Desenvolvimento de métodos
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INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma doenca infecto-contagiosa, reermergente
de abrangéncia mundial, causada por Mycobacterium bovis. A doenca,
pOr ser uma zoonose, representa risco para a saude humana e é
responsavel por perdas econbmicas para 0 setor pecuario. Os
metodos empregados no diagndstico da tuberculose bovina exercem
um papel fundamental no controle desta enfermidade, sendo o
Isolamento bacteriano considerado o diagndstico definitivo em exames
post-mortem. Entretanto, esta abordagem possui limitacoes como
baixa sensibilidade, dificuldade de realizacao, variabilidade nos
processos de identificacao e crescimento lento do agente. Uma
estratégia alternativa para superar estas limitacoes € a utilizacao de
metodos moleculares, nos quais a analise de fragmentos de DNA
permite a deteccao e identificacao do agente causador da doenca.

OBJETIVO

O objetivo do estudo foi desenvolver um método alternativo para
diagnostico post-mortem da tuberculose bovina através da técnica de
PCR e comparar os resultados com o padrao ouro.

moleculares aplicados ao diagnostico
post-mortem de tuberculose bovina
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METODOS

Os métodos utilizados no estudo estao esquematizados na Figura 1. Até o
momento, foram analisadas 141 amostras de tecido de bovinos recebidas
no Laboratorio de Histopatologia do Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desiderio Finamor (IPVDF) ou coletadas em abatedouros nos casos de
abates sanitarios, realizados a fim de eliminar animais com resultado
positivo para o teste da tuberculina. As amostras foram submetidas ao
iIsolamento  bacteriano, coloracdo por Ziehl Neelsen, analise
histopatologica e analise molecular. A extracdo de DNA a partir dos
tecidos foi realizada por protocolo de fenol-cloroformio. A presenca de
iInibidores no DNA foi verificada através de PCR convencional para o gene
da Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Para a deteccao de
DNA de Mycobacterium bovis, uma PCR convencional fol projetada. A
analise estatistica foil realizada com programa WinEpiscope versao 2.0
para comparar os resultados obtidos nos testes, a fim de determinar a
sensibilidade e especificidade dos métodos moleculares e coeficiente de
concordancia (Kappa) entre os diferentes métodos. Ainda, os dados das
analises e os resultados de tuberculina dos animais foram comparados
através de analise de associacao utilizando teste de qui-quadrado.

Analise estatistica

* Sensibilidade;

 Especificidade;

 Coeficiente de concordancia,

* Analise de associacdo com tuberculina.

Figura 1. A. Amostra de pulmao com tuberculose; B. Coldnias bacterianas de M.Bovis; C. Analise histopatoldgica de pulmao com granuloma; D. Analise Molecular.

RESULTADOS

Os resultados preliminares mostram que, quando comparada ao isolamento bacteriano (n = 86) , a sensibilidade da PCR convencional para M.
bovis foi de 77,78 % e especificidade de 82,85 % (kappa = 0,5169) (Tabela 1). Em relac&o a analise histopatologica (n = 91), a PCR convencional
teve uma sensibilidade de 84,21 % e especificidade de 98,61 % (kappa = 0,8616) (Tabela 2). A analise de associacado entre os resultados da
tuberculina com o isolamento, histopatologia ou teste molecular mostra que houve associacdo apenas entre a histopatologia e tuberculina e analise
molecular e tuberculina (Tabela 3).

Tabela 1: Andlise de concordancia entre os resultados de PCR e de isolamento bacteriano. Tabela 2: Andlise de concordancia entre os resultados de PCR e histopatologia.

Isolamento bacteriano

PCR M. bovis
Positivo Negativo Total
Negativo 14 4 18
Positivo 12 56 68
Total 26 60 86

Tabela 3: Andlise de associacao do resultado da tuberculina com os testes realizados.

Teste de associacao (p)

Histopatologia

PCR M. bovis
Positivo Negativo Total
Negativo 16 3 19
Positivo 1 /1 72
Total 17 74 91

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que os testes diagnosticos para tuberculose

Tuberculina * isolamento bacteriano (n = 76) 0,114 bovina sao variaveis em relacao a eficiéncia e que a analise molecular
Tuberculina * PCR M. bovis (n = 127) 0.039 tem potelzlmal de ser aplicada no _dlagtlostlco da tuberculose_ bovmz_:\. No

, , , entanto, &€ necessario que um maior numero de amostras seja analisado
Tuberculina*histopatologia (n = 80) <0,001

para se confirmar esta proposicao.
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