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Resumo

Entre 2005 e 2006, 8.121 espécimes clinicos enviados ao Laboratério de Micobactérias do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho/Instituto de Doengas do Térax, no Rio de Janeiro, RJ, foram inoculados em meio Léwenstein-
Jensen contendo glicerol e piruvato. Desses espécimes, 79 isolados de micobactérias tiveram crescimento somente
em meio com piruvato, sendo selecionados para a identificacdo presuntiva de Mycobacterium bovis. Esses isolados
foram submetidos a identificagiio por testes bioquimicos, amplificagdo por PCR com primers especificos (Rv0577 e
Rv1510) e teste de suscetibilidade a pirazinamida. Todas as cepas apresentaram padrdes fenotipicos e genotipicos
de M. tuberculosis, ndo sendo detectado M. bovis.
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Abstract

In 2005 and 2006, 8,121 clinical specimens submitted to the Mycobacteriology Laboratory of the Clementino
Fraga Filho University Hospital/Thoracic Diseases Institute, in the city of Rio de Janeiro, Brazil, were inoculated on
Lowenstein-Jensen medium containing glycerol and pyruvate. There were 79 mycobacteria isolates that presented
growth only on pyruvate-containing medium, and those isolates were selected for the presumptive identification
of Mycobacterium bovis. The selected isolates were screened with biochemical tests, PCR amplification (with the
specific primers Rv0577 and Rv1510), and pyrazinamide susceptibility tests. All of the strains isolated showed
specific phenotypical and genotypical patterns characteristic of M. tuberculosis, and no M. bovis strains were
detected.
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Historicamente, Mycobacterium bovis tem
sido associado a tuberculose pulmonar em
criancas, geralmente devido ao consumo de leite
crudevacasinfectadas." Esse quadro aindavigora
em paises em desenvolvimento, especialmente
na Africa, onde ha relatos de que M. bovis foi
isolado em 10-20% das criancas com linfadenite
cervical.? Além disso, em paises de média e
alta renda, o padrdo da infeccdo por M. bovis
mudou, causando doenca em cacadores,® assim

como em individuos imunossuprimidos, como
alcoolistas e pacientes infectados pelo HIV.®
Nos Estados Unidos, a infeccdo por M. bovis
foi identificada em comunidades de imigrantes,
particularmente naquelas com histérico de
consumo de produtos lacteos ndo pasteurizados.
® Embora a tuberculose bovina tenha sido
identificada no Brasil,® nio existem dados
disponiveis sobre tuberculose humana causada
por M. bovis no pais. A falta de notificacio
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talvez se deva ao fato de que poucos laboratdrios
de micobactérias utilizam meios de cultura
contendo piruvato rotineiramente. Contudo,
ha um consideravel interesse epidemioldgico
na prevaléncia da tuberculose zoonodtica no
Brasil. Além do mais, o fato de M. bovis ser
naturalmente resistente a pirazinamida, um dos
trés medicamentos utilizados no tratamento da
tuberculose, da ao isolamento e identificacdo
de M. bovis em espécimes clinicos humanos
uma finalidade pratica no sentido de que esse
conhecimento pode ajudar nas decisdes sobre o
tratamento. O Laboratdério de Micobactérias do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/
Instituto de Doencas do Torax da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/IDT-UFRJ)
recebe aproximadamente 5.500 amostras por
ano. O hospital ¢ um centro de referéncia para
diagnostico e tratamento de formas graves
de doencas crénicas e agudas, e também da
coinfeccio tuberculose/HIV, no estado do Rio
de Janeiro. O objetivo do presente estudo foi
investigar a prevaléncia de M. bovisem pacientes
do hospital.

Entre 2005 e 2006, todos os espécimes clinicos
encaminhados ao Laboratério de Micobactérias
do HUCFF/IDT-UFRJ foram descontaminados
pelo método de Kubica,” e 0,2 mL do material
foram inoculados em dois tubos com meio de
cultura Léwenstein-Jensen (LJ) contendo glicerol
e em um tubo com meio LJ contendo piruvato.
Os tubos foram incubados a 37°C por até 90
dias.” A identificacio fenotipica do complexo
M. tuberculosis foi realizada por meio de testes
bioquimicos (para producéo de niacina, reducio
de nitrato e termoinativacio da catalase).”® Os
espécimes também foram submetidos a teste
de suscetibilidade a pirazinamida, conforme
descrito por Canetti et al.®): meio de cultura (pH
= 5,0-5,2) + 100 mg/mL de pirazinamida. Nesse
teste, a propor¢do critica de pirazinamida ¢ de
10%.7 Para a identificacdo molecular, a extragio
do DNA foi realizada segundo as diretrizes
nacionais.'” A amplificacio foi realizada de
acordo com Huard et al.'" com modificacoes.
Resumidamente, foram  preparadas duas
misturas PCR, cada uma contendo 1,25 mL
de DMSO; 2,5 mL de tampdo 10x; 0,75 mL
de cloreto de magnésio a 50 mM; 0,5 mL de
dNTP a 10 mM (A, T, C e G); 13,8 mL de agua
purificada; 0,2 mL de Platinum Taq polimerase
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha); e 5 mL de

DNA bacteriano, em um volume final de 25 mL.
A cada uma das misturas, adicionou-se 0,5 mL de
um dos primers utilizados (Rv1510 e Rv0577).0"
A amplificacdo por PCR foi realizada da seguinte
forma: 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1
min, anelamento a 60°C por 1 min, extensdo a
72°C por 1 min; e uma etapa de extensao final a
72°C por 10 min. O produto da PCR foi aplicado
em gel de agarose a 1% contendo solugdo de
brometo de etidio a 0.5% e observado sob luz
uv.

No periodo do estudo, nosso laboratdrio
recebeu 10.861 amostras clinicas para o
diagnostico derotina de infecgdo micobacteriana,
das quais 8.121 foram inoculadas em tubos
contendo meio 1J + piruvato de sddio,
produzindo 1.793 culturas positivas. Dessas,
79 cepas de micobactérias recuperadas dos
espécimes clinicos tiveram crescimento somente
no meio LJ contendo piruvato de sddio, e esses
isolados foram selecionados para a identificacdo
presuntiva de M. bovis. A triagem utilizando
trés testes bioquimicos — producdo de niacina,
reducdo de nitrato, e inativacdo da catalase
— mostrou que 57 isolados pertenciam ao
complexo M. tuberculosis, 14 eram micobactérias
ndo tuberculosas e 8 cepas ndo cresceram em
uma segunda cultura em um novo tubo com LJ
(Tabela 1).

Todos osisolados do complexo M. tuberculosis
apresentaram o perfil bioquimico padrio de
M. tuberculosis: produgio de niacina, reducio
de nitrato e negatividade para a catalase. Para a
confirmagdo desses dados, alguns isolados foram
aleatoriamente selecionados e submetidos a teste
de suscetibilidade a pirazinamida. Scorpio et al.
(2) clonaram o gene da pirazinamidase (pr7cA)
de M. tuberculosis e M. bovis e constataram que
houve mutacdo apenas em cepas de M. bovis e
de varias subespécies de BCG. Essa mutacéo faz

Tabela 1 - Fontes dos espécimes clinicos que deram
origem a isolados identificados como pertencentes
ao complexo Mycobacterium tuberculosis ou como
micobactérias ndo tuberculosas.

Fonte do espécime Complexo MNT
clinico M. tuberculosis

Pulmonar 45 14

Extrapulmonar 10 0

Desconhecida 2 0

Total 57 14

MNT: micobactérias ndo tuberculosas.
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com que M. bovis e BCG sejam intrinsecamente
resistentes a pirazinamida. Jong et al.™®
utilizaram o teste da pirazinamida para identificar
M. bovis entre 1.526 isolados e constataram que
todos os 11 isolados de M. bovis eram resistentes
a pirazinamida, em comparagdo a apenas
1,3% dos isolados de M. tuberculosis. Dos 28
isolados identificados como M. tuberculosis
no presente estudo, apenas 3 se mostraram
resistentes a pirazinamida. Ao se fazer o
diagnostico diferencial entre M. tuberculosis
e M. bovis, é aconselhdvel utilizar ndo apenas
testes fenotipicos, mas também marcadores
genotipicos,™ e varias técnicas de biologia
molecular vém sendo utilizadas com sucesso na
caracterizacdo de isolados de M. tuberculosis.
Huard et al."” desenvolveram um painel de PCR
baseado nas delecoes encontradas no complexo
com a finalidade de identificar essas espécies,
utilizando sete primers que amplificaram regides
dentro dos /oci de 16S TRNA. No presente
estudo, optamos por realizar a PCR com dois
pares de primers (Rv1510 e Rv0577) para melhor
identificacdo dos isolados de M. tuberculosis.
0 gene Rv0577 estd presente em todas as
espécies do complexo M. tuberculosis, embora
esteja ausente na maioria das micobactérias
ndo tuberculosas, enquanto se sabe que o gene
Rvi510 é encontrado em M. tuberculosis, M.
africanum (tipos 1 e 1) e M. canettii, embora
esteja ausente em A bovis e BCG. Os 42
isolados que cresceram apenas no piruvato e
apresentaram um padrdo bioquimico consistente
com M. tuberculosis foram submetidos a PCR,
e todos apresentaram amplificacdo positiva
para Rv1510, que ndo ¢é encontrado nas cepas
de M. bovis. Dos 42 isolados testados para
Rv0577, 33 apresentaram amplificacdo positiva,
indicando que os isolados pertenciam ao
complexo M. tuberculosis (Tabela 2).

Os resultados da identificacdo fenotipica e
genotipica realizada em nosso estudo indicam
que, no periodo do estudo, ndo foram obtidos
isolados de M. bovis. Esse resultado parece
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surpreendente porque a tuberculose bovina
ainda ¢ prevalente em nosso pais. Em 2004,
um estudo com 454.108 animais mostrou uma
prevaléncia que variou de 0,37% no sudeste a
3,62% no norte.®” Em um estudo realizado no
estado do Rio de Janeiro,"® 12,7% dos bezerros
leiteiros mostraram reatividade ao teste cutdneo
de puntura.

O presente estudo foi realizado em um
hospital tercidrio que serve como centro de
referéncia para avaliacdo de transplantes, e
também para AIDS, cancer e outras doencas, o
que facilitaria a externalizacdo da tuberculose
causada por M. bovis. Kantor et al.'® revisaram
extensivamente a literatura internacional sobre
a tuberculose zoonotica na América Latina,
encontrando uma prevaléncia que variou de
0.0% a 2,5%. De acordo com os autores, a
tuberculose humana causada por M. bovis foi
relatada apenas na Argentina, no Brasil, no
Equador e na Venezuela. Os mesmos autores
mostraram que, durante um periodo de 20 anos
(1987-2006), o Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga, localizado na cidade do Rio de
Janeiro e vinculado ao Ministério da Saude,
identificou apenas um caso de tuberculose
causada por M. bovis, tendo essa cepa sido
isolada do sangue de um paciente HIV positivo.
De 2001 a 2005, os laboratorios de referéncia do
Instituto Adolfo Lutz, localizado na cidade de
Sdo Paulo, testaram aproximadamente 355.000
culturas utilizando um meio com piruvato e
isolaram apenas duas cepas de M. bovis, uma
de amostra de linfonodo e uma de amostra de
liquor. No Rio Grande do Sul, um estado com
tradicdo pecuaria, M. bovis ndo foi identificado
entre os 5.000 isolados de M. tuberculosis
testados. Ndo conseguimos identificar nenhuma
cepa com perfil de M. bovis entre os 1.793
isolados de micobactérias recuperados no
periodo do estudo.

Uma limitacdo do presente estudo é que
o HUCFF/IDT-UFR) atende principalmente
pacientes de dreas urbanas. Embora mnossos

Tabela 2 - Resultados dos testes adicionais para a identificacdo de Mycobacterium bovisnos isolados testados.

Resultado do teste de PCR com primer Rv0577 PCR com primerRv1510 Total
suscetibilidade a pirazinamida Positiva Negativa Positiva
Suscetivel 19 6 25 25
Resistente 2 1 3 3
Néo realizado 12 2 14 14
Total 33 9 42 42
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dados e os obtidos pelos outros autores acima
citados ndo tenham mostrado isolamento de
M. bovis, a presenca de M. bovis no leite cru
foi demonstrada por dois grupos de autores
em Sio Paulo."”" Visto que hd um consumo
significativo de leite cru entre a populagdo
brasileira, esses estudos demonstraram que existe
um risco potencial de contaminacio por M. bovis
que pode levar a infeccdo e doenca. Contudo,
ha pouquissimos relatos de tuberculose causada
por M. bovis no pais. Ha, definitivamente,
subnotificagdo da tuberculose zoondtica no
Brasil. As culturas para micobactérias sdo
realizadas, em laboratdrios regionais e nacionais,
apenas em casos especiais ou para pesquisas
sobre resisténcia a medicamentos e apenas
em meios sélidos contendo glicerol, nos quais
M. bovis cresce pouco. Também ¢ possivel que a
falta de isolamento de M. bovis seja resultado da
melhoria das agcdes de controle da tuberculose
bovina. Corroborando essa hipotese estéd o fato de
que, em 2001, o Programa Nacional de Controle
e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
Animal tornou obrigatdria a realizacio de testes
cutaneos de puntura em animais pertencentes a
cooperativas produtoras de leite.
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