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RESUMO

MASCARENHAS, Débora Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2017. Validacéo da técnica de PCR em tempo real (QPCR) para
deteccdo de Mycobacterium bovis e Brucella abortus em amostras de
leite cru. Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira.

Mycobacterium bovis e Brucella abortus sdo os agentes etiologicos da
tuberculose e da brucelose bovinas, doencas infectocontagiosas de
ocorréncia mundial que geram grandes prejuizos econémicos e podem ser
transmitidas aos humanos principalmente através do contato direto com
animais contaminados e da ingestdo de leite cru e derivados. No Brasil
existe o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose, criado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento, que estabelece a realizacdo do diagnostico e normatiza as
medidas de controle dessas zoonoses. Os métodos oficiais para diagnéstico
de brucelose e tuberculose no animal vivo possuem sensibilidade e
especificidade variaveis, sdo laboriosos e demandam tempo. Para aumentar
a eficacia do controle destas doencas sao necessarios métodos rapidos e
acurados, que atuem como ferramenta auxiliar no diagnéstico in vivo dessas
enfermidades sem a necessidade de procedimentos invasivos. Para garantir
a credibilidade e confiabilidade de novos métodos de diagnéstico é
necessario que os mesmos sejam validados. No presente estudo foram
realizados ensaios para a validacdo de uma reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR) para a deteccédo do DNA de M. bovis e B.
abortus em amostras de leite cru artificialmente contaminados, usando como
critério o desempenho analitico (sensibilidade e especificidade analitica),
repetibilidade, reprodutibilidade interna e robustez. Inicialmente cinco
metodologias de extracdo de DNA foram testadas e as que apresentaram
melhores resultados foram os kits comerciais DNeasy mericon Food Kit —
Qiagen e Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit — Promega. Os limites de
deteccédo obtidos na gPCR validada nesse estudo foram de 2,3 pg de DNA
de M. bovis e 20,7 fg de DNA de B. abortus. As repetibilidades e
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reprodutibilidades aliadas a robustez apresentadas nesse trabalho indicam
que os métodos avaliados podem ser utilizados de forma auxiliar ao
diagnostico in vivo oficial de tuberculose e brucelose bovinas, apés ser

testada em animais naturalmente infectados.



ABSTRACT

MASCARENHAS, Débora Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2017. Validation of the real-time PCR (gPCR) technique for
detection of Mycobacterium bovis and Brucella abortus in raw milk
samples. Advisor: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira.

Mycobacterium bovis and Brucella abortus are the etiological agents of
bovine tuberculosis and brucellosis, infectious diseases globally
disseminated that cause substantial economic losses and can be transmitted
to humans mainly through direct contact with contaminated animals and the
intake of raw milk and milk products. In Brazil there is the National Program
for the Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis, created by
the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply, which establishes the
diagnosis and regulates the control measures of these zoonosis. The official
methods for diagnosis of brucellosis and tuberculosis in the living animal
have variable sensitivity and specificity, are laborious and time consuming. In
order to increase the efficacy of brucellosis and tuberculosis control, rapid
and accurate methods are necessary to act as an auxiliary tool in the in vivo
diagnosis of these diseases without the need of invasive procedures. To
ensure the credibility and reliability of new diagnostic methods, they must be
validated. In the present study, the validation of a real-time polymerase chain
reaction (qPCR) for the detection of M. bovis and B. abortus in artificially
contaminated raw milk samples was performed using analytical performance
(analytical sensitivity and specificity), repeatability, internal reproducibility and
robustness. Initially five DNA extraction methodologies were tested and the
ones that presented the best results were the commercial kits “DNeasy
Mericon Food Kit — Qiagen” and “Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit —
Promega”. The limits of detection obtained in the gPCR validated in this
study were 2.3 pg of M. bovis DNA and 20.7 fg of B. abortus DNA. The
repeatability and reproducibility associated with the robustness presented in
this study indicate that the evaluated methods can be used as an auxiliary



tool to the in vivo official diagnosis of bovine tuberculosis and brucellosis,

after being tested in naturally infected animals.



1 INTRODUCAO

A brucelose e a tuberculose sdo doencas infectocontagiosas de
preocupacdo mundial devido, principalmente, ao carater zoondtico e aos
prejuizos econdmicos que acarretam. A tuberculose bovina se caracteriza
pelo desenvolvimento de nddulos de tecido de granulacdo causados por
Mycobacterium bovis. As perdas econdmicas geradas pelo animal
tuberculoso estdo relacionadas principalmente a queda da capacidade
produtiva, descarte de carcacgas infectadas e embargos para exportacdo da
carne bovina. A brucelose bovina no Brasil € causada por Brucella abortus e
acomete principalmente o trato reprodutivo, gerando perdas diretas devido
aos abortos, aos baixos indices reprodutivos e a queda na producdo do
rebanho. As propriedades onde a brucelose e a tuberculose estao presentes
tém o valor comercial de seus animais depreciado e as regides onde as
doencas sdo endémicas encontram-se em posicdo desvantajosa na disputa
por novos mercados.

O método de diagndstico preconizado para a tuberculose em
bovinos vivos € o0 teste da tuberculina que apresenta sensibilidade e
especificidade muito variaveis. O diagndstico definitivo se baseia no
isolamento e identificacdo bioquimica do agente através de lesdes
suspeitas encontradas em carcacas pelo servico de inspecao. Além de
possuir baixa sensibilidade, esse método necessita de grande numero de
bacilos viaveis e a obtencdo dos resultados pode demorar de quatro a
quinze semanas. A brucelose € diagnosticada por diferentes métodos que
se complementam: diagnéstico clinico, epidemiolégico e através de métodos
laboratoriais diretos, ou pela deteccdo de anticorpos contra B. abortus por
métodos indiretos. O método direto de diagnéstico da brucelose através
do isolamento e identificacdo do agente requer muito tempo e oferece
risco para os laboratoristas e o0s métodos sorolégicos nem sempre
apresentam resultados confiaveis.

As técnicas de biologia molecular tém grande aplicabilidade em

laboratério de diagndstico de doengas animais. A reacdo em cadeia da



polimerase em tempo real (QPCR) vem se tornando uma alternativa para
auxiliar o diagnéstico de doencas e possui as vantagens de rapidez
diagndstica, maior precisao e reprodutibilidade, melhor controle de qualidade
no processo, elevada sensibilidade analitica e diagnostica e risco minimo
de contaminacdo por ndo exigir a manipulacdo de amplicons.

Levando em consideracao a dificuldade de se obter um diagnéstico in
vivo rapido e preciso para tuberculose e brucelose bovinas e a
necessidade de validacdo para garantir a confiabilidade de técnicas que
sejam mais rapidas, praticas e sensiveis, objetiva-se neste trabalho verificar
o melhor método de extragdo de DNA de leite cru a fim de validar a técnica
de PCR em tempo real para deteccao de Brucella abortus e Mycobacterium
bovis nesta matriz que é importante via de disseminacdo desses agentes

patogénicos para os seres humanos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia e Carateristicas da Brucelose e Tuberculose Bovinas

A brucelose, causada por Brucella abortus, e a tuberculose, por
Mycobacterium bovis, sdo doencas infectocontagiosas com potencial
zoonotico, de distribuicdo mundial, localizadas principalmente em paises
subdesenvolvidos e geram expressivos prejuizos econdémicos. A brucelose
atinge tanto o gado de leite quanto o de corte, enquanto a tuberculose esta
mais prevalente em rebanhos leiteiros onde ocorre maior aglomeracédo de
animais. A presenca de brucelose e tuberculose em um rebanho leva a
perda de prestigio e credibilidade da unidade de criagdo onde as doencas
sao constatadas e a restricdes na movimentacdo e comercializacado interna e
internacional (BRASIL, 2006; LOPES FILHO, 2010; MICHEL et al., 2010).

A brucelose acomete principalmente o trato reprodutivo de bovinos e
bubalinos gerando perdas diretas devido aos abortos, aos baixos indices
reprodutivos, ao aumento do intervalo entre partos, a diminuicdo da
producdo de leite, a morte de bezerros e a interrupcdo de linhagens
genéticas (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Segundo Lucas (2006), os
prejuizos estimados para Minas Gerais e Goias sdo de 13% da receita total
das propriedades; ja para os estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, os prejuizos foram estimados em cerca de 5%.

A importancia econdmica atribuida a tuberculose bovina estd baseada
nas perdas diretas resultantes da morte de animais, queda do ganho de
peso, diminuicdo da producdo de leite, descarte precoce e eliminacdo de
animais de alto valor zootécnico, aumento nos custos da produgédo e
condenacdo de carcacas durante o abate (BRASIL, 2006; LOPES FILHO,
2010; MICHEL et al., 2010).

Brucelose e tuberculose sdo zoonoses que apresentam grande
risco para a saude publica em decorréncia da ingestdo de leite cru ou

de produtos lacteos ndo submetidos a tratamento térmico (queijo fresco,



iogurte, creme, etc.), oriundos de animais infectados. A carne crua com
restos de tecido linfatico e o sangue de animais infectados podem conter
microrganismos viaveis e, portanto, também representam risco para 0s
consumidores. As infec¢cdes humanas geram prejuizos econdmicos indiretos.
Na maioria das vezes essas doencas atingem o0 curso cronico e geram
custos com diagnéstico, tratamento e internacdes prolongadas (BRASIL,
2006).

2.1.1 Brucelose

A brucelose bovina, infeccdo mais prevalente por Brucella no Brasil, €
predominantemente causada por Brucella abortus que é a espécie mais
estudada, de maior relevancia e alvo do Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose. No Brasil ndo existem relatos da existéncia de
Brucella melitensis (BRASIL, 2006). A brucelose causada por B. abortus ja
foi encontrada em outros bovideos no Brasil, particularmente no bufalo-
d’agua-doméstico ou bufalo-asiatico (Bubalus bubalis), como foi revelado por
uma série de inquéritos soroldgicos (SANTA ROSA et al., 1961; COSTA et
al., 1973; SANDOVAL et al., 1979; LAU; SINGH, 1986; BASTIANETTO et
al., 2005).

As bactérias do género Brucella sdo Gram-negativas, intracelulares
facultativas, aerdbias ou microaerofilas, imoveis, coram-se por Ziehl-Neelsen
modificada, ndo possuem capsula ou flagelo e ndo formam esporo.
Apresentam morfologia de cocobacilos curtos e pequenos, que medem de
0,6 a1,5uM por 0,5 a 0,7 uM de dimensdo (REDKAR et al., 2001; WALKER,
2003; PROBERT et al., 2004). Multiplicam-se em uma faixa de temperatura
entre 20°C e 40°C, sendo 37°C e pH de 6,6 a 7,4, as condi¢cdes ideais
(RIEMANN, 2006; OIE, 2016).

Nove espécies de Brucella sdo reconhecidas atualmente, sete que
afetam os animais terrestres: B. abortus (bovinos e bubalinos), B. melitensis
(cabras, ovelhas e camelos), B. suis (suinos e javalis), B. ovis (ovelha), B.
canis (cées), B. neotomae (ratos do deserto) e B. microti (ratazanas
selvagens, raposas e solo) (VERGER et al., 1987; HUBALEK et al., 2007;



SCHOLZ et al.,, 2008;) e duas que afetam os mamiferos marinhos
(focas, ledes-marinhos, golfinhos e baleias): B. ceti e B. pinnipedialis
(FOSTER et al., 2007; HERNANDEZ-MORA et al., 2013). Recentemente
novos isolados foram encontrados em humanos e em babuinos nascidos
mortos, eles foram descritos e publicados como a décima e a décima
primeira espécies de Brucella, B. inopinata e B. papionis, respectivamente.
(SCHOLZ et al., 2010; WHATMORE et al., 2014).

Algumas espécies de Brucella podem ser subdivididas em biovares.
B. abortus possui sete biotipos (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 9) (MORENO et al., 2002;
QUINN et al.,, 2005; FOSTER et al.,, 2007; SCHOLZ et al., 2008). Os
biovares de B. abortus possuem diferentes distribuicdes geograficas. Os
biovares 1 e 2 tém distribuicio mundial, o biovar 3 estd presente
principalmente na india, no Egito e na Africa e o biovar 5 é encontrado mais
comumente na Alemanha e no Reino Unido (WALKER, 2003). Apesar dos
poucos estudos realizados visando a identificacdo das biovariedades de
Brucella spp. isoladas de bovideos, no Brasil j& foram identificadas Brucella
abortus biovares 1, 2 e 3 (BRASIL, 2006).

As espécies de Brucella podem ser divididas em dois grupos
antigenicamente distintos: lisas (B. abortus, B. melitensis e B. suis) e
rugosas (B. ovis e B. canis) (METCALF et al., 1994). Essa distincao é
realizada baseada principalmente na presenca ou auséncia da cadeia O, um
dos componentes do lipopolissacarideo (LPS) localizado na superficie
externa dessas bactérias, que possui relacdo com a viruléncia em algumas
espécies de Brucella (NIELSEN et al., 2004; CARDOSO et al., 2006; ; LAGE
et al., 2008). As espécies que apresentam morfologia de colénia do tipo lisa,
quando evoluem para formas rugosas ou mucoides deixam de ser
patogénicas (BRASIL, 2006).

Brucella abortus possui alta capacidade de sobrevivéncia em
ambientes que apresentam condi¢Oes ideais de umidade e temperatura,
abrigo de luz solar direta, pH neutro e matéria organica. Podem resistir em
pastagens (até 185 dias), fetos abortados (até 180 dias), exsudato uterino
(até 200 dias), anexos fetais (até 180 dias), fezes umidas (até 240 dias), na
agua (até 150 dias) e em esgoto (até 700 dias) (CRAWFORD et al., 1990;
CARVALHO et al., 1995; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006;



OIE, 2016). O é&lcool a uma concentracdo de 70% destroi imediatamente
essas bactérias (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008; OIE,
2016).

A sobrevivéncia de brucelas no leite e seus derivados depende da
temperatura e pH do produto e da presenca de outros microrganismos que
possam inibir a sua multiplicacéo, podendo permanecer no alimento de 15 a
90 dias. A refrigeracdo inibe a multiplicacdo da bactéria, porém sua
viabilidade € mantida inclusive a baixas temperaturas de congelamento. Ja
as técnicas de aquecimento como a fervura, processos de pasteurizacao e
0s métodos de esterilizacdo, sao eficazes na eliminacdo do microrganismo
(CARVALHO et al., 1995; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006).
Em carnes essa bactéria pode manter-se viavel durante meses, pois € pouco
afetada pelo processo de acidificagdo muscular, refrigeracdo ou
congelamento. Além do calor, a eliminacdo do agente sé ocorre em
situacdes de pH inferior a 4 (PESSEGUEIRO et al., 2003).

Um estudo epidemiolégico realizado no Brasil em 1975 evidenciou a
disseminagéo de brucelose bovina. As prevaléncias encontradas em cada
regido do pais foram: Norte, 4,1%; Nordeste, 2,5%; Centro-Oeste, 6,8%;
Sudeste, 7,5% e Sul, 4%. (BRASIL, 1977; BRASIL, 2006). Posteriormente,
algumas pesquisas estaduais demostraram alteracdes significativas. No Rio
Grande do Sul, apés a realizacdo de um programa de vacinacdo bem
sucedido, a prevaléncia de animais caiu de 2,0% em 1975 para 0,3% em
1986, no Parana a prevaléncia caiu de 9,6% em 1975 para 4,6% em 1989,
enquanto em Santa Catarina houve um aumento de 0,2% em 1975 para
0,6% em 1996 e no Mato Grosso do Sul, a prevaléncia manteve-se estavel
entre 1975 e 1998, com uma taxa de 6,3% (BRASIL, 2006). Em Minas
Gerais, 0 estado com a maior producéo de leite do Brasil, a prevaléncia caiu
de 7,6% em 1975 para 6,7% em 1980 (CASTRO, 1982; BRASIL, 2006). A
prevaléncia da brucelose bovina no Brasil variou entre 4% e 5% no periodo
de 1989 - 1998 (BRASIL, 2006).

Embora a brucelose bovina continue se apresentando como um grave
problema sanitario e econémico, principalmente em paises da América do
Sul, Africa, Oriente Médio e Asia (CORBEL, 1997; PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003), paises da regido central e norte da Europa, Canada, Japao,



Australia e Nova Zelandia, foram considerados livres de B. abortus e B.
melitensis (OIE, 2016). No Brasil a brucelose é endémica, porém a
prevaléncia é muito variavel devido a dimensao territorial e as caracteristicas
proprias de cada regido (POESTER et al., 2002; RIBEIRO et al., 2008; LAGE
et al., 2008).

2.1.2 Tuberculose

A tuberculose bovina é uma zoonose de ocorréncia mundial com alta
prevaléncia nos paises que se encontram em desenvolvimento e baixa
prevaléncia em paises desenvolvidos, principalmente devido a execucao de
programas de controle e erradicacao realizados em conjunto com a inspecéo
de carnes e a pasteurizacdo do leite (ABRAHAO, 1998). Infeccbes por
Mycobacterium bovis ja foram identificadas na fauna silvestre, o que pode
acarretar em graves consequéncias para 0s programas de controle e
erradicacao, uma vez que esses animais podem atuar como reservatério do
bacilo bovino (BELCHIOR, 2001).

O género Mycobacterium € composto por bacilos curtos de 0,5 a 7,0
UM de comprimento por 0,3 uM de largura, aerdbios ou microaerofilos,
imoveis, ndo capsulados, ndo flagelados, que apresentam aspecto granular
quando corados e sdo bacilos &lcool-acido resistentes (BAAR) (BRASIL,
2006).

As micobactérias possuem cerca de 60% de lipideos em sua parede
celular, os acidos micdlicos sdo 0s principais responsaveis por conferir as
micobactérias resisténcia a descoloracdo por alcool-acido e a acdo de
diversos agentes quimicos e antibiéticos e capacidade de formar biofilmes
(CASTRO; TRABULSI, 1998; ROSEMBERG; TARANTINO, 2002; GUMBER
et al., 2007; WILDNER et al., 2011). O elevado conteudo lipidico na parede
celular das micobactérias também € responsavel por importantes efeitos
biolégicos no hospedeiro, como por exemplo a formagdo de granulomas,
inducao de necrose e antigenicidade (BRASIL, 2005; COELHO; MARQUES,
2006).



O complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) € composto por sete
espécies, sao elas: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.
pinnipedii, M. caprae e M. canetti. As espécies que compdem o MTC
apresentam estreita relacdo genética, mas exibem diferentes
propriedades fenotipicas e preferéncias de hospedeiro, além de variar
com relacdo a ocorréncia geografica, a patogenicidade e a resisténcia a
antimicrobianos terapéuticos, o que traz diversas implicagcbes nos ambitos
da saude publica e defesa sanitdria animal (AHMAD; BAYRAKTAR et
al., 2011). M. bovis, agente etioldégico da tuberculose bovina, € a mais
patogénica dentre as espécies do complexo e a que possui 0 maior numero
de hospedeiros, podendo ser encontrada em bovinos, caprinos, ovinos,
suinos, equinos, caes, gatos, bufalos, raposas, ruminantes silvestres,
primatas ndo humanos e humanos (RIVERA; GIMENEZ, 2010).

M. bovis é hospedeiro-dependente, no entanto, pode sobreviver por
longos periodos no ambiente sob condi¢cdes favoraveis (BARRERA, 2007;
JORGE, 2011). O bacilo € moderadamente resistente ao calor, dissecacéo e
diversos desinfetantes. Permanece viavel em estabulos, pasto e esterco por
até dois anos, até um ano na agua e por até 10 meses em produtos de
origem animal contaminados. Sdo destruidos pela pasteurizacdo do leite e
por agentes desinfetantes como fendlicos, formdlicos, alcool e hipoclorito de
sodio (RUSSEL et al., 1984; CASTRO et al., 2009).

A prevaléncia média nacional da tuberculose avaliada entre 1989 e
1998 foi de 1,3% de animais reagentes a tuberculina. Mais recentemente,
Roxo (2004) citada por Kantor e Ritacco (2006), estimou que na regiao Norte
a prevaléncia foi de 3,62%, no Nordeste de 3,31%, jA na regido Centro-
Oeste a prevaléncia foi de 0,37%, a mais baixa de todas as regifes do pais,
no Sudeste foi de 0,92% e Sul de 0,58%. Em propriedades com
intensificacdo e tecnificacdo da producdo e mecanizacdo da ordenha ocorre
um aumento da prevaléncia (BELCHIOR, 2001). A prevaléncia da
tuberculose diagnosticada em exame post mortem de rotina em matadouros
€ subestimada, porque nem todas as lesdes tuberculosas séo identificadas
no momento da inspecdo (CORNER, 1994) e ha casos de tuberculose que
nao apresentam lesdes macroscopicas detectaveis no exame post mortem
(BAPTISTA et al., 2004).



De acordo com a lista do World Animal Health Information System da
OIE atualizada em 2016 sobre a situagdo epidemiolégica mundial da
tuberculose, Bahamas, Emirados Arabes Unidos, Papua Nova Guiné,
Australia, Azerbaijdo, Croacia, Cuba, Dinamarca, Finlandia, Alemanha,
Israel, Japdo, Quénia, Libano, Lituania, Sérvia, Suica e Zimbdbue sé&o
alguns dos paises que ndo relatam casos da doenca ha no minimo seis
anos, com excecdo da Alemanha que notificou em 2015 e da Suica onde a
doenca ocorreu em 2014. Espanha, Sérvia e Montenegro, Polbnia, Irlanda,
Fiji e Bosnia e Herzegovina sdo paises que apresentam infeccdo pelo
agente sem manifestacdo clinica; Na Hungria, Argentina, Bulgaria, Estados
Unidos da América, Franca, Italia, México, Paquistdo, Portugal, Siri Lanka e
Ucrania a doenca foi notificada, mas esta limitada a certas regides desses
paises. No ano de 2016 foi relatado um surto ndo controlado da doenca em
animais domésticos na Nova Zelandia. Em setembro de 2016 a Bélgica
notificou o reaparecimento da doenca. Atualmente, cerca de 50 paises
notificaram a ocorréncia de tuberculose com manifestacdo clinica (WAHIS,
2016). Alguns paises como a Espanha, Grécia, Inglaterra, Italia, Irlanda,
Portugal, Nova Zelandia, Canadéa e EUA ndo conseguem erradicar dos seus
rebanhos a infec¢do por M. bovis, apesar de possuirem eficientes sistemas
de deteccdo de focos e programas de erradicacdo. Isto se deve,
principalmente, a presenca do agente em animais de vida selvagem como
gambas, texugo e veado da cauda branca (DE LA RUA-DOMENECH, 2006;
MATHEWS et al., 2006; WHITE et al., 2008; WAHIS, 2016). A distribuicdo

mundial da tuberculose bovina esta representada na figura 1.
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Figura 1 - Distribuicdo mundial da tuberculose bovina. Fonte: Base de datos del Sistema
Mundial de Informacién Zoosanitaria (WAHID), OIE.

2.2 Patogenia e Transmissao

2.2.1 Brucelose Bovina

A infeccdo natural por Brucella abortus se inicia principalmente pelas
mucosas genital, do trato digestivo ou nasal, conjuntiva ocular ou por
solugdes de continuidade da pele, sendo a principal porta de entrada para os
bovinos, a mucosa orofaringeana (BISHOP et al., 1994; GORVEL;
MORENO, 2002; CAMPANA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2008). Apés a
penetracdo no organismo, as bactérias sédo fagocitadas principalmente pelos
macréfagos e carreadas até os linfonodos regionais, onde se multiplicam e
podem permanecer por semanas a meses, causando hiperplasia e
linfadenite (BATHKE, 1988; BISHOP et al., 1994; LAGE et al.,, 2008;
CARVALHO NETA et al.,, 2009). A partir dessa multiplicacédo inicial nos
linfonodos regionais, os microrganismos podem disseminar livremente ou no
interior de macroéfagos, pela via hematica e linfatica alojando-se em outros
linfonodos, principalmente nos supramamarios, em 0rgdos como baco,

figado e em outros tecidos ricos em células mononucleares fagocitarias,
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podendo sobreviver nesses locais por longos periodos escapando da
resposta imune (HARMON et al., 1988; GORVEL; MORENO, 2002;
CAMPANA et al., 2003; LAGE et al., 2008; LIRA, 2008; MATRONE et al.,
2009; XAVIER, 2009). O mecanismo de permanéncia de B. abortus no
interior de células de defesa esta relacionado a sintese de enzimas
antioxidantes e a produgdo de guanosina 5 monofosfato-GMP e adenina
gue atuam inibindo a fusédo do lisossomo com o fagossomo impedindo assim
a degranulacdo dos macrofagos durante a fagocitose e, consequentemente,
a destruicdo do agente (ARESTEGUI et al., 2001; BALDWIN; PARENT,
2002; CARVALHO NETA et al., 2009).

Durante a fase de multiplicacdo celular pode ocorrer resposta
inflamatoria com modulacdo de macréfagos em células epitelidides e
infiltracdo por plasmdécitos e linfécitos, levando a alterag6es inflamatorias e
anatomopatologicas caracterizadas por granulomas difusos, que pode
culminar em hiperplasia linféide, esplenomegalia e até hepatomegalia,
dependendo da resisténcia natural e adquirida do hospedeiro e,
principalmente, da carga bacteriana e da viruléncia da cepa (CORREA;
CORREA, 1992; BISHOP et al., 1994; LAGE et al., 2008; CAMPOS et al.,
2009; MATRONE et al., 2009). Os 6rgédos de predilecao de Brucella abortus
sdo aqueles que oferecem maior disponibilidade de elementos necessarios
para 0 seu metabolismo, como o eritritol (alcool polihidrico de quatro
carbonos), que se encontra no Uutero gravidico, tecidos mamarios e
Osteoarticulares e em o6rgdos do sistema reprodutor masculino. Humanos,
equinos, coelhos e roedores possuem auséncia ou baixa producdo de
eritritol, fato que justifica o reduzido impacto da brucelose no aparelho
reprodutivo dessas espécies (CARTER; CHENGAPPA, 1991; RIBEIRO et
al., 2008; XAVIER, 2009).

A infeccdo do utero gestante ocorre por via hematdgena e as
alteracOes variam de acordo com a intensidade da infecgdo e com o tempo
de gestacdo. A afinidade de brucelas pelos trofoblastos parece estar
relacionada a presenca de elevadas concentragcbes de eritritol e
progesterona na placenta (SILVA et al., 2005). Nas fémeas, a concentracéo
de eritritol altera-se de forma gradativa conforme o periodo gestacional,

atingindo niveis maximos proximo ao parto, o que estimula a multiplicacéo
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da bactéria de forma crescente (CARTER; CHENGAPPA, 1991; BISHOP et
al.,, 1994; LAGE et al., 2008). Neste periodo, ocorre a liberacdo de
endotoxina (CARTER; CHENGAPPA, 1991), o que acredita-se ser a causa
de lesBes necrotico-inflamatdrias na placenta, que causam a lise das
vilosidades, resultando no descolamento dos cotilédones e no prejuizo na
circulagdo materno-fetal, dificultando e até mesmo impossibilitando, a
passagem de nutrientes e oxigénio da méae para o feto, provocando assim
danos que variam de nascimento de bezerros subdesenvolvidos ao aborto
(BISHOP et al., 1994; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008;
XAVIER, 2009). Devido ao desenvolvimento da imunidade celular do animal,
apos o primeiro aborto ha uma diminuicao significativa do numero e tamanho
das lesbes nos placentomas nas gestacfes subsequentes. Por esse motivo
0s abortos tornam-se infrequentes, levando ao aparecimento de outras
manifestacdes da enfermidade como a retencéo de placenta, natimortalidade
ou nascimento de bezerros fracos, além de quadros de metrite ou
endometrite crénica e consequentemente subfertilidade, infertilidade ou
esterilidade (LAGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008; XAVIER, 2009), com
ou sem presenca de corrimento vaginal ( BATHKE, 1988; ACHA; SZYFRES
2001).

No aparelho reprodutor masculino, a presenca de B. abortus pode
levar a reacdo inflamatoria do tipo necrosante nas vesiculas seminais,
testiculos e epididimos, com aumento de seu volume uni ou bilateral,
provocando subfertilidade, infertilidade ou esterilidade nos bovinos. Como
sequela pode haver atrofia do érgédo afetado (GORVEL; MORENO, 2002;
PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008; NOZAKI, 2008). No
aparelho locomotor, B. abortus localiza-se na bursa, tenddes, musculos e
articulagbes, causando artrites, principalmente nas articulagbes carpianas e
tarsianas; espondilites e bursites, especialmente nas vértebras toracicas e
lombares, podendo atingir a medula éssea e bainha dos tenddes, sendo o
achado clinico classico abscesso fistulado ou ndo, na regido da cernelha ou
da espinha da escapula; lesdo conhecida como “mal da cernelha” ou “mal
das cruzes”, que acomete principalmente os equinos (PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003; RADOSTITS et al., 2007). Inchagcos nas articulagcbes dos
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joelhos e jarretes, conhecidos como higromas, também apresentam
evidéncia de brucelose (RADOSTITS et al., 2007; LAGE et al., 2008).

As principais fontes de contaminacdo para os bovinos sdo fetos
abortados, envoltérios fetais e descargas vaginais que contém grande
concentracdo do agente; em menor grau, as fezes de bezerros que se
alimentam com leite contaminado podem contribuir com a contaminagao
do pasto, uma vez que nem todas brucelas sdo destruidas no trato
gastrointestinal. (ACHA; SZYFRES, 2001). A transmissdo venérea nhao é
uma importante via de infeccdo em condi¢cdes naturais, mas a inseminagao
artificial com sémen contaminado € uma potencial fonte de contagio
(RANKIN, 1965).

A susceptibilidade a infeccdo depende da idade, sexo, raca e
estado gestacional. Os animais jovens, por exemplo, tendem a ser mais
resistentes a infeccdo e frequentemente conseguem debeléd-la, embora
continuem portadores latentes. As novilhas portadoras latentes da
infeccdo podem apresentar diagnostico sorologico negativo ou titulos
soroldgicos instaveis e soroconverter a partir da metade da primeira
gestacdo, podendo inclusive eliminar o agente etiologico. (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003). A maioria dos animais infectados na fase
adulta permanecem infectados por toda a vida. (WALKER, 2003).

B. abortus também pode infectar outras espécies domésticas, tais
como equideos, suinos, ovinos, caprinos, bubalinos e cées. Geralmente, ndo
€ transmitida aos suinos e, quando isso ocorre, a infeccdo é transitoria,
podendo servir de fonte de infeccdo para bovinos. Os ovinos sdo mais
resistentes que caprinos, mas em ambos pode ocorrer infeccdo ocasional,
sendo a epididimite e o abortamento os principais sintomas nos ovinos e
caprinos, respectivamente (BATHKE et al., 1988; CARTER; CHENGAPPA,
1991). Equideos sdo menos sensiveis a B. abortus e sdo considerados
hospedeiros terminais na cadeia de transmissdo. Em bufalos, a brucelose

apresenta-se de maneira similar a dos bovinos (OMS, 1986).
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2.2.2 Tuberculose Bovina

A tuberculose é introduzida em um rebanho principalmente através da
aguisicdo de animais infectados, podendo se propagar entre animais de
qualquer idade, sexo ou raca (ABRAHAO, 1998; FRANCO et al., 2000).
Alguns fatores de risco citados por Skuce, Allen e McDowell (2012) séo a
comercializagdo de bovinos, falhas no manejo do rebanho, densidade
animal do rebanho e ocorréncia da tuberculose em propriedades vizinhas
ou areas circundantes.

A tuberculose bovina geralmente é caracterizada pela formacdo de
lesbes do tipo granulomatosa, de aspecto nodular, denominadas tubérculo.
Embora seja comumente definida como uma doenca crénica debilitante, a
tuberculose bovina pode ocasionalmente assumir um curso mais rapido.
Qualquer tecido corporal pode ser afetado, mas as lesdes sdo mais
frequentemente observadas nos linfonodos (particularmente da cabeca e
térax), pulmdes, intestinos, figado, baco, pleura e peritdnio (OIE, 2009).
Quando a infec¢cdo ocorre por via digestiva, as lesbes irdo se localizar
principalmente nos linfonodos faringeos e mesentéricos. No entanto, podem
atingir outros 6rgaos se ocorrer generalizacdo do processo (ROXO, 1996).
Aproximadamente 90% das infec¢des por M. bovis em bovinos e bubalinos
ocorrem pela via respiratéria por meio da inalacdo de aerossois
contaminados com o microrganismo (BRASIL, 2006). As rotas de infecgéo
nos bovinos séo influenciadas por fatores como o ambiente, idade e manejo.
A transmissédo da tuberculose através da via respiratdria € facilitada pelo
comportamento natural do gado, especialmente em propriedades com alta
densidade animal e significativo transito de animais (MORRISON et al.,
2000).

O alvéolo pulmonar é a principal porta de entrada do bacilo da
tuberculose em bovinos, favorecendo o0 aparecimento de lesdes
principalmente nos ganglios brénquicos e/ou mediastinicos. Uma vez
instalado no alvéolo, o bacilo é capturado por macréfagos alveolares
ativados por linfocitos do tipo T, e seu destino sera determinado por fatores

como a viruléncia do microrganismo, a carga infectante e a resisténcia do
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hospedeiro (SOUZA et al.,, 1999; BRASIL, 2006). Caso nao sejam
eliminados pelo organismo, os bacilos se multiplicardo dentro de macréfagos
até destrui-los. Uma vez liberados pelos macréfagos infectados, os bacilos
serdo fagocitados por outros macréfagos alveolares ou por mondcitos
recém-chegados através da corrente circulatoria, atraidos pelos préprios
bacilos liberados, ou por fatores quimiotaticos produzidos pelo hospedeiro.
Cerca de duas a trés semanas apo0s a inalacdo do agente infeccioso, o
bacilo cessa sua multiplicacdo e ocorre resposta imune mediada por células
e reacdo de hipersensibilidade retardada desencadeada pela ativagao dos
macrofagos por interferon gama (IFN y), interleucina-2 (IL-2) e citocinas
liberadas por linfocitos T auxiliares (Th1), aproximadamente dez dias apés o
inicio da infeccdo (BRASIL, 2006). Dentro de focos infectados, os
macrofagos assumem frequentemente uma aparéncia de células epitelidides
e células gigantes do tipo Langhans que sdo formadas devido a fusédo de
macréfagos. O centro do tubérculo é formado pela associacdo de células
gigantes e de células epitelidides, circundadas por uma zona de linfocitos,
células plasmaticas e de mondcitos. Com a evolucdo da lesdo, o tubérculo
desenvolve fibroplasia periférica e necrose caseosa que € resultante da
hipersensibilidade retardada tipo IV, podendo-se observar mineralizacdes
por precipitacdo de sais de célcio. Com a mediacdo de linfocitos T, ocorre a
migracdo de novas células de defesa, culminando com a formacdo de
granulomas. A aparéncia normalmente € de um nddulo firme branco ou
amarelado e € comum a calcificacdo e areas de necrose caseosa (NEILL et
al., 1994; SOUZA et al.,, 1999). Os bacilos da lesdo tuberculosa do
parénquima pulmonar propagam-se para o linfonodo satélite, no qual
desencadeiam a formacdo de novo granuloma, constituindo assim, o
complexo priméario (BRASIL, 2006). Pode existir ainda um tecido conjuntivo
fibroso encapsulando a lesdo que tem a funcdo de confinar os bacilos
tuberculosos (QUINN et al., 2004; CASSIDY, 2006)

Em bovinos, as lesdes do complexo primario podem persistir, com ou
sem progressao, ou podem ser completamente curadas. O desenvolvimento
das lesbes pode envolver o pulmdo de forma uni ou bilateral,
predominantemente nos lobos caudais e muitas vezes no tergo distal destes

lobos. A tuberculose pleural pode resultar diretamente de uma expansao das
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lesbes subpleurais ou se espalhar através da linfa ou do sangue e possui
caracteristica nodular, com lesdes frequentemente agrupadas que podem se
tornar fortemente calcificadas. A pleurite caseosa difusa ocorre com menor
frequéncia e apresenta-se como grandes placas caseosas entre camadas
pleurais mais espessas (NEILL et al., 2001). Ainda podem ocorrer formas
intestinais da doenga com envolvimento dos linfonodos mesentéricos,
sugerindo uma infeccdo por via oral ou reinfeccdo devido a degluticdo de
muco contaminado (CASSIDY, 2006; LIEBANA et al., 2008).

A disseminacdo do agente para outros Orgdos pode ocorrer
precocemente durante o desenvolvimento da doenga ou numa fase tardia,
provavelmente em funcdo de uma queda na imunidade do animal. Essa
generalizacdo pode ocorrer de maneira abrupta e macica, devido a entrada
de grande carga bacilar na circulacéo, caracterizada pela forma miliar que
consiste em discretas les6es espalhadas por véarios 6rgdos; ou, de maneira
mais comum, na forma protraida através das vias sanguinea e linfatica
podendo acometer o pulmao, linfonodos, figado, baco, Ubere, 0ssos, rins e
até o sistema nervoso central, disseminando-se por praticamente todos os
tecidos (NEILL et al., 2005; BRASIL, 2006).

Embora possam estar presentes em qualquer tecido do animal, os
granulomas sdo encontrados com maior frequéncia em linfonodos
(mediastinicos, retrofaringeos, bronquiais, parotideos, cervicais, inguinais
superficiais e mesentéricos), em pulmao e figado. A seccdo de 6rgaos e
tecido pode ser necessaria para visualizar a lesdo (BRASIL, 2006; OIE,
2009).

Por ser uma doenca de curso crénico e evolucdo lenta, os sinais
clinicos sdo pouco frequentes em bovinos e bubalinos, mesmo em casos
avancados com o envolvimento de varios 6rgdos. Quando presentes, 0S
sinais clinicos sdo variaveis. O envolvimento pulmonar pode manifestar-se
por tosse, que pode ser induzida por alteracdes na temperatura ou por
pressdo manual sobre a traquéia. Dispneia e outros sinais de pneumonia de
baixo grau também sdo evidéncia de envolvimento pulmonar. Em casos
mais avancados, pode ocorrer hiperplasia de linfonodos superficiais e/ ou
profundos que podem obstruir as passagens aéreas, o trato digestivo ou 0s

vasos sanguineos. O envolvimento do trato digestivo pode se manifestar
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através de diarréia intermitente e constipagdo em alguns casos. Podem
ocorrer ainda casos de mastite e infertilidade. Ruptura e drenagem dos
linfonodos da cabeca e do pescoco, caquexia progressiva e extrema e
sofrimento respiratorio agudo podem ocorrer durante os estagios terminais
da tuberculose. Podem ocorrer ainda, lesbes envolvendo a genitalia
feminina. A genitalia masculina raramente estd envolvida (BRASIL, 2006;
OIE, 2009).

A principal via de transmissdo de M. bovis € a via aerdgena,
através da inalacdo de aerossois expectorados por outros mamiferos
com tuberculose ativa. Em funcdo do tamanho reduzido, os aerossois
podem permanecer no ar com micobactérias viaveis por varios minutos ou
até horas (AHMAD, 2011). Também pode ocorrer infec¢cdo por via oral
através da ingestdo de M. bovis em leite, pastos e agua contaminados,
tendo em vista a capacidade do microrganismo de sobreviver no meio
ambiente. Porém, esta é considerada uma forma de propagacéo secundaria
a respiratoria (PALMER; WALTERS, 2006). A via oral é a principal porta de
entrada em bezerros alimentados com leite proveniente de vacas com
mastite tuberculosa. Nesse caso, o complexo primario ird se localizar nos
orgaos digestivos e linfonodos regionais. Um bovino infectado, sem sinais
clinicos, pode excretar até 10° UFC de M. bovis por mililitro de leite (GARRO
et al., 2011). Mais raramente podem ocorrer casos de infeccdo congénita.
Nesses casos a transmissao acontece via vasos sanguineos umbilicais para
o feto a partir de infeccdo presente no uUtero da fémea, ou através da
ingestdo de liquido amniédtico infectado, que leva ao desenvolvimento de
lesGes nos intestinos ou nos linfonodos mesentéricos, e por inalacdo do
mesmo, que resulta em doenca pulmonar. Em raras ocasides, a transmissao
da tuberculose por via genital pode ocorrer nos bovinos se houver lesbes da
infeccdo no pénis e vulva ou nas mucosas prepucial e vaginal (MURAKAMI
et al., 2009).

Mesmo antes de desenvolver lesdes teciduais, o bovino infectado ja é
capaz de disseminar M. bovis através de secre¢do nasal, leite, fezes, urina,
secre¢des vaginais e uterinas, sémen e de material purulento drenado de
abcessos cutaneos ou de fistulagdes de linfonodos periféricos (MCILROY et
al., 1986; ROXO, 1997; RADOSTITS et al., 2007). As vias de infecgéao
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referidas com menor frequéncia sdo intrauterina, cutanea, inseminacgéo
artificial com sémen contaminado e coito. (NEILL et al.,, 1994; ROXO,
1997). Os bovinos sdo muito resistentes a infecgdo por M. tuberculosis e por
ISSO a sua ocorréncia € pouco comum. Em raros casos ocorre o
desenvolvimento de lesdes, mas os bacilos podem sobreviver por algum
tempo nos tecidos desses animais, principalmente nos linfonodos, podendo
gerar reacao cruzada no teste de tuberculinizacdo para tuberculose bovina
(ACHA; SZYFRES, 2001).

Outras espécies de animais assumem papel importante como
reservatorio de M. bovis, podendo introduzir ou reintroduzir a doengca em
rebanhos bovinos. Em paises desenvolvidos, onde a tuberculose bovina
encontra-se em fase final de erradicacdo ou ja erradicada, os principais
reservatérios desse agente sdo animais silvestres. No Brasil, certamente
existem espécies silvestres suscetiveis a M. bovis, mas a importancia
desses animais como reservatorio do agente para bovinos € desconhecida
(BRASIL, 2006).

2.3 Diagnostico e Controle

Com o objetivo de erradicar a brucelose e a tuberculose bovinas, em
2001 o governo brasileiro criou o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA, que estabelece a realizacdo
do diagnéstico e normatiza as medidas de controle dessas zoonoses. As
propostas técnicas do PNCEBT objetivam a certificacdo de propriedades
livres ou monitoradas; o credenciamento e capacitacdo de médicos
veterinarios para efetuar o diagnostico a campo; o controle do transito de
animais; a criacdo de normas sanitarias para participacdo em exposigoes,
feiras, leildes e outras ocasibes em que ocorrem aglomeragdes de animais;
o diagndstico e apoio laboratorial; a participacdo no servico social e
educagéao sanitaria (BRASIL, 2006).
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A estratégia do PNCEBT consiste em um conjunto de medidas
sanitarias compulsodrias, associadas as acdes de adesdo voluntéria, que
dizem respeito a certificacdo de propriedades livres e de propriedades
monitoradas. Para certificacdo de uma propriedade como livre de brucelose
e tuberculose, os testes em todo o rebanho devem ser repetidos até a
obtencado de trés testes sem um Unico animal reagente positivo, ao longo de
um periodo minimo de nove meses. A manutencdo do status de livre das
propriedades depende do cumprimento de todas as regras e normas
sanitarias estabelecidas pelo PNCEBT. Propriedades especializadas na
bovinocultura de corte podem obter um certificado de propriedade
monitorada para brucelose e tuberculose, pois a criagcdo extensiva e o
grande numero de animais dificulta a realizacdo dos testes necessarios para
a obtencao do certificado de livre. Propriedades certificadas como livres ou
como monitoradas para tuberculose e brucelose s6 podem adquirir novos
animais provenientes de propriedades de condicdo sanitaria igual ou
superior, ou com dois testes negativos para estas enfermidades (BRASIL,
2006).

Existem alguns fatores que interferem no éxito do Programa Nacional
de Controle e Erradicacdo da Tuberculose, sdo eles: o tamanho do rebanho
nacional e a extensao territorial do pais; as grandes diferencas regionais
quanto a infraestrutura e condicfes socioeconémicas; a heterogeneidade do
modo de producdo e da situacao sanitaria das propriedades; a insuficiéncia
de recursos financeiros destinados aos 6rgdos oficiais que se ocupam da
saude animal; a inexisténcia de fundos para indenizacdo dos criadores que
abatem animais reagentes (FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997,
SCHILLER et al.,, 2010); o abate clandestino de animais € o comércio
clandestino de leite (COSTA, 2008).

As estratégias de controle da brucelose e da tuberculose tém como
principios a redugdo constante do numero de focos dessas doencas, 0
controle do transito de animais, a certificacdo de propriedades livres das
enfermidades através do diagnostico, o sacrificio de animais reagentes
positivos e a adocdo de medidas ambientais (PAULIN; FERREIRA NETO,
2003). Devido as perdas econbmicas e a importancia que exercem para a

saude publica, essas doencas devem ser eliminadas dos rebanhos, para que
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seus impactos na pecuaria e na populacdo humana sejam minimizados
(BRASIL, 2008).

A inspecédo sanitaria dos produtos de origem animal destinados ao
consumo humano e a pasteurizacdo ou esterilizacdo do leite e derivados,
sao importantes medidas preventivas para brucelose e tuberculose devido
ao carater zoondético dessas enfermidades (BRASIL, 2006).

Os testes realizados no Brasil para o diagndéstico de brucelose e de
tuberculose seguem as recomendacfes do Codigo Zoossanitario
Internacional da OIE. Entretanto, o MAPA permite a atualizacdo dos
métodos de diagndstico a medida que novos e melhores testes forem
surgindo. As técnicas moleculares ja sao utilizadas nos programas de
controle e erradicacdo de tuberculose, de forma complementar aos

procedimentos bacterioldgicos classicos (BRASIL, 2006).

2.3.1 Brucelose Bovina

A brucelose € diagnosticada por diferentes métodos que se
complementam: o diagnéstico clinico, que se baseia nos sinais e sintomas, o
epidemioldgico, baseado no histérico do rebanho, da propriedade e da
regido, e através de métodos laboratoriais diretos, ou por meio da deteccao
de anticorpos contra B. abortus por métodos indiretos (PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003; BRASIL, 2006). No Brasil somente laboratérios oficias
credenciados e laboratorios credenciados pelo Departamento de Defesa
Animal (DDA) podem realizar o diagnostico de brucelose através de testes
determinados pelo mesmo. Os testes de diagndstico para brucelose devem
ser realizados exclusivamente em fémeas de idade igual ou superior a 24
meses, que tenham sido vacinadas entre trés e oito meses. Em machos e
em fémeas ndo vacinadas, o diagndstico deve ser realizado a partir dos oito
meses de idade (BRASIL, 2006).

Os testes soroldgicos se baseiam na presenca de anticorpos contra
Brucella abortus em varios fluidos corporais, como soro sanguineo, leite,
muco vaginal e sémen. Ainda ndo existe uma técnica soroldgica que

preencha todos o0s requisitos necessarios para ser aplicada com
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confiabilidade no diagnéstico da brucelose. Reacdes falso-positivas podem
ocorrer devido a presenca de anticorpos ndo especificos como
consequéncia de infeccbes por outras bactérias (CORBEL, 1985; OMS,
1986; BRASIL, 2006), como resultado da vacinacdo com B19 apos a idade
recomendada (BRASIL, 2006), ou ainda devido a presenca de anticorpos
colostrais, no caso de animais com até quatro meses de idade (BISHOP et
al., 1994). As principais causas de resultados falso-negativos sao a infecgéo
recente, o fenbmeno prozona (que pode ser solucionado com diluicées da
amostra) e a proximidade do teste com o parto ou aborto (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003).

A guantidade de testes indiretos disponiveis para o diagnostico de
brucelose é bastante ampla e cada pais, segundo suas disponibilidades e
caracteristicas, deve escolher aqueles que melhor se adaptem a sua
estratégia (BRASIL, 2006; OIE, 2016). A escolha dos métodos soroldgicos
precisa levar em consideracdo o tamanho e as caracteristicas da populacao
sob vigilancia, o custo, a situacao epidemiolégica da doenca, a sensibilidade
e a especificidade dos testes e o0 status vacinal dos animais (BRASIL, 2006).

No Brasil, o PNCEBT definiu como oficiais os seguintes testes de
triagem: Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e Teste do Anel em Leite
(TAL), que podem ser realizados por médico veterinario habilitado,
laboratorio oficial credenciado e demais laboratorios credenciados. Os testes
definidos para confirmagdo do diagnostico sédo: 2- Mercaptoetanol (2-ME),
que pode ser realizado por laboratorio oficial credenciado e demais
laboratorios credenciados, a Reacdo da Fixacdo de Complemento (RFC),
gue pode ser realizada apenas em laboratério oficial credenciado e o Teste
da Polarizagcdo Fluorescente (TPF), que pode ser utilizado como teste
confirmatdrio ou como teste Unico e deve ser realizado em laboratérios
credenciados ou em laboratérios oficiais credenciados (BRASIL, 2006).

O AAT é o teste de triagem do rebanho e a maioria dos soros de
animais bacteriologicamente positivos apresenta reacao a essa prova. Como
podem ocorrer casos de reacgdes falso-positivas em decorréncia da utilizacéo
da vacina B19, a confirmacédo dos resultados positivos é realizada por meio
de testes de maior especificidade para evitar o sacrificio de animais nao
infectados (NIELSEN, 2002; BRASIL, 2006; OIE, 2016).



22

O TAL foi idealizado para ser aplicado em misturas de leite de véarios
animais e pode ser utilizado para monitoramento da condi¢do sanitaria de
propriedades livres ou como ferramenta de diagnostico em sistemas de
vigilancia epidemiologica (BRASIL, 2006), porém, podem ocorrer resultados
falso-positivos em presenca de leites acidos ou provenientes de animais
portadores de mastite e em leite de animais em inicio de lactacdo (colostro)
ou que foram vacinados menos de quatro meses antes do teste (BRASIL,
2006; OIE, 2016). Portanto, a execucao desse teste nao € recomendavel em
fazendas com um rebanho pequeno onde esses problemas podem exercer
um grande impacto no resultado (OIE, 2016).

O teste do 2-ME €é uma prova quantitativa seletiva que detecta
somente a presenca de IgG no soro e deve ser executado sempre em
paralelo com a soroaglutinacdo em tubos (FERRI et al., 1977; TIMONEY et
al., 1988). A interpretacdo dos resultados é dada pela diferenca entre os
titulos dos soros sem tratamento (prova lenta), frente ao soro tratado com 2-
ME (BRASIL, 2006).

O teste de SAT que também pode ser chamado de prova lenta,
porque a leitura dos resultados é feita apds 48 horas, € utilizado em
associacdo com o teste do 2-Mercaptoetanol para confirmar resultados
positivos em provas de triagem. A prova costuma apresentar resultados
falso-negativos no caso de infeccdo crbnica e, em algumas situacoes,
podem aparecer titulos significativos em animais néo infectados por B.
abortus como decorréncia de reag¢des cruzadas com outras bactérias. Uma
propor¢cao importante de animais vacinados com B19 acima dos oito meses
pode apresentar titulos de anticorpos para essa prova por um longo periodo
de tempo ou permanentemente (BRASIL, 2006).

A RFC tem sido empregada em diversos paises que conseguiram
erradicar a brucelose ou que estdo em fase de erradicacdo e € o teste de
referéncia recomendado pela Organiza¢cdo Mundial de Saude Animal (OIE)
para o transito internacional de animais (BRASIL, 2006). A técnica se baseia
na habilidade do complexo antigeno-anticorpo em ativar o sistema
complemento e com isso detectar precocemente IgGl no soro. A RFC
também é capaz de revelar casos em que os niveis de IgGl sdo baixos,
devido ao seu baixo limiar de deteccdo (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).
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Esse é um teste trabalhoso e complexo, que exige pessoal treinado e
laboratério bem equipado (BRASIL, 2006).

O TPF se baseia nas diferencas rotacionais entre a molécula de
antigeno solavel (LPS) e o complexo antigeno-anticorpo (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003). Por meio da utilizagdo de controles e de soro pré-
titulado, € possivel calcular a quantidade de anticorpos presente no soro
testado (NIELSEN et al., 1996; BRASIL, 2006; OIE, 2016).

Os métodos diretos de diagnéstico da brucelose incluem o isolamento
e a identificacdo do agente, a imunohistoquimica e os testes de detec¢do de
acidos nucléicos, principalmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(BRASIL, 2006). Esses métodos sdo usados apds a manifestacdo de
sintomas clinicos, que normalmente ocorrem quando a bactéria j4 esta
disseminada no rebanho, tornando importante a confirmacéo de focos da
doenca e a caracterizagdo do agente (MATRONE, 2009; VEJARANO
RUIBAL, 2009). Na estrutura de um programa de controle e erradicacao, 0s
animais positivos para os métodos indiretos devem ser submetidos ao abate
sanitario, durante o qual sdo colhidas amostras para o diagnostico direto
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Classicamente, o diagndstico direto da
brucelose é realizado a partir do cultivo, isolamento e identificacdo do género
Brucella através de material de aborto ou de secre¢bes como leite, sémen e
liguido sinovial de articulagcbes comprometidas (CARTER; CHENGAPPA,
1991; NIELSEN, 2004; LAGE et al., 2008; VEJARANO RUIBAL, 2009).

O isolamento de Brucella spp. € um processo trabalhoso e demorado,
levando em consideracdo a sensibilidade e as exigéncias com relacdo aos
meios de cultivo, além de se constituir um patégeno de alto risco bioldgico,
sendo necessarios laboratérios com funcionérios qualificados e instalacdes e
equipamentos de protecdo de nivel 3 (POESTER et al., 2005; LAGE et al.,
2008). A identificagdo de Brucella deve ser realizada com uma combinagao
dos seguintes testes: morfologia apdés a coloracdo de Gram, observacao
direta da morfologia da colbnia, caracteristicas do crescimento, testes de
urease e oxidase e teste de aglutinacdo em soro policlonal anti-Brucella
(OIE, 2016). A identificacdo das diferentes espécies e biovares de Brucella
pode ser realizada através da andlise de caracteristicas fenotipicas,

incluindo tipificacdo soroldgica para os antigenos A, M, e R, fagotipagem e
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provas bioquimicas que identificam diferencas metabdlicas entre espécies e
biotipos (ALTON et al.,, 1988; METCALF et al., 1994; CLOECKAERT,;
VIZCAINO, 2004; OIE, 2016). Uma vantagem deste método direto é a sua
especificidade. Entretanto, devido ao risco de contaminacdo humana durante
0 processamento da amostra, poucos sao os laboratorios que realizam este
exame (BRASIL, 2006).

O controle da brucelose bovina é baseado na vacinagcdo em massa
das fémeas. As vacinas recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) sao a B19 e a vacina nao indutora de anticorpos aglutinantes,
RB51. Ambas boas indutoras de imunidade celular (BRASIL, 2006).

A vacina B19 é produzida com amostra viva atenuada de B. abortus
bv. 1 estirpe B19 e apresenta caracteristicas importantes como: permitir a
vacinagao de fémeas entre trés e oito meses de idade conferindo imunidade
prolongada; prevenir o aborto; ser estavel e ndo se multiplicar na presenca
de eritrol; ser atenuada para bovinos, causando reacées minimas ap0s a sua
aplicacao, além de conferir protecdo em 70% a 80% dos animais vacinados
(NICOLETTI, 1980; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006). A
idade de vacinacao das fémeas deve ser seguida rigorosamente, pois apés
oito meses de idade existe a probabilidade de uma grande producdo de
anticorpos que podem perdurar e interferir no diagnéstico da doenca,
inclusive apés os 24 meses. Nao se recomenda a vacinagdo de machos nem
de fémeas em gestacdo, devido a viruléncia residual que a cepa conserva
(BRASIL, 2006, LAGE et al., 2008). A resisténcia conferida ao rebanho pela
vacina B19 reduz a severidade dos sinais clinicos de forma significativa e,
com isso, a quantidade de agentes patogénicos eliminados no ambiente
pelos animais infectados também sera reduzida (NICOLETTI, 1980; PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008).

Diante da necessidade de uma amostra vacinal que ndo provocasse a
inducdo de anticorpos vacinais, a vacina RB51 n&o indutora de anticorpos
aglutinantes foi desenvolvida. Essa amostra possui caracteristicas de
protecdo semelhantes as da B19, porém, por ser rugosa, previne a formacao
de anticorpos reagentes aos testes soroldgicos de rotina (POESTER, 2006;
LAGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008). Em alguns paises esta vacina é

empregada oficialmente nos programas de controle de brucelose, mas no
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Brasil sua utilizacdo é restrita & vacinagdo estratégica de fémeas adultas
(BRASIL, 2008).

2.3.2 Tuberculose Bovina

O diagnostico da tuberculose bovina deve ser realizado em todos os
animais com idade igual ou superior a seis semanas atraves de métodos
diretos e indiretos. Os diretos envolvem a deteccéo e identificacdo do agente
etiologico no material biologico. Nessa categoria encontram-se a
histopatologia, bacteriologia e os métodos moleculares. Os indiretos
pesquisam uma resposta imunoldgica do hospedeiro ao agente etioldgico,
que pode ser humoral, através da producdo de anticorpos circulantes, ou
celular, mediada por linfécitos e macréfagos. A reacdo tuberculinica, a
bacteriologia e a histopatologia, em interacdo com o0s achados
epidemioldgicos, sdo os métodos mais utilizados para o diagndstico da
tuberculose bovina e bubalina. A grande inespecificidade dos sinais clinicos,
a dificuldade de isolamento de M. bovis do animal vivo e o baixo nivel de
anticorpos circulantes durante o periodo inicial da infeccao, fazem com que
os diagnosticos clinico, bacteriolégico e soroldgico tenham um valor relativo
(MELO et al., 1999; BRASIL, 2006), proporcionando apenas um diagnostico
presuntivo (SOUZA et al., 1999).

Pode-se afirmar que existem metodologias adequadas ao
desenvolvimento de programas de controle e erradicacdo da tuberculose
bovina, entretanto, ndo existe um método de diagndstico que tenha eficacia
absoluta para essa doenca. A prova tuberculinica, a vigilancia
epidemiolégica em matadouros, o controle sanitario dos rebanhos e o
diagnéstico laboratorial, sdo elementos que devem ser empregados com
critério e de modo adequado a cada situacdo epidemiologica. Sejam quais
forem os métodos de diagnostico utilizados, € fundamental que os animais
sabidamente positivos sejam abatidos a fim de evitar a disseminacao do
agente (COSIVI et al., 1998; BRASIL, 2006).

O diagnostico alérgico-cutaneo é o0 instrumento basico para

programas de controle e erradicacao da tuberculose bovina preconizado em
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todo o mundo e é considerado pela OIE como técnica de referéncia
(BRASIL, 2006; COSTA, 2008). Para que realmente funcione como
ferramenta diagndstica em um programa de controle, € indispensavel que o
procedimento seja padronizado quanto a producdo das tuberculinas,
equipamentos para realizacdo das provas, tipos de provas e critérios de
leitura (BRASIL, 2006). A sensibilidade do teste de tuberculinizacdo varia
entre 68% e 95%, enquanto sua especificidade foi estimada entre 95%-99%
(CORREA; CORREA, 1982). Reacdes falso-negativas podem ocorrer em
algumas situacdes, sdo elas: trés a seis semanas apos a infec¢do, o que
pode ser evitado adiando o teste em casos de suspeita de contato recente
com animais infectados (OIE, 2009); deficiéncia temporaria do sistema
imune induzida por inoculacées sucessivas de tuberculina ou aplicacdo de
altas concentracdes do antigeno, denominada dessensibilizacdo, que possui
curta duracao e cessa quando a populacdo de linfocitos T é restabelecida
(BRASIL, 2006); periodo de periparto (trés semanas pré e poés-parto);
desnutricdo; uso inadequado de drogas imunossupressoras (LILENBAUM,
2000); casos de tuberculose generalizada ou em estagios finais da doenca,
nos quais ha um excesso de antigeno circulante que induz uma
imunossupressao especifica e, por consequéncia, ocorre inibicdo da
producdo de citocinas necessarias a ativacdo de macrofagos participantes
da reacdo de hipersensibilidade retardada, fendbmeno denominado anergia,
neste caso o exame clinico auxilia o diagndstico (BRASIL, 2006). Reacbes
falso-positivas podem ocorrer em casos de sensibilizagdo causada por
outras micobactérias e por inflamacéo local (OIE, 2009). A comparacao entre
a resposta induzida pelo PPD bovino e pelo PPD aviario permite a ampliacédo
da especificidade do teste (PALMER; WATERS, 2006).

A reacdo alérgica a tuberculina € uma reacdo de hipersensibilidade
retardada tipo IV mediada por resposta celular e com baixa producdo de
anticorpos. Essa resposta € desencadeada pela ativagdo dos macréfagos
por interferon gama (IFN y), interleucina-2 (IL-2) e citocinas liberadas por
linfécitos T auxiliares (Thl) aproximadamente dez dias apds o inicio da
infeccdo e se manifesta macroscopicamente na forma de edema e
endurecimento progressivo no local da aplicagado da tuberculina que atinge

seu maximo apos 72 * 6 horas. A intensidade da reagdo cutanea pode ser
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mensurada pelo tamanho do edema e do endurecimento da pele (BRASIL,
2006).

O teste preconizado pela legislacdo em vigor no Brasil para o
diagnoéstico da tuberculose em bovinos e bubalinos vivos € o intradérmico
nas suas trés modalidades: prega ano-caudal (apenas para gado de corte),
cervical simples e cervical comparativo, e deve ser realizado exclusivamente
por médicos veterinarios habilitados pelo MAPA em animais com idade igual
ou superior a seis semanas. Fémeas que estiverem no periodo
compreendido entre 15 dias antes e 15 dias depois do parto ndo devem ser
submetidas ao teste (BRASIL, 2006).

Uma alternativa usada em regiées de menor prevaléncia da doenca é
o teste do interferon gama (IFN-y) se baseia na dosagem dessa citocina em
amostras de sangue de animais com suspeita de infeccdo por M. bovis, ap0s
um periodo de incubagdo de 16-24 horas com antigeno especifico (PPD
bovino e aviario) (WOOD; ROTHEL, 1994; RUGGIERO et al., 2007). Bovinos
infectados ap6s um periodo de uma a quatro semanas, ja apresentam
células T no sangue periférico capazes de liberar in vitro quantidades
mensuraveis de IFN-y quando estimuladas por antigeno especifico (RYAN et
al., 2000; COAD et al., 2007; OIE, 2009). Esse teste foi aprovado para
utilizacdo em varios programas nacionais, incluindo a Unido Europeia (UE),
os EUA, a Nova Zelandia e a Australia (OIE, 2009).

O diagnéstico anatomopatolégico € uma importante ferramenta no
diagnéstico da tuberculose bovina e se baseia na inspecdo de carcaca ou
necropsia detalhada do animal (BRASIL, 2006). Lesdes granulomatosas
provocadas por M. bovis ndo sado patognomonicas da tuberculose bovina e
também podem ocorrer nas infeccbes por Corynebacterium pyogenes,
Staphylococcus aureus, Actinobacillus lignieresii, Pseudomonas aeruginosa,
Rhodococcus equi, por parasitas, fungos e em alguns processos neoplasicos
como carcinomas e sarcomas (JENSEN et al.,, 1990; OHARA, 2006). No
Brasil, a inspecdo das carcacas €& determinada pelo Artigo 196 do
Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), com o objetivo de garantir que todos os 6rgados sejam
examinados na sala de matanca, imediatamente apds a sua remogao, com

identificacdo correspondente a carcaca. Segundo critérios estabelecidos
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pelo RIISPOA, carcacas com lesdes suspeitas de tuberculose podem ser
destinadas a condenacdo total, rejeicdo parcial ou aproveitamento
condicional a esterilizacdo pelo calor, o que vai depender da localizacéo,
extensdo, quantidade e caracteristica das lesdes encontradas (BRASIL,
1997).

O diagnéstico histopatoldgico é complementar ao exame post mortem
e consiste na analise de fragmentos de lesGes presuntivas de tuberculose,
coletadas em carcacas submetidas a inspecdo (WATRELOT-VIRIEUX et al.,
2006) e pode ser aplicado principalmente em regifes de alta prevaléncia da
doenca, pois apresenta resultado para o diagndstico presuntivo mais rapido,
que deve ser confirmado posteriormente através do cultivo da amostra
(CORNER, 1994). A morfologia das les@es histopatoldgicas granulomatosas
caracteristicas da tuberculose, apresenta-se como uma area central de
necrose caseosa, que pode estar mineralizada, circundada por células
gigantes tipo Langhans, células epitelidides, histiocitos e, na periferia, ocorre
presenca de mononucleares, linfécitos e raros plasmécitos, circundados por
tecido conjuntivo fibroso, configurando o foliculo tuberculoso (OLIVEIRA et
al., 1986; LAISSE et al., 2011).

O isolamento e a identificacdo do agente sdo considerados padrdo-
ouro para o diagnéstico da tuberculose e devem ser realizados por
laboratério de referéncia com nivel de biosseguranca 3 para a obtencdo de
um diagnéstico definitivo (BRASIL, 2006; SAKAMOTO et al., 2008).

Para o isolamento de M. bovis, o0 meio de cultura mais recomendado &
0 Stonebrink-Leslie que ndo possui glicerina e sim piruvato de so6dio como
fonte de carbono (HAAGSMA, 1995) e as amostras devem ficar incubadas a
uma temperatura de 36°C a 37°C, por até 90 dias, com o objetivo de
observar a multiplicacdo bacteriana (BRASIL, 2006). A caracterizacdo da
multiplicacdo em diferentes meios e a morfologia bacilar podem promover a
identificacdo presuntiva de M. bovis. A confirmacéo é realizada por exames
microscopicos atraveés da coloracéo de Ziehl-Neelsen, testes bioquimicos e
técnicas moleculares (ROWE; DONAGHY, 2008). A identificacdo da espécie
por meio de provas bioquimicas é trabalhosa, requer cultura nova, pura e

abundante, condicdo sO alcancada ap0s sucessivos repiques a partir do
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isolamento primario (CORNER, 1994; PINTO et al.,, 2002; MICHEL et al.,
2010).

O diagnostico através do isolamento e identificacdo do agente pode
apresentar baixa sensibilidade devido a alguns fatores como: o0 método de
descontaminacdo da amostra, que pode eliminar também alguns bacilos
dificultando o isolamento; a necessidade de as lesGes apresentarem uma
concentracdo de bactérias igual ou superior a 10* UFC/mL; o tempo
necessario para se observar a multiplicacdo das micobactérias que pode ser
de mais de 12 semanas (CORNER, 1994; WARDS et al., 1995; ZANINI et
al., 2001).

A aplicacdo de uma metodologia de diagndstico molecular que
permita a deteccdo rapida de M. bovis diretamente em amostras biologicas €
uma interessante alternativa para a confirmagéo de existéncia da doenca, a
ser utilizada na vigilancia epidemioldgica de animais abatidos em matadouro
e em programas de erradicacdo, principalmente pelas limitacdes quanto a
sensibilidade e especificidade do teste de reacdo cutanea e o longo periodo
para a confirmacéo da presenca do agente pelos métodos bacteriolégicos de
rotina (RORING et al., 2000; ZANINI et al.,, 2001). Devido a lentiddo das
analises bacteriolégicas, testes de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
sdo realizados, paralelamente ao isolamento, no Laboratério de Biologia
Molecular (LBM) do LANAGRO/MG, pois sdo mais rapidos e permitirem
confirmagdo dos resultados obtidos no exame bacteriolégico (LOPES
FILHO, 2010).

2.4 Testes Moleculares - PCR em tempo real (QPCR)

Ensaios de diagnodstico baseados na biologia molecular tém sido
amplamente utilizados no diagnéstico de doencas infecciosas em medicina
humana e veterinaria. As caracteristicas de alta sensibilidade e
especificidade, aliadas a rapidez da resposta diagnostica, estimulam sua
utilizacdo como ferramenta diagnostica tanto para a identificacdo de
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patbgenos em individuos isolados quanto para vigilancia populacional
(DRIGO et al., 2014).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é considerada uma técnica
promissora para o diagnoéstico rapido da brucelose e da tuberculose, que
apresenta as vantagens de ser sensivel e especifica e de reduzir o tempo de
diagndstico quando comparada aos métodos tradicionais, sendo capaz de
detectar poucos bacilos na amostra, inclusive o0s inviaveis. Com isso,
amostras que ndo sdo preservadas de maneira adequada ao isolamento
bacteriano, podem ser utilizadas no diagnéstico molecular (BEIGE et al.,
1995; ABRAHAO, 1998; NARAYANAN, 2004). As principais dificuldades
para aplicacdo do método de PCR na rotina laboratorial sdo a extracdo do
DNA e a escolha correta dos oligonucleotideos iniciadores (primers),
caracteristicas que sdo essenciais para o éxito de uma PCR (ZANINI et al.,
2001; KHAN; YADAYV, 2004; ZUMARRAGA et al., 2005). Os primers sdo
considerados fundamentais para garantir a especificidade da reacdo, uma
vez que a amplificacdo do DNA s6 sera possivel se houver a hibridizacao do
primer com a sequéncia alvo do DNA extraido da amostra. Os fragmentos
amplificados podem ser visualizados em gel de eletroforese corado com
brometo de etidio, por primers marcados com isétopos radioativos ou
fluorescentes e ainda empregando-se métodos enzimaticos ou de
quimiluminescéncia (ANDRADE, 1993; COLLINS et al., 1994; ABRAHAO,
1998). A PCR pode ser usada para qualquer tipo de amostra bioldgica,
porém algumas matrizes podem conter inibidores da PCR que levam a um
resultado falso negativo (MICHEL et al., 2010) e por isso € necessario um
protocolo de extracdo que concentre o DNA, reduza ao maximo os fatores
inibidores presentes nos fluidos biolégicos, que seja simples, reproduzivel,
seguro e capaz de prever contaminagbes cruzadas entre as amostras
(RANTAKOKKO-JALAVA; JALAVA, 2002).

Uma variacdo da PCR é a multiplex, que utiliza varios conjuntos de
pares de primers especificos para determinadas regides do genoma
bacteriano em uma mesma reacdo e tem sido aplicada na diferenciacdo
entre as bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis, do complexo
Mycobacterium avium e outras micobactérias atipicas e entre espécies de
bactérias de um mesmo género (YEBOAH-MANU et al., 2001; PARRA et al.,
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2008). Uma PCR multiplex denominada AMOS foi desenvolvida por Bricker e
Halling (1994) para a diferenciacédo entre espécies de Brucella. Os autores
utilizaram cinco primers capazes de identificar os biovares 1, 2 e 4 de
Brucella abortus, todos os trés biovares de B. melitensis, o biovar 1 de B.
suis e todos os biovares de B. ovis. Este ensaio explora o polimorfismo
decorrente da localizacdo espécie-especifica do elemento genético is711 no
cromossomo de Brucella.

Com o advento da PCR em tempo real (QPCR) que se baseia na
utilizacdo de compostos fluorescentes que geram um sinal que aumenta na
proporcao direta da quantidade de produto da PCR, é possivel acompanhar
a amplificacdo do fragmento alvo durante os ciclos da PCR. Essa
amplificagéo possui quatro fases: baseline, exponencial, linear e plateau. Na
baseline a amplificacdo esta abaixo do nivel de deteccdo do instrumento. Na
fase exponencial a reacdo esta ocorrendo com taxa maxima de eficiéncia. A
duracdo dessa fase depende da qualidade e concentracdo dos reagentes e
€ a fase em que ocorre o consumo da maior parte dos reagentes presentes
na reacdo. Na fase linear, a eficiéncia da amplificagdo comeca a cair, pois 0s
produtos da reacdo ja ndo estdo disponiveis ou ja foram consumidos durante
a fase exponencial. A fase plateau é alcancada rapidamente ao final da
reacao, onde ocorrem os ultimos ciclos da PCR (DORAK, 2006). A PCR em
tempo real difere do padrdo de PCR porque os produtos gerados sao
captados durante os ciclos de amplificacdo usando sondas de hibridizacao
gue realcam a especificidade do teste (DORAK, 2006) e tem como vantagem
em relacdo a PCR convencional, maiores precisdo, reprodutibilidade,
acuracia e velocidade das analises, melhor controle de qualidade no
processo, menor risco de contaminacao e objetividade na interpretacdo dos
resultados, uma vez que a reagao ocorre em um sistema tubular fechado,
ndo havendo a necessidade de eletroforese para a visualizacdo das
amplificagdes (NOVAIS et al., 2004; RODRIGUEZ - LAZARO et al., 2007) e
oferece também maior sensibilidade analitica (KRENKE, 2005).
Considerando a acuracia (dependendo dos marcadores especificos
escolhidos) e a rapidez de execucdo que a gPCR apresenta quando
comparada ao cultivo bacteriolégico, essa técnica tem se mostrado eficiente

no diagnostico direto de microrganismos, em nivel de espécie e subespécie,
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podendo atuar como ferramenta epidemioldgica e de diagndstico auxiliar nos
programas de controle eerradicacao (BRICKER, 2002; OIE, 2016).

Para que a qPCR possa ser utilizada em programas de controle e
como técnica auxiliar de diagnostico € preciso que essa metodologia seja
testada e validada para o microrganismo e na matriz que se pretende
investigar (OIE, 2013). Na validagdo realizada nesse trabalho foram
selecionados primers que amplificam o elemento de insercao is6501/is711
presente em todas as bactérias do género Brucella e o gene eriD que esta
parcialmente deletado em cepas vacinais B19. Para a deteccdo de M. bovis
foram utilizados primers para o is1081, presente no genoma de
micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) e a delecao
da regido de diferenca RD4 presente apenas no genoma de M. bovis.

O elemento genético repetitivo is6501 (OUAHRANI et al., 1993) ou
is711 (HALLING et al, 1993) ocorre apenas em espécies de Brucella e, para
a maioria das espécies, pelo menos uma coépia do elemento ocorre em um
anico locus cromossémico especifico da espécie ou biovar (BRICKER;
HALLING, 1994). A is6501 permite a diferenciacdo entre as espécies de
Brucella, uma vez que o nimero de copias repetitivas do mesmo € unico
para cada espécie ou biovar e sua localizagdo no genoma € espécie —
especifica (OUAHRANI et al., 1993; MORENO et al., 2002; ORZIL et al.,
2016). A realizagdo de uma PCR utilizando como alvo o elemento de
insercao is6501 € uma importante ferramenta para a deteccao de Brucella
no animal e em produtos lacteos, pois a natureza multi-copia do elemento
aumenta a sensibilidade da analise (OUAHNARI et al., 1993).

O gene eriD esta localizado em um operon (eri) que possui mais trés
genes eriA, eriB e eriC. O eriD codifica uma proteina de ligacdo com funcéo
reguladora da expressao do operon eri (SANGARI et al., 2000) e esta
deletado parcialmente na estirpe vacinal B19 (DUCH, 2015), o que impede o
metabolismo do eritrol levando a inibicdo da multiplicacdo dessa estirpe pelo
acumulo de um intermediario toéxico e esgotamento dos niveis de ATP
(SPERRY; ROBERTSON, 1975 apud SANGARI et al., 2000). Um iniciador
gue tem como alvo o gene eriD é capaz de distinguir entre Brucella abortus

patogénica e a amostra vacinal B19 (SANGARI et al., 2000) e por isso sua
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utilizacdo é importante no diagndstico da brucelose em paises que utilizam
essa vacina no protocolo vacinal.

O elemento de insercdo is1081 esta presente apenas no genoma de
espécies do complexo M. tuberculosis (MTC) em cinco a sete coOpias
(COLIINS; STEPHENS, 1991; VAN SOOLINGEN et al., 1994; TAYLOR et
al., 2007) e em seis cOpias no genoma de M. bovis (DZIADEK et al., 2001).
is1081 possui 1324 pb de comprimento e contém um grande ORF. Essa
ORF, que ocupa a maior parte do is1081, € precedida por um sitio de ligacdo
ribossomal e codifica uma proteina putativa de 415 aminoacidos. is1081
também contém dez ORFs mais curtas (COLIINS; STEPHENS, 1991). Esse
elemento ndo apresenta praticamente nenhum polimorfismo (COLLINS;
STEPHENS, 1991; VAN SOOLINGEN et al., 1992; 1994), o que indica que
is1081 transpBe muito raramente, ou talvez ndo transponha nas bactérias do
MTC (VAN SOOLINGEN et al., 1994). As linhagens de micobactérias nao-
tuberculosas (MOTT) ndo amplificam com o uso da is1081 como iniciador
(TAYLOR et al.,, 2007). Esse elemento de insercdo pode ser util em
manipulacdes genéticas e no desenvolvimento de testes de diagndstico para
tuberculose bovina com base na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
(COLIINS; STEPHENS, 1991).

Regides de diferenca (RDs) representam regides que distinguem as
linhagens de M. tuberculosis de outros membros do complexo M.
tuberculosis (MTC), independentemente da sua origem geografica e das
suas caracteristicas de tipagem (BROSCH et al., 2002). A RD4 é deletada
em M. bovis e em M. bovis BCG, mas esta presente em todas as espécies
ou ecotipos do MTC, o que a caracteriza como critério principal para
distinguir M. bovis das demais espécies do complexo (SMITH et al., 2006;
TAYLOR et al., 2007; SALES et al., 2014), até mesmo das espécies mais
geneticamente semelhantes como M. caprae (HUARD et al., 2003;
GARNIER et al., 2003; WARREN et al.,, 2006; DOMOGALLA et al., 2013;
SALES et al., 2014). A delecdo da regiao RD4 remove os genes Rv1506-
Rv1516 em todas as sequéncias do genoma completo de M. bovis e BCG
presentes no GenBank, enquanto esta integra em todas as MTC disponiveis
no banco de dados (SALES, 2012).
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2.5 Validacao de Ensaios

A validacao consiste na realizacdo de um estudo experimental e
documentado que determina a adequacdo de um ensaio que foi
desenvolvido, otimizado e padronizado, para uma finalidade pretendida.
Todos os ensaios de diagnéstico (laboratoriais e de campo) devem ser
validados para as espécies em que serdo utlizados (OIE, 2013). E
fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos
para demonstrar, por meio da validagdo, que os métodos de ensaio que
executam produzem resultados confidveis e adequados a qualidade
pretendida (INMETRO, 2016). Um ensaio validado deve ser avaliado
continuamente para assegurar seu desempenho, muitas vezes
acompanhando os resultados dos controles internos na execugéo do ensaio
ao longo do tempo (OIE, 2013). Para a realizacdo da validacédo, a OIE
recomenda o uso de pelo menos trés amostras de referéncia bem definidas
gue representem animais infectados e nédo infectados. Porém, a obtencao de
amostras de referéncia nem sempre é possivel, nesses casos a alternativa
apresentada € o enriquecimento da matriz com o agente (OIE, 2013).

No Brasil a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial) sdo as agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios (PEREZ, 2010), porém ndo existe um consenso
entre as duas em relacéo as terminologias utilizadas.

De acordo com a ANVISA (2007) os principais objetivos de uma
verificacdo de desempenho sdo: monitorar o desempenho do método sob as
condi¢Bes utilizadas e levar em conta os efeitos das variagBes inevitaveis
causadas, por exemplo, pela composicdo das amostras, desempenho do
equipamento, qualidade dos reagentes, variagOes ligadas ao analista e
condicdes ambientais do laboratério. As caracteristicas de desempenho
investigadas no processo de validacao, a fim de demonstrar o desempenho
do método sao: especificidade e seletividade; sensibilidade; repetibilidade;
reprodutibilidade; robustez (NONAKA, 2012).
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Especificidade e Seletividade

Segundo o INMETRO (2016), seletividade é a capacidade de
identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes. O meétodo
que produz resposta para varios analitos, mas € capaz de distinguir a
resposta entre eles é chamado de seletivo. De acordo com a norma
brasileira (NBR) 14501 (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT),
especificidade é a habilidade que um exame ou procedimento analitico
possuem de identificar ou quantificar corretamente um analito na presenca
de fendmenos interferentes e quantidades de influéncia. A especificidade
analitica (exames quantitativos) é a habilidade de um método analitico de
determinar somente o analito que ele se propde examinar. Especificidade
clinica € a proporcdo de individuos que ndo tem uma doenca clinica
especificada, para os quais resultados dos exames estdo negativos ou
dentro do limite definido de decisdo (ABNT/CB-36, 2001). Para a ANVISA, é
a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz e, para andlise qualitativa (teste de
identificacéo), € necesséario demonstrar a capacidade de selegcdo do método
entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes
(PEREZ, 2010).

Segundo a OIE (2013), a especificidade analitica deve distinguir o
analito alvo de outros analitos e componentes da matriz de trés formas:
Seletividade — capacidade de identificar o analito alvo na presenca de
interferentes da matriz; Exclusdo - capacidade de um teste para detectar
uma sequéncia que é exclusiva de um organismo alvo, excluindo todos os
outros organismos conhecidos que podem gerar reacédo cruzada; Inclusao -

capacidade de um teste detectar varias cepas ou sorovares de uma espécie.

Sensibilidade

De acordo com a NBR 14501, em exame quantitativo a sensibilidade

€ a variacdo da resposta de um sistema analitico ou equipamento, dividida



36

pela resposta correspondente ao estimulo; em exame qualitativo, é a
capacidade do método utilizado de obter resultados positivos de acordo com
resultados positivos obtidos pelo método de referéncia. Sensibilidade clinica
€ a proporcdo de pacientes com uma condicdo clinica bem definida, cujos
valores de exame sdo positivos e sensibilidade biolégica é a qualidade ou
grau em que se pode detectar em uma reacdo (ABNT/CB-36, 2001). A
sensibilidade de um teste é definida pela capacidade do mesmo de detectar
individuos verdadeiramente doentes, ou seja, a parte das amostras de
animais realmente infectados que no ensaio deverdao ser positivas (OIE,
2013).

O limite de deteccao (LD) é a medida da sensibilidade analitica de um
ensaio. E a menor concentracdo do analito em uma matriz especifica que
produzira um resultado positivo que pode ser determinado com um nivel
aceitavel de exatiddo e precisdo (ABNT/CB-36, 2001; OIE, 2013). Para
ensaios de deteccéo direta, o limite de deteccdo pode ser expresso como o
namero de coépias do genoma, unidades formadoras de col6nias, dose
infecciosa, unidade formadora por placa, titulos, etc. Para ensaios de
deteccdo indireta é a menor quantidade de anticorpos detectados (OIE,
2013).

Repetibilidade

De acordo com a NBR 14501, repetibilidade é a capacidade de um
sistema ou instrumento de fornecer indicagbes rigorosamente semelhantes
para aplicacdes repetidas do mesmo analito sob as mesmas condi¢des de
medicdo (ABNT/ CB-36, 2001). Segundo a DOQ-CGCRE-008, é o grau de
concordancia entre os resultados de medicfes sucessivas de um mesmo
mensurando, efetuadas sob as mesmas condicbes de medi¢cdo, chamadas
de condicbes de repetibilidade, séo elas: mesmo procedimento de medicéo;
mesmo observador; mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢oes;
mesmo local e repeticbes em curto espaco de tempo. Sugerem-se sete ou
mais repeticbes para o calculo do desvio padrdo para cada concentracao,
chamado desvio padréo de repetibilidade (INMETRO, 2016).
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Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é definida pela NBR 14501 como a mais proxima
concordancia entre os resultados do mesmo analito, onde as medicfes séo
feitas sob condicdes diferentes, como por exemplo: observador,
equipamento, condi¢cdes de uso e de tempo (ABNT/ CB-36, 2001). Segundo
a OIE, reprodutibilidade € a habilidade do método em obter resultados
consistentes, estimados com precisdo, quando aliquotas de uma mesma
amostra sdo testadas em diferentes laboratérios. Os ensaios devem ser
realizados com, no minimo, 20 amostras (OIE, 2013). A precisdo
intermediaria, também denominada de reprodutibilidade interna, refere-se a
precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes,
utiizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo
exatamente quais as condi¢cdes a variar, tais como: Diferentes analistas;
Diferentes equipamentos; Diferentes tempos. Esta medida de precisédo é
reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em

um laboratério e, como tal, mais aconselhavel de usar (INMETRO, 2016).

Robustez

by

Robustez refere-se a capacidade de um ensaio de manter-se
inalterado quando submetido a pequenas variacdes nas situacdes de teste
gue podem ocorrer ao longo do ensaio em um unico laboratoério. A avaliacao
da robustez deve comecar durante os estagios de desenvolvimento e
otimizacdo do ensaio. As variacdes deliberadas nos parametros do método
podem ser abordadas em experimentos depois que as condi¢cfes 6timas do
ensaio forem estabelecidas. Se pequenas diferencas nas condi¢cdes ou
concentracbes dos reagentes causarem uma variabilidade inaceitavel nos
resultados, o ensaio provavelmente néo sera robusto (OIE, 2013). De acordo
com a DOQ-CGCRE-008, a robustez de um método de ensaio mede a

sensibilidade que o mesmo apresenta perante a pequenas variagdes. Um
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método € robusto quando se revela praticamente insensivel a pequenas
variacdes que possam ocorrer quando esta sendo executado e quanto maior
for a robustez de um método, maiores serdo sua confianca e precisao
(INMETRO, 2016).

Tendo em vista a dificuldade de se obter um diagndstico in vivo
rapido e preciso para tuberculose e brucelose bovinas, que possa aumentar
a garantia da seguranca do alimento com relacdo a estes patogenos, e a
necessidade de utilizar critérios objetivos para demonstrar, por meio da
validacdo, a confiabilidade de técnicas que sejam mais rapidas, praticas,
sensiveis e especificas, € que objetiva-se verificar o melhor método de
extracdo de DNA em leite cru a fim de validar a técnica de qPCR para

deteccao de Brucella abortus e Mycobacterium bovis nessa matriz.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar o melhor método de extracdo de DNA de leite cru a fim de
validar a técnica de PCR em tempo real para deteccao de Brucella abortus e

Mycobacterium bovis nesta matriz.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar o melhor método de extracdo de DNA de leite cru usando
cinco diferentes metodologias;
e Validar a técnica de gPCR para deteccao de B. abortus e M. bovis

em leite cru usando diluicbes seriadas de cepas padréo.
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi executado no Laboratorio de Biologia Molecular (LBM)
do Laboratorio Nacional Agropecuario de Minas Gerais (LANAGRO/MG),
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O
LANAGRO/MG possui laboratorios distintos para a extracdo de DNA e
realizacdo da gPCR. A contaminacédo do leite foi realizada em um laboratério
qgue se encontra fora da area reservada para laboratorios de diagnostico do
LANAGRO/MG. Todos os equipamentos utilizados no estudo seguem as
normas de verificacéo e calibracdo exigidas pela ABNT NBR ISO/IEC 17025.

4.1 Preparo da s Amostras

Foram utilizadas amostras de leite de tanque homogeneizado,
oriundas de animais com diagnostico negativo para brucelose e tuberculose
pertencentes a propriedade sem nenhum histérico e certificada como livre
dessas doencas. As amostras de leite negativo foram contaminadas
separadamente com as cepas de referéncia Mycobacterium bovis AN5
CRNC 01 (CANEVARI-CASTELAO et al., 2014) e Brucella abortus 2380
(ORZIL et al.,, 2016) inativadas pelo calor, devido ao alto risco de
contaminacdo dos laboratoristas, e pertencentes a bacterioteca do
LANAGRO/MG, em diluicdes seriadas de 10'a 1012, Para contaminacéo da
amostra 10! foram colocados em um tubo de centrifuga 1.350 pyL da matriz
leite e 150 ul da amostra de referéncia e, a partir desse tubo, foram

realizadas as diluicdes seriadas até 102,
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4.2 Extracdo de DNA

As amostras de leite contaminado nas diluicGes 10! a 10® foram
submetidas a extracdo de DNA utilizando cinco diferentes métodos: 1)
DNeasy mericon Food Kit — Qiagen; 2) Extracdo de DNA com fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico (SALES, 2014, modificado); 3) Maxwell® 16
Tissue DNA Purification Kit - Promega; 4)AccuPrep® Genomic DNA
Extraction Kit - Bioneer; 5) Genomic DNA Isolation Kit - Real Biotech
Corporation. Todas as extracbes foram realizadas utilizando a capela de
fluxo laminar Trox® Technik e a centrifuga Sigma® 3-16KL. O DNA extraido
foi utilizado na qPCR para estabelecer quais metodologias apresentariam

melhor desempenho e seriam utilizadas ao longo do processo de validacao.

Extracdo com o DNeasy Mericon Food Kit (Qiagen, Germany) - Foram
colocados 200 pL de cada diluicdo da amostra de leite contaminado, 1mL de
‘Food Lysis buffer” e 2,5 pyL de “Proteinase K solution” em tubo de
centrifuga; a solucao foi levada ao vortex e incubada a 60°C por 30 minutos.
Apds a incubacao foi resfriada com placas de gelo até atingir a temperatura
ambiente e centrifugada por cinco minutos a 2.500xg. Em novos tubos de
centrifuga (2 mL) foram adicionados 500 pL de cloroférmio e, apds a
centrifugacéo, 700 yL da solucé&o anterior (excluindo a camada superior de
gordura que se forma) foram adicionados ao tubo que continha cloroférmio;
a nova solucéo foi levada ao vortex durante 15 segundos e em seguida foi
centrifugada por 15 minutos a 14.000xg. Em outro tubo (2 mL) foram
adicionados 350 pL do “buffer PB” e 350 upL do sobrenadante da
centrifugagéo anterior; a solugéo foi levada ao vortex, transferida para uma
“QIAquick spin column” com o tubo coletor e centrifugada por um minuto a
17.900xg; o liquido que desceu para o tubo coletor foi descartado. 500 pL do
“Buffer AW2” foram adicionados a “QIAquick spin column” que foi
centrifugada por um minuto a 17.900xg; o conteudo do tubo coletor foi
descartado e outra centrifugacdo de um minuto a 17.900xg foi realizada para

garantir gue a membrana ficasse seca. A coluna foi transferida para um tubo
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de centrifuga de 1,5 mL e 150 pL do “Buffer EB” foram adicionados
diretamente na membrana da coluna. O tubo ficou incubado por um minuto
(temperatura ambiente) e foi centrifugado por um minuto a 17.900xg. O DNA

extraido foi congelado a -20°C para posterior uso na PCR.

Extracdo de DNA com fenol, cloroférmio e alcool isoamilico - As amostras
de leite cru contaminadas foram adicionados 10 mL do tamp&o “Food Lysis”
da Qiagen e 25 pL de proteinase k e a solucao foi levada ao vortex. Em um
tubo de 2 mL foram adicionados 480uLde fenol, 480 pL de cloroférmio, 40 pL
de alcool isoamilico e 850 pL da solugdo anteriormente obtida com as
amostras de leite contaminadas; essa nova solucdo foi homogeneizada no
vortex e, posteriormente, centrifugada durante cinco minutos a 8.000xg.
Apés a centrifugacdo foram retirados 200 puL do sobrenadante que foram
transferidos para um novo tubo que continha 200 pL do tampéo “AL” -
Qiagen; a nova solucao foi levada ao vortex e incubada por 10 minutos a
56°C. Posteriormente foram adicionados 200 pL de alcool etilico P.A aos
tubos e a solugdo foi homogeneizada no vortex e pipetada para uma
“DNeasy mini spin column” - Qiagen que foi depositada em um tubo coletor
de 2 mL e centrifugada por um minuto a 6.000xg; o liquido presente no tubo
coletor ap6s a centrifugacdo foi descartado. A coluna foi transferida para
novo tubo coletor e a ela foram adicionados 500 yL da solugdo de lavagem
“‘“AW1“- Qiagen, todo conteudo foi centrifugado por um minuto a 6.000xg e o
tubo coletor foi descartado. Foi colocado outro tubo coletor na coluna e
adicionados 500uL do tampao de lavagem “AW2”- Qiagen, o conteudo
passou por uma centrifugacdo de trés minutos a 20.000xg e o tubo coletor
foi descartado. A coluna foi colocada em novo tubo de 2 mL e a ela foram
adicionados 50 uL do tampao “AE” - Qiagen, foi incubada por um minuto em
temperatura ambiente para posterior centrifugacdo a 6.000xg por um minuto;
o liquido que passou da coluna para o tubo coletor foi adicionado novamente
a coluna e centrifugado novamente por um minuto a 6.000xg; a coluna foi
descartada e o material extraido foi congelado a -20°C para posterior

utilizacao.
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Extracdo com o Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit (Promega, USA) -
A extracdo com esse kit € realizada pelo extrator automéatico Maxwell16®
MDX — Promega (modo “LEV”). O kit € composto por cartuchos que contém
0S reagentes, cubeta para eluente, eluente e macerador. Ao primeiro poco do
cartucho foram adicionados 400 pl da amostra de leite contaminado e a
cubeta, 200 uL do eluente do kit. O cartucho foi inserido no equipamento que
procedeu a extracdo automatica em aproximadamente 50 minutos. Apos a
extracdo automatica do DNA as amostras foram transferidas da cubeta para

um tubo de 1,5 mL e congeladas a -20°C.

AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer, USA) - Em um tubo de
centrifuga de 1,5 mL foram adicionados 200 pL da amostra de leite
contaminada, 200 pL do Tampéao de Lise de Tecido (TL) presente no kit e 20
pL de proteinase K; a solucdo foi homogeneizada no vortex e incubada por
uma hora a 60°C no banho seco. Apés a incubacédo foram adicionados 200
puL do Tampdao de Ligacdo (GC) e a solucdo foi novamente homogeneizada
no vortex; foi realizada nova incubacdo por 10 minutos a 60°C e foram
adicionados 100 pL de isopropanol homogeneizados com pipeta. A solucao
foi transferida para uma coluna com tubo coletor e os tubos foram
centrifugados por um minuto a 8.000 rpm. Apés a centrifugacao a coluna foi
transferida para um novo tubo coletor e foram adicionados 500 pl do tampéao
de lavagem “W1”, os tubos foram novamente centrifugados por um minuto a
8.000 rpm e o liquido presente no tubo coletor foi descartado. Foram
adicionados 500 yL do tampao de lavagem “W2” a coluna e os tubos foram
centrifugados por um minuto a 8.000 rpm, o conteddo do tubo coletor foi
descartado e os tubos foram novamente centrifugados por um minuto a
12.000 rpm. A coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL e a ela
foram adicionados 50 ul do eluente “EL”, o tubo ficou incubado por cinco
minutos em temperatura ambiente, posteriormente foi centrifugado por um
minuto a 8.000 rpm; o liquido presente no tubo apds a centrifugacao foi
pipetado para a coluna novamente e foi realizada nova centrifugagéo por um
minuto a 8.000 rpm. Apos a centrifugacdo a coluna foi descartada e o tubo

com o DNA extraido foi submetido ao congelamento a -20°C.
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Genomic DNA Isolation Kit (Blood/ Bacteria/ Cultures cells/ Tissue) (Real
Biotech Corporation, Taiwan) - Em tubo de centrifuga de 2 mL foram
adicionados 300 pyL de amostra de leite contaminado, 300 ul do tampéo de
lise celular fornecido pelo kit e 20 uL de Proteinase K; a solugédo foi
homogeneizada no vortex e incubada por uma hora a 60°C. Apds a
incubacdo 100 pl do Tampao de Lise de Proteina fornecido pelo kit foram
adicionados aos tubos que foram homogeneizados no vortex por 10
segundos, incubados em gelo por cinco minutos e centrifugados por trés
minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante oriundo da centrifugacdo foi
transferido para um novo tubo ao qual foram adicionados 300 pL de
isopropanol; a nova solucdo foi homogeneizada por inversdo do tubo 20
vezes e centrifugada por cinco minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 300 pl de etanol 70% aos tubos para lavar
os pellets formados na centrifugacdo. Os tubos foram centrifugados
novamente por cinco minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e
o tubo foi deixado aberto por dez minutos para o pellet secar. 50 yL de “TE”
foram adicionados aos tubos com os pellets que, posteriormente, foram
incubados por 30 minutos a 60°C para o pellet dissolver. O DNA extraido foi

armazenado a -20°C.

4.3 Quantificacdo de DNA

A quantificagdo do DNA foi realizada utilizando o instrumento
NanoVue® (GE healthcare, UK), objetivando estimar a concentracdo e a
qualidade do material genético extraido com as diferentes metodologias,
uma vez que esse equipamento fornece a relacdo DNA/proteina e
DNA/sais.

O Qubit® 2.0 Fluorometer- Invitrogen by Life Technologies foi utilizado
para a quantificacdo de DNA das cepas padrao utilizadas na contaminacgéo

da matriz, visando o posterior calculo do limite de deteccéao.
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4 .4 Iniciadores

As regides selecionadas para o diagnostico especifico de M. bovis e
B. abortus foram escolhidas de acordo com as disponiveis no GenBank
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os primers utilizados fazem parte do
uso de rotina do LBM e a especificidade analitica in silico dos mesmos foi
previamente testada com 0 PrimerBlast (NCBI,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?LINK_LOC=Blasthom
e) (ALTSCHUL et al., 1990), como descrito por Sales et al. (2014).0s
iniciadores e as sondas para a deteccdo de M. bovis e B. abortus no leite cru

estao presentes na tabela 1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?LINK_LOC=Blasth

Tabela 1 - Relacdo dos iniciadores e sondas de hibridizacdo usados na PCR em tempo real para deteccao de Mycobacterium bovis e Brucella

abortus em leite cru.

Agente Iniciadores Regido alvo Sequéncia de Nucleotideos Autores
Mbo.RD4.88.F Delegdo da GGAGAGCGCCGTTGTAGG SALES etal., 2014
Mbo.RD4.88.R Regido de CGCCTTCCTAACCAGAATTB SALES et al., 2014
Mbo.RD4.88.S Diferenca 4. 5".FAM AGCCGTAGTCGTGCAGAAGCGCA- MOURA etal., 2014

M. bovis lowaBlack1.3’
Mbo.1S1081.71.F  Elemento de CGAAACGACCAGCAAAAGTC LBM- LANAGRO/MG
Mbo.1S1081.71.R  Inser¢do I1S1081. TGCTCGGTGTCGATAAGATG (Dados n&o publicados)
Mbo.1S1081.71.S FAM-TCGAAGGAAATGACGCAATGACCTC-BHQ pou

lowaBlack

Bru.IS6501.128.F Elemento de TGGTGCTGTCAATGAGGACA A LBM- LANAGRO/MG
Bru.I1S6501.128.R Inser¢do I1IS6501 GACCTTCGGCAAATGGACAG | (Dados néo publicados)
Bru.156501.128.S 5".FAM-CGGCGTATCAGCCAGGGCAT-BHQ1.3*

B. abortus Bru. eriD.92.F Gene eriD GCGGTGGATAATGAAATCTGC ] LBM- LANAGRO/MG
Bru.eriD.92.R GCCACACTTTCTGCAATCTG —  (Dados ndo publicados)
Bru.eriD.92.S [FAM]JAGCCGAACGACCGTGAAGTCATT[BHQ1] |

ov
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4.5 Padronizacado da PCR em Tempo Real

Os protocolos de temperatura e concentragcdo padronizados neste
trabalho foram realizados segundo tentativa e erro. As temperaturas
utilizadas seguiram as recomendacdes do fabricante do RealQ 2x Master
Mix — Ampligon e podem ser observadas na tabela 2. As quantidades e
concentracfes adequadas dos componentes do master mix estdo listadas
nas tabelas 3 e 4. As amostras padrao M. bovis AN5 CRNC 01 (CANEVARI-
CASTELAO et al., 2014) e B. abortus 2380 (ORZIL et al., 2016) inativadas
foram utilizadas durante todo o processo de padronizagéo e validagdo da
gPCR como controles positivos das reacdes. Em todas as rodadas da qPCR
foram adicionados ainda controles negativos para verificar a contaminacao
dos reagentes utilizados na extracdo do DNA e dos componentes do master
mix da PCR em tempo real.

Tabela 2 - Protocolos de tempo e temperatura utilizados nos ensaios de gPCR para
deteccgédo de
Mycobacterium bovis e Brucella abortus em leite cru.

Microrganismo Pré ciclo Ciclo
M. bovis 50°C — 2 minutos 95°C — 15 segundos
95°C — 15 minutos 60°C — 60 segundos 50x
Fluoréforo FAM
B. abortus 50°C — 2 minutos 95°C — 15 segundos
95°C — 15 minutos 60°C — 60 segundos 45x

Fluoréforo FAM

Tabela 3 - Concentracdo e volume dos componentes utilizados no master mix para reagdo
de PCR em Tempo Real para deteccao de Mycobacterium bovis em leite cru.

Primers Componentes do master mix Volume (uL)

Mbo. is1081.71 Mix Ampligon 12,5
Iniciador F(25%) 0,5
Iniciador R(25%) 0,5
Sonda (25%) 0,5
MgClz (25**) 8,0
DNA de M. bovis 3,0
Total 25,0

Mbo.RD4.88 Mix Ampligon 12,5
Iniciador F e R(60%) 0,25
Sonda (40%) 0,25
MgClz (25**) 9,0
DNA de M. bovis 3,0
Total 25,0

*pmol/ pL; **mM.



48

Tabela 4 - Concentracdo e volume dos componentes utilizados no master mix para reacéo
de PCR em Tempo Real para deteccdo de Brucella abortus em leite cru.

Primers Componentes do Mix Volume (uL)

Bru. is6501.128 Agua tratada com DEPC 4,4
Mix Ampligon 12,5
Iniciador F(5*) 2,0
Iniciador R(5%) 2,0
Sonda (5%) 1,0
MgClz (25**) 0,6
DNA de B. abortus 25
Total 25,0

Bru. eriD .92 Agua tratada com DEPC 2,9
Mix Ampligon 12,5
Iniciador F(5%) 2,5
Iniciador R(5%) 2,5
Sonda (5%) 15
MgClz (25**) 0,6
DNA de B. abortus 2,5
Total 25,0

*pmol/ pL; **mM.

4.6 Critérios Utilizados para Validacéo

Os parametros utilizados para a validacdo realizada nesse estudo
foram baseados nos descritos no Manual of Diagnostic Tests and Vaccines
for Terrestrial Animals 2013 (OIE, 2013) e o Guia de Verificacdo de
Desempenho da Coordenacdo Geral de Apoio Laboratorial/SDA (CGAL) do
MAPA.

Especificidade Analitica

A especificidade analitica dos iniciadores Mbo.RD4.88 e
Mbo.is1081.71 foi avaliada utilizando cepas de M. bovis CRNC13, M.
fortuitum CRNC 10, M. phei CRNC 12, M. avium 2045 CRNC 14, M. avium
1500 CRNC 15, M. gordonae CRNC 16, M. marinum CRNC 19, M. triviale
CRNC 22, M. kansasii CRNC 48, M. scrofulaceum CRNC 49, M.
intracellulare CRNC 17, M. fortuitum peregrinum CRNC 11, Corynebacterium
pseudotuberculosis CRNC 09/02, Rhodococcis equi CRNC 09/01 e Nocardia
asteroides CRNC 10/01, com descrito por Sales (2012).
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Para testar a especificidade dos iniciadores Bru.is6501.128 e
Bru.eriD.92 foram utilizadas cepas de B. abortus, B. abortus S19, B.
abortus biovar 1, B. abortus biovar 3, B. melitensis, B. suis,
Trueperella pyogenes, Rhodococcus equi, Salmonella
enterica, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, como descrito por Orzil
et al. (2016). Todas as cepas utilizadas para os testes de especificidade
analitica foram inativadas e sao pertencentes a bacterioteca do
LANAGRO/MG.

Sensibilidade Analitica

Foi determinada através do limite de deteccdo (LD) identificado por
meio da diluicdo seriada em leite das cepas padrao M. bovis AN5 CRNC 01
e B. abortus 2380 testada em triplicata. O limite de deteccdo € a maior
diluicdo na qual todas as replicatas apresentam amplificacdo no teste de
gPCR.

As amostras de leite contaminadas nas diluigées 10! a 10*? foram
submetidas a extracao de DNA e gPCR e o limite de deteccao encontrado foi
testado através da realizacdo de gPCR em triplicata de DNAs extraidos com
os dois Kits comerciais que apresentaram o melhor desempenho nos testes
anteriores.

A eficiéncia das amplificacdes foi calculada através da curva padrao
construida com as diluicBes seriadas, utilizando o valor da inclinacédo da reta
(slope) da linha de regressdo com a seguinte formula: e = 100 x (10-Y/slope —
1). Um slope de -3,32 ja indica uma curva padrao com 100% de eficiéncia
(NONAKA, 2012).

Repetibilidade e Reprodutibilidade

A repetibilidade foi estimada a partir dos resultados de sete amostras
de leite representativas do analito estando estas em diluigbes dentro do
limite de deteccdo dos testes. Os DNAs das sete amostras de leite
contaminado artificialmente foram extraidos durante trés dias e utilizados

nas qPCRs realizadas em triplicata, também em trés momentos diferentes.
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As extracOes e qPCRs foram realizadas sob as mesmas condi¢cdes nos trés
momentos. Para avaliar a repetibilidade do teste para M. bovis foi utilizado
apenas o primer Mbo.is1081.71. Para avaliar a repetibilidade da técnica para
B. abortus foram utilizados os dois primers ja mencionados.

Os testes de reprodutibilidade interna foram realizados repetindo os
mesmos procedimentos da repetibilidade, porém realizados na integra

também por um segundo analista.

Robustez

A avaliacdo da robustez ocorreu de maneira semelhante a avaliacao
da repetibilidade, porém as gPCRs foram realizadas em triplicata em dois
equipamentos diferentes, Rotor-Gene Q (Qiagen, Germany) e CFX96™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA), e utilizando dois kits
diferentes para a extracdo de DNA, Maxwell® 16 Tissue DNA Purification
(Promega, USA) e DNeasy Mericon Food (Qiagen, Germany).

4.7 Andlise dos Dados

A metodologia de validagdo seguiu os conceitos abordados no Guia
de Verificagdo de Desempenho da Coordenacdo Geral de Apoio
Laboratorial/SDA (CGAL) do MAPA. Os valores de ciclo limiar (Ct) obtidos
em triplicata, a partir de cada amostra foram avaliados considerando as
variacfes de dias, analistas, equipamentos e metodologia de extracdo do
DNA.

No formulario de desempenho foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA), com o objetivo de determinar as variancias da repetibilidade e
reprodutibilidade. Para a reprodutibilidade foram apresentados os valores do
coeficiente de variagao (CV). O CV de cada ensaio foi obtido pela divisao do

desvio pela média dos valores do Cts, multiplicado por 100 (CV= s/u x 100).
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Por ultimo, para avaliar a robustez, foram apresentados os valores
percentuais de cada um dos componentes da variacdo do estudo. Os
componentes da variagao indicam, em porcentagem, o quanto da variagao
total corresponde a cada fonte de variagdo do mensurando. O valor é
encontrado dividindo a varidncia da fonte pela varidncia total do
experimento, sendo o resultado multiplicado por 100. Foram considerados
como fonte de variacdo desse estudo apenas os valores referentes aos
componentes dia, erro da analise, analista, equipamento ou metodologia de

extracao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo de DNA

Sabe-se que a metodologia de extracdo de DNA pode influenciar
muito o resultado da qPCR podendo inclusive gerar resultados falso-
negativos quando a metodologia utilizada ndo é adequada para determinada
matriz. Com o objetivo de selecionar o método mais adequado para a
extracdo de DNA de leite contaminado artificialmente, foram testadas cinco
diferentes metodologias disponiveis para uso no LBM. A extracdo com o
Maxwell® 16 Tissue DNA Purification kit — Promega foi a que demonstrou
menor variacdo entre os Cycle tresholds (Cts) em uma mesma replicata
quando se procedeu as primeiras qPCRs para M. bovis. Ja para a deteccao
de B. abortus, o DNeasy Mericon Food kit — Qiagen apresentou melhor
desempenho nos testes iniciais. Por apresentarem melhores resultados que
as outras metodologias testadas, em menor tempo e com maior praticidade,
esses dois kits comerciais de extragdo de DNA foram escolhidos para a
realizacao das outras etapas do ensaio. Os demais métodos de extracdo de
DNA testados ndo apresentaram bons resultados na amplificacdo, onde
foram observados Cts incoerentes com as diluicbes ou até auséncia de
amplificacdo em amostra sabidamente positiva, o que pode ser explicado
pela presenca de residuos proteicos e salinos no produto da extracao,
evidenciando que a metodologia utilizada ndo foi capaz de purificar o DNA
extraido.

Em um estudo realizado utilizando tecido de lesdes suspeitas de
tuberculose, Moura et al. (2016) obtiveram melhores resultados utilizando o
kit DNeasy Blood & Tissue - Qiagen. Os kits Maxwell® 16 Tissue DNA
Purification — Promega e DNeasy Mericon Food — Qiagen foram testados
pelos autores, porém ndo apresentaram desempenho satisfatorio para a
matriz utilizada, o que os autores acreditam ter ocorrido devido a pequena

quantidade de DNA bacteriano presente no tecido.
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A extracdo de DNA é o primeiro passo para a realizacdo da gPCR e
tem grande importancia nos resultados, pois as concentragcbes de DNA
podem diferir de acordo com o meétodo utilizado, influenciando assim a
capacidade de detectar e quantificar bactérias de amostras biologicas
(RADOMSKI et al., 2013). A selecdo de um protocolo de extracdo que
concentre o0 DNA, reduza ao maximo os fatores inibidores presentes nos
fluidos bioldgicos, seja simples, reproduzivel, seguro e capaz de prever
contaminagdes cruzadas entre as amostras (RANTAKOKKO-JALAVA;
JALAVA, 2002), possui fundamental importancia para que a sensibilidade e
especificidade analiticas e a confiabilidade do teste ndo sejam afetadas (KIM
et al., 2012).

5.2Validacao do ensaio

Especificidade Analitica

N&o ocorreu nenhum tipo de reacdo inespecifica no teste de
especificidade para Mbo.is1081.71 e Mbo.RD4.88, a gPCR apresentou
amplificacdo apenas para cepa padrdo M. bovis CRNC13, como era
esperado. O iniciador Bru.is6501.128 amplificou para B. abortus, B.
abortus S19, B. abortus biovar 1, B. abortus biovar 3, B. melitensis, B. suis,
como esperado. Enquanto o Bru.eriD.92 amplificou para todas bactérias
citadas acima com excecao de B. abortus S19, porém reac¢8es inespecificas
para B. abortus S19 podem ocorrer quando forem utilizadas altas
concentragbes (>200ug/ uL) de DNA purificado da bactéria, o que nao
interfere na analise, pois concentracdes tdo altas dessa bactéria ndo seréo
observadas em um animal naturalmente infectado e nem vacinado
(comunicacéo interna).

A especificidade de um primer € muito importante para que nao

ocorram amplificagbes devido a contaminagcdo da amostra por outros
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microrganismos, gerando assim um resultado falso positivo. A especificidade
do primer que amplifica um fragmento do gene eriD é fundamental para
possibilitar a diferenciacdo entre animais contaminados com cepas

patogénicas e animais vacinados com a B19.

Limite de Deteccgéo

O limite de deteccdo encontrado para M. bovis utilizando a regido
is1081 ocorreu na diluicdo 10-°, enquanto o encontrado com o uso da delecéo
de RD4 foi na diluicdo 10#; os Cycle Tresholds (Cts) encontrados até o limite
de deteccdo estdo representados na tabela 5. Apdés encontrar as diluicbes
em que ocorreram os limites de deteccéo, foi realizada a quantificacdo do
DNA extraido da cepa M. bovis AN5 CRNC 01 utilizada na contaminacéo do
leite, que apresentou 213 ng. A partir desse resultado péde-se inferir que os
limites de deteccédo foram de 2.13 pg de DNA (is1081) e 21.3 pg (RD4), o
primer do elemento is1081 apresentou uma maior sensibilidade analitica, o
que provavelmente se deve a natureza multi-cépia do alvo. Taylor et al.
(2007) também encontraram uma grande diferenca entre os limites de
deteccdo do método utilizando a is1081 e a delecdo de RD4 como alvo.
Naquele estudo, o primer que amplifica um fragmento da is1081 se
demonstrou mais sensivel detectando 2.35 fg DNA, enquanto o primer para
RD4 detectou 23.5 fg. A diferenca entre os limites de deteccdo dos dois
primers encontrada por aqueles autores foi a mesma encontrada no
presente estudo. Sales et al. (2014) encontraram um limite de deteccéo de 4
pg de DNA utilizando o primer Mbo.RD4.88.

A diferenca observada entre o limite de deteccdo encontrado nos
estudos citados e no presente estudo provavelmente se deve ao fato de que
o limite de deteccédo dos dois estudos citados foi avaliado utilizando DNA
extraido de diluicbes de M. bovis em tampdo TE, enquanto o presente
estudo avaliou o limite de detecgcdo com DNA extraido de diluicbes de M.
bovis na matriz leite que possui maior probabilidade de conter substancias

que inibem a gPCR como gordura, proteina e sais, que podem afetar a
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sensibilidade da reag&o; embora ainda assim os testes tenham demostrado
um étimo limite de deteccao.

A curva padrao gerada para o célculo da eficiéncia da reagdo com o
primer que tem como alvo o elemento de insercéao is1081 alcancou um slope
de -3,39, garantindo uma eficiéncia de 97,3%. Como o primer Mbo.is1081.71
apresentou bom desempenho e limite de deteccao dez vezes menor do que o
Mbo.RD4.88, sugerindo ser um 6timo ensaio para o rastreio de rotina em

leite, ele foi utilizado nas demais etapas de validacéo da técnica.

Tabela 5 - Cycle Tresholds (Cts) encontrados até o limite de deteccdo para M. bovis
presente em leite cru.

Diluicbes
Primer 101 (Ct) 10%(Ct) 103(Ct) 104(Ct) 10%(Ct)
Mbo.is 1081.71 20,01 24,15 25,85 31,03 33,59
20,68 24,13 26,14 30,76 33,90
20,17 23,98 26,24 30,86 34,19
Mbo.RD4.88 21,74 24,14 27,17 31,60 -
21,22 24,55 27,50 31,42 -
20,93 24,86 27,58 31,38 -

- : Cycle Tresholds desconsiderados devido a grande variagdo em uma mesma diluigdo

O limite de deteccdo encontrado para B. abortus ocorreu na diluicéo
107 com os dois primers utilizados, Bru.is6501.128 e Bru.eriD.92; os valores
dos Cts se encontram na tabela 6. Ao quantificar o DNA da cepa B. abortus
2308 utilizada para contaminar as amostras, o resultado obtido foi de 207ng.
Sabendo disso foi possivel inferir que o limite de deteccao foi de 20.7 fg na
diluicdo 107. Redkar et al. (2001) encontraram um limite de deteccdo de 0.25
pg de DNA na gPCR com a is711/6501 utilizando DNA extraido de B.
abortus diluido em TE, o que demonstra uma sensibilidade analitica muito
inferior a encontrada no presente estudo.

A curva padrdo gerada para o calculo da eficiéncia da reagdo com o
primer que tem como alvo o elemento de insercdo is6501 apresentou um
slope de -3,09 indicando uma eficiéncia 110% para a reacao, ja para o primer
gue tem como alvo o gene eriD, o slope apresentado foi de -3,00, conferindo
uma eficiéncia de 115% para a reacdo. Os valores acima de 100% para
eficiéncia podem ser justificados devido ao fato de a curva ter sido realizada
com DNA extraido da diluicdo das bactérias no leite, que pode conter

inibidores da reacéao.
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Tabela 6 - Cycle Tresholds (Cts) encontrados até o limite de deteccao para B. abortus
presente em leite cru.

Diluicdes
Primer 101 (Ct) 102(Ct) 103(Ct) 104(Ct) 105(Ct)  10°%(Ct) 107(Ct)
Bru.is 6501.128 12,02 16,08 20,33 22,48 24,83 26,76 31,39
12,14 16,47 20,36 21,97 24,78 27,35 30,34
12,25 16,06 19,86 22,08 24,56 28,31 30,74
Bru. eriD .92 16,27 20,66 24,31 26,76 28,85 31,53 35,85
15,77 20,91 24,22 26,21 28,96 31,74 35,00
16,40 20,09 23,97 26,18 28,81 31,93 34,23

Repetibilidade e Reprodutibilidade

Os parametros de repetibilidade e reprodutibilidade de uma técnica
precisam ser comprovados para garantir que a mesma possa ser utilizada
para o diagndstico e identificacdo de microrganismos, além de fazerem parte
da exigéncia das normas de acreditacdo de laboratérios (FREITAS et al.,
2006). Para avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade das gPCRs foi
utilizado o formulario do Guia de verificagdo de Desempenho da CGAL do
MAPA. Essas medidas foram avaliadas utilizando como alvo a is1081 para
M. bovis e para B. abortus a is6501 e a regido gendmica eriD, pois foram os
gue apresentaram menor limite de deteccéo.

A repetibilidade é calculada dividindo a variancia do erro da analise
pela variancia total, que nesse teste € a soma das variancias entre as
diluicdes, entre as rodadas e do erro da analise. Multiplica-se esse resultado
por 100 e se obtém a repetibilidade em porcentagem, esse valor nao deve
ultrapassar 5%. O erro da medida € calculado através da soma da
repetibilidade com a reprodutibilidade da medida, que na planilha designada
para a repetibilidade é o resultado da soma da varidncia total entre as
rodadas com a variancia total do erro da andlise, e ndo deve ultrapassar
30%.

As tabelas 7, 8 e 9 mostram os valores das medidas de repetibilidade
mencionadas acima para as qPCRs realizadas para deteccéo de B. abortus
e M. bovis com DNA extraido do leite cru com os dois kits comerciais que

apresentaram melhor desempenho.
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Tabela 7 - Medidas de repetibilidade do primer Bru.is6501.128 para detec¢do de B. abortus
em leite cru.

Maxwell® 16 Tissue DNA DNeasy Mericon Food kit —
Purification kit — Promega Qiagen
Repetibilidade (%) 0,10 1,17
Erro de medida (%) 0,63 7,57

Tabela 8 - Medidas de repetibilidade do primer Bru.eriD.92 para deteccdo de B. abortus em
leite cru.

Maxwell® 16 Tissue DNA DNeasy Mericon Food kit —
Purification kit — Promega Qiagen
Repetibilidade (%) 0,35 0,56
Erro de medida (%) 0,65 3,34

Tabela 9 - Medidas de repetibilidade do primer Mbo.is1081.71 para detec¢édo de M. bovis
em leite cru.

Maxwell® 16 Tissue DNA DNeasy Mericon Food kit —
Purification kit — Promega Qiagen
Repetibilidade (%) 0,70 0,64
Erro de medida (%) 8,76 7,56

Ao analisar as tabelas de repetibilidade podemos observar que todas
as gPCRs apresentaram um sistema de medida adequado e aceitavel com
valores de repetibilidade menores que 5% e erro da medida menor que 30%.

Houve diferenca nos Cts médios entre as rodadas para cada diluicao,
0 que se explica devido a variabilidade que pode ocorrer entre os dias, mas
sem prejudicar a aceitabilidade do experimento que é garantida pelas
medidas alcancadas. Nao houve diferenca significativa entre os métodos de
extracao levando em consideracao que os dois métodos mantiveram valores
abaixo do maximo permitido para a repetibilidade e para o erro da medida.

Para avaliar a reprodutibilidade intralaboratorial os testes foram
realizados por um segundo analista e 0s resultados obtidos pelos dois
analistas foram comparados. Uma planilha diferente da utilizada para avaliar
a repetibilidade foi utilizada para obter os valores da reprodutibilidade e
robustez. Nas tabelas 10, 11 e 12 é possivel observar que o erro da medida
gue para a reprodutibilidade que é calculado através da soma das variancias
totais entre as rodadas, entre os analistas e do erro da analise, se manteve
abaixo do limite de 30%, o que indica que o sistema de medidas é adequado
para a analise da reprodutibilidade. O coeficiente de variacdo (CV)

demostrado em todas as analises se manteve abaixo do valor considerado
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normal para amostras biologicas, que segundo Sampaio (2010 apud
NONAKA, 2012), é até 15%. Os valores aqui obtidos para o CV indicam que
0 experimento € preciso, com baixa dispersdo dos dados, demonstrando que
a metodologia testada é estavel e homogénea. Nao ocorreram grandes
variacfes entre os métodos utilizados para a extracdo de DNA e os dois kits
apresentaram resultados adequados para o0 sistema de medidas de

reprodutibilidade.

Tabela 10 - Medidas de reprodutibilidade do primer Bru.is6501.128 para deteccdo de B.
abortus em leite cru.

Maxwell® 16 Tissue DNA DNeasy Mericon Food kit

Purification kit — Promega — Qiagen
Erro de medida (%) 3,15 5,27
Coeficiente de variagcéo 1,02 1,96

(CV%)

Tabela 11 - Medidas de reprodutibilidade do primer Bru.eriD.92 para deteccdo de B. abortus
em leite cru.

Maxwell® 16 Tissue DNA DNeasy Mericon Food kit

Purification kit — Promega — Qiagen
Erro de medida (%) 2,22 10,28
Coeficiente de variagéo 1,26 2,26

(CV%)

Tabela 12 - Medidas de reprodutibilidade do primer Mbo.is1081.71 para deteccdo de
M.bovis em leite cru.

Maxwell® 16 Tissue DNA DNeasy Mericon Food kit

Purification kit — Promega — Qiagen
Erro de medida (%) 16,30 19,71
Coeficiente de variacdo 1,21 5,15
(CV%)
Robustez

Para avaliar a robustez foram realizados testes de resisténcia as
variacbes intencionais. As variacbes consideradas significativas para 0s
meétodos foram os termocicladores e os dois kits comerciais de extracdo de

DNA. Foram utilizados os termocicladores Rotor-Gene Q (Qiagen, Germany)
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e CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, EUA) e os Kits de
extracdo Maxwell® 16 Tissue DNA Purification (Promega, USA) e DNeasy
mericon Food (Qiagen, Germany).

Os coeficientes de variacdo observados na analise da robustez
usando como fonte de variacdo os termocicladores foram: 1,19%, 1,65% e
1,41%, para os primers Mbo.is1081.71, Bru.eriD.92 e Bru.is6501.128,
respectivamente. Ao usar os dois kits de extragdo de DNA como fonte de
variacédo, os CV obtidos utilizando os primers Mbo.is1081.71, Bru.eriD.92 e
Bru.is6501.128 foram: 5%, 1,5% e 2%, respectivamente.

Nas figuras 2, 3 e 4 estédo os dados referentes a contribuicdo de cada
fonte de variagdo na variagdo total dos valores de Cts entre os dois kits
comerciais utilizados para a extracdo de DNA das amostras de leite cru

contaminadas artificialmente.
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Figura 2 - Fontes de variagdo dos Cycle Tresholds utilizando diferentes Kits de extracdo de
DNA com o primer Mbo.is1081.71 para deteccdo de Mycobacterium bovis em leite cru.

A porcentagem da variancia total do mensurando para cada fonte de variagcdo foi: (10) -
86,42% entre as diluicdes, (9) - 0,00% entre os métodos de extragdo, (8) - 6,66% entre as
rodadas e (7) 6,92% representado pelo erro da analise.
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Figura 3 - Fontes de variacdo dos Cycle Tresholds utilizando diferentes Kits de extracdo de
DNA com o primer Bru.eriD.92 para deteccdo de Brucella abortus em leite cru.

A porcentagem da variancia total do mensurando para cada fonte de variacdo foi: (10) —
58,01% entre as diluicbes, (9) — 40,29% entre os métodos de extracdo, (8) — 1,34% entre as
rodadas e (7) - 0,36% representado pelo erro da andlise.
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Figura 4 - Fontes de variagdo dos Cycle Tresholds utilizando diferentes Kits de extracdo de
DNA com o primer Bru.is6501.128 para deteccdo de Brucella abortus em leite cru..

A porcentagem da variancia total do mensurando para cada fonte de variacdo foi: (10) —
75,62% entre as diluicdes, (9) — 20,64% entre os métodos de extracado, (8) — 3,00% entre as
rodadas e (7) - 0,54% representado pelo erro da analise.

A figura 2 demonstra que apesar de o erro da analise ter sido maior do
que o esperado (5%), a robustez da analise ndo foi afetada e ndo ocorreu
nenhuma variancia entre os métodos de extracdo de DNA. A figura 3
demonstra que a gPCR utilizando a regido gendmica eriD para detecgédo de
B. abortus apesar de apresentar os resultados esperados para repetibilidade
e reprodutibilidade, ndo apresentou consisténcia nos Cts encontrados
utilizando os dois kits comerciais para a extracdo de DNA, apresentando uma
variancia total do mensurando de 40,29%, apenas um pouco abaixo da

variancia encontrada para as diluicbes, que normalmente é alta e nao



61

interfere nos testes. Porém, essa variacao entre os Cts nao foi tdo grande ao
ponto de amostras sabidamente positivas apresentarem resultados
negativos. Na figura 4 é possivel observar uma variancia de 20,64% entres
0s métodos de extracdo de DNA, porém assim como ocorreu na analise de
robustez para a regidao gendmica eriD, na analise da is6501 a variancia
encontrada entre métodos de extracdo do DNA ndo interferiu no resultado do
teste.

As figuras 5, 6 e 7 exibem a contribuicdo de cada fonte de variacdo na
variacdo total dos valores de Cts, tendo como principal fonte de variacdo dos

resultados os termocicladores.
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Figura 5 - Fontes de varia¢do dos Cycle Tresholds utilizando diferentes termocicladores com
o primer Mbo.is1081.71 para detec¢do de Mycobaterium bovis em leite cru.

A porcentagem da variancia total do mensurando para cada fonte de variacao foi: (10) —
88,83% entre as diluicbes, (9) - 0,67% entre os termocicladores, (8) — 10,66% entre as
rodadas e (7) 0,44% erro da analise.
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Figura 6 - Fontes de variacdo dos Cycle Tresholds utilizando diferentes termocicladores com
o primer Bru.eriD.92 para deteccéo de Brucella abortus em leite cru.

A porcentagem da variancia total do mensurando para cada fonte de variacao foi: (10) —
98,03% entre as diluicbes, (9) - 0,00% entre os termocicladores, (8) — 1,60% entre as
rodadas e (7) 0,37% erro da analise.
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Figura 7 - Fontes de variacdo dos Cycle Tresholds utilizando diferentes termocicladores com
o primer Bru.is6501.128 para deteccéo de Brucella abortus em leite cru.

A porcentagem da variancia total do mensurando para cada fonte de variacdo foi: (10) —
98,59% entre as diluicbes, (9) - 0,00% entre os termocicladores, (8) — 1,18% entre as
rodadas e (7) 0,23% erro da andlise.

Os valores da variancia total do mensurando demonstrados nas
figuras 5, 6 e 7 indicam que os testes foram resistentes a variacéo intencional
do equipamento e por isso podem ser considerados como robustos em
relacdo a essa fonte de variagcdo, levando em consideragcdo os valores

préximos de zero encontrados.
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O componente de maior variagdo em todos os testes foi a diluicdo, o
que € de se esperar, pois sdo amostras independentes com diferentes
concentracfes dos agentes e 0 mesmo deve ser desconsiderado.

Estudos de robustez de método diagndstico ja foram realizados
atraves do teste de diferentes modelos de termocicladores (ALLNUTT et al.,
2010 apud NONAKA 2012; NONAKA, 2012), enquanto Sales (2012) também
demonstrou a robustez através da variagdo do kit de extracéo de DNA.

A validagéo da técnica de qPCR para deteccdo de Brucella abortus e
Mycobacterium bovis no leite cru € uma necessidade real do LANAGRO-MG
como maneira de auxiliar a identificacdo de animais doentes em rebanho
leiteiro e para desenvolver futuras pesquisas sobre o tema objetivando o
controle da brucelose e da tuberculose no Brasil. A matriz leite foi
selecionada para a validacdo da técnica por ser um material biolégico de
facil obtencdo, sem a necessidade de procedimentos invasivos ou que
alterem o manejo rotineiro do animal, contribuindo assim com seu bem estar
e produtividade.

A técnica de gqPCR tem sido amplamente utilizada para diagnostico
devido as suas altas especificidade e sensibilidade, fatores de suma
importancia principalmente para matriz utilizada, pois a carga de B. abortus e
M. bovis liberada no leite € pequena e uma técnica pouco sensivel pode
gerar um resultado falso negativo. A qPCR validada nesse estudo foi capaz
de identificar quantidades muito pequenas dos microrganismos alvo. A
utilizacao do primer Bru.eriD.92 para a deteccdo de B. abortus permite ainda
a distincdo entre animais infectados e animais vacinados, o que auxilia muito
o diagndstico da brucelose levando em consideracdo que o diagnostico
sorolégico ndo é capaz de fazer essa distin¢ao.

Por fim, todos os parametros utilizados para a validacao indicam que
a técnica objeto desse trabalho pode contribuir muito com diagndstico do
animal vivo impedindo assim a disseminacdo desses microrganismos no
rebanho e na regido, favorecendo o controle da brucelose e tuberculose
bovinas, objetivo do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose — PNCEBT/MAPA. O proximo passo sera o seu
uso em animais naturalmente infectados para que referida técnica possa ser

usada como uma ferramenta de diagnostico oficial do MAPA.
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CONCLUSAO

Os resultados desse estudo indicam que dentre as metodologias de
extragdo de DNA avaliadas, existem dois kits de extragdo de acido nucleico
eficientes para a extracdo do DNA de Brucella abortus e Mycobacterium
bovis em leite cru. Os métodos de qPCR desenvolvidos demonstraram alta
sensibilidade analitica e 6timo desempenho confirmado por medidas de
repetibilidade, reprodutibilidade e robustez avaliadas, indicando que a
técnica pode ser utilizada para auxiliar o diagnaéstico in vivo de tuberculose e
brucelose bovinas, principalmente para monitoramento de propriedades

produtoras de queijo artesanal certificadas com livres dessas doencas.
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ANEXO

ANEXO A - Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigcosa (CEUA/UFV).

CERTIFICADO

A Comiss3o de Etca no Uso de Animauis - CEUA/UFY certifica que
o processo n” 4272016, intitulado “Validaglio da wécaica de PCR em tempo
real para detecgdo de Mycabacteriem bovis ¢ Srucella ahortus em amastras
de lente”, coordenade pela profcssora Maria AL Sacatamburlo Moreiss do
Departamento e Veterimana, esti de acondo com a Legisiagio vigente (Let
N T1.794, de 08 de outubro & 2008) as Resolugdes Normativas ¢ditadas
pelo CONCEAMUOTI, o DBCA (Dircinz Bresilers de Pediicn puza o
Cwmdado ¢ a Uslizagdo de Amimas pare Fins Cientificos ¢ Didaticos) ¢ as
Diretrizes da Pratica de Eutanasia  preconizadas pelo CONCEAMOCTL
ponanto sendo aprovado por csta Comissda em 29/062016, com validade
de 12 meses,

CERTIFICATE

The Eikic Commstiee i Ammal Use/UFV certify that the process
nember 422016, named “Validation af PCR in real time to detect
Mycobacterium bovis and Britcella zbormus mitk samples™, is in agreement
with the a actual Brasabian legistation ( Lei N7 11,794, 2008 ), Normative
Resolutions edited by CONCEAMCTE the DBCA (Braziliim Practice
Gurichne for the Core and Use of Anmimals for Scientilic Purposes and
Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia cecomnended by
CONCEAMCTI therefore bemng approved by the Comntittee on June 29,
2016 vulid for 12 months,

A Prof. Atima Clemente Alves Zuanon
Fresidente
Comissio de Ftics no Uso de Animass — CEUAFY
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