Introducéo: Mycobacterium bovis é um agente do complekb. tuberculosis que causa TB
animal, mas que pode afetar também o ser humamdo sesua contribui¢ao relativa no
contexto global da tuberculose humana (TB) provagete subestimada devido as suas
caracteristicas de crescimento disgbnico e leracaeséncia de piruvato na maioria dos
meios utilizados que dificulta o seu isolamenton@rio. No Brasil, cultivos de
microrganismos do compleXdycobacterium tuberculosis (CMT), sua identificacéo e
testes de sensibilidade séo realizados apenasrgrode referéncia em tuberculose (TB),
em geral, em casos especificos. Além disso, mélaos, a base de ovo, como
Loéwenstein-Jensen (LJ) ou Ogawa contendo glicessh(suplementacéo de piruvato) séo
usados rotineiramente, prejudicando o isolamentd.d®vis. Os principais objetivos desta
tese foram: 1 - descrever a identificagdo do coxgdidycobacterium tuberculosis baseada
na amplificacdo e sequenciamento do pseudogeiiede esfregacos de escarro corados
por Ziehl-Neelsen obtidos de pacientes com TB pabnaiagnosticada em dois
laboratorios de referéncia da rede publica dedriiZora, Minas Gerais, em 2007 (artigo
original 1); 2 - determinar a importancia relatdeM. bovis como causa de TB em
suspeitos referenciados a dois centros de saudlgzlde Fora, Minas Gerais, de marco de
2008 a fevereiro de 2010 (artigo original 2); Bvdstigar fatores associados a infeccdes
humanas pok. bovis e micobactérias ndo-tuberculosas, respectivamarttgq original 3).
Os métodos para atingir esses objetivos e os aggglifforam apresentados em trés artigos
originais resumidos a seguitrtigo original 1: Foi realizada uma analise transversal de
esfregacos de escarro de laminas de bacilosco@daopor Ziehl-Neelsen (ZN),
provenientes de pacientes com TB atendidos ematmisatorios publicos de referéncia de
tuberculose localizados em Juiz de Fora, Minasi§aybjetivando distinguir
Mycobacterium bovis de outros membros do CMT. Uma abordagem em dues fais
utilizada (a) amplificacdo do pseudogemgR para detectar CMT e, posteriormente, (b)
sequenciamento alelo-especifico baseado no polsnmwfna posi¢cdo 285 do pseudogene
em questao para distingitycobacterium bovis de outros membros do CMT. O
pseudogenexyR foi amplificado com sucesso em 100 (56,5%) de kirégacos
disponiveis de 99 individuos. Nenhum perfil molecwaeM. bovis foi encontrado. A
analise multivariada indicou que os resultados al&l8s Alcool-Acido Resistentes
(BAAR) e o laboratoradrio fonte foram associada¥)(p5) com a amplificagdo do
pseudogenexyR. Esfregacos BAAR ++ mostraram maior chance de ificggao do
pseudogenexyR que aqueles com BAAR 0, possivelmente devido atgisde de DNA.
Um dos dois laboratoérios de origem apresentarararmohance de amplificacao do
pseudogenexyR, sugerindo que as diferencas na conservacéo de@sotre 0s
laboratorios poderiam ter influenciado o estadpréservacdo do DNA. Este estudo
fornece evidéncias de que laminas de bacilosc@pesdarro coradas por ZN armazenadas
podem ser utilizadas para deteccdo molecular do,@MiE ndo forneceu evidénciasMe
bovis estar associado com tuberculose pulmonar humanaren@rea urbana de Minas
Gerais.Artigo original 2: Um estudo de corte transversal foi conduzido gatarminar a
importancia relativa dbl. bovis na tuberculose humana em Juiz de Fora, Minas Gerais
Foram investigados 1000 espécimes (603 suspeitmbdeculose), os quais foram 9
inoculados em meios LJ e Stonebrink (SB). Um taB56 espécimes tiveram cultura
positiva paraviycobacterium spp. seja no meio LJ ou no SB e 178 casos de EBativ as
micobactérias implicadas caracterizadas por métooi@gencionais e / ou moleculares
(genotipagem do gemmcA). Entre os 178, detectou-se um Unico caskldaovis por
métodos convencionais, mas ndo pbéde ser confirpadmétodos moleculares. Uma
amostra da cultura da micobactéria ndo apresentqguer amplificagcdo do gepeacA ou

do pseudogenexyR. Adicionalmente, tentou-se a extragdo do DNA presem 38

biopsias de 38 suspeitos de TB extrapulmonar @eatipagem daxyR e 14 (36,8%) foram
confirmados como TB. Dois deles foram reconhec@wso co-infec¢des dd. bovis. Os
dados indicam que a importancia relativaviddovis no conjunto da TB humana em Juiz



de Fora, Minas Gerais, Brasil foi baixa. Trés deégdes dé/. bovis-M. tuberculosis

(1,5%) foram evidenciadas dentre 191 pacientesigeram confirmadas infecgdes por
Mybocabterium spp. (IC95% = 0 - 3,3%M. tuberculosis foi detectado isoladamente em
184 (96,4%) dos 191 pacientes (IC95% = 93,6% -%8,8 evidéncia dil. avium-
intracellulare isoladamente ou em co-infeccdo cintuberculosis foi encontrada em

quatro (2,0%) dos 191 pacientes (IC95% = 0 - 4, ¥¥éigo original 3: Foram avaliados
possiveis fatores associados respectivamenterdergdes d®l. bovis (estudo 1) e
evidéncias dl. aviumrintracellulare de forma isolada ou como co-infecgfes (estudo 2)
por meio de dois estudos de caso-controle aninfeasm corte transversal, no qual

foram caracterizadas as micobactérias envolvidat®npacientes. Foram selecionados em
ambos os estudos 15 controles (TB ldotuberculosis) por cada co-infecgao dé. bovis

ou evidéncia d®&. aviumintracellulare, respectivamente. Em ambos os estudos os
controles foram pareados por faixa de idade (pdatocorte 38 anos) e sexo (estudo 1) e por
faixa de idade (ponto de corte 38 anos), sexooedigpentrada no servico (estudo 2). No
estudo 1, co-infec¢des plt. bovistiveram associacéo 0,05) com uma “exposi¢cao
zoonotica” (OR=16,85; IC 95% = 0,64-275,18) e cofarma clinica de TB (OR=16,00; IC
95%=1,21-209,94). No estudo 2, evidénciad/davium-intracellulare, agentes que afetam
animais, ocasionalmente seres humanos imunocongetefrequentemente
imunossuprimidos, apresentou uma associa¢cad(P5) com a infec¢ao por HIV/AIDS
(OR=13,36; IC 95%=1,26-140,93).



