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Resumo: O objetivo deste trabalho foi determinar as propor¢des de Mycobacterim bovis em pacientes de
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Um estudo transversal foi realizado de marco de 2008 a fevereiro de
2010. Mil espécimes (603 pacientes suspeitos de tuberculose) foram inoculados em meios Lowentein-
Jensen (LJ) convencional e, simultaneamente, em Stonebrink (SB) enriquecido com piruvato. Um total
de 178 casos de tuberculose tiveram as micobactérias isoladas caracterizadas por métodos convencionais
(bioquimicos) e / ou moleculares (PCR alelo-especifico baseado em amplificagdo e sequenciamento de
pncA e pseudogene oxyR). Além disso, DNA de 38 biopsias de pacientes suspeitos de tuberculose
extrapulmonar tiveram o possivel pseudogene oxyR genotipado e 14 foram identificados como portadores
do complexo Mycobacterim tuberculosis. Ao todo 191 pacientes tiveram pelo menos uma espécie de
Mycobacterium sp. caracterizada. Entre eles, 184 (96,4%, IC 95% = % 93,6-98,9%) apresentavam
infeccdo por M. tuberculosis, quatro (2,0%, IC 95% = 0 - 4,1%) tiveram evidéncias do complexo
Mycobacterium avium de forma isolada ou em co-infec¢do com M. tuberculosis, e, trés (1,5%, IC 95% =
0 - 3,3%) tiveram co-infecgdes por M. bovis-M. tuberculosis. Os dados indicaram uma baixa prevaléncia
de co-infec¢do por M. bovis entre os pacientes analisados, que estava sendo subestimada pelos servicos
locais de saide e merece, portanto, mais atenc¢ao.
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Zoonotic tuberculosis due to Mycobacterium bovis in Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil

Abstract: The aim was to determine the proportions of Mycobacterium bovis among patients in Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brazil. A cross-sectional study was carried out from March 2008 to February 2010.
A thousand specimens (603 suspected TB patients) were inoculated onto Lowentein-Jensen (LJ) and
simultaneously Stonebrink (SB) pyruvate enriched media. A total of 178 TB cases had the cultured
mycobacteria definided by conventional (biochemical) and/or molecular speciation methods (allele-
specific PCR method based on pncA and oxyR sequences). Also, supposed DNA of 38 formalin fixed
and paraffin wax embedded biopsy tissue samples were pseudogene oxyR genotyped and 14 were found
to be Mycobacterium tuberculosis complex carriers. A 191 patients had at least one species of
Mycobacterium sp. characterized. Among them, 184 (96.4%; 95% CI = 93.6% - 98.9%) had M.
tuberculosis infection; four (2.0%; 95% CI = 0 - 4.1%) had Mycobacterium avium complex evidences
alone or in co-infection with M. tuberculosis; and, three (1.5%; 95% CI = 0 - 3.3%) had M. bovis-M.
tuberculosis co-infections. Our data indicated a low prevalence of M. bovis co-infections among
analyzed patients. These infections were being underestimated by the local health services and deserve
more attention.

Keywords: zoonotic tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis complex, Mycobacterium avium
complex, oxyR pseudogene, pncA gene
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Introducao

Embora a maioria dos casos de tuberculose humana (TB) sejam devidos a Mycobacterium
tuberculosis, uma propor¢ao nio conhecida é causada por Mycobacterium bovis, os quais tem o0s bovinos
como principais reservatdrios naturais, mas pode afetar outros mamiferos, incluindo os seres humanos.

M. bovis tem sido mundialmente implicado como causa de 3.1% de todos os casos humanos de
tuberculose, com variacdes influenciadas pelo estigio de controle da tuberculose bovina e nivel de
inspecdo dos produtos lacteos. Na América Latina, a propor¢do de envolvimento de M. bovis foi
estimada em 2% e 8% das formas pulmonares e extrapulmonares, respectivamente. Mas, essas
estimativas ndo sdo muito acuradas. Portanto, o principal objetivo deste estudo foi determinar a
propor¢do de M. bovis entre pacientes atendidos em dois centros de referéncia em tuberculose de Juiz de
Fora, Minas Gerais.

Material e Métodos

Espécimes bioldgicos, principalmente escarro de todos os pacientes suspeitos de TB, foram
reutilizados e submetidos a0 método de descontaminacdo de Darzins e os sedimentos inoculados
simultaneamente em meios de cultura LJ e SB com leituras realizadas aos 7, 30, 45 e 60 dias da
inoculagdo a 36.5 °C. Meios de cultura que permaneceram inoculados por ao menos 60 dias sem
nenhuma col6nia caracteristica foram considerados sem crescimento de micobactérias (DROBNIEWSKI
et al., 2003). Suposto DNA de biopsias de pacientes suspeitos de TB extrapulmonar (processo
inflamatério granulomatoso com necrose caseosa) foram genotipados de forma a encontrar portadores de
micobactérias.

Testes bioquimicos para distinguir M. bovis do restante do complexo M. tuberculosis (CMT)
foram usados (KENT & KUBIKA, 1985). Todas as réplicas de culturas inativadas e também blocos
parafinados foram submetidos a extracdo de DNA. Micobactérias com perfil bioquimico de ndo-
tuberculosas foram submetidas a reaco em cadeia da polimerase (PCR). Um enfoque em dois passos foi
usado para distinguir M. bovis dos demais membros do CMT: a) amplificacdo do gene pncA e deteccio
de seu polimorfismo. A resisténcia a pirazinamida em M. bovis estd associado a uma mutac¢do Citosina
para Guanina na posicdo 169 desse gene (SCORPIO & ZHANG, 1996), a qual foi investigada nas
culturas inativadas por andlise de restri¢do enzimatica do DNA (BAROUNI et al., 2004). b) amplificacio
do pseudogene oxyR e detec¢@o de seu polimorfismo foi realizado porque raras cepas de M. bovis podem
ser sensiveis a pirazinamida e também hd linhagens de M. truberculosis resistentes a droga em questdo.
M. bovis tem uma mutaciio de base tnica na posi¢do 285 do pseudogene oxyR. Todas as cepas de M.
bovis possuem um residuo de adenina no nucleotideo 285, enquanto todas as cepas de M. tuberculosis
possuem guanina na mesma posicdo (SREEVATSAN et al., 1996). Esta mutagdo foi investigada em
culturas inativadas por andlise de restricio e em bidpsias por seqiienciamento ou andlise de restricdo
(SREEVATSAN et al., 1996). As seqiiéncias de DNA foram comparadas com as de referéncia
(GenBank). Foram utilizados questiondrios estruturados na coleta de dados e os participantes foram
entrevistados. O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Juiz de Fora (protocolo 819.125.2006) e da Fundacido Hospitalar de Minas Gerais (protocolo 52/08).

Resultados e Discussao

Evidéncias de co-infeccdes de M. bovis foram encontradas entre trés pacientes encaminhados
para dois centros de satde de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Perfil molecular de M. bovis (adenina
vez guanina na posi¢@o 285 do pseudogene oxyR) foi identificada em DNA extraido de bidpsias de dois
pacientes com TB extrapulmonar (Figura 1) e perfil bioquimico de M. bovis foi identificado em uma
cultura AFB positiva de um paciente com doeng¢a pulmonar TB.

Ao todo 191 pacientes tiveram micobactérias caracterizadas por métodos bioquimicos e
moleculares. Entre eles, 184 (96,4%, IC 95% = % 93,6-98,9%) apresentavam infeccio por M.
tuberculosis, quatro (2,0%, IC 95% = 0 - 4,1%) tiveram evidéncias do complexo M. avium de forma
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isolada ou em co-infec¢do com M. tuberculosis, e, trés (1,5%, IC 95% = 0 - 3,3%) tiveram co-infecgdes
por M. bovis-M. tuberculosis.

Entre 133 entrevistados, 59 (44,3%), 51 (38,3%) e 23 (17,2%), eram atuais, ex- e nao-
consumidores de queijo ndo pasteurizado, respectivamente. Adicionalmente, 15 (11,2%), 72 (54,1%) e
46 ( 34,5%) eram contemporaneos, ex- ¢ ndo-consumidores de leite ndo pasteurizado, respectivamente.
Portanto, os riscos potenciais a saide do consumidor de vdrios microrganismos que podem ser
veiculados através de leite e derivados ndo pasteurizados, incluindo M. bovis, deveria ser enfatizado.
Entre os mesmos entrevistados, cinco (3,7%), 54 (40,6%) e 74 (55,6%) eram atuais, anteriores e nunca

residentes em 4reas rurais, respectivamente.

Mitb: 1 CGCGCTGTCAGAGCTGACTTTGTTGTGACTGCATGAGGGGCACTGCCTAC 50

MB: 1 CGCGCTGTCAGAGCTGACTTTGTTGTGACTGCATGAGGGGCACTGCCTAC 50
P1: AGGGGTCTGCCTAC
P2: GccTAC

o
Mitb: 51GCGACCAGACGCTCGATGCTGCCCAACACCCGGGCGGTGTGGCTGGCCAC 100
MB: 51GCGACCAGACGCTCGATGCTGCCCAACACCCGGGCGGTGTAGCTGGCCAC 100
P1 GCGAfICAGACGCTCGATGCTGCCCAACACCCGGGCGGTGTAGCTGGCCAC
P2 GCGAICAGACGCTCGATGCTGCCCAACACCCGGGCGGTGTAGCTGGCCAC
Mitb: 101CGTCGTGCAGTGCGTGACCGGCGGGCTGGGGGTGACACTGATTCCGCAGA 150
MB: 101CGTCGTGCAGTGCGTGACCGGCGGGCTGGGGGTGACACTGATTCCGCAGA 150
P1 CGTCGTGCAGTGCGTGACCGGCGGGCTGGGGGTGACACTGATTCCCCAGA
P2 CGACGTTTAATGCGTGACCGGCGGGCTGGGGGTGACACTGATTCCGCA-

Figure 1 Comparacdo da homologia das sequéncias parciais do pseudogene oxyR extraidas de biopsias, Juiz de Fora (GenBank).
Mtb = sequéncia parcial do pseudogene oxyR (150pb) de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (GenBank); MB = sequéncia parcial
do pseudogene oxyR (150pb) de Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1173P2 (GenBank); P1 = sequéncia parcial do pseudogene
oxyR (115 pb) de M. bovis de biopsias, paciente 1; P2 = sequéncia parcial do pseudogene oxyR (105 pb) de M. bovis de biopsias,
paciente 2; = identidade; I = falta de identidade I =“Gaps”; {d= posi¢do 285 do pseudogene oxyR.

Conclusoes

Foi encontrada uma baixa porcentagem de M. bovis em pacientes residentes de um municipio
predominantemente urbano do Brasil.

Ao conhecimento dos autores, esse estudo € o primeiro nacional apés 1974 que novamente
descreve M. bovis em seres humanos e representa a retomada do estudo de um patégeno que estava
negligenciado no Brasil, mas que ndo deveria ficar “esquecido”. Portanto, os autores sugerem outros
estudos mais representativos, incluindo municipios de pequeno porte e populagdes rurais do pafs.
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