Rodriguez et al.
(1999) sugeriram iniciadores (primers) da PCR
que amplificariam fragmento de 500 pares de
base (bp) exclusivo do DNA de M bovis. Mais
recentemente, Sechi et al. (2000) verificou que
estes primers ndo amplificavam todas as
amostras de M bovis.

Polimorfismo dos Tamanhos de Fragmentos de
Restricdo  (Restriction  Fragments  Lenght
Polymaorphism - RFLP)}

Em estudos epidemioldgicos de transmissfo da
tuberculose, a andlise por RFLP tem sido a
técnica mais utilizada para o Complexo M
tuberculosis (van Soolingen et al., 1994; Romano
et al., 1996). Este método utiliza endonucleases
de restricdo — enzimas que reconhecem
seqiiéncias especificas de DNA, cortando-o em
fragmentos de diferentes tamanhos. A técnica de
RFLP envolve a detecglio de fragmentos de
restricdo especificos pefa hibridagio com sondas
de DNA marcadas. Elementos moveis do DNA,
seqliéncias de inser¢dio (insertion segment, IS) e
transposons s30 utilizados em  avaliagio
epidemioldgica molecular e estudos filogenéticos
€ taxondmicos, pois influenciam no perfil de
fragmentos  gerados pelas enzimas de
restricdo(Yeng et al., 1995; Cousins et al 1998).
Dependendo do grau de mobilidade ¢ nimero de
copias  destas  seqgiiéncias, sfo  obtidas
“impressdes digitais” ou perfis de DNA (“DNA
fingerprints™) que podem ser utilizadas para
inferir relagio entre cepas e tragar relagdo
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epidemioldgica (Kamerbeek et al., 1997; Kremer
et al, 1999). O RFLP, utilizando enzimas de
restrigio ¢ sondas moleculares tem demonstrado
a transmissdo horizontal de micobactérias entre
animais do mesmo rebanho, assim como, a
transmissfio de determinada cepa de micobactéria
entre diferentes espéeies animais que convivem
ermn uma mesma drea geografica (Gutierrez et al.,
1997; Costello et al. 1999, A sonda
tradicionalmente utilizada para diferenciar cepas
de M. tuberculosis tem sido a 1S6110 que se
apresenta com até 20 cOpias no genoma desta
micobactéria, mas 0 mesmo ndo ocorre para o M
bovis que geralmente possui uma ou duas copias
de IS6170 (Fomukong, NG ¢t al. 1992; Niemann
et al., 1999). Para M bovis, o RFLP seguido da
hibridizagfic com sonda rica em Guanina-
Citosina-, denominada PGRS (polymorphic G -C
rich repetitive sequence) tém demonstrado ser o
protocolec com maior poder de diferenciagio
entre amostras. Entretanto, este protocolo
demanda 4 ou 5 dias e é extremamente exigente
em quantidade de DNA para processamento
(Roring et al., 1998). Recomenda-se, para
situa¢des de estudos populacionais ou quando se
dispde-se pouco DNA extraido, a utilizagldo da
técnica de Andlise de Oligonucleotideos entre
Seqgiiéncias Repetitivas Diretas ou  “spacer
oligotyping - spoligotyping” (Roring et al., 1998;
Zurnarraga et al. 1999).

Andlise de Oligonucleotideos entre Seqiiéncias
Repetitivas Diretas — "spoligotyping "

Este método explora o polimorfismo interno das
“Seqliéncias Repetitivas” (DRs; Direct Repeat
Sequences), que contém uma regifio bem
conservada de 36 pares de bases (bp)
intercaladas por segiiéncias de nucleotideos ndo
repetitivos e espagadores (spacer) de 36 a 41 bp.
As amostras variam no nimero de DRs e na
presenga ou auséncia de spacers. O processo
inclui trés etapas distintas; primeiramente,
produgic de uma membrana contendo 43
seqliéncias de nucleotideos nfio  repetitivos
padrdes (spacer); secundariamente, ¢ realizada a
amplificacfio inteira do locus DRs da amostra
pesquisada usando iniciadores especificos (DRa,
DRb) que amplificam as DRs seguidas da
amplificagio dos respectivos spacers. O terceiro
passo constitui em colocar as diferentes DRs
com seus respectivos spacer amplificados em
contato com a membrana contendo os diferentes
spacers, resultando na hibridagdo do spacers
amplificados com sua seqfiéncia homdloga.
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Desenho representativo em “Anexos” auxilia no
entendimento deste protocolo (Kamerbeek et al.,
1997). A auséncia ou presenga de DR com scus
respectivos spacers gera um perfil proprio de
hibridacio de cada amostra, em conseqliéncia da
hibridizag8o de um produto amplificado por PCR
{spacer) com 0 iGeus da memnbrana que contém a
seqiléncia homdloga (Kamerbeek et al,, 1997;
Njanpop-Lafourcade e al, 2001). O
spoligotyping associado ao RFLP e outras
técnicas tém sido utilizados para o estudo de M
bovis que fazem transmissdo horizontal dentro da
mesma espécie ou interespécies, tais como entre
bovinos, humanos ¢ animais selvagens(Aranaz et
al.,, 1996) A associaglo destas técnicas vem
sendo utilizada recentemente para o estudo de
amostras de M bovis  resistente 3
antibioticoterapia (Niemman et al 1999, JCM37-
2) e transmissio nosocomial de M bovis
multirresistente (Samper et al. 1997; Blazquez et
al. 1997 Guerrero et al., 1997)

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Identificagdio de M. bovis em tecido com
lesdo tipo tuberculosa (LTTs)

Local de execugdo e biosseguranga

A microbiologia de lesdes tipo tuberculosas
(LTTs) iniciou-se em junho/1998 e até
outubro/1999 foi realizada no Laboratério de
Referéncia  Animal-Min.  Agricultura e
Abastecimento, Pedro Lecpoldo, MG.
Posteriormente, as atividades de manipulacio de
lesdes tipo tuberculosas (LTTs) foram realizadas
no Instituto Biolégico de S3o Paulo-SP e
Fundag3io Ezquiel Dias-MG. Os protocolos
envolvendo biologia molecular foram
desenvoividos no Laboratdric de Produtos
Naturais, Departamento de Bioquimica, Instituto
de Ciéncias Biologicas — UFMG, laboratérios do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, Escola Paulista de Medicina —
UNESP, Laboratorio de Tuberculose do
Instituto  Adolfo Lutz, Sdo Paulo-SP e no
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecudria-
INTA, Buenos Aires, Argentina. Isto permitiu
que o processamento de LTTs, suspeitas de
contaminagio pelo M. bovis fossem processados
em fluxo faminar classe I B2 e laboratdrios
especificos para este fim. Todo o material de
descarte utilizado na coleta no frigorifico e
manipulago no laboratdério foi autoclavado a




121°C por 20 minutos ou ficou em banho de
formatdeido 10% por 1 hora.

Caracterizacdo da amostragem e lestes
estatisticos

Epidemiologicamente, a anélise das amostras de
M bovis obtidas foi descritiva, prospectiva,
transversal, ndo controlada, de prevaléncia de
casos. Foram coletadas 252 lesGes tipo
tuberculosas (LTTs) a fim de verificar
resisténcia 3 INH. e perfil de fragmentos de
DNA obtido por agdo de enzimas de restrigio
(RFLP) ¢ spoligotyping.

Para determinar estatisticamente o tamanho da
amostragem e suas correlagdes, foram utilizados
¢ Teste de Estudo Descritivo Randomizado Nio
Agrupado (Kish & Leslie, Survey Sampling,
John Wiley & sons, NY, 1965) recomendado
pelo programa EPLINF096 {formula: Sample
Size = n/(1-(n/population) ; n= Z*Z(P(l1-
PY(D*D) e o Teste de x° com I grau de
liberdade.

Coleta de material

Em acordo com o Servigo de Inspegiio Federal-
SIF, Ministério da Agricultura e Abastecimento,
os funciondrios da linha de matanca de 3
frigorificos sob inspegio do SIF, identificados
na Tabela 1, coletaram lesdes tipo tuberculosas
de bovinos abatidos entre o periodo de junho
1998 a novembro de 2000. Além destes, foram
investipados  materiais enviados pelos dois
matadouros mumicipais do municipio de
Divinépolis — MG. As lesdes assim coletadas,
preferencialmente lesdes panglionares, foram
acondicionadas em sacos plasticos de PVC e
congeladas -20°C até o envio em caixa de isopor
com gelo reciclavel para o laboratdrio (Kantor
L N., 1979).

Descontaminagio

Todo o material coletado sofreu primeiramente
processo de descontaminagiio com 4%4NaOH,
Método Classico de Petroff, (Kantor, LN. 1979).
Para as lesGes tipo tuberculosas (LTTs) que apds
tratarnento com 4% NaOH ainda apresentaram-
se contaminadas, foi utilizada a técnica
preconizada por Langenegger (1976) que trata o
material com 6 % 4cido sulfitrico.

Isolamentos de M bovis em tecido com lesdo
tipo tuberculosa

Entre agosto/1998 e novembro/2000 foram
processadas 252 lesSes tipo tuberculosas(L.TTs)
de linfonodos mediastinicos, -bronquiais,
retrofaringios e submaxilares ( Neill et al., 1994)
de bovinos abatidos em localidades diversas
conforme Tabela 1. Essas LTTs determinaram a
condenag@o total ou parcial de carcagas bovinas
nos frigorificos estudados nos Estados de MG e
ES. As LTTs permaneceram em média 25 dias
congeladas e foram transportadas em banho de
gelo entre o frigorifico € o laboratério. Sofreram
descontaminagfio conforme acima  descrito,
seguida de semeadura em meios de cultura
Lowenstein-Jensen  sem glicerol ¢ 0,8% de
piruvato e/ou Stonebrink.

A semeadura inicial foi feita a partir da secgio
de camadas delgadas da parte intema do
material coletado com lesfio tipo tuberculosa.
Este material coletado foi homogeneizado em
gral com areia e solugio salina estéril,
adicionada de solugiio 4% hidréxido de sddio
durante 15 min, deixado em repouso por 3 min,
coletado o sobrenadante, submetido a
centrifugagio 4.000 x g por 15 min. O
sedimento foi ressuspenso em solugdo salina
estéril, corrigido o pH para 7 com 1% HCl e
semeados 0, 5 mlL nos meios de cultura
Stonebrink e LJ sem glicerol ¢ com 0,8% de
piuvato de sédio. O material restante foi
estocado a -20°C para sofrer tratamento de
descontaminagdo para os casos em que a
primeira semeadura foi inviabilizada devido a
contaminantes. Todas as culturas foram
incubadas a 37°C até 90 dias. No intuito de
obter isolamentos de M. bovis, foram realizadas
2-4 semeaduras sucessivas de cada LTT
descontaminada em meios de cultura LI e/on
Stonebrink, Apds incubagio, amostras positivas
das culturas foram examinadas pela coloraglc
de Ziehl-Neelsen e caracterizadas por metodos
bioquimicos e moleculares.

Testes bioguimicos

O meio de cultura Ldwenstein-Jensen (LT}
adicionado de drogas seletivas foi utilizado para
caracterizar as amostras como M. bovis assim
como verificar a resisténcia 4 INH. Foi testado
inicialmente como referencial para todas
asamostras com caracteristicas morfolégicas de
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M. bovis, a inibigio de crescimento em LJ
contendo 2 pg/mL hidrazida do 4cido tiofeno-2-
carboxilico(T-H) como a prova referencial para
amostras de M bovis sensiveis 3 INH e positiva
para amostras resistentes (Grange, 1996; Kantor,
1988; Wayne, 1982),

Para diferenciar M ruberculosis de M bovis,
foram realizados também os testes da fita de
niacina, Difco-USA (até 30% das cepas BCG de
M bovis podem acumular pequenas
quantidades de niacina), a reagio de reducio de
nitratos  (algumas cepas exibem provas
fracamente positivas), cultivo em LJ contendo
100 pg/mL de pirazinamida. Também foi testada
a atividade de catalase de forma
semiquantitativa adicionando 1 mL de solugo
Tween-perdxido (70% Tween 80 a 10%+ 30%
Hy0,) recém preparada s culturas em 7H11,
permanecendo em posigio vertical durante 5
min para leitura ¢ verificando presenga de
bolhas,

Para testar a resisténcia 3 INH “in vitro™” das 29
amostras  de M. bovis pertencentes 2
bacterioteca do Instituto Biolégico de Sdo Paulo,
foi inicialmente tilizado o Método das
ProporgBes em sua integra (amostras de 1-IB a
29-1B, Tabela 1), ou seja, diluigdes 10" a 10~ da
amostra de M. bovis a partir da comparagio com
o padio n’l da Escala McFarland,
correspondente a aproximadamente 10° bacilos
(Kantor, 1996; 1988). A seguir, foi realizada a
semeadura de 0,1 mi das diluigdes 10” a 10 em
4 tubos de meio Stonebrink com glutamato de
sodio  (substitutive do piruvato) e sem
isoniazida € em 4 tubos de meio Stonebrink com
0,2 pg/ml de isoniazida. Para as amostras
isoladas de LTTs de bovinos abatidos em
matadouros (amostras 01 a 252) foram
utilizados somente 3 tubos de meio de cultura
para cada amiostra. Para tanto, foi mantida uma
concentraciio fixa de 0,1 ug/mL de isoniazida no
meio de cultura 7HI1 e semeada uma
concentragfio fixa do cultivo da micobactéria
proveniente de LT com 0,8% de piruvato de
s6dio (uma alga descartavel calibrada para 0,2
pl). O célculo desta concentragio fixa de
semeadura foi baseado na diluiglio do contelklo
de uma al¢a calibrada de 0,2 pl repleta de
cultivo de M bovis em 9,9 ml 1% de 4cido
sulfirico que deve corresponder a um padriio de
turbidez 2 o tubo n®1 da Escala McFarland,
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indicando uma concentrago aproximada de >
10° bacilos/ml (Kantor, 1986). Todos os tubos
foram incubados a 37°C e observados por 40
dias.

3.2 Kentificagio molecular de micobactérias
sensiveis ¢ resistentes 3 INH

A Reagio da Polimerase em Cadeia (PCR) foi
utilizada para confirmar a identificagio do
Complexo Mycobacterium tuberculosis em
todas as culturas positivas e negativas. Além
disso, as culturas sensiveis e resistentes 3 INH
foram analisadas por outras técnicas de biologia
molecular para verificar alteragSes gendmicas
ocorridas. Os protocolos destas técnicas foram
realizados conforme a descrigio abaixo e
também relatado em trabalho publicado (Zanini
et al., 2001).

321 Extragio de DNA

Extracdo de DNA para PCR direto de lesdo tipo
tuberculosa (LLTs)

As primeiras 54 LTTs processadas, foram
processadas conforme Zanini et al. (2001)
utilizando a digestio com  tiocianato de
guanidina ( Fluka Chemie, Suiga, cddigo 50990)
associado & o« caseina (Boom, et al., 1999). O
protocolo observado foi o seguinte: 100 mg da
LTTs ¢ misturado em 1,2 mL de tampdo 20 mM
Tris-HCI pH 7.0, contendo 1,2 mg de oc caseina,
12 mg proteinase K, (,5% Tween 20 e incubado
12 h/ 60 °C, finalizando com 15 min / 100 °C.
A esta mistura € acrescentado 1/10 viv de
tampéio de lise contendo 5,25 M de tiocianato de
guanidina (GuSCN), 50 mM Tris-HCI pH 6.4,
20 mM EDTA, 1,3% Triton X-100, 0,1% de «
caseina e 1,2 % de diatomécea. Esta suspensio,
contendo DNA adsorvido 4 diatomacea, ¢é
centrifugada 3X (12,000 g x 15 s), sendo o
sedimento lavado e ressuspenso em 5 ml de 5,25
M GuSCN, 50 mM Tris-HCL, pH 6,4. Apés,
segue-se com 3X lavagem em 5 ml de 10 mM
Tris, 1 mM EDTA pH 8,0 (TE). Finalmente, &
realizada a eluigo do DNA adsorvido &
diatomécea, 0 sedimento ¢ suspenso em 0,3 mL
TE, e aquecido 56 °C/10 min. O DNA obtido
apds quantificagio em concentragiio minima de
50 pg, ¢ entdo submetido a PCR utilizando os
iniciadores INS-1 e INS-2. O produto
amplificado ¢ aplicado em 6% gel de
poliacrilamida e submetido 4 eletroforese. Em




seguida, o gel é corado com prata, detectando-se
um fragmento de 245 pares de bases (Zanini et
al., 2001).

Extracdo de DNA de cultivos para PCR, RFLP e
spoligotyping

Conforme wvan Soolingen et al. (1994), as
coldnias de micobactérias em LJ foram
transferidas para eppendorf com 400ul TE.
Foram inativadas aquecendo por 20 min em
banho-maria a 80°C (ou em Heat Block),
centrifugadas 2 min/12.000 mpm (25,000 g),
desprezade sobrenadante e ressuspendido em
350 pl TE. O sedimento foi, em seguida,
adicionado de 50-70pl de lisozima (10mg/ml)
Foi agitado até desfazer todos s grumos
maiores. Os tubos foram incubados a 37°C
durante 10-12 horas. No dia seguinte, foram
adicionados de 10 pl proteinase K (10 mg/mL) e
70 ul de 10% SDS. Agitar 5s, incubados em
banho-maria 65°C/10min. Novamente agitados
vigorosamente ¢ adicionados de 100ul de NaCl
5M e 80l de CTAB/NaCl (pré-aquecido 65°C).
Agitar até ficar leitoso. Novamente os tubcs
foram incubados em banho-maria 65°C/10 min.
Refrigerados por 10 min a 4°C. Adicionados de
400pl de clorofSrmio/isoamil alcool, agitar 20s.
Deixados em repouso (10 min) para separar em
2 fases. Pipetados entio o sobrenadante
(cloroférmio + fase aquosa) para novo tubo e
completado para 1400 pl com cloroférmio
isoamil. Agitado até ficar leitoso (30s).
Centrifugado a 4°C por 8 min/12000 g. Em
seguida, foram transferidos 600pl da fase
aquosa para novo tubo. Adicionados ent3o de
450u] de isopropanol (0.6 vol), misturado por
inversdo.Colocados a -20°C por 20 min ou
durante 10-12 horas, 4°C. Centrifugados a 4°C
por 15 min em 12,000 g Desprezado o
sobrenadante por invers@io e lavado o sedimento
1x com 1000ul/ etanol 70% frio, sem agitar, Os
tubos foram enmtdo centrifugados por 5 min a
4°CN2 000 g. Desprezado o sobrenadante por
inversio, centrifugados por mais 1 min a 4°C
em 12 000 g, retirado o sobrenadante restante.
Por fim, os tubos contendo o DNA como
sedimento foram deixados a secar ao ar ou
estufa por no médmo 2 h. ApoOs isso,
adicionados de 20-30ul de H0 miliQ oun
tampdo TE pH 8.0. Incubados a temperatura
ambiente pelo menos 24 horas para dissolugio
do DNA. Estocados a 4°C apds liofilizago.

A seguir, foi ajustada a concentraciio do DNA
extraido para 2 a 4,0 pg comparando
visualmente com padrio de concentragdo
conhecido (Figura 1). A solugio estoque de
DNA. das diversas amostras foi aferida para
possuir no minimo 200 ng/ul que foram
utilizados na digestdo com enzimas de restrigéio
(Prull ou Alul). Para verificar esta
concentragiio, foi feita a mistura prévia de 2 pl
DNA extraido com 98 pl tampic 1x TE
(dilui¢@io 1:50 - 200ng/50=4 ng/pl). Inoculado
em gel 0,8% agarose e realizada a eletroforese
em paralelo como padrio de concentragio de
DNA (DNA Hind T referéncia, 3* banda de
cima para baixo contém 9 ng).

3.22PCR

O PCR para arnbas as modalidades de extragio
de DNA foi realizado segundo protocolo
descrito abaixo. Os reagentes ¢ condigBes
iniciais da PCR foram: 50mM Tris-HCI (pH 8.3)
50mM KCI, 2.5mM MgCly, 0.2 mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 50 pmol de cada iniciador, INS-
1 ¢ INS-2, 2 unidades de Tag polimerase, DNA
extraido a partir das culturas, aproximadamente
50 pg, g.s.p dgua estéril deionizada 25 i, e
finalmente 15 ul de 6leo mineral para evitar a
evaporagdo da mistura. ‘O programa estabelecido
para © termociclador de temperatura foi de
94°C-5 min para desnaturagio inicial sem Tag
polimerase , seguida da adicio de Tag
polimerase e repetigio de 30 ciclos de 94°C-2
min, 56°C-2 min, 72°C-1 min, finalizando com
um ciclo de extensdio a 72 C, 10 min. A
otimizaciio da PCR foi realizada variando
particularmente os pardmetros de MgCl, e
temperatura de alinhamento. Foram aplicados,
entdo, 2 ul do produto amplificado acrescido de
tampdo de corrida para gel de poliacrilamida
6%. As condigBes de eletroforese foram de 100
V, 20 mA, 2 W, 40 min. O preparo do gel foi
realizade com 8,0 mL de dgua miliQ, 1,2 mL de
buffer TBE 10x, 2,4 mL de acrilamida 30%,
filtrada, 80 pl de APS, 10 ul de TEMED. Aposa
eletroforese, os fragmentos amplificados foram
revelados pelo método da  coloragio de
revelagio por prata com o seguinte
procedimento: lavar em 4gua destilada ¢ soltar o
gel da placa de vidro, soluglio fixadora (etanol
10%+ac. acético 0,5%), 5 min em agitagfo, lavar
em 4gua destilada, banhar em solugdo de prata
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(0,1 g AgNO3 + 16,66 mL sol. fixadora + 33,33
mL de agua destilada) sob agitacio durante 10
min, lavar em agua destilada, emergir em agua
destilada sob agitagdio por 5 min, emergir em
solugdo reveladora (3 g NaOH + 03 mL
formaldeido qsp dgua dest. 100 mL) sob agitagio
até surgirem as bandas de amplificaciio do
DNA.

3.2.3  Protocolo de RFLP utilizado

Esta técnica foi aplicada utilizando protocoloes ja
descritos { van Soolingen et al., 1994; Yeng et
al., 1995; Romano et al., 1996; Cousins et al
1998).

Digestdo enzimdtica DN4 extraido

. Digestdo com Aiul 4 ug do DNA
purificado foram digeridos com 20 unidades de
enzima, cuja concentragdo de estoque é 10 uw/pl,
em presenga de 1/10 vol do 10X tampdo da
enzima em q.s.p 20 ul de dgua milliQ. A agdo de
clivagem da enzima faz-se na ligagio fosfitica

. 5°-AGLCT-3".......3"-TCTGA-5

Os fragmentos obtidos estio demonstrados na
Figura 1.

. Digestio com Pwil: 4 pg do DNA
purificado foram digeridos com 10 unidades de
enzima, cuja concentragio de estoque ¢ 10 wul.
em presenga de 1/10 vol do 10X tampdo da
enzima em ¢.5.p 20 pl de dgua milliQQ. A agfio de
clivagem da enzima faz-se na ligacfio fosfitica
5"-CAGYCTG-3 ...........3-GTCTGAC-5"

Os fragmentos obtidos estio demonstrados na
Figura 1.

Novamente estima-se a concentragio de DNA
digerido, tomando 1 pl DNA digerido diluido
em 5 pl H;0, acrescido de 1 pl de tampéo
corrida 6x sem marcador de pese molecular.
Aplicar em agarose 0,8%{6x10) com pente de
15 canaletas , correr 5 min/100V. Corar com
brometo e verificar a concentragfio de DNAs
digeridos comparando com fotos referéncia de
DNAs digerido e concentragiio de 0,2 pg/ul
(Figura 1, padrio de peso molecular).

Condigdes de eletroforese de DNA digerido

Os géis de agarose de 14x21cm foram
preparados na concentragio de 0,8% de agarose
em tampdo TBE (10mM Tris-HC1 pH 8.0, 10
mM acido bérico, 2,5 mM EDTA). Na primeira
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canaleta foram aplicados 3 ul de marcador
interno, composto de PhilX174—Haelll e DNA
Superdigerido Enovelado  (Underdigested
Supercoilded - Gibco/BRL}) que ilustra
fragmentos entre 0,6 a 16 kb a fim de observar a
migragio do DNA durante ¢ eletroforese. O
marcador foi preparado da seguinte maneira:
10u} Underdigested Supercoilded {(concentragio
40 ng/ul) 20 ul PhiX 174- Haell {concentragiio
50 ng/ul) 130 ul TE (10mM Tris-CI pH 8,0, 1
mM EDTA) e 40 ul de tampdo de amostra de
DNA 5X. Nas demais canaletas foram aplicadas
as amostras contendo, aproximadamente, 4 ug
DNA digerido em tampdc de amostra de DNA
contendo marcador molecular intemo que
assinala fragmentos entre 0,6 e 16 kb, Na
segunda € ultima canaleta foi aplicado DNA
digerido com Alul de cepa referéncia de M
bavis ANS5 e BCG cedidas pelo LARA-MA,
Pedro Leopoldo, MG. A eletroforese foi
desenvolvida sob voltagem de 40 wvolts ¢ o
tempo de corrida foi de 22 horas.

b 23,1 Kb
09,4 Kb
06,6 Kb

Figura 1 - Comparagio de DNA extraido (1) ¢
pos-digestdo com Pwull (2), Alul (3) frente ao
marcador de peso molecular (4), Lambda DNA
— Hind 1

Transferéncia por capilaridade do Dna
digerido sob condi¢des alcalinas  para
membrana de fibra sintética (Hyfbond +,
Amersham Pharmacia, USA)

Foi utilizado o protocolo estabelecido no
manual do conjunto de reagentes (kit)
denominado  Alkphos Direct  (Amersham-
Pharmacia, USA), que permite a marcagio de
sondas pela quimiluminescéncia e posterior
sensibilizagio de filme radiogréfico. Nesse
protocolo, o gel acima descrito foi submetido
aos seguintes tratamentos: submerso
completamente 10 min em 500 mL 0,25 M HCl,
lavado por 5 s em agua destilada, incubado em




500 mL 0,4 M NaOH/20 min., lavado por 5 s em
dgua destilada, incubado novamente em 0,4 M
NaOH/20 min, lavado novamente por 5 s em
4gua destilada. Fot montado, entdo, o
“sanduiche” de transferéncia, onde foi colocado
na parte inferior, papel filtro sobre um suporte
em contato com §00 mL de 10X SSC (3M
cloreto de sddio + 0,3M citrato de sodio), segue-
se com o gel de agarose ¢ a membrana de nylon
{Hybond+, Amersham) em contato direto com o
gel. Esta membrana foi seguida de camadas
sucessivas de papel absorvenie para uma altura
de 15 cm. Esta transferéncia por capilaridade foi
aplicada por no minimo 12 h., Apds esse
periodo, o gel foi corado com brometo de etidio
para visualizagio da transferéncia completa. Em
seguida, a membrana foi lavada 2 min em 2x
S5C e colocada por 2 min em contato com papel
filtro saturado de 0,4 M NaOH Entio, a
membrana foi lavada novamente em 5x SSC.
Deixado escorrer 0 excesso de SSC,
permanecendo dmida. Por fim, foi feita a
fixagdo do DNA a4 membrana com luz
ultravioleta nas condigBes de 254 nm/S min.
Seguido de armazenagem em geladeira (4°C)
levemente imida envolta em parafilme,

Marcagcdo de sonda gémica e detecgdo de
Jragmentos de DNA por quimiluminescéncia

As sondas utilizadas foram duas; primeiramente
uma sonda resultado da amplificagio por PCR
do fragmento de 245 pares de base (INS-1) da
IS6110 de M. ruberculosis e uma outra sonda
sintética rica em nucleotideos C-G, denominada
PGRS (van Soolingen et al., 1994; Yeng et al.,
1995; Romano et al., 1996; Cousins et al 1998).
Para os marcadores internos, foi utilizada a fita
simples de DNA do proprio marcador intemo ja
descrito, pds-desnaturagio pelo calor. A
marcagiio destas sondas (marcador interno,
1S6110, PGRS) foi iniciada dituindo em 4dgua o
DNA (sonda) a ser marcado para uma
concentragdo de 10ng/ul. Desnaturado 50 pl
{100 ng) do DNA-sonda , fervendo por 5 min.
Imediatamente apés a fervira, o tubo foi
colocado em gelo por pelo menos 5 min,
Acrescentado entdo de 10 yl reaction buffer
(Alkphos Direct-NIF1551) ao DNA-sonda
gelado. Seguido de adi¢io de 2 pl do labelling
reagent (Alkphos Direct). Apés isso, foram
adicionados 10 ul cross-linker working solution
{Alkphos Direct). Homogeinizado, seguido de
rapida centrifugagfic para precipitacio dos

constituintes. Incubado 30 min/37°C A sonda
assim produzida, pode ser usada imediatamente
ou estocada em gelo até 2 h. Para hibridizagio
com a membrana de nylon contendo os
fragmentos de DNA de M bovis digeridos, foi
pré-aquecida a 55 C com 20 ml. hibridisation
buffer {Alkphos Direct: 6,3 mL para 10 e’ de
membrana) e colocada a membrana em tubo de
hibridizagio para pré-hibridizagio por pelo
menos 15 min a 55 °C em forno de hibridizaggo.
O DNA-sonda desnaturado ¢ marcado, na
concentragio de 5-10 ng de sonda/ml. de
hibridisation buffer (Alkphos Direct) foi entdio
acrescentado e realizada a incubagdo por 10-12
1/55°C. O tratamento pos-hibridizagio, consistiu
em pré aquecer a 55 °C, 100 mL de primary
wash buffer (Alkphos Direct), desprezar a sonda
e hibridisation buffer do tubo, colocar 50 mL
grimary wash buffer (Alkphos Direct) , 55
C/10min. Desprezado o primeiro primary wash
buffer ¢ adicionados mais 50 mL de novo
primary wash buffer. Incubado novamente
55°C/10min . Depots, a membrana foi colocada
com o lado da transferéncia para cima em uma
cuba. Banhada com 50 mL de secondary wash
buffer (Alkphos Direct) durante 5 min, sob
agitagio € temperatura ambiente. Repetida a
lavagem com novo secondary wash buffer por
mais 5 min. A detecgfo por quimiluminescéncia
ocorreu em sala escura com luz vermelha;
quando a membrana foi banhada com 5 mL do
detect reagent (Alkphos Direct) durante 2-5
min, A membrana foi entdio exposta com a parte
hibridizada para cima em contato com o filme
radiografico, passando-se parafilme em volta do
conjunto membrana ¢ filme radiogréfico e
colocado o conjunto em cassete apropriado para
exposic3o radiografica durante 4 h. Foi feita
revelagdo do filme sob as seguintes condigdes: 1
min para solugio reveladora, lavada em dgua
por dois min, colocada em solugdo fixadora
mais um min. A reutilizagiio da membrana para
novas hibridizagGes foi realizada (com sonda de
marcadores internos) ap6s uma lavagem
estringente (stripping), incubando a membrana
em 0,5% (w/v) SDS /60 °C / 60 min. Em
seguida, 2 membrana foi lavada em 100 mM
Tris- pH8,0 (5 mL 1 M + 45 mL 4gua) / 5 min.
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Andlise de Oligonucleotideos emire Segiiéncias
Repetitivas Diretas — “spoligotyping”’

Este método explora o polimorfismo interno das
“Seqiiéncia Repetitivas” (DRs; Direct Repeat
Sequences), que contém uma regifo bem
conservada de 36 pares de bases (bp)
intercaladas por segiiéncias de nucleotideos ndo
repetitivos e espagadores(spacers)de 36 a 41 bp.
As amostras variam no nimero de DRs e na
presenga ou auséncia de spacers. Q processo
inclui trés etapas distintas: primeiramente,
produgio de uma membrana contendo 43
seqiiéncias de nucleotideos ndo repetitivos
padrdes (spacers) adquirida comercialmente
(Isogen, Bélgica); secundariamente, é realizada
a amplificaco inteira do lécus DRs da amostra
pesquisada usando iniciadores especificos (DRa,
DRb) que amplificam as DRs seguida da
amplificagdo dos respectivos spacers (ver
esquema em “Anexos”, Kamerbeck et al., 1997).
O terceiro passo constitui em colocar as
diferentes DRs com seus respectivos spacers
amplificados em contato com a membrana
contendo os diferentes spacers, resultando na
hibridagdo dos spacers amplificados com sua
seqiiéncia homologa. A auséncia ou presenga de
diferentes DR com seus respectivos spacers gera
um perfil proprio de hibridacio de cada amostra
(Kamerbeek et al., 1997; Njanpop-Lafourcade et
al., 2001). Esta técnica foi executada, para 35
DNAs extraidos de diferentes amostras por
parceria técnica com  Instituto Nacional de
Tecnologia Argentina - INTA, Buenos Aires,
Argentina, utilizando protocolo descrito por
Zumarraga et al. (1999).

4. RESULTADOS

4.1 ldentificagio de M bovis em tecido com
lesdo tipe tuberculosa (1'TTs)

Para as 252 LTTs (lesdes tipo tuberculosas)
semeadas em meios de cultura LT sem glicerol ¢
com 0,8% de piruvato (LJ+P) foram obtidos 135
(53,5%) isolamentos de M. bovis. Os resultados
detathados deste procedimento estiio expressos
na Tabela 1 e Anexos. Estas culturas foram
incubadas até 90 dias, 37°C, observando-se
morfologia e coloragfio, semanalmente. Os tubos
com aspecto macro ¢ microscopicos condizentes
com M. bovis (crescimento disgonico, poucas €
pequenas colonias, chatas e lisas, crescimento
lento, sem pigmento) foram caracterizados como
bacilo dicool acido resistente (BAAR), seguido
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da confirmagdo por PCR pela presenga de
IS6/f0 para o Complexo M tuberculosis.
Repiques subseqiientes foram realizados das
culturas positivas a fim de permitir outras provas
de identificagio. Foram entio escolhidas 60
amostras isoladas entre LTTs de gado misto
(n=28) ¢ gado de corte (n=32) e utilizadas para
RFLPs (identificadas na Tabela de Anexos com
as siglas “PGRS”, “spol” e “mba™). Estas
amostras  mantiveram-se sem contaminagfo
apos varios repiques e também obedeceram as
metodologias  de  identificagiic  bioquimicas
(Gramsci et al., 1996; Kantor, 1988). Estas
amostras foram identificadas bioquimicamente
resuitando em auséncia de atividade de reducgio
de nitrato (Difco,USA) e negativas para o teste
da fita de niacina(Difco, USA), crescimento
negativo em presenga de acido p-nitrobenzoico
{PNB) e hidrazida do dcido tiofeno-carboxilico
(TCH, 2 pg/mL), crescimento positivo em
presenga e pirazinamida (100pug/ml) e
condi¢des de microaerofilia por crescimento em
7H9. Nas quatro amostras classificadas como
resistentes 4 INH, observou-se prova negativa
para catalase e crescimento na presencga de TCH,
2 ug/ml. Foram realizados também esfregacos
diretos das LTTs e corados por Zichl-Neelsen
(Z-N), observando-se BAAR somenle em trés
esfregacos de 252 LTTs.

Observaram-se, ainda, 24 amostras com
crescimento de micobactérias atipicas
{(crescimento rapido, escotocromogénicas,
mucosas) e caracterizadas bioquimicamente por
crescimento em presenga de PNB. Verificaram-
se também com freqiiéncia bactérias produtoras
de enzimas proteoliticas que digeriam os meios
a base de ovo. Nio foi realizada a identificagio
de micobactérias atipicas ou contaminantes
diversos por ndo ser o objetivo deste trabalho.

4.2 Crescimento em meio de cultura contendo
isoniazida

Todas as 135 amostras identificadas como M
bovis a partir das LTTs foram testadas frente 4
INH. Para as 135 amostras de M. bovis isoladas
¢ testadas em meio de cultura 7H11 contendo
O0,lug/mi. de INH foram  verificados
crescimentos de quatro amostras caracterizadas
como resistentes 2 INIL A resisténcia a INH
dessas quatro amostras foi confirmada como >
2,0 pg/mL pelo Instituto Adolfo Lutz-Sio Paulo,




utilizando 0 Método da Concentragio Inibitéria
Minima (MIC).

Para as 29 amostras de M bovis pertencentes a
bacterioteca do Instituto Bioldgico-SP {Anexos)
¢ testadas quanto a resisténcia & INH pelo
Meétodo das Proporgles classico com todas as
diluigdes, ndo foi verificada nenhuma amostra
resistente.

Desta forma, foi testado um total de 164
amostras para resisténcia 3 INH, 29 amostras da
bacterioteca do Instituto Biolégico-SP e 135
amostras isoladas de 252 LTTs. Estes resultados
indicaram um percentual geral de resisténcia de
2,4%.

As amostras com resisténcia 3 isoniazida, além
de apresentarem atividade catalase negativa ¢
crescimento em presenga de TCH, foram
testadas frente a outras drogas, conforme Tabela
2.

43 Extragio de DNA do Complexo M
tuberculosis com tiocianato de guanidina e PCR
diretamente de LTTs

As primeiras 54 LTTs processadas com a forma
convencional de descontaminagio pelo Método
de Petroff registraram cultivo positivo para M
bovis em 23 LTTs (42,5%), contaminagdes e
auséncia de crescimento em outras 31 LTTs.
Entretanto, resultados mais significativos para
esse grupo de 54 amostras foram obtidos com
PCR (Complexo M. tuberculosis) positivo em
38 LTTs (70,3%) quando da extragio do DNA
com tiocianato de guanidina (Fluka Chemie,
Suiga, cédigo 50990). Desta forma, a PCR
revelou mais 15 LTTs (27,7%) como positivas
para o Complexo M. tuberculosis, 11 LTTs
negativas e quatro LTTs contaminadas para
cultivo (Zanini et al.,2001). Outras LTTs nio
foram tratadas com este tiocianato por
dificuldades de aquisi¢io da droga produzida
por este fabricante. Os resultados deste
experimento estdo demonstrados no Figura 6.
Estes resultados indicaram uma diferenga
estatisticamente significativa entre o grupo
positivo para cultura e grupo positive para PCR
se utilizarmos o Teste de x* (8,41) com 1 GL e
p<0,01.

4.4 Polimorfismos gendmicos observados

Polimorfismos no spoligotyping

O método spoligotyping (spacer oligotyping)
aplicado a 35 amostras processadas de diferentes
frigorificos demonstrou 10 diferentes
grupamentos (G) que estdo apresentados na
Figura 2 e também identificados em Anexos
com a letra “G” (grupamento) e a sigla “spol”, A
freqiéncia dos grupamentos observados com
seus respectivos perfis estd descrita na Tabela 3.
Foram observadas as maiores freqiiéncias para o
grupamento (G1 (14 amostras), seguido de G2 (7
amostras) € a menor freqgiiéncia para os
grupamentos G6, G8 e G9 (1 amostra)

Polimorfismos no RFLP - 1S6110

Na identificaciio de fragmentos 1S6/10 de 60
amostras isoladas e tratadas com enzima de
restricio Pwull, o perfil predominante de RFLP
foi AO1 (41 amostras, 68,3 %), utilizando como
sonda um fragmento de 245 bp de IS6/10 que
indicou uma tnica banda de 1,9 kb {Figura 3).
Foram também observados outros dezenove
perfis com fragmentos entre 1,9 e 6,0 kb. A
freqiiéncia de perfis com dois fragmentos foram
de n=10, trés fragmentos n=3, ¢ 4 fragmentos
n=6, sendo que, para estas amostras foi realizado
dendograma (Zanini et. al. 2001, Anexos).

Polimorfismos no RFLP - PGRS

Para andlise dos polimorfismos PGRS, as
amostras de cultura foram digeridas com Al e
hibridizadas com sonda rica em C-G, estando
identificadas as amostras trabalhadas em Anexos
com a denominagio “PGRS™. Na avaliagdo
destas 60 amostras somente os fragmentos
acima de 1,9 kb ( Cousins et al., 1998) foram
considerados. A variago de intensidade na
hibridizagdo de amostras foi devido a variaghes
na concentragiio de DNA digerido (2 a 4 pg) e
hibridizado com a sonda PGRS.

No rastreamento de grupos populacionais dos 60
RFLP-PGRS realizados, apresentaram-se vinte e
um perfis distintos (Figura 4A ¢ 4B) que foram
aglutinados em 6 grupamentos em fun¢io do
namero de fragmentos (Figura 7). Estdo
incluidos nestes, 3 perfis distintos para amostras
INH resistentes (Figura 5). No entanto,
utilizando os dados apresentados ndo foi
possivel observar a predomindncia especifica de
determinado perfil em fun¢io de regido
geografica.
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utilizando o Método da Concentracio Inibitoria
Minima (MIC).

Para as 29 amostras de M. bovis pertencentes a
bacterioteca do Instituto Biolégico-SP (Anexos)
€ testadas quanto a resisténcia & INH pelo
Meétodo das Proporgdes classico com todas as
diluigdes, ndo foi verificada nenhuma amostra
resistente.

Desta forma, foi testado um total de 164
amostras para resisténcia a INH, 29 amostras da
bacterioteca do Instituto Bioldgico-SP e 135
amostras isoladas de 252 LTTs. Estes resuitados
indicaram um percentual geral de resisténcia de
2,4%.

As amostras com resisténcia a isoniazida, além
de apresentarem atividade catalase negativa e
crescimento em presenga de TCH, foram
testadas frente a outras drogas, conforme Tabela
2.

4.3 Extragio de DNA do Complexo M
tuberculosis com tiocianato de guanidina e PCR
diretamente de LTTs

As primeiras 54 LTTs processadas com a forma
convencionzl de descontaminagio pelo Método
de Petroff registraram cultivo positivo para M
bovis em 23 LTTs (42,5%), contaminagBes e
auséncia de crescimento em outras 31 LTTs.
Entretanto, resultados mais significativos para
esse grupo de 54 amostras foram obtidos com
PCR (Complexo M tuberculosis) positivo em
38 LTTs (70,3%) quando da extragdo do DNA
com tiocianato de guanidina (Fluka Chemie,
Suiga, cédige 50990). Desta forma, a PCR
revelou mais 15 LTTs (27,7%) como positivas
para o Complexo M tuberculosis, 11 LTTs
negativas e quatro LTTs contaminadas para
cultivo (Zanini et al.,2001). Outras LTTs ndo
foram tratadas com este  tiocianato por
dificuidades de aquisi¢3o da droga produzida
por este fabricante. Os resultados deste
experimento estdo demonstrados no Figura 6.
Estes resultados indicaram uma diferenga
estatisticamente significativa entre o grupo
positivo para cultura e grupo positive para PCR
se utilizarmos o Teste de 12 {(8,41) com 1 GL ¢

p<0,01.

4.4 Polimorfismos gendmicos observados

Polimorfismos no spoligotyping

O método spoligotyping (spacer oligotyping)
aplicado a 35 amostras processadas de diferentes
frigorificos demnonstrou 10 diferentes
grupamentos ((G) que estio apresentados na
Figura 2 ¢ também identificados em Anexos
com a letra “G” (grupamento) e a sigla “spol”. A
freqliéncia dos grupamentos observados com
seus respectivos perfis estd descrita na Tabela 3.
Foram observadas as maiores fregiiéncias para o
grupamento G1 (14 amostras), seguido de G2 (7
amostras) e a menor fregiiéneia para os
grupamentos G6, G8 e G9 (1 amostra)

Polimorfismos no RFLP - [S6110

Na identificagio de fragmentos IS6//0 de 60
amostras isoladas e tratadas com enzima de
restrigdo Pvull, o perfil predominante de RFLP
foi A0l (41 amostras, 68,3 %), utilizando como
sonda um fragmento de 245 bp de IS6//0 que
indicou uma unica banda de 1,9 kb (Figura 3).
Foram também observados outros dezenove
perfis com fragmentos entre 1,9 e 6,0 kb. A
freqiiéncia de perfis com dois fragmentos foram
de n=10, trés fragmentos n=3, e 4 fragmentos
n=6, sendo que, para estas amostras foi realizado
dendograma (Zanini et. al. 2001, Anexos).

Polimorfismos no RFLP - PGRS

Para andlise dos polimorfismos PGRS, as
amostras de cultura foram digeridas com Alul e
hibridizadas com sonda rica em C-G, estando
identificadas as amostras trabalhadas em Anexos
com a demominagdio “PGRS™ MNa avaliagiio
destas 60 amostras somente os fragraentos
acima de 1,9 kb ( Cousins et al., 1998) foram
considerados. A wvariago de intensidade na
hibridiza¢do de amostras foi devido a variagdes
na concentragdo de DNA digerido (2 a4 pug) e
hibridizado com a sonda PGRS,

No rastreamento de grupos populacionais dos 60
RFLP-PGRS realizados, apresentaram-se vinte e
um perfis distintos (Figura 4A e 4B) que foram
aglutinados em 6 grupamentos em fungio do
nimero de fragmentos (Figura 7). Estdo
incluidos nestes, 3 perfis distintos para amostras
INH resistentes (Figura 5). No entanto,
utilizando os dados apresentados ndo foi
possivel observar a predomindncia especifica de
determinade perfil em fungdio de regifo
geografica.
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‘Tabela 1 — Lesdes tipo tuberculose (LTTs) colestadas e analisadas entre agosto/1998 e novembro 2000

Origem da amostra Culturas polimorfismos gendmicos Contaminagio Culturas Total
positivas(%e) culturas positivas negativas
Spol PGRS IS6110  Bacteriana Micobactéria
atipica

SIF 0504 Ituiutaba 41(51,8) 10 24 24 13 07 18 79
SIF 0506 Colatina — ES * 22(50) 06 08 08 16 15 17 44
SIF 3030 Sabara - MG 22(46,8) 03 04 04 08 06 11 47
Frigorifico Municipal 32(59,2) 09 13 13 04 05 13 54
Divinoépolis - MG

kapemirim — ES 02(40) 02 02 02 01 02 (s
5.G.Sapucal - MG 04(100) 01 01 01 04
P. Caldas — MG 05(71,4) 02 02 02 07
P. Alegre - MG 04(80) 01 03 03 01 05
p- Nova - MG 01(50) 01 0t 01 01 02
Trés Coragbes — MG 01(25) 01 01 01 02 01 04
Oliveira - MG 01(100) 01 01 01 1
Totais 135(53,5) 35 60 60 40 24 53 252

* Frigorificos que abatem preferenciaimente gado de corte, sendo outras origens geralmente gado misto.
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Tabela 2 - Resisténcia de amostras INH resistentes frente a outros antibiéticos.

Amostras Drogas (ug/ml.)
Estreptomicina Rifampicina Eticnamida Pirazinamida
4,0 40 20 200
060004(G2) + - + +
06000%(G1) - - + +
090002(G2) + - + +
100004(G1) + - + +

Tabela 3, Freqiiéncia de polimorfismos de DNA pelo spoligotyping em 35 amostras de M bovis

Origem Grupamentos
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 GB  G9 GI0O  Totais

SIF0504-MG 1 - 2 2 2 1 - 1 1 - 10
SIF0506-ES 4 1 - - - - - - - 5
SIF3030-MG 1 - - - - - - - - 2 3
Divinépolis 5 4 - - - - - - - 1 10
Trés Coragdes-MG - 1 - - - - - - - - 1
Pouso Alegre-MG 1 - - - - - - - - - 1
Oliveira -MG 1 - - - - - - - - - 1
Itapemirim-ES 1 1 - - - - 1 - - - 3
Total i4 7 2 2 2 1 2 1 i 3 35

*A representagdo dos polimorfismos de cada grupamento {G) estd demonstrada na Figura 2 e Anexos
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L-N- IR - W R S P ]

pm AB2  A65 A74  A69 Al9 AQl AB8 A94 Al122
n=1 n=4 n=2 n=1 n=3 n=41 n=1 n=2 n=

Figura 3 — Selegio e freqfiéncia de polimorfismos em 60 DNAs de M. bovis digerido com Pvull e hibridizados
com sonda [S67 10 (Polimorfismos individualizados das 60 amostras em Anexos)
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7.0kb
5,0 Kb— p

5,0 kb

3,8 kb_-

2.9 kb-—

2,0 kb umm

Pm 11 13 26 27
7R 9R 13R 13R

Figura 5 — Polimorfismos de DNA resultantes de digestdo com A/ul ¢ hibridizagdo com sonda PGRS de amostras
M. bovis INH- resistentes. . A primeira coluna (pm) ilustra os pesos moleculares de Lambda DNA — Hind 111. Na
primeira linha estdo relacionadas as identificagdes numéricas de cada amostra, na segunda linha (perfil) esta
relacionado o grupo de perfil ao qual cada amostra pertence.
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PCR x Cultivo na identifica¢io de TBC

Total de positivas negativas contaminadas PCRde
lesdes tipo lesdes tipo
TBC TBC

Figura 6 — Identificagiio de M. bowvis por PCR a partir de DNA extraido com tiocianato de guanidina x
cultivo em meio LJ

niimero de amostras

6 8 10 frequénda
fragmentos
PGRS

Figura 7 — Numero de fragmentos observados no RFLP-PGRS x niunero de amostras hibridizadas.
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5. DISCUSSAOQ

5.1 Identificacdo de M. bovis em tecido com
lesdio tipo tuberculosa

Qs linfonodos mediastinicos  bronquiais,
retrofaringeos ¢ submaxilares foram os tecidos
escolhidos na amostragem, pois 80% dos
animais tuberculosos apresentam LTTs nestes
tecidos (Neill et. al., 1994). A escolha dos
meios de cultura, Stonebrink efou LJ sem
glicerol e com piruvato de sédio, para o primo
isolamento, baseou-se nas recomendagbes de
Comer & Nicolacopoulos (1988), Sepkowitz et
al., (1995) e Grange et. al (1996). O
isolamento de 135 amostras de M. bovis
coletadas indicaram de 53,5% de cultivos em
252 LTTs. Este dado & préximo aos resultados
obtidos anteriormente por Zanini et al. (2001),
quando foram encontrados 42,6% de culturas
positivas (23 positivos/54 LTTs). A diferenga
entre os resultados deve considerar que ©
numero de amostras aumentou (4.7x) e as
condigdes de coleta, transporte ¢ processamento
tomaram-se¢ mais eficientes ao longo de 28
meses do experimento, pois passou a OCOTTET
uma maior coordenagdio entre os funcionarios
do Servigo de Inspegiio Federal-MA para o
imediato congelamento das LTTs, assim como
a freqiéncia de viagens do transportador do
material, a habilidade individual no processo de
descontaminagfio € na eficiéneia da semeadura
do material. Comparando-se com outros dados
da literatura, Roxo et al. (1999) em 112 LTTs,
observaram variagdes entre 5 a 66.66% de
sucesso no isolamento de M. bovis para
diferentes lotes de LTTs. A wvariabilidade
desses resultados foi atribuida & ma
conservagdo no transporte do material. Liebana
et al (1995) obtiveram 71,4% de resultados
positivos e Comer (1994), utilizando como
descontaminante 0,075% de HPC
(hexadecylpyridinium chloride), isolou M.
bovis em 73% do material processado. No
entanto, contaminante menos toxicos para a
micobactéria, também possui baixo poder
descontaminante.

As micobactérias do Complexo M. tuberculosis
requerem um tempo prolongado para replicagdo
da ordem de 15 a 22 horas, enquanto o tempo
para  crescimento de outras  bactérias
contaminantes, pode ser de apenas 20 a 30
minutos. Esta despropercio entre velocidade de
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crescimento, pode resultar no répido acumulo
de 4cidos metabdlicos que liquefazem o meio
de cultura, tomando-o insatisfatério para o
isolamento das micobactérias. Desta forma, nas
117 LTTs sem isolamento de M. bovis, 64
apresentaram-se contaminadas por
microrganismos  diversos (25,4%), inclusive
micobactérias  atipicas (24 amostras) de
crescimento rdpido, escotocromogénicas €
fotocromogénicas, positivas para crescimento
em meio de cultura L} contendo 500 pg de
PNB (4cido para nitrobenzdico) que €
indicativo de micobactérias atipicas (Grange et
al. 1996). Nio foram realizadas as
identificagBes dessas amostras por ndo ser o
objetivo deste trabalho. Outras 53 LTTs
tiveram auséneia de qualquer cultive (21%,),
sendo impossivel descartar a presenga ou nfo
de M. bovis, uma vez que os processos de
descontaminagio  empregados  prévios 4
inoculagio (4% NaOH e 6% H,30,) sdo
extremamente lesivos para a parede celular de
bactérias Gram positivas e Gram negativas,
mas em menor grau, também inviabiliza o
crescimento do M. bovis.

O Complexo M. tuberculosis € M. avium-
intracellulare sdo fracos frente a prova de
catalase, igual ou menor a 45 mm de formagio
de bolhas (Kantor, 1988). Mas esta
caracteristica € particularmente valiosa para
identificagio de cepas resistentes & INH, que
geralmente sdo totalmente negativas 4 prova de
catalase. Além disso, muitas micobactérias
atipicas sfio catalase semiquatitativa positivas
(= 45 mm). A atividade de catalase pode ser
avaliada semiquantitativamente medindo-se a
coluna de bolhas produzidas pela adigdo de
peréxido ao tubo com cultura, pois a
micobactéria sensivel a INH tem a capacidade
de decompor o perdxido de hidrogénio em dgua
e oxigénio livre. Foi verificada a produgiio de
bolhas abaixo de 45 mm sobre a superficie do
7H11, que indicaram a atividade fraca catalase
presente para as amostras de M. bovis sensiveis
a4 INH e auséncia de qualquer atividade de
catalase para as amostras resistentes 4 INH.

Foram realizados também esfregagos diretos
das LTTs e corados por Z-N, observando-se
claramente BAAR somente em 3 esfregagos de
252 LTTs (1,2%), diferenciando-se dos
resultados de BAAR para esfregacos de escarro
humane que tém resultados positivos entre 50%




e B80% das amostras examinadas. Estes
resultados estio de acordo com a literatura
consultada, pois as mesmas indicam a
necessidade de realizagfio de cultura prévia para
identificagdo de BAAR em material que nfio
seja o escarro (Kantor, 1988, Sepkowitz et al.,
1995). Na tuberculose animal, a baciloscopia
ndo ¢é decisiva, pois Orgdos com lesdes
macroscopicas tipicas de tuberculose podem
nio conter BAAR a0 exame direto; devido a
isso se deve sempre efetuar o cultivo (Kantor,
1988).

5.2 Crescimento em meio de cultura 7HI1
contendo 0,1pg/mL de INH

Variados métodos tém sido propostos para o
estudo de resisténcia de micobactérias &
antibioticoterapia, tais como o perfil de dcidos
micélicos pela Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia e Cromatografia em Camada
Delgada (Garza-Gonzélez et al,1997) ¢ o
MGIT®, mas requerem reagentes e
equipamentos de custo elevado e/ou pessoal
altamente treinado. O cultivo da micobactéria
em meios de cultura contendo antibiéticos € um
método classico de aceitaglio mundial e de
baixo custo se comparado a outros processos,
apesar de necessitar um tempo mais prolongado
para identificar a resisténcia antibacteriana e
deve-se  considerar, também, perda de
eficiéncia em fungio de contaminagdes
(amostras que se contaminam ne teste de
resisténeia). No contexto do M. bovis, deve-se
ainda considerar a resisténcia natural a
pirazinamida por mutagSes no gene prncA e
OxiR (Hannan et al., 2001), tornando o M.
bovis naturalmente resistente a esta droga.

Para verificar a resisténcia das 164 culturas
positivas de M. bovis isoladas, ¢ Método das
Proporgdes (Kantor, 1986) com dilui¢es (10
a 10%) foi aplicado em uma parcela das
amostras (29 da bacterioteca do Instituto
Biolégico-SP), mas mostrou-se trabalhoso e
n#o indicativo de baixa resisténcia. O Método
das Proporges convencionalmente envolve
dilui¢Bes da micobactéria e cultivo em § tubos
de LJ por cada dilui¢do testada, ou seja, quatro
com INH e quatro sem INH. Esses
procedimentos ndo  indicaram  nenhum

* Becton-Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, USA

crescimento de 29 amostras de M. bovis no L]
com 0,2ug de INH, mesmo na diluigio mais
concentrada (10™). A adaptagio do Método das
ProporgBes para as 135 amostras seguintes,
com reduzida concentra¢iio de INH (0,1 pg de
INH/mL de Meio de cultura 7H11) e aumento
do inoculo de amostras de M. bovis isoladas
(uma alga de 0,2ul > 1 x 10° bacilos) visou uma
selegdo prévia de amostras que mostrassem
qualquer resisténcia & INH (Kantor & Leslie,
1974).

Desta forma, a utilizacdo de inoculo e
concentragio fixa de droga (0,1 pg de INH/mL)
em tubos de meio de cultura 7H11 foi utilizada
para verificar a resisténcia das 135 amostras
isoladas, que apresentaramn crescimento
somente nos tubos correspondentes a 4
amostras inoculadas. A utilizagdo do meio de
cultura 7H1! para incorporagdo da INH ¢&
recomendagio da literatura, que cita o 7HI1
inclusive para primo isolamento de M. bovis
{Corner & Nicolacopoulos, 1988; Corner,
1994).

Para as amostras M. bovis resistentes a INH
isoladas, a prova negativa para catalase e
crescimento na presenga de TCH foram
indicativos complementares da resisténcia.
Estas observagdes ja estio descritas na
literatura (Kantor, 1986, Guerrero et al., 1997).
Para confirmar a resisténcia a INH nas quatro
amostras INH resistentes encontradas, pois a
concentragdo  inicialmente  utilizada de
0,1ug/mL de INH ndo & considerada a
concentragdo  critica, as amostras INH
resistentes foram enviadas ao Laboratério de
Tuberculose do Instituto Adolfo Lutz, S#o
Paulo-SP. Neste Instituto foi realizado o
Método do MIC (Método da Concentragio
Inibitéria Minima) e verificada, para as quatro
amostras, uma resisténcia de 0,2 pg/mL 4 INH.
Confirmando a correlagio entre estes métodos
de avaliagio da resisténcia (Método das
Proporgdes ¢ MIC) conforme a European
Society for Mycobacteriology (Collins et al.,
1997).

Para determinagdo estatistica do tamanho da
amostragem a ser testada quanto a resisténcia 2
INH, foram utilizados como referéncia os
dados da OMS (Lazlo e Kantor, 1994) em
pesquisa de amostras isoniazida (INH)
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resistentes de M. tuberculosis na América
Latina. Nesta pesquisa, Lazlo e Kantor (1994)
observaram que, em 948 amostras de M
tuberculosis, havia resisténcia 3 isoniazida em
1 de cada 15 amostras selecionadas. A partir
desses dados, foram comparados os resultados
obtidos utilizando o Teste de Estudo Descritivo
Randomizado Nio Agrupado (Kish & Leslie,
Survey Sampling, John Wiley & sons, NY,
1965) recomendado pelo programa  EPI-
INF096 {formula: Sample Size = n/(l-
(n/population) ; n= Z*Z(P(1-P)/(D*D) })). Este
indicou que em 151 amostras deveria ser
encontrada pelo menos uma cepa resistente a
INH com nivel de confianga de 99,9% e erro
aceitavel de 1%. A relagio também foi testada
utilizando o Teste de y° com 1 grau de
liberdade.

Quanto a resisténcia a INH citada na literatura,
os dados mundiais indicam para M
tuberculosis média de 4, 1% (Cohn, et al.,
1997), enquanto para A. Latina € estimado
6,64% (Lazlo e Kantor, 1994). As taxas de
resisténcia obtidas para amostragem realizada
{164 amostras) foram de 1 amostra resistente
para cada 40 LTTs (2,4%). Embora a média
obtida (1:40) de resisténcia & INH para M
bovis ndo se aproxime numericamente da média
sul-americana encontrada para M. ruberculosis
(1:15) por Lazlo e Kantor (1994), quando
comparados  estatisticamente  os  dois
experimentos ndo sdo significativamente
diferentes. Isto foi evidenciado pelos testes
estatisticos EPINFO96 e Teste de x* (1 grau de
liberdade), onde era esperado que em 151
amostras seria encontrada pelo menos uma cepa
resistente 3 INH com nivel de confianga de
99.9% e erro aceitavel de 1%.

Qs dados obtidos destacam a importincia
sanitaria do achado, pois hd ¢ risco da
transmissfo destas amostras INH resistentes
para outros animais e para homem, conforme
resultados encontrados por van Soolingen et al.
(1994) , utilizande o RFLP-PGRS para
rastreamento epidemiolégico de amostras de M.
bovis entre espécies animais e o homem.

Na América Latina, a resisténcia de M. bovis &
antibioticoterapia e seus riscos para saude
publica foram pesquisados em 27 diferentes
cepas de M. bovis por Kantor e Lesslie (1974).
Estes autores verificaram resisténcia natural a
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INH em concentragdes de M. bovis acima de
10° micobactérias/ml para certas cepas
utilizando o Meétodo das Proporgdes com
concentragio fixa de0,2tg de INH /mL de LJ.
Isto também foi verificado para as condigdes de
teste das 135 amostras isoladas neste trabalho,
pois o inoculo proposto de semeadura (alga de
0,2 ul = Padrio n°1 Escala McFarland)
correspondeu a uma concentragio aproximada
de igual ou mais 10° bacilos/m1 (Kantor, 1986)
e foi encontrada resisténcia para 4 amostras
isoladas.

A resisténcia do Complexo M. tuberculosis 4
antibioticoterapia no Brasil da tltima década
tem oscilado entre 10 e 15% dos pacientes
humanos tratados (Manual de Bacteriologia da
Tuberculose, 1994, MS), verificando-se
amostras multidroga resistentes para o
Mycobacterium tuberculosis (Ferrazolli et al.,
1995; Morris et al, 1995) frente a
estreptomicina (genes rpsl e rrs), rifampicina
(gene rpoB) e isoniazida (genes katG e inhA).
Quanto ao M. bovis no Brasil, Corréa & Corréa
(1974) mesmo apresentando um dado isolado,
sem identificar a fonte de infecgfio, observaram
trés amostras (1,5%) de M. bovis
multirresistentes em estudo com 200 amostras
de micobactérias isoladas de tuberculose
humana.

A literatura cita o tratamento de bovinos
tuberculosos com  algumas observagdes.
Langenegger et al. (1991), em trabalho
referéncia para o tratamento da tuberculose
bovina com INH, verificou falha na
monoantibioticoterapia de 3,6% dos animais
tratados. Mesmo em condi¢des de eficiéncia de
100% do tratamento, Leite e Lage (1999)
destacam a necessidade de “serem realizados
maiores estudos, principalmente em relagio ao
aparecimento de amostras resistentes 4 droga”.
Casos clinicos de M. bovis multirresistente a
antibidticoterapia foram registrados
principalmente em  pacientes humanos
imunodeprimidos, HIV positivos (Blazquez et
al., 1997; Guerrero 1997; Rivero et al. 2001)
com transmissd3o nosocomial destas amostras
para paciente imunocompetente também ji
verificada (Long et al., 1999).

s mecanismos de resisténcia 4 INH vém
sendo observados desde 1954 (Middlebrook,
1954; Winder, 1964; Zhang et al., 1992;1993;




Banerjee et al.,1994; Bergler et al, 1994;
Dessen et al., 1995; Wilson et al., 1995,1996;
Pfyffer, 2000; Slayden e Barry, 2000; Sachi et
al, 2001) e ainda ndo estio totalmente
esclarecidos (Heym et al., 1995). Mais
recentemente, alguns autores situaram estes
mecanismos de resisténcia a INH como
multifatoriais ¢ associados a muta¢les nos
genes karG, inhA, kasA e OxiR-ahpe (Pfyffer,
2000; Slayden e Barry, 2000). Nas amostras
analisadas, € provavel a mutagiio no gene inhA,
pois as mesmas verificaram-se resistentes
frente 4 etionamida (Tabela 2) e negativas
frente ao teste da catalase (Zhang et al,
1992;1993). Esta observagio também foi
verificada por Banerjee et al. (1994) quando
clonou e seqiienciou ¢ gene inhA e determinou
resisténcia 4 etionamida comumente associada
a resisténcia a [NH, pois ambas tém como sitio
de agdo a sintese de 4acidos micolicos do
Complexo M. tuberculosis. JA a resisténcia
observada 4 estreptomicina nesta pesquisa,
geralmente estd associada a redugiico da
associagio do 16S rRNA e a protelna S12
ribossomal (Cooksey et al.,, 1996,) devido a
mutagdes  respectivamente  nos  genes
denominados rrs (16S rRNA) rpsL (512
ribossomal). Mais recentemente, Sechi et al.,
(2001) destaca a concomitincia de resisténcia
de 22 cepas de M. bovis resistentes 2 isoniazida
e rifampicina em rebanhos bovinos da
Sardenha, Itdiia, indicando novamente o
aspecto multifatorial da resisténcia a4 INH.

5.3 Extragdo de DNA do Complexo M
tuberculosis com tiocianato de guanidina e
PCR diretamente de L.TTs

A principal barreira para o uso de sondas
moleculares especificas na identificagio de
microrganismos direto de material clinico tem
sido a deficiéncia na extragio de Aacidos
nucléicos (Boom et al., 1999). Isto ¢ valido
também para a utilizagio de sondas
moleculares na identificagdo de micobactérias,
pois possuem alta especificidade mas pouca
sensibilidade (Butcher at al, 1996). A
utilizagfio da PCR com iniciadores [S6.//0 para
identificar o Complexe M. tuberculosis pode
oferecer especificidade e sensibilidade de 95 a
100% (Noordhoek et al., 1994) pois a utilizagdo
de iniciadores especificos citados na literatura
para M. bovis (Rodriguez et al, 1999) ndo

amplificam 100% das amostras de M. bovis
(Sechi et al., 2000).

A eficiéncia de processos para extragio de
DNA j4 foi estudada (Zanini et al, 2001,
1998a, 1998b, Genelhu et al., 1998). Dentre os
métodos analisados para este fim, os melhores
resultados obtidos foram para a extragdo de
DNA do Complexo M tuberculosis com
tiocianato de guanidina seguido de PCR.
Dentre as primeiras 54 LTTs processadas e
analisadas, registrou-se cultivo positivo para 23
LTTs (42,5%), contaminagbes e auséncia de
crescimento em 31 LTTs. Entretanto, a técnica
de PCR aplicada aos DNAs obtidos das
mesmas 54 LTTs indicou o Complexo M.
tuberculosis em 38 LLTs, correspondendo a
70,3% de resultados positivos (Zanini et al.,
2001). O aumento na identifica¢io positiva por
PCR (15 LTTs, 27,8%) dentre cultivos
negativos ou contaminados (31 LTTs) deve-se
particularmente 3 eficiéncia de digestdo do
tiocianato de guanidina (Fluka Chemie,
Suiga,cédigo 50990) associado ao provével
efeito bloqueador de nucleases exercido pela
presenga de o caseina (Boom et al., 1999).
Geralmente, a extragio de DNA pelo tiocionato
de guanidina associado ao fenol-cloroférmio de
tecidos inflamados com grande presenga de
eosinofilos ndo € bem sucedida pela
insuficiente remog¢do de nucleases (Kodavanti
et al., 1996) Em nosso trabalho, a extrago de
DNA e posterior PCR com tiocianato de
guanidina de outras fabricantes ndo obteve
sucesso. Resultados semelhantes também foram
verificados por Boom et. al. (1990; 1999) para
diversos DNAs e Kox et al (1994)
especificamente para o Complexo M
tuberculosis. Entretanto, para M. bovis os
Unicos resultados apresentados na literatura
foram de Zanini et al. (2001).Também nio foi
possivel a realizagio de RFLP deste DNA
extraido por tiocianato de guanidina, pois o
mesmo apresentou-se bastante degradado. Ha
necessidade de futuras pesquisas afins para
dominar com maior eficiéncia o diagnéstico
direto de material clinico utilizando
particularmente CTAB e tiocianato de
guanidina no processo de extragio de DNA.
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5.4 Polimorfismos genémicos

Perfis de spoligotyping

Na Figura 2, cada nimero a esquerda
representa um spacer (DR) presente na amostra
(spacers 1-43). O ponto em preto indica a
hibridizagio entre o produto amplificade por
PCR e seu spacer correspondente na
membrana. Foram realizados 35 PCRs de
diferentes amostras para amplificagfio de seus
spacers. Qs perfis de spoligotyping
predominantes (Tabela 3) entre amostras de
animais abatidos em frigorificos de regido
leiteira-mista (SIF3030; Sabara-MQG,
Divindpolis-MG) foram diferentes dos perfis
encontrados para animais abatidos em
frigorifico de predominéncia de gado de corte
(SIF0504; Ituiutaba - MG e SIF0506; Colatina -
ES). Verificou-se nas amostras isoladas de
populagdes de gado de leite maior freqiiéncia
de trés perfis (G1, G2 e G10) e, para gado de
corte, perfis variados, indicando que a
heterogeneidade no rebanho brasileiro leiteiro,
grande maioria cruzamento entre as espeécies
Bos tawrus e Bos indicus pode ter
caracteristicas proprias quanto a suscetibilidade
ao M. bovis.

O cruzamento dos spoligotyping obtidos neste
trabalho, com os perfis observados por
Zumarraga et. al. (1999) registra a auséncia de
hibridizagiio com os spacers n° 3,9, 16,e39a
43 como tipica de amostras de M. bovis da
América do Sul. Zumarraga et al. (1999)
também descreveram, para amostras brasileiras,
os perfis observados atualmente neste trabalho
e denominados G4 (14B, n=11) e G5 (11B,
n=2). Entretanto, Zumarraga et al. (1999)
também verificaram outros perfis para a
América Latina (Argentina, Paraguai e
Uruguai; perfis G6 e G7) que foram observados
no Brasil somente agora, neste trabalho. Os
perfis 28B ¢ 44B também observados para
amostras brasileiras por Zumarraga et al
(1999) ndo foram encontrados entre amostras
deste trabalho, O perfil G9 observado neste
trabalho sugere identidade com amostra bovina
européia identificada por Gutierrez et al.
(1997). Para os perfis G3 e G8 ndo foram
encontrados similares na literatura pesquisada,
parecendo serem particulares das amostras
brasileiras até o momento. Certamente, 08
perfis de amostragens brasileiras observadas
representam uma parcela dos 1,3% de
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tuberculose bovina estimada pelo PNCEBT
(2001) para o rebanho nacional de cento e
cingilenta milhdes de cabegas.

O perfil de Gi, com auséncia de hibridizagio
nos locus n° 3, 9, 16, 37 e 39 a 43 corresponde
a uma das amostras resistentes a3 INH e estd
representado 14 vezes (maior freqiiéncia) em
amostras principalmente de regides leiteira e
mista (Tabela 3). Este perfil com particular
auséneia no lécus 37 ja foi observado por
Aranaz et al (1996) em 9 amostras espanholas e
Nianpop-Lafourcade (2001} em 2 amostras de
Camardes, mas ndo eram M bovis INH
resistentes. O mesmo ocorre com o outro perfil
de amostra INH resistente (G2, n=6) e
identidade de perfil com amostra BCG,
observado por Zumarraga et al. (1999) em 7
amostras (12A) de bovinos € uma amostra
humana e Haddad et al. (2001) em 350
amostras (Franga), mas sem registro de
resisténcia 4 isoniazida. Entretanto, Samper et
al. (1997) e Blazquez et al.(1997), em surto em
pacientes HIV  positives na Espanha,
verificaram 16 amostras de M  bovis
multirresistentes com o mesmo perfil (auséncia
de hibridizagdo nos lécus 3 4 6, 9, 16,e 39 a
43), que difere do perfil Gl encontrado neste
trabalho (auséncia diferenciado de spacer 37).
Ndo foram encontrados na literatura outros
registros de perfil de spoligotyping para
amostras INH resistentes isoladas de bovinos.
Niemman et al (1999) sugere que o©
spoligotyping seja menos sensivel do que o
RFLP para identificar alteragdes gendmicas
resultantes de resisténcia a antibidticos, pois
rearranjos de 16cus quando de delegdes néo sdo
percebidos pelo spoligotyping, sendo que os
resultados  observados  neste  trabalho
confirmam esta hipdtese. Desta forma, o
spoligotyping mostrou-se o teste ideal para
monitorar amostras de M. bovis em populagdes
(Kamerbeek et al., 1997), quando evidenciam
perfis diferenciados dentre as amostras de
rebanhos leiteiros ou de corte, mas pouco
preciso para diferengas pontuais, pois n#o
caracterizou amostras INH resistentes. Também
hd necessidade de pesquisar os perfis de
spoligotyping de amostras de M. bovis
presentes na populagio humana latino-
americana, pois 1% da tuberculose humana na
populagiio da América Latina é causada por M.
bovis (Kantor & Rittaco, 1994}; assim, pode-se
determinar o bovino ou o préprio homem como




fonte de infecgdio. WNestas condigies o
spoligotyping poderd ser ferramenta no
rastreamento epidemioldgico do M. bovis na
populagio humana e animal.

Perfis de RFLPs pesquisadas

Foram observados alguns parAmetros criticos
para a detecgdo dos perfis de RFLP, entre eles:
a concentragio de sal (NaCl, MgCl;) no icido
nucléico deve estar abaixo de 50mM; a
concentragdo de DNA para marcagio (sonda)
devera ser ajustada para 10ng/pl;, o DNA a ser
marcado como sonda devera estar em fita
simples; ¢ a enzima para marcagio de sonda
ndo deve ser desnaturada antes da adigfio do
buffer de hibridizagdo.

Polimorfismos de 156110

A partir desta andlise foram obtidos perfis com
1 a 4 fragmentos de 186110, utilizando como
sonda um fragmento de 245 bp de IS86/10
(Zanini et. al. 2001). O perfil predominante de
RFLP, A0l {41 amostras, 68,3 %), foi de uma
unica banda de 1,9 kb (Figura 3). A
predomindncia deste perfil em percentuais que
oscilam entre 60 e 90% frente a sondas diversas
de IS6110 ja vem sendo observada para M.
bovis por diversos autores (Zanini et al. 2001,
Romane et al 1996, Gutierrez 1995, van
Soolingen 1994). Este perfil foi particularmente
freqilente em amostras proveniente de regides
de criagio de gado de corte. Conforme van
Soolingen et al., (1994) perfis variantes com
presenga de 2 ou mais cépias de IS6110 (Figura
3) em amostras de M. bovis tém origem
geralmente em animais selvagens e no homem,
sendo observados neste estudo em regides de
gado leiteiro e criagio mista. Particularmente,
algumas amostras de BCG possuem duas
copias de 16110 (Fomukong et al. 1992).

Desta forma, a 1S6110 tem baixo valor
discriminatério na diferenciagfio de cepas de M.
bovis no rebanho bovino em geral. Entretanto,
Cousins et al. (1998) recomenda iniciar o
rastreamento epidemioldgico molecular de
amostras de M. bovis com esta sonda para
posteriormente utilizar testes de maior poder de
diferenciagdo. As quatro amostras [NH
resistentes apresentaram-se¢ com uma Unica
banda 1,9 kb, mostrando-se um teste ndo
discriminatério para as amostras M. bovis INH
resistentes.

Qutros autores identificaram uma ou mais
copias de 1S6170 (1,9 kb; 2,4 kb) em amostras
M. bovis INH resistentes isoladas de humanos
(Guerrero et al., 1997; Blazquez et al., 1997;
Samper et al., 1997), mas a sonda IS6//¢ ni3o
foi diferencial entre amostras quando foi
observado somente um fragmento de IS6110.
Assim sendo, este trabalho nfo sugere
correlacionar perfil de RFLP e resisténcia a
INH para M. bovis quando da utilizagio de
sonda 186110, pois o IS6/10 comporta-se como
um transposon, principalmente no M
tuberculosis (Yuen , 1995).

Polimorfismos de PGRS

No rastreamento de grupos populacionais, o
RFLP-PGRS das amostras de M. bovis
encontradas apresentaram-se com dezoito perfis
(Figuras 4A, 4B). Estes foram aglutinados em 6
grupamentos em fungio do nimero que variou
de 6 a 11 fragmentos de PGRS hibridizados
(Figura 7). Segundo Cousins et al. (1998), a
quantidade de fragmentos hibridizados é um
referencial de diferenciag@io, pois indica o
tamanho em bp (quantidade de nucleotideos) e
nimero de fragmentos ricos em C-G que a
amostra contém. WNas amostras estudadas
(n=60) foram avaliados fragmentos acima de
1,9 kb para comparar com perfis j& descritos na
literatura (Cousins et al., 1998). Foi constatado
um perfil mais uniforme para amostras
provenientes de regides de gado de corte
(Tridngulo Mineiro), onde 72 % apresentaram-
se com 7 cu 10 fragmentos de PGRS. Para as
regides de gado leiteiro e misto, ndo foi
possivel associar um perfil com determinada
drea geografica, indicando uma maior
heterogeneidade de cepas para estas regides tal
qual foi observado quando do uso da sonda
[S6110.

Comparando-se com os perfis gerados por
amostras citadas na literatura (Roring et
al.,1998; Costello et al., 1999; Romano et al.,
1996; Kremer et al., 1999; van Soolingen et al.
1994), percebe-se entre as amostras isoladas
neste trabalho(16,6 %) uma maior freqiiéncia
de hibridizagdo com fragmentos de alto pese
molecular {acima de 5,5 Kb). Em relagio ao
spoligotyping, percebe-se que o RFLP-PGRS
gera muitos perfis gendmicos (Cousins et al.,
1998). O RFLP-PGRS mostrou-s¢ <omo
methor indicador para diferenciacio entre
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amostras especificas. Desta forma, o estudo
permitiu inferir a transmissdo horizontal da M.
bovis INH resistente entre animais, evidenciada
nas amostras INH resistentes (Figura 5) quando
o RFLP-PGRS indicou 3 perfis de amostras
resistentes, apresentando o mesmo perfil nas
amostras 26 e 27. Estes perfis apresentam
diferengas distintas com os observados para
amostras M. bovis INH resistentes por outros
autores (Guerrero et al., 1997; Blazquez et al.,
1997, Samper et al, 1997). Portanto, os
resultados  observados  neste  trabalho
mostraram, em diferentes circunstincias, o
RFLP-PGRS como ferramenta util no
rastreamento epidemioldgico de amostras de M.
bovis, mas ndo como indicador absoluto para
gerar e identificar perfis ou marcadores
exclusivos de resisténcia 3 INH.

6. CONCLUSOES

De acordo com as condigdes experimentais e os
resultados obtidos, pode-se concluir em relagdo
ao polimorfismo e a resisténcia & isoniazida do
Mycobacterium bovis no Brasil que:

e existem amostras naturalmente
resistentes a isoniazida infectando
bovinos;

s n#o se observa um perfil tipico de
RFLP e spoligotyping como indicador
de resisténcia & INH;

¢ o RFLP-PGRS permite diferenciacio
entre amostras isoladas, mas dificulta o
agrupamento de amostras;

* 0 spoligotyping mostrou mais efetivo
para o agrupamento dos perfis e menos
sensivel para diferenciagiio entre as
amostras isoladas;

¢ o0 PCR com extragio de DNA pelo
tiocianato de guanidina mostrou-se
mais eficiente do que a cultura na
indicagio do  Complexo M
tuberculosis e

e o DNA extraido pelo tiocianato de

guanidina nfo pode ser utilizado para o
RFLP e spoligotyping.
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29. 10-98-08 pos positivo positivo negativo negativo neg
30. 10-98-09  pos positivo positivo positivo neg
31. Divinopolis 10-98-10  pos negativo contaminagio contaminacdio contam neg
32.186110-spol-PGRS 10-98-11  pos positivo positivo neg mba66-gl0
33. SIF:0504 11-98-01 neg  contaminagio  contaminagio confaminagdo  contam neg
34.186110-PGRS 11-98-02  pos positivo positivo positivo neg
35, 11-98-03  pos negativo negativo neg
36. 11-98-04 pos positivo positive positivo contam neg
37. SIF:3030 11-98-05 neg  comaminagdo contaminagio neg
38. 11-98-06 pos  contaminagdo  contaminacio contaminado neg
39.Divindpolis 11-98-07 pos contaminagfio  positivo positivo neg
40, SIF:0506 11-98-08  neg contamina¢dic  contaminagic neg
41. 11-98-09 pos positivo contaminagio neg
42, SIF:0504 186110- 12-98-01 pos positivo positive positive neg
PGRS.
43. 12-98.02 pos negativo negativo negativo neg
44, 12-98-03  pos contaminagdo  coniaminagio contaminagio neg
45, SIF:3030 12-98-04 neg negativo negativo negativo neg
46.186110-spol-PGRS 12-98-05 pos  positive positivo positivo neg mba68-gl0
47 Divindpolis-IS6110- 12-98-06  pos negativo positivo positivo neg mba69-gl
spol-PGRS
48. SIF:0506 12-98-07 neg  contaminagio contaminagfo contaminagio neg atfpica
49, 12-98-08 neg  negativo negativo negativo neg
50. SIF:0504 -1S6110- 01-99-01  pos positivo positive positivo positivo neg mba74-gd
spol-PGRS
5L 01-9902 neg contaminagio contaminagfio negativo neg
52 01-98-03 neg  negativo negativo negativo neg
53. 186110-spol-PGRS 01-99-04  pos positiva positivo positive neg mbaB2-g9
54, 01-99-05 pos  contaminagdo  negativo negativo neg
%  55.8IF:3030 01-99-06 neg  negativo negativo neg
56. 01-99-07 pos positivoe positivo positivo neg
57 Divindpolis 01-99-08 neg contaminagic contaminagio negative neg
58. SIF:0506 01-99-09 neg contaminagdo contaminaglo negative neg
59 SIF:0504-1S6110- 02-99-01 pos positivo positive positivo neg
PGRS.
60. 02-99-02 neg  negativo negativo negativo neg
61, I1S6110-PGRS. 02-99-03  pos positive positivo nég
62. SIF:3030 02-99-04 mneg  contaminagio  contaminagio contaminagdo contam neg atipica
63. 02-99-05 pos  positivo positive neg
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103, 07-99-06 neg comaminagio comtaminagic contaminago neg

104. Divindpolis. 079907  pos positivo positivo positivo neg AB5
1S6110-PGRS
105. 07-99-08 neg  contaminagio  negativo negativo neg atipica
106. 07-99-09 neg  negativo negativo negativo neg
i07. 07-99-10 neg  npegativo negativo negativo neg
108. SIF:0506 08-99-01 pos positivo positivo positivo neg
109. 08-99-02 pos  positive positivo neg
110. 08-99-03 neg  negativo negativo neg
11 1**PogosCaldas-MG 08-99-04 pos positivo positivo neg
112.1586110-PGRS-spol 089905 pos pasitivo positivo neg AT4
113 08-99-06 pos positive positivo neg
114. 08-9907 neg  contaminagiio  negativo negativo neg
115. Divindpolis. 08-99-08 pos positivo pasitivo neg
116. 08-99-09 neg  negativo negativo negativo contam neg
117. SIF:0504 1S6110- 09-99-01 pos  positive positivo neg
PGRS.
118. 09-9902 neg contaminacio contaminagio neg
119. Divinopolis. 099903 pos  positivo positivo contaminag¢do neg atipica
120. 09-99-04  pos positivo positivo neg
121.8IF:0506 09-99-05 pos positivo positivo neg
122. 09-99-06 pos  negativo positivo positive contam neg
123.81F:3030 10-9901 neg  negativo negativo neg
124, 10-99-02  npeg negativo negativo neg
125. 10-99-03 neg  contaminagic contaminacio neg atipica
126. 16-99-04  pos positivo positivo positivo neg
127**Pouso alegrem 10-99-05  pos positivo positivo neg
128.1S6110-PGRS 10-99-06 pos  positivo positivo negativo neg
125. IS610-PGRS 10-99-07  pos positivo positivo positivo neg
130, 10-99-08 neg negativo negativo neg
131. Divinopolis. 109909 pos positivo positivo neg
]
132..SIF:3030. 020001  neg negativo negativo negativo neg
133 02-00-02 neg  coniaminagio contaminagio contaminagio neg
134 02-00-03 neg  contaminagdo contaminagio contaminagio . neg
135 020004 neg  negativo negativo negativo neg
136 02-00-05 neg contamina¢do  contaminagio contaminagie neg atipica
137 Divinopolis 02-00-06 neg  negativo negativo negativo neg
138. 02-00-07 neg  negativo negative negativo neg
139 I86110-PRGS-spol 02-00-08 pos  positivo positivo positivo neg
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179, I1S610-PGRS 05-00-07 pos  positivo positivo neg

180.**S.GG. Sapucai 050008 pos positivo contaminagio neg

181.** 3Coragdes MG 06-00-01 neg  negativo negativo neg

182, 060002 neg contaminagio contzminaglio neg

183. 06-00-03 peg contaminagio  contaminagio neg

184 Divin-PGRSspol-6110  06-00-04  pos positivo positivo positivo pos —g2 Atz
185. 06-00-05 ©neg  contaminagico conlaminagio neg atipica
136. 06-00-06 npeg  negative negativo negativo neg

187. 060007 neg contaminacdo contamina¢glic contaminagio negativo neg atipica
188. 06-00-08 pos positive contaminagdio contaminagic negativo  neg

189, PGRS —spol-186110  06-00-09 pos  positivo positivo pos- gl Alutz
190. SIF:0504 06-00-10 npeg  negativo negativo negativo neg
191.186110-PGRS. 06-00-11 pos  positivo positivo contaminagdo neg

192. 06-00-12 neg contaminagio  contaminagio neg atipica
193.SIF-0506 06-00-13  neg negativo negativo neg

194. 06-00-14  pos positivo positivo neg

195. SIF:0504 07-00-01  pos positive positivo neg

196. 07-0002 peg  negative negativo neg

197. 07-00-G3 pos positivo positivo positivo neg

198. Divinopolis. 070004  pos negativo positivo positivo neg
199.186110-PGRS 070005 pos positive positivo positivo neg

200 . SIF: 0506 070006 pos positivo contaminagic contaminagfio neg

201.SIF:0504 080001 n©peg  positivo contaminagio neg

202 08-00-02 pos contaminagio  positivo positivo neg

203. 0800-03 pos positivo contaminagio neg

204. Divindpolis 08-00-04 pos positivo contaminagiio neg
205.156110-PGRS-spol 08-00-05 pos positivo positivo positivo neg

206 **Oliveira- MG 08-00-06 npeg  negativo negativo negativo neg

207156110- PGRS —spol 080007  pos positivo positive neg

208. **ltapemirim -ES 08-00-08 pos  positivo positive neg

. 186110-PGRS — spol

209 080009 pos positive positivo neg

210 Divin IS6110-PGRS —  09-00-01  pos positive positive positivo neg

spal

211.PGRS—spol :neg-6110 090002  pos positivo positivo contaminagio pos pos-A lutz
Duplicata;02-8-01-spol 09-00-02  pos positivo positivo positive pos

212, **$.G. Sapucai 090003 pos positivo positivo contaminagio neg A88
1$6110-PGRS.

213. SIF:0504 090004 n©peg contammscio  contam negativo neg Atipica
214. 1S61106-PGRS —spol  09-00-05  pos  positivo positivo neg
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245 11-00-11 neg  contaminagiio contammaglio contaminagio neg

246 11:00-12 neg  contaminagio contaminagio contaminagio neg

247 11-00-13 neg  negativo negativo negativo neg

248, SIF:0504 11-00-i4  pos  positivo positivo neg

249, 11-00-15 pos  positivo negativo negativo neg

250 1S6110-PGRS. 11-00-16  pos positive positivo neg A%4
251 11-00-17 neg  mnegativo negativo contaminagio neg

252 I86110-PGRS. 11-00-18  pos positive positivo neg Al122

9

L A PCR deixa de ser realizado direto de material clinico e passa a ser feito de culturas positivas
em Stonebrink ¢/ou LJ.

* Material com lesdo tipo tuberculosa resultante de necropsia feita em propriedade rural com
acompanhamento médico veterinario

C Interrupgdo de culturas e semeaduras devido 4 falta de local. LARA-MG. Reinicio de
atividades no Instituto Biolégico-SP entre janeiro/junho e posteriormente FUNED-BH em julho/2000.

. Mba ; amostras de Mycobacterium bovis utilizadas para RFLP ¢ hibridizadas com sonda
[S6110

. PGRS; amostras de Mycobacterium bovis utilizadas para RFLP e hibridizadas com sonda
PGRS

. Spol; amostras de Mycobacterium bovis utilizadas para hibridizagio com membrana de
spoligotyping.

. Os perfis de 1S6110 nio identificados corresponde a amostras com 1 banda de 1,9 kb (perfil
AOD
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Figura 2 - Polimorfismos de DNA em 35 amostras de M. bovis submetidas & técnica
de spoligotyping
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Figura 2 - Selegio de polimorfismos de DNA em M. bovis observados com

spoligotyping e analisada correlagdo por dendrograma.
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Representagio grifica da técnica de spoligotyping
KAMERBEEK, J., SCHOULS, L., KOLK, A., et al. Simultaneous detection and strain
* differentiation of Mycobacterium for diagnosis and epidemiology. J. Clin. Microbiol,
v.35,n4, p.907-914, 1997. 57
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