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INTRODUCAO

A tuberculose bovina € uma zoonose reemergente, gque representa riscos econdémicos e de saude publica em diversos paises. O diagnostico da
doenca no animal vivo é realizado atraves do teste intradérmico da tuberculina, que se baseia em reacdOes de hipersensibilidade tardia. Por ser uma
doenca com resposta imunoldgica complexa, este teste possui limitacoes de sensibilidade e especificidade. O presente estudo buscou desenvolver
uma abordagem alternativa para o diagndstico in vivo da tuberculose bovina, baseada na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

METO DOS Figura 1: Fluxograma dos métodos utilizados

neste estudo.
Foram utilizadas amostras de DNA extraidas de suabes nasais de vacas vivas, provenientes de

propriedades de assentamento em Eldorado do Sul. Paralelamente com a coleta das amostras, o teste Suabes Nasais

da tuberculina foi realizado. A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fenol-cloroférmio. Apds a v
extracao, as amostras foram quantificadas em Nanodrop 1000. A presenca de inibidores no DNA foi Tuberculina Extracdo DNA
verificada atraves da realizacdo de PCR convencional para o gene da Gliceraldeido-3-fosfato l
desidrogenase (GAPDH). Para a deteccao dos complexos Mycobacterium tuberculosis e SCR

Mycobacterium avium realizou-se PCR em tempo real com SYBR® Green (Life Technologies) capaz de
diferenciar os complexos em uma reacao unica, através da analise da curva de dissociacao. A analise
estatistica foi realizada com programa WinEpiscope versdo 2.0 para comparar os resultados obtidos
com o teste da tuberculina e PCR em tempo real, determinando assim a sensibilidade e especificidade Estatistica
do método molecular e coeficiente de concordancia e correlacao entre os metodos.

Tabela 1: Resultado do teste da tuberculina e tecidos RESULTA DOS E DISCUSSAO

Inspecionados no abatedouro.
Foram avaliados 238 animais, dos quais 192 foram incluidos no estudo por apresentarem

v

Animal  Resultado Tecido LesGes visiveis  amostras positivas para 0 GAPDH. Dos 192 animais, 25 tiveram resultado positivo no teste
1 e el et | Htaradls o da tuberculina, sendo encaminhados para abate (Tabela 1). A técnica de PCR em tempo real
. . N para detectar bactérias dos complexos M. tuberculosis e M. avium em amostras de suabes
2 Inconclusivo Pulmao Nao : o ers . ~
nasais mostrou sensibilidade de 0 % e 4 %, respectivamente, em relacdo ao teste da
3 v Linfonodo e pulmao Sim tuberculina. A especificidade do méetodo foi de 98,2 % para ambos os complexos (Tabela 2).
4 + Linfonodo e pulmio N3o Baixos valores do coeficiente de concordancia (kappa) e correlacao (Pearson) foram
, N N observados (Tabela 3). Uma possivel explicacdo para a baixa eficacia do método é que a
5 + Linfonodo e pulmao Nao . : . . . . .
carga bacteriana expelida pelos mucos nasais pode ser muito baixa, ainda assim mantendo
6 + Linfonodo Sim 0 potencial de transmissao da doenca. A sensibilidade analitica da PCR em tempo real
7 + linfonodo Sirm utilizada neste estudo foi de 100 moléculas de DNA bacteriano (Mayer et al, 2012). Alem
, N , disso, outra possivel explicacdo € que dentre os 25 animais abatidos, apenas 12
8 + Linfonodo e pulmao Sim ~ L. f .
apresentavam les0es macroscopicas caracteristicas de tuberculose e dentre estas, apenas 6
9 + Figado Sim eram pulmonares (Tabela 1).
10 + Pulmao Sim o
Tabela 2: Resultado da técnica de PCR em tempo real.
11 + Pulmao Nao
| | Complexo Complexo
12 * Linfonodo Sim Tuberculina M. tuberculosis M. avium
13 + Pulmao Nao Positivo Negativo Positivo Negativo Total
14 + Linfonodo Sim Negativo 164 3 164 3 167
15 Inconclusivo Linfonodo Nao Positivo 25 0 24 1 25
16 + N3ao testado Nao testado Total 189 3 188 4 192
17 Inconclusivo Linfonodo Nao
_ _ Tabela 3: Andlise de concordancia e correlacao dos testes realizados.
18 + Pulmao Sim
Kappa (P) Pearson (P)
19 + Pulmao Sim _ _
Tuberculina * complexo M. avium 0,034 (0,472) 0,052 (0,474)
20 + Linfonodo e pulmao Nao _ _
Tuberculina * complexo M. tuberculosis -0,029 (0,499) -0,049 (0,502)
21 + Pulmao Nao
22 Inconclusivo Figado Nao ~
23 + Nao testado Nao testado CO N C L U SA O
24 + Pulmdo Sim O presente estudo mostrou que a técnica molecular para diagnoéstico in vivo de tuberculose
25 Inconclusivo Pulm3o N30 bovina a partir de suabes nasais, nas condigoes testadas, nao foi eficiente. Desta forma, o

teste da tuberculina ainda a melhor opcéo para o diagndstico in vivo da doenca.
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