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Resumo

RODRIGUES, R.A. Reacdes falso-negativas ao Teste Cervical Comparativo para
tuberculose bovina. 2017. Dissertagcdo de Mestrado — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2017.

No Brasil, segundo o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT), do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), os testes de rotina para o diagnostico de tuberculose bovina
sao o teste cervical simples (TCC), o teste da prega caudal (TPC) e o teste cervical
comparativo (TCC), sendo que o ultimo também é utilizado como teste confirmatério.
Um grupo de 53 animais oriundos de trés rebanhos leiteiros de area de foco para
tuberculose bovina que foram submetidos a vazio sanitario no Rio Grande do Sul foi
submetido ao TCC. Os tecidos destes animais foram cultivados e as col6nias
resultantes confirmadas por PCR e sequenciamento de DNA. Dos 53 animais
analisados no TCC, 32 (60,4%) foram negativos, 14 (26,4%) positivos e sete (13,2%)
inconclusivos, com base no PNCEBT. O TCC detectou como positivos 11 dos 39
animais com infeccdo por M. bovis confirmada por cultivo. Do total de 14 animais
nao infectados, baseado na cultura, o TCC detectou oito como negativos. Assim, 0
TCC apresentou, para a populacdo amostrada, sensibilidade de 28,2% e
especificidade de 57,1%. Um total de 24/32 (75,0%) dos animais negativos ao TCC
foi positivo no cultivo (confirmado por PCR), sendo considerados falso-negativos ao
TCC. A manutencdo destes animais falso-negativos nos rebanhos tem sérias
implicacdes para o controle da enfermidade, j& que os mesmos podem ser fonte de
infeccdo. A adicao de testes complementares poderia auxiliar na identificacdo destes
animais, aumentando a cobertura diagnoéstica.

Palavras-chave: Mycobacterium bovis, Teste Cervical Comparativo, -cultura
bacteriolégica.
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Abstract

In Brazil, according to the National Program for the Control and Eradication of Animal
Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT) of the Ministry of Agriculture, Livestock and
Food Supply (MAPA), the routine tests for the diagnosis of bovine tuberculosis (bTB)
are the simple intradermal tuberculin test (SITT), the caudal fold test (CFT) and the
comparative intradermal tuberculin test (CITT). The latter is also used as a
confirmatory test. A group of 53 animals from three dairy herds of an outbreak area
for bTB that were submitted to depopulation in the State of Rio Grande do Sul, Brazil,
were submitted to CITT. The tissues of these animals were cultured and the resulting
colonies confirmed by PCR and DNA sequencing. Of the 53 animals analyzed in the
CITT, 32 (60.4%) were negative, 14 (26.4%) positive and seven (13.2%)
inconclusive. The CITT detected 11 out of the 39 animals with culture-confirmed M.
bovis infection as positive. From the total of 14 uninfected animals, based on culture,
the CITT detected eight as negative. Thus, the CITT showed a sensitivity of 28.2%
and a specificity of 57.1% for the sampled population. A total of 24/32 (75.0%) of the
animals negative to CITT were culture positive (confirmed by PCR) and were
considered false negative. The maintenance of these false-negative animals in the
herds has serious implications for the control of the disease, since they can be a
source of infection. The addition of complementary tests could help to identify these
animals, increasing the diagnostic coverage.

Keywords: Mycobacterium bovis, Cervical Comparative Tuberculin Test,
bacteriological culture.



SUMARIO

R0 ] 510070 LT 11
22 @ L= N 1 I AV 1S PRSP 12
2.1 ODJELIVO QEIAl...cceiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 12
2.2 ODbjetivoS ESPECITICOS ...t 12
3 REVISAO DE LITERATURA ...ttt ettt 13
0 00 I o] [0 o - 13
3.2 Micobactérias ambientaiS............cceuvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 14
3.3 IMPOItANCIA ECONOMICEA ....eevveeiiiiiiiiiiiiiiei ettt ettt e e e e e e eeeees 16
3.4 Cadeia epidemiOlOQICA ........uuuuiiiiieeeiiiiiiiiiiii et e e e e e e e 17
3.5 DistribuiCa0 geOgrafiCa.........ccovviiiiiiii i 20
IO [V o] 0= U0 o [T o 1= U 22
3.7 Métodos de diagnNOStICO AIFELO .......coeviuvviiiiiiieee e 24
3.7.1. Diagnéstico anatomopatolOgiCO .........c.uvvvviiiiieeeeeiiiiiiieeeee e 24
3.7.2 DiagnOstico baCteriolOQICO ......uuuiiie e 26
3.7.3 Diagnostico hiStopatolOgICO .......veeeeeiiieeiiicce e 27
3.7.4 DIagnOStiCO MOIECUIATN...........uuiiiiiii e e 28
3.8 Métodos de diagnNOStiCO INAIETO.........ccceeiiiiiiiiie e 31
GRS 0 A Y= TS) (ST g = To (=1 0 1o T 31
3.8.2 Teste de interferon-gama (IFN-Y)............uuuuiiuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeens 36
3.8.3 TESLES SOTOIOQICOS ..o ieeiiiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e as 38
3.9 Pesquisas por NOVOS @NtIJENOS ......uieeeeeiiiieiiiiiee e e 42
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt 45

REA(;()ES FALSO-NEGATIVAS AO TESTE CERVICAL COMPARATIVO PARA
TUBERCULOSE BOVINA ...ttt e e e e e et e e e e e ean s 56
AB STRA C T ettt e e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e s a b rrreaaaaeeeaans 56
RESUMO ....cciiiii ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e bbb aeeeeeeeessnsssbbraaeeaeeeeenanns 57
1N R 2101010 07X 0 TR 57
MATERIAL E METODOS ...ttt ettt eee e 58
e 1 1 R 1A B L 1 P 59
DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ee e ne e 60

REFERENCIAS . ...ccc oo e ettt 62



CONSIDERACOES FINAIS



11

1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina € uma enfermidade infecciosa de evolucdo cronica,
causada pela bactéria intracelular Mycobacterium bovis, que acomete muitas
espécies domésticas e silvestres, principalmente bovinos e bubalinos, além de
causar doenca nos humanos (MICHEL et al., 2010; ETCHECHOURY et al., 2010;
OIE, 2015). A doenca representa uma ameaca a saude publica e causa perdas
econbmicas a pecuaria, principalmente devido a eliminacdo dos bovinos infectados
(ABRAHAO et al., 2005; BENNETT; COOKE, 2006; SA’'IDU et al., 2015). Além disso,
a presenca da doenca nos rebanhos implica em barreira comercial a exportacdo de
carne (BRASIL, 2012).

O método padrdo utilizado em varios paises para diagnosticar a tuberculose
bovina é o teste intradérmico, que consiste na deteccdo de hipersensibilidade tardia
apos a inoculacdo de antigeno micobacteriano, denominado derivado proteico
purificado (PPD) (OIE, 2015).

Embora o teste intradérmico seja 0 método recomendado para o diagnostico
de animais infectados com M. bovis, nem todos os animais sdo detectados por
estarem em diferentes fases da infeccdo (WATERS et al., 2006; WHELAN et al.,
2011). O teste intradérmico ainda apresenta limitagcdes quanto a sensibilidade e
especificidade (ALVAREZ et al., 2012), devido a reacfes cruzadas com espécies de
micobactérias ndo patogénicas e Mycobacterium avium (LIU et al., 2007; WHELAN
et al., 2008).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT), instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) preconiza que o teste intradérmico com PPD de M. bovis
seja realizado na prega caudal, exclusivamente em gado de corte para triagem ou
monitoramento de rotina ou pode ser executado na regido cervical, sendo realizado
como prova de rotina em gado de leite. O teste cervical comparativo (TCC) utiliza
simultaneamente PPD de M. bovis e PPD de M. avium, pode ser utilizado como teste
de rotina, além de ser prova confirmatdria para animais reagentes ao teste da prega
caudal (TPC) ou ao teste cervical simples (TCS). Os animais que apresentam uma

diferenca dos aumentos da dobra da pele, provocados pela inoculacdo de PPD de
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M. bovis e ao PPD de M. avium, igual ou superior a 4 mm (PPD de M. bovis - PPD

de M. avium), sédo considerados positivos para tuberculose (BRASIL, 2016).

Assume-se que a avaliacdo pareada das reacdes ao PPD de M. bovis e PPD
de M. avium aumenta a especificidade do TCC e reduz abates de animais falso-
positivos que apresentam reagdes cruzadas ao PPD de M. bovis pela sensibilizagao
com micobactérias ambientais. No entanto, situacdes de coinfeccdo por M. bovis e
micobactérias ambientais podem levar a reacdes intradérmicas de semelhante
magnitude conduzindo a interpretacfes errbneas de diagnéstico (MOSAVARI et al.,
2016).

Desta forma, neste estudo, objetivou-se investigar se o Teste Cervical
Comparativo apresenta reacdes falso-negativas em animais verdadeiramente

infectados com base no teste padréo-ouro para tuberculose bovina.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho do Teste Cervical Comparativo (TCC) no diagnostico da

tuberculose bovina, em rebanhos submetidos a vazio sanitario.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar rebanhos naturalmente infectados com Mycobacterium bovis,
mediante o TCC;
e Confirmar a infeccdo por M. bovis nos tecidos dos animais destes rebanhos,

mediante cultivo, PCR e sequenciamento de DNA;
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e Avaliar o desempenho do TCC, tomando-se como referéncia o cultivo de M.
bovis.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia

A tuberculose bovina tem como agente etiolégico a espécie Mycobacterium
bovis, que pertence a classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae e género Mycobacterium e faz parte do complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMT), que compreende também as espécies geneticamente
relacionadas Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
microti, Mycobacterium canettii, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium caprae,
Mycobacterium suricattae, Mycobacterium mungi e Mycobacterium orygis (NIEMANN
et al., 2000; ALEXANDER et al., 2010; VAN INGEN et al., 2012; PARSONS et al.,
2013; OIE, 2015).

O genoma de Mycobacterium bovis é 99,95% semelhante geneticamente ao
de M. tuberculosis (GARNIER et al.,, 2003; OIE, 2015). No entanto, essas
micobactérias diferem muito em relacdo a hospedeiros, viruléncia e caracteristicas
fisiol6égicas (NIEMANN et al., 2000).

Mycobacterium bovis sdo cocobacilos que medem de 0,3 a 0,6 um de largura
por 1 a 4 um de comprimento. S&do microaerdfilos, ndo flagelados, ndo esporulados,
ndo capsulados e ndo formadores de toxina. Essas micobactérias sdo classificadas
como bactérias Gram-positivas e bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), ou seja,
sdo resistentes a descoloracdo com alcool-acido quando corados pela fucsina a
guente (coloracdo de Ziehl-Neelsen - ZN) (CORNER, 1994; COOK et al., 2009).

As micobactérias causadoras de tuberculose bovina sdo de crescimento lento,

intracelulares e possuem um envelope celular complexo, formado principalmente por
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uma variedade de lipideos, que constitui 60% da massa total do bacilo. Este
envelope celular consiste de glicolipideos, lipomananos, lipoarabinomananos,
lipoproteinas e acidos micélicos, que sdo os primeiros a interagir com a célula
hospedeira (COOK et al., 2009).

Os acidos micolicos sdo um dos principais componentes da parede celular,
encontram-se na porcao externa, e junto com outros lipideos (lipomanana e mana
glicoproteinas) e a membrana celular, formam uma espessa camada hidrofébica.
Essa camada da micobactéria dificulta a entrada de nutrientes, fazendo com que seu
crescimento seja lento, além de torna-la muito resistente a compostos hidrofilicos e a
dessecacdo. Essa camada também aumenta a resisténcia a degradacéao celular, por
meio de enzimas lisossomais (CORNER, 1994; COOK et al., 2009;
KLEINNIJENHUIS et al. 2011).

3.2 Micobactérias ambientais

As micobactérias ndo tuberculosas séo as espécies que ndo participam como
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis e sdo tipicamente organismos
ambientais que residem principalmente no solo e na agua (BIET et al., 2005; BIET,;
BOSCHIROLI, 2014).

Algumas dessas micobactérias ambientais encontram-se agrupadas no
complexo Mycobacterium avium intracellulare (MAC) que inclui as espécies
Mycobacterium intracellulare e Mycobacterium avium, que é dividida em quatro
subespécies, M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis, M. avium
subsp. silvaticum e M. avium subsp. hominisuis (BIET et al., 2005). J& o complexo
Mycobacterium terrae compreende as espécies M. nonchromogenicum, M. terrae, M.

hiberniae, M. triviale e M. arupense. As espécies dos grupos M. fortuitum, M.
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smegmatis e M. chelonae-abscessus sao consideradas espécies de crescimento
rapido (BIET; BOSCHIROLI, 2014).

Apesar dessas micobactérias ndo causarem tuberculose bovina, possuem
importancia por serem capazes de provocar reacdes inespecificas no teste
intradérmico (ARANAZ et al., 2006; MICHEL, 2008; AAGAARD et al., 2010), devido
aos antigenos serem comuns com Varias espécies de micobactérias (MONAGHAN
et al., 1994; BIET; BOSCHIROLI, 2014).

Varios estudos de comparacdo gendmica tém identificado e caracterizado
certas regibes genéticas das micobactérias, indicando a presenca de reacao
cruzada de proteinas homologas de micobactérias ndo tuberculosas com as
espécies de M. bovis e M. tuberculosis, que sao relacionadas filogeneticamente
(VORDERMEIER et al., 2007; GCEBE et al., 2016).

As pesquisas de reatividade cruzada com as proteinas ESAT-6 e CFP10
encontraram homologia entre M. tuberculosis e M. leprae (GELUK et al., 2002;
GELUK et al.,, 2004), e M. bovis e M. kansasii (VORDERMEIER et al., 2007).
Mycobacterium szulgai e M. flavescens assemelham-se com M. kansasii e M.
gordonae por compartilharem os genes que codificam para essas proteinas, o que
pode conduzir para reacfes cruzadas nos testes diagndésticos de tuberculose bovina
(VORDERMEIER et al., 2007).

Skjat et al. (2002) identificaram TB10.3 e TB12.9 como proteinas homologas
de TB10.4, sendo encontradas em estirpes de micobactérias do complexo M.
tuberculosis incluindo BCG e M. kansasii, e em outras micobactérias como M. avium,

M. intracellulare e M. marinum.

Os resultados de um estudo detectaram que a proteina antigénica especifica
de M. tuberculosis PPE68, apresentou homologia na sequéncia gendmica com

varias proteinas de PPE de M. tuberculosis, com as espécies do complexo M.
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tuberculosis e com outras espécies de micobactérias patogénicas, incluindo M.

leprae e o complexo M. avium intracellulare (MUSTAFA, 2014).

Mais recente, uma pesquisa identificou epitopos imunogénicos de ESAT-6,
CFP10, EsxH e PPE68 mediante analise gendbmica em algumas ou em todas as
quatro espécies de micobactérias ndo tuberculosas e nao patogénicas
sequenciadas, sugerindo o potencial dessas proteinas em desencadear reacdes de
respostas imunes cruzadas contra antigenos de bactérias do complexo de M.
tuberculosis. A comparacdo de sequéncias de aminoacidos de M. fortuitum, M.
nonchromogenicum, M. smegmatis, M. bovis e M. tuberculosis foram homélogas
para ESAT-6 (GCEBE et al., 2016).

A importancia da identificacdo de proteinas imunogénicas homodlogas de
micobactérias ndo tuberculosas com antigenos do complexo M. tuberculosis
consiste na investigacdo mais aprofundada da capacidade desses antigenos de

provocar respostas imunes de reacdo cruzada (BIET; BOSCHIROLI, 2014).

3.3 Importéancia econdémica

A importancia econdémica da tuberculose bovina esté relacionada, sobretudo,
as perdas na produtividade animal, abate de bovinos reagentes, restricdes
comerciais e de seguranca alimentar. No entanto, nos paises em desenvolvimento,
além das perdas econémicas, as taxas de prevaléncia da doenca nos animais sao
mais elevadas e o risco de tuberculose zoonoética € maior (BENNETT; COOKE,
2006; MICHEL et al., 2010; SA’IDU et al., 2015).

A doenca tem maior prevaléncia em rebanhos leiteiros estabulados, devido ao
intenso contato entre os animais e a medida que a idade do rebanho aumenta. Ja no
gado de corte, criado no sistema extensivo e abatido precocemente, ocorre menor
prevaléncia (ABRAHAO et al., 2005).
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No mundo, 0s prejuizos anuais com a tuberculose bovina foram estimados em
torno de trés bilhdes de délares (GARNIER et al., 2003). Atualmente, segundo
informacdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil € o
maior exportador mundial de carne bovina, s6 no primeiro trimestre de 2016
exportou 287.267 mil toneladas de carne in natura para 76 destinos diferentes,
dentre eles, os dez principais foram Hong Kong (20,6%), Egito (19,8%), China
(12,5%), Russia (12,2%), Ira (7,1%), Chile (6,0%), Italia (2,5%), Filipinas (1,7%),
Israel (1,5%) e Emirados Arabes Unidos (1,5%), respondendo juntos por 85,5% da
carne exportada. Neste mesmo periodo, o pais abateu um total de 7.293 mil
cabecgas de bovinos (IBGE, 2016).

Nesse contexto de importancia econdmica, a presenca de tuberculose bovina
na pecuaria tem gerado prejuizos relacionados principalmente com a reducédo da
produgdo de leite e da conversdo alimentar, perda de peso, abortamento,
mortalidade de bezerros, maior intervalo entre partos e desvalorizagdo comercial do
animal infectado pela rejeicdo de sua carcaca (ABRAHAO et al., 2005; BENNETT e
COOKE, 2006). Além disso, a presenca da doenca nos rebanhos implica em barreira

comercial & exportacdo de carne (BRASIL, 2012).

3.4 Cadeia epidemioldgica

Os bovinos e bubalinos séo os principais hospedeiros da tuberculose causada
por M. bovis, entretanto, varias espécies domésticas, silvestres e, inclusive o homem
sdo susceptiveis a este patdogeno (MICHEL et al.,, 2010; ETCHECHOURY et al.,
2010; OIE, 2015). Mycobacterium bovis pode infectar o rebanho principalmente pela
aquisicdo de animais infectados ou pela propagacdo de bacilos por animais
infectados advindos de propriedades vizinhas (GOODCHILD; CLIFTON-HADLEY,
2001).
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Os animais infectados por M. bovis sao a principal fonte de infeccao, sendo
possivel a excrecdo de micobactérias antes mesmo do aparecimento de lesdes
anatomopatoldgicas (GOODCHILD; CLIFTON-HADLEY, 2001). A eliminacdo dos
bacilos pode ser por ar expirado, fezes, urina, leite e outros fluidos corporais,
dependendo dos 6rgdos acometidos pela doenca (POLLOCK et al., 2006; CEZAR et
al., 2016). A transmissdo da doencga por um bovino infectado depende da geracao
de aerossol, numero de bacilos excretados e densidade do rebanho (POLLOCK et
al., 2006).

A susceptibilidade dos bovinos para tuberculose estd relacionada
principalmente com a via de transmissdo e a dose infecciosa, com influéncia de
componentes genéticos e nutricionais, e pode ser aumentada pela infeccdo com
virus imunossupressores (GOODCHILD; CLIFTON-HADLEY, 2001; POLLOCK;
NEILL, 2002; POLLOCK et al., 2006). Os zebuinos (Bos taurus subsp. indicus) séo
considerados mais resistentes a infeccao por M. bovis do que as racas europeias
(Bos taurus subsp. taurus) (VORDERMEIER et al., 2012). Entretanto, sob condicbes
de alta densidade e maior contato a morbidade assemelha-se ao gado europeu
(RADOSTISTS et al., 2002).

A transmisséao de tuberculose bovina pode ocorrer por varias vias de infeccao,
dentre elas, a mais comum em bovinos é por inalacdo de M. bovis, sendo, portanto,
a principal forma de eliminacdo dos bacilos a via aérea. A infeccdo pode se
estabelecer no pulmé&o do bovino com apenas um bacilo transportado no interior de
uma goticula (MENZIES; NEILL, 2000; POLLOCK; NEILL, 2002). A transmissao por
ingestdo de M. bovis direto de animais infectados, pastos contaminados, fomites ou

agua é considerada secundaria a infeccéo por inalacdo (MENZIES; NEILL, 2000).

As infec¢cBes congénita, genital ou intramamaria podem ocorrer, mas sao
pouco frequentes devido a acéo preventiva da maioria dos paises com programas
de erradicagao (BIET et al., 2005; DOMINGO et al.,, 2014). Menzies et al. (2012)

analisaram o risco de tuberculose bovina na progénie de vacas com infeccéo
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confirmada, sendo estimado o risco relativo de 1,2 (0,8-1,7; 95% de intervalo de
confianca) e concluiram que a progénie de vacas infectadas ndo aumentou o risco
de infeccdo por M. bovis. Entretanto, bezerros nascidos com infecgdo congénita
geralmente desenvolvem tuberculose generalizada nas primeiras semanas ou
meses de vida (VURAL; TUNCA, 2001).

A via de transmisséo e a dose infecciosa podem influenciar na infeccao por M.
bovis (PALMER et al., 2002; POLLOCK et al.,, 2006). Palmer et al. (2002)
descreveram um método de infec¢do da doenga em bovinos por meio de exposicdo
de aerossoOis de M. bovis (10® UFC). Os resultados sugeriram que o inéculo em
aerossol se estabeleceu nos alvéolos pulmonares e, portanto, esse modelo de

reproducao da doenca representou a exposicao verdadeira de infecgao.

No homem, a infec¢do por M. bovis tem sido identificada em varios paises por
meio da caracterizacdo dos isolados de micobactérias de pacientes humanos
(ETCHECHOURY et al., 2010). A incidéncia de tuberculose pulmonar causada por
M. bovis é maior nos trabalhadores agricolas e de frigorificos do que em habitantes
urbanos (BENNETT; COOKE, 2006; SA’IDU et al., 2015).

A transmisséo de tuberculose bovina para os humanos ocorre principalmente
por consumo de leite e seus derivados nao pasteurizados e por inalacao de aerossol
de animais e pessoas contaminadas (ETCHECHOURY et al., 2010; MICHEL et al.,
2010; OIE, 2015). Por essa razao, em paises de baixa renda as pessoas estdo mais
expostas ao risco de contrair a doenca, devido a auséncia de pasteurizacdo de leite,
fatores culturais como, por exemplo, o contato muito proximo com 0s animais e
pessoas, mas também devido a pobreza, desnutricdo e uma taxa superior de
infeccdo de virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ETCHECHOURY et al., 2010;
MICHEL et al., 2010).
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3.5 Distribuic&o geografica

A tuberculose bovina é uma zoonose de distribuicio mundial com maior
prevaléncia nos paises em desenvolvimento e menor nos desenvolvidos, onde
existem programas de controle e erradicacao, inspecao de carnes e pasteurizacao
do leite (MICHEL et al., 2010). No Brasil, a tuberculose bovina est4 disseminada por
todo o territério nacional. Véarias pesquisas tém sido realizadas em diferentes regides

do pais, buscando estimar a prevaléncia de tuberculose bovina.

Recentemente, Ferreira Neto et al. (2016) apresentaram o0s resultados de
estudos sobre a prevaléncia de tuberculose bovina em 13 Estados do Brasil, que

incluiram 75% da popula¢éo de rebanho bovino brasileiro.

Na Tabela 1, séo apresentados os resultados das prevaléncias de focos e de
animais relatados nos estudos até agora realizados nas regibes dos Estados
brasileiros. A situacdo da distribuicdo da doenca no pais é heterogénea entre os
estados, com forte concentracdo nas regifes leiteiras. Em geral, os resultados
demonstraram que a tuberculose bovina tem prevaléncia baixa na maioria das
regides do Brasil. Dentre os Estados estudados, Sdo Paulo, Espirito Santo e Minas

Gerais apresentaram maiores prevaléncias.

A variacdo na prevaléncia da tuberculose bovina nas diferentes regiées do
Brasil pode estar relacionada a diversos fatores como fonte de aquisicdo de animais,
manejo, rebanhos maiores e intensificacdo da producao leiteira. Entretanto, varios
autores encontraram nos 13 Estados pesquisados os mesmos fatores de risco
associados com a presenca da tuberculose bovina, relacionados com aumento do
tamanho do rebanho e a existéncia de ordenha mecanizada nas propriedades
(BAHIENSE et al., 2016; BARBIERI et al., 2016; DIAS et al., 2016; GALVIS et al.,
2016; GUEDES et al., 2016; LIMA et al., 2016; NESPOLI et al., 2016; QUEIROZ et
al., 2016; RIBEIRO et al., 2016; ROCHA et al., 2016; SILVA et al., 2016; VELOSO et
al., 2016; VENDRAME et al., 2016).
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Tabela 1. Prevaléncia de focos e de animais positivos no Teste Cervical Comparativo para tuberculose bovina no Brasil.

Autor Ano Estado Municipio/regiao Estudos usando intradermorreacao
Prevaléncia de Prevaléncia de
focos (%) animais (%)
Bahiense et al. 2016 BA sul, leste, oeste e central 1,6 0,21
Barbieri et al. 2016 MG Noroeste, Norte, Nordeste, Leste, Central, Zona da 4 25 0,56
Mata, Sul, Sudoeste, Alto Paranaiba, Triangulo
Mineiro
Dias et al. 2016 SP Norte, Nordeste, Leste, Central, Sul, Oeste, Sudoeste 9 1,3
Galvis et al. 2016 ES Norte, Sul 7,6 0,7
Guedes et al. 2016 MS Pantanal, Planalto Norte, Planalto Sul 1,3 0,035
Lima et al. 2016 PE Zona da Mata, Agreste, Sertdo 2,87 0,62
Néspoli et al. 2016 MT Regido Pantanal, Leite, Engorda e Cria 1,3 0,12
Queiroz et al. 2016 RS Sul, Fronteira Oeste, Missdes centrais, Norte, Serra, 2.8 0.7
Areas metropolitanas, Costa Norte
Ribeiro et al. 2016 DF Distrito Federal 0,36 0,05
Rocha et al. 2016 GO Norte e Nordeste, Sul e Sudeste, Sudoeste e Central 3,43 0,30
Silva et al. 2016 PR Noroeste, Centro-Oeste-Norte, Fronteira Norte, 2,15 0,42
Centro-Sul, Oeste, Leste-Sul, Sudeste
Veloso et al. 2016 SC Serrana, Sul e Grande Florianépolis, Ocidente, Norte 0,50 0,06
e Vale do ltajai
Vendrame et al. 2016 RO Norte, Leste e Oeste 2,3 0,12
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3.6 Imunopatogenia

A resposta imune inicial contra as micobactérias é mediada por macrofagos,
neutroéfilos, linfocitos T gama delta (yd) e células Natural Killer (NK), sendo capazes
de reduzir ou até mesmo eliminar a infec¢do. Entretanto, os bacilos desenvolvem
mecanismos para escapar das respostas do hospedeiro, como inibicdo da
maturagdo do fagossomo, interferéncia com a fuséo do fagolissosomo, diminuigéo
de autofagia, com subsequente diminuicdo na apresentacdo de antigenos, evaséo
do ambiente toxico do fagossoma, e alteracdes de respostas a citocinas (POLLOCK
et al., 2006; KLEINNIJENHUIS et al., 2011; PARLENE; BUDDLE, 2015).

ApoOs duas a trés semanas da infecgdo, os linfécitos T proliferam no local da
lesédo inicial e liberam citocinas pré-inflamatorias, como interferon gama (IFN-y), que
ativam macrofagos para eliminar as micobactérias. Consequentemente, o
crescimento de bacilos cessa e ocorre o desenvolvimento do granuloma com o

objetivo de conter a infeccédo pelas micobactérias (KLEINNIJENHUIS et al., 2011)

Macrofagos e células dendriticas s&@o células hospedeiras para as
micobactérias, sendo capazes de fagocitar e eliminar os bacilos por meio de
enzimas lisossomais, oxigénio reativo ou nitrogénio intermediario. Além disso,
participam na iniciacdo da imunidade celular adquirida por apresentarem antigenos e
expressarem sinais coestimulatérios e citocinas. Secretam interleucina-12 (IL-12),
gue €é essencial para ativar células NK para liberacdo de IFN-y, e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), que tem importdncia na eliminagdo das micobactérias
(LYADOVA; PANTELEEV, 2015; PARLENE; BUDDLE, 2015).

A ativacdo de macrofagos ocorre por meio da liberacdo de citocinas, como
TNF-a, IL-12 e IFN-y, que gera resposta imunolégica do tipo Th1 e Th17. As células
Th1l contribuem para protecdo por secretarem IFN-y, ativando a agédo antimicrobiana
em macrofagos. JA4 a principal citocina efetora de Thl7, é IL-17, que induz
inflamacé&o, dano tecidual, e tem sido implicada na patologia de tuberculose bovina
cronica (LYADOVA; PANTELEEV, 2015; LYADOVA; PANTELEEV, 2015). A
resposta imune do tipo Th2 é estimulada por IL-4 ou IL-13, sendo uma resposta

menos efetiva na eliminagdo de micobactérias (POLLOCK; NEILL, 2002).
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As células T CD4 secretam predominantemente IFN-y, sendo importante na
inflamac@o e regulacdo da resposta imune, enquanto as células T CD8 estédo
envolvidas, principalmente, na lise das células infectadas (KLEINNIJENHUIS et al.,
2011; PARLENE; BUDDLE, 2015).

Durante o estagio inicial de infec¢ao por M. bovis a resposta predominante é a
mediada por células Thl, que esta relacionada com uma maior capacidade de
conter a infeccdo, no entanto, com o progresso da doenca, ha uma mudanca de
dominancia de resposta imune Thl para Th2, que € associada com a supresséo da

resposta imune celular e aumento de resposta imune humoral (WELSH et al., 2005).

A resposta imune humoral na tuberculose bovina é caracterizada pelo
reconhecimento de padrbes variaveis de multiplos antigenos de M. bovis (WATERS
et al., 2006; WHELAN et al., 2008). Isso significa que, a cinética da resposta de
anticorpos a antigenos apresenta uma mudanca na imunodominéncia antigénica
durante o curso da doenca no mesmo hospedeiro (WATERS et al., 2006). Esta
variacdo esta associada a fase de reconhecimento de antigenos na resposta imune
e pode ser uma consequéncia da producao diferencial de proteinas micobacterianas
no curso da infeccdo (WATERS et al., 2006).

Em estagios avancados da doencga, os bovinos podem desenvolver anergia
ao teste intradérmico, que corresponde a auséncia de resposta imune mediada por
células, mesmo apresentando altos niveis de anticorpos circulantes (BOUSSIOTIS et
al.,, 2000; POLLOCK e NEILL, 2002). Esta situacdo imunologica pode estar
associada aos efeitos supressivos que 0s mondécitos possam exercer sobre 0s
linfécitos T, possivelmente mediados por fator de transformacéo do crescimento beta
(TGF-B) e que células T antigeno-especificas podem induzir anergia por meio da
producdo de IL-10 na auséncia de INF-y (BOUSSIOTIS et al., 2000; POLLOCK e
NEILL, 2002).
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Varias pesquisas tém identificado candidatos a biomarcadores no diagndstico
de tuberculose bovina, incluindo interleucinas 1-B (IL-1B), IL-2, TNF-a, 6xido nitrico,
IL-17 e proteina 10 induzida por IFN-y (IP-10) (JONES et al., 2010; BLANCO et al.,
2014; RHODES et al., 2014; GOOSEN et al., 2015; LYADOVA; PANTELEEV, 2015).

Recentemente, IL-17 e IL-22 foram comparadas com IFN-y resultando em
uma similar capacidade de diagnostico (STEINBACH et al., 2016; WATERS et al.,
2016). Steinbach et al. (2016) demonstraram que células T CD4 e yd s&o as
principais produtoras de IL-22 e IL-17 em linfocitos de bovinos infectados com M.
bovis. Outras citocinas associadas a Th17 como IL-2, IL-17F, IL-22 e IL-27 também
foram indicadas como possiveis biomarcadores de infeccdo e de protecdo na
resposta imune de tuberculose bovina (BLANCO et al. 2014; STEINBACH et al.,
2016; WATERS et al., 2016).

3.7 Métodos de diagndstico direto

3.7.1. Diagndstico anatomopatolégico

O exame anatomopatologico para o diagndstico da tuberculose bovina é
realizado em frigorificos, durante a inspecéo sanitaria das carcacas dos animais. A
deteccdo macroscopica de lesBes sugestivas de tuberculose ocorre pela presenca
do granuloma tuberculoso, sendo que o diagnéstico pode ser dificultado devido a
outros patégenos, como Actynomices bovis, Trueperella pyogenas, entre outros, por
compartilharem semelhantes caracteristicas morfolégicas do granuloma inflamatério
(RAMOS et al., 2015).

O granuloma tuberculoso geralmente tem aparéncia amarelada, de
consisténcia caseosa, caseo-calcaria ou purulenta, e com presenca de capsula
fibrosa, podendo apresentar calcificagdo no centro da lesdo e geralmente, n&o
odoriferas (DOMINGO et al.,, 2014; OIE, 2015). O método para o diagndstico
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macroscopico envolve inspec¢do visual, palpacéo e incisdo dos linfonodos bronquiais,
mediastinais e pré-escapulares, e dos pulmdes, figado, rins e do ubere (TEKLU et
al., 2004; DOMINGO et al., 2014). As lesbes sugestivas de tuberculose devem ser
submetidas a confirmacéo bacterioldgica ou histopatoldgica (CORNER, 1994). Caso
seja detectada tuberculose generalizada, a carcaca inteira é condenada, caso
contrario, somente o 6rgdo ou linfonodo afetado € condenado (CORNER, 1994;
TEKLU et al., 2004). Corner (1994) sugeriu que 0 exame macroscopico seja
cuidadoso nos ganglios linfaticos, mesentéricos e pulmdes, onde é possivel

identificar 95% dos animais com lesodes.

Na necropsia, € mais comum encontrar lesbes em linfonodos bronquiais,
mediastinos e retrofaringeos, além de pulmdo, figado, baco e em superficies das
cavidades do corpo (OIE, 2015). Alguns estudos tém detectado durante a inspecao
de abate que a maioria das lesdes tuberculosas (54-84%) é encontrada nos pulmdes
e linfonodos toracicos, seguido de linfonodos da cabeca (11,5-23%), mesentéricos e
0os demais da carcaca (4,5-23%) (ASSEGED et al.,, 2004; TEKLU et al., 2004).
Recentemente, em bufalos africanos, foi identificada macroscopicamente a maioria
das lesdes em linfonodos retrofaringeos (4/19), bronquiais (16/19) e mediastinos
(11/19), e nos pulmdes (4/19). Sendo que todas as lesGes sugestivas de tuberculose
bovina foram confirmadas por PCR (LAISSE et al., 2011).

A sensibilidade do exame macroscopico pode ser baixa quando comparada
com outras técnicas de diagndstico e pode ser afetada pela fase inicial da infecc¢éo,
execucao da técnica de necropsia ou por infeccdo causada por outra micobactéria
gue néo seja M. bovis (CORNER, 1994). A sensibilidade de resultados de exames
de laborat6rio (85,7%) foi superior aos da inspecdo nas carcacas (28,7%), quando
comparados com o isolamento de M. bovis (TEKLU et al., 2004). Entretanto, mesmo
em tecidos sem lesBes sugestivas de tuberculose, é possivel identificar
micobactérias no isolamento bacteriano (ASSEGED et al., 2004; TEKLU et al.,
2004).



26

3.7.2 Diagndstico bacteriolégico

A cultura bacteriologica € considerada o método padrdo ouro para
confirmacgédo de infeccdo por Mycobacterium bovis (OIE, 2015), no entanto, o
diagnéstico bacteriolégico pode demorar mais de 12 semanas para confirmacao da
infeccdo (CORNER, 1994). O isolamento de M. bovis requer meio de cultura seletivo
e subsequente confirmacgdo pela identificacdo por caracteristicas das colbnias,
testes bioquimicos ou PCR (OIE, 2015).

As colbnias crescem lentamente e precisam de um longo periodo de
incubacdo, no minimo oito semanas (preferencialmente 10-12 semanas), a 37°C
com ou sem CO,. Mycobacterium bovis é negativo a prova da niacina e sensivel
para isoniazida, hidrazida do &cido tiofeno-2-carboxilico, acido para-aminosalicilico e
neotetrazolio (CORNER, 1994; CORNER et al., 2012).

Alguns fatores podem influenciar a sensibilidade do diagndstico bacteriolégico
da tuberculose bovina, que incluem a estocagem e transporte das amostras, escolha
do meio de cultura, procedimento de descontaminacdo, e o tempo de incubacéo
(CORNER, 1994; CORNER et al., 2012; GORMLEY et al., 2014).

As amostras para o isolamento de M. bovis incluem tecidos com lesdes
sugestivas de tuberculose, que se encontram principalmente em linfonodo
submandibular, retrofaringeo, traqueobronqueal, mediastinal, mesentéricos e 6rgaos

parenquimatosos, como pulmdes, figado e baco (GORMLEY et al., 2014).

Os tecidos coletados sdo homogeneizados e submetidos a descontaminacéo,
gue consiste na inativacdo de microrganismos que possam estar presentes na
amostra, entretanto, o efeito toxico pode afetar a viabilidade das micobactérias
(CORNER, 1994; GORMLEY et al., 2014).
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O método de descontaminacdo da amostra pode envolver a adicdo de
substancia detergente (Cloreto de hexadecilpiridinio - HPC 0,375-0,75%), alcalina
(hidréxido de sodio - NaOH 2-4%) ou acida (acido oxalico 5%) (CORNER, 1994;
OIE, 2015). O método de descontaminacdo HPC 0,75% apresentou menor
toxicidade para M. bovis, resultando em mais isolamentos (40%) quando comparado
com NaOH 4% (13%), e acido sulfurico 6% (H,SO,) (1,7%) (AMBROSIO et al., 2008;
MEDEIROS et al., 2012). Porém, quando ambos os métodos de descontaminacéo,
HPC 0,75% e H,SO,4 6% foram usados, foi possivel identificar 92,9% dos animais
infectados (MEDEIROS et al., 2012).

Os meios de cultivo para o isolamento de M. bovis devem ser enriquecidos
pela adicdo de piruvato de sédio, pois esse utiliza o piruvato como fonte de carbono
para o seu desenvolvimento e na presenca de glicerol o crescimento € inibido. Os
meios para cultivo de micobactérias incluem os meios solidos a base de ovos, como
Stonebrink-Leslei e Lowenstein—Jensen com adicdo de piruvato, meios a base de
agar enriguecido com soro e/ou sangue, Middlebrook 7H10, 7H11 e B83, e meio
liguido, como Middlebrook 7H9 (GORMLEY et al., 2014).

Corner et al. (2012) analisaram o impacto do tipo de meio no aparecimento
das colonias de M. bovis. Na comparacdo dos meios de cultivo houve crescimento
com 28 dias nos meios a base de agar (7H11 e B83) e com 36 dias no meio a base
de ovos (Stonebrink-Leslei). Entretanto, no meio Stonebrink-Leslei ocorreu mais
crescimento de colbnias e mais amostras foram positivas, indicando ser um meio

mais sensivel que o meio a base de agar.

3.7.3 Diagndstico histopatolégico

O exame microscopico para identificar M. bovis pode ser analisado em

esfregacos diretos de amostras clinicas por coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN) ou a
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partir de amostras de tecidos coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE) para
identificar lesbes de M. bovis (HE) (CORNER, 1994; OIE, 2015).

As lesdes histologicas do granuloma geralmente sdo paucibacilares e se
caracterizam por uma area de necrose central com ou sem mineralizacdo, cercada
por macrofagos, linfocitos, plasmacitos, neutrofilos, células epitelidides, células
gigantes de Langhans e, as vezes é coberta por uma capsula fina (VARELLO et al.,
2008).

O exame histopatologico apresenta a vantagem de se obter resultado em até
dois dias, sendo possivel confirmar lesbes sugestivas de tuberculose antes do
resultado bacteriologico (CORNER, 1994), além de demonstrar alta acuracia pelo
método de HE quando comparado com o método de ZN, com sensibilidade de
93,4% e especificidade de 92,3%. Enquanto que, por meio da técnica de ZN a
sensibilidade é de 33,9% e a especificidade de 100% (VARELLO et al., 2008).

Outras  técnicas, como coloragdo com auramina-rodamina  ou
imunohistoquimica tém sido sugeridas para substituir a técnica de ZN, por serem
métodos mais sensiveis e que poderiam detectar mais animais positivos
(WATRELOT-VIRIEUX et al., 2006).

3.7.4 Diagndstico molecular

As técnicas moleculares, como reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que
inclui PCR em tempo real (QPCR), nested-PCR, nested-PCR em tempo real (nested
g-PCR), PCR multiplex, touch-down-PCR tém mostrado ser eficazes e de féacil
aplicacdo no diagnostico de tuberculose bovina (EREQAT et al., 2010;
REDDINGTON et al., 2011; ARAUJO et al., 2014; CEZAR et al., 2016). A deteccdo
de M. bovis por essas técnicas pode ser a partir de amostras de sangue, leite ou
exsudato nasal (ZUMARRAGA et al., 2005; CEZAR et al., 2016). Essas técnicas s&o
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rapidas, sensiveis e especificas e podem ser um diagndstico alternativo para o
método de cultura na deteccdo de M. bovis em amostras de animais (ZUMARRAGA
et al., 2005).

Estudos tém utilizado técnicas de PCR em tempo real para identificar e
diferenciar M. tuberculosis e M. bovis. Recentemente, um estudo detectou M. bovis
em amostras de leite e de sangue de vacas leiteiras e o diagndstico foi confirmado
pelo sequenciamento gendmico (CEZAR et al., 2016). Outro ensaio, com base em
um polimorfismo de um udnico nucleotideo (SNP) nos genes narGHJI e oxyR
diferenciou entre M. tuberculosis e M. bovis e identificou M. bovis com base na
regido de diferenciacdo 1 (RD1) (EREQAT et al., 2010).

Uma técnica de PCR multiplex em tempo real foi desenvolvida para identificar
e simultaneamente diferenciar M. bovis, M. bovis BCG e M. caprae, e pode ser
usada em conjunto com outra PCR multiplex em tempo real descrita pelo mesmo
grupo de estudo. Esses ensaios, utilizados em conjunto foram capazes de identificar
e diferenciar cinco membros do complexo M. tuberculosis (M. bovis, M. bovis BCG,
M. caprae, M. tuberculosis e M. canettii) (REDDINGTON et al., 2011). Uma pesquisa
mais recente, desenvolveu uma PCR multiplex capaz de diferenciar também M.
bovis, M. bovis BCG e M. tuberculosis, a partir dos iniciadores 16S rRNA, Rv3873 e
o fragmento do genoma 12,7-kb (QUAN et al., 2016).

Um estudo avaliou um teste de nested q-PCR capaz de detectar o complexo
M. tuberculosis diretamente de lesdes sugestivas de tuberculose. Demonstrou maior
eficiéncia na deteccdo 28% (56/198) quando comparado com o teste de PCR
multiplex 7% (14/198) e diagndstico microbiolégico 1,5% (3/198) (CARVALHO et al.,
2015). Araujo et al. (2014) desenvolveram uma nested-PCR para TbD1, com o
objetivo de detectar M. bovis diretamente de amostras de tecidos. A sensibilidade e
especificidade foram de 76% e 100%, respectivamente. O teste apresentou
resultados semelhantes ao cultivo na deteccdo de animais positivos no teste

intradérmico e com lesdes sugestivas de tuberculose ou de animais positivos no
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teste intradérmico, porém sem lesdes visiveis. O teste foi mais sensivel que a cultura
ao detectar M. bovis em animais sem historico de teste intradérmico, mas que

apresentaram lesdes sugestivas durante as inspecdes sanitarias nos abatedouros.

Choi et al. (2014) desenvolveram um ensaio de PCR que combinou as
vantagens das técnicas de nested-PCR e ¢gPCR, visando a amplificacdo da
sequéncia de 1S6110 de M. tuberculosis em um Unico procedimento. A técnica
apresentou sensibilidade superior (100%-167/167) a gPCR convencional (94,6%-
158/167) e ao kit comercial de qPCR, AdvanSure TB/NTM (91%-152/167), além de

ser de manipulacdo simples.

Comparacdes foram realizadas entre um ensaio de PCR in house e o Kit
Cobas Amplicor M. tuberculosis™, sendo que os resultados indicaram maior
sensibilidade na PCR in house (81,3%) e maior especificidade no kit comercial
(100%) (KIM et al., 2008). Outra técnica foi desenvolvida com base em um protocolo
de touch-down-PCR, que quando comparado com a PCR convencional aumentou o
nivel de deteccdo de M. bovis em amostras bovinas de leite e swab nasal
(ZUMARRAGA et al., 2005)

Outras técnicas moleculares, como spoligotyping, MIRU-VNTR, 1S6110-RFLP
e PGRS tém sido utilizadas na epidemiologia molecular. Essas técnicas sdo capazes
de diferenciar cepas dentro de cada espécie do complexo M. tuberculosis, sendo
possivel determinar padrdes de origem, transmissédo e disseminacdo de tuberculose
bovina. A associacdo dessas técnicas moleculares pode aumentar a capacidade de

identificacéo e diferenciacdo entre as cepas (OIE, 2015).

Entretanto, os ensaios de PCR ainda possuem limitagcdes no diagnéstico da
tuberculose bovina relacionadas a contaminagdes laboratoriais que podem conduzir
a resultados falso-positivos, presenca de substancias nas amostras que possam

inibir a atividade da Tag DNA polimerase, e a falta de padronizacado dos protocolos
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de PCR in house que levam a fraca reprodutibilidade dos resultados (ZUMARRAGA
et al., 2005).

3.8 Métodos de diagndstico indireto

3.8.1 Teste intradérmico

O método padréo para deteccéo de tuberculose bovina é o teste intradérmico,
que consiste na injecdo intradérmica de antigenos micobacterianos, denominado de
derivado proteico purificado (PPD), e subsequente detecgédo da resposta celular por
meio de reacgdes de hipersensibilidade tardia causada pela infeccdo por
micobactérias (OIE, 2015).

O PPD consiste de uma mistura de proteinas, lipideos, aclcares, acidos
nucléicos e varios antigenos obtidos de cultivos de Mycobacterium sp., muitos
destes sdo comuns as espécies de micobactérias, o que implica em reacfes
inespecificas (MONAGHAN et al., 1994). A cepa comumente utilizada para a
producdo de PPD bovino € a AN5 de M. bovis, e o PPD aviério é sintetizado a partir
da D4 de M. avium (MONAGHAN et al., 1994).

O Cddigo Zoossanitario Internacional da Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) recomenda que a dose de PPD bovino tenha no minimo 2000 Ul e que
a poténcia estimada ndo deve ser menos de 66% e ndao mais que 150% da poténcia
declarada pelo fabricante no rétulo (OIE, 2015). No Brasil, o PPD bovino contém 1
mg de proteina por mL (32.500 Ul) e o PPD aviario contém 0,5 mg de proteina por
mL (25.000 Ul) (BRASIL, 2006).

A reacao de hipersensibilidade tardia € mediada pela interacédo entre células T
CD4 previamente sensibilizadas e os antigenos apresentados por macrofagos em
associacdo com as moléculas do MHC de classe Il (MONAGHAN et al., 1994;
WHELAN et al., 2011). A resposta a inoculagédo de PPD ¢ avaliada pelo aumento da
espessura da dobra da pele ap6s 72h da inoculagdo (MONAGHAN et al., 1994,
BRASIL, 2006).
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No Brasil, de acordo com o Regulamento Técnico do Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), instituido
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os testes de rotina
para o diagnoéstico de tuberculose sdo o teste cervical simples (TCS), o teste da
prega caudal (TPC) e o teste cervical comparativo (TCC), sendo que o Ultimo
também ¢é utilizado como teste confirmatério. O teste intradérmico pode ser
classificado em simples (TCS ou TPC), realizado somente com PPD bovino, ou
comparativo (TCC), que utiliza PPD bovino e PPD aviario, e deve ser efetuado em
bovinos e bubalinos, com idade igual ou superior a seis semanas, realizados por

médico veterinario habilitado ou médico veterinario oficial (BRASIL, 2016).

O teste da prega caudal pode ser utilizado como teste de rotina, porém,
exclusivamente na pecuéria corte. O PPD bovino é injetado na base da cauda do
animal na juncéo da pele pilosa e da pele glabra, na dosagem de 0,1mL. Apds 72h
da inoculacdo é realizada a interpretacdo do teste, que classifica o animal como
reagente, caso ocorra qualquer aumento de espessura da prega inoculada. Os
animais reagentes poderdo ser submetidos a teste cervical comparativo, num
intervalo de sessenta a noventa dias, ou, a critério do meédico veterinario
responsavel pela realizacdo do exame e do proprietario, serem destinados ao abate

sanitario ou a eutanésia (BRASIL, 2016).

O teste cervical simples € a prova de rotina em gado de leite devido a sua boa
sensibilidade. A inoculacdo de PPD bovino, na dosagem de 0,1 mL, deve ser
realizada na regido cervical ou na regido escapular. O local da inoculacdo é
demarcado por tricotomia e a espessura da dobra da pele € medida com cutimetro
antes da inoculacdo e apés 72 horas. O aumento da espessura da dobra da pele
(DB) é calculado subtraindo-se da medida da dobra da pele apés 72 horas da
inoculacdo, a medida da dobra da pele no dia da inoculagdo do PPD bovino, e 0s
resultados em bovinos séo interpretados de acordo com os critérios do PNCEBT: se

DB < 1,9 mm o resultado do teste é negativo; se DB for de 2,0 a 3,9 mm e o local da
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inoculacao apresentar pouca dor, endurecido e reacédo delimitada o resultado pode
ser considerado inconclusivo, mas se houver muita dor, consisténcia macia,
presenca de exsudato ou necrose o resultado é positivo como também se DB=4,0
mm. Os animais com resultados inconclusivos e positivos poderdo ser submetidos
ao teste cervical comparativo, em um intervalo de sessenta a noventa dias ou, a
criterio do médico veterinario responsavel pela realizacdo do exame e do

proprietario, destinados ao abate sanitario ou a eutanasia (BRASIL, 2016).

O teste cervical comparativo pode ser realizado como teste de rotina ou como
prova confirmatoria para animais reagentes ao TPC ou ao TCS, todavia, também
pode ser empregado como Unica prova diagnéstica em rebanhos com histérico de
reacbes inespecificas, estabelecimentos certificados como livres e para
estabelecimentos de criacdo de bubalinos. As inoculagbes de PPD bovino e PPD
aviario sao realizadas via intradérmica na dosagem de 0,1 mL, na regido cervical ou
na regido escapular, a uma distancia entre as duas inoculagbes de 15 a 20 cm,
sendo o PPD aviario inoculado cranialmente e o PPD bovino caudalmente. Os locais
das inocula¢Bes sdo demarcados por tricotomia e a espessura da dobra da pele é
medida com cutimetro, antes e apds 72 horas da inoculacdo. Os resultados do teste
sdo obtidos subtraindo-se da medida da dobra da pele obtida 72 horas apos a
inoculacdo, a medida da dobra da pele tomada no dia da inoculagéo, tanto para a
tuberculina aviaria (DA) quanto para a tuberculina bovina (DB). Em seguida subtrai-
se DA de DB. Os resultados obtidos séo interpretados de acordo com os critérios
definidos no Regulamento Técnico do PNCEBT: se < 1,9 mm, o resultado do teste é
negativo; se 2,0 a 3,9 mm o resultado do teste € inconclusivo; se =2 4,0 mm, o
resultado do teste € positivo. Os animais inconclusivos ao teste cervical comparativo
poderdo ser submetidos a um segundo TCC, num intervalo de sessenta a noventa
dias, ou, a critério do médico veterinario responséavel pela realizacdo do exame e do
proprietario, serem considerados positivos e destinados ao abate sanitario ou a
eutanasia, e 0s animais que apresentarem dois resultados inconclusivos

consecutivos serao classificados como positivos (BRASIL, 2016).
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Embora seja o método recomendado para o diagndstico de animais
infectados com M. bovis (OIE, 2015), o teste intradérmico tem apresentado
problemas quanto a sensibilidade e a especificidade (ALVAREZ et al., 2012;
FARNHAM et al.,, 2012; KAROLEMEAS et al.,, 2012; GOODCHILD et al., 2015).
Essas limitagbes podem estar relacionadas a fatores inerentes ao meétodo,
principalmente pela utilizagdo de PPD bovino no TCS, e/ou por fatores relacionados
ao hospedeiro (MONAGHAN et al., 1994; AAGAARD et al., 2010; ALVAREZ et al.,
2012).

Diante disso, o teste pode indicar resultados falso-positivos no diagndstico,
devido a reacdes cruzadas com espécies de micobactérias nao tuberculosas, como
Mycobacterium fortuitum e Mycobacterium avium (ARANAZ et al., 2006; MICHEL,
2008; AAGAARD et al., 2010; MOSAVARI et al., 2016). Além de que, a execucédo do
método torna-se dificil em inquéritos epidemioldgicos de larga escala e em analises
epidemioldgicas retrospectivas, principalmente devido a necessidade de conter o

animal mais de uma vez (LIU et al., 2007).

Recentemente, Mosavari et al. (2016) sugeriram uma reviséo técnica na atual
politica de diagndstico de tuberculose bovina, diante dos casos de coinfec¢éo por
micobactérias e casos de tuberculose bovina persistente em fazendas livres da

doenca.

Um estudo de metanalise nos Estados Unidos estimou sensibilidade que
variou entre 74,4% e 88,4% e especificidade entre 97,3% e 98,6% nhos testes
intradérmicos para tuberculose bovina realizados em rebanhos bovinos (FARNHAM
et al., 2012).

Na Gré-Bretanha, a sensibilidade do teste intradérmico foi de 85% comparada
com 0 exame macroscopico em bovinos abatidos positivos e negativos ao teste

intradérmico comparativo (KAROLEMEAS et al.,, 2012). No entanto, outro estudo



35

recentemente conduzido também na Gra-Bretanha, encontrou especificidade de
99,87% (GOODCHILD et al., 2015).

Na Espanha, a avaliacdo da sensibilidade foi estimada em média de 66-69%
e especificidade >99% nos rebanhos de bovinos infectados naturalmente (ALVAREZ
et al., 2012).

Recentemente, varios estudos tém buscado novos antigenos especificos do
complexo M. tuberculosis para melhorar o diagnéstico da tuberculose bovina. Dentre
0s antigenos que se destacam pela capacidade de estimulagédo de células T, estédo
ESAT-6, CFP-10, MPB70, MPB83, Rv3615c, Rv3020c TB10.4, Rv3872 e MPT63
(WATERS et al., 2004; WHELAN et al., 2010; CASAL et al., 2012; JONES et al.,
2012; FLORES-VILLALVA et al., 2012; XIN et al., 2013).

As combinacdes de antigenos em técnicas diagndsticas para tuberculose
bovina tém possibilitado a diferenciagéo de animais infectados de animais vacinados
(do inglés, DIVA test - distinguishes infected from vaccinated animals), e também,
pode aumentar a padronizacdo e controle de qualidade dos antigenos comparado
com o PPD bovino (CASAL et al., 2012).

O coquetel de antigenos especificos do complexo M. tuberculosis (ESAT-6,
CFP-10, MPB70, MPB83) mostrou potencial (sensibilidade de 73,6% e
especificidade de 100%) para ser utilizado em teste DIVA, pois ndo induziu resposta
em bovinos vacinados com BCG (WHELAN et al.,, 2010). Uma combinagédo de
ESAT-6 e CFP-10, também teve capacidade de identificar uma proporcdo de
animais que o PPD bovino ndo reconheceu, especialmente em rebanhos de baixa
prevaléncia. Além disso, o coquetel ndo induziu reacdo em bovinos livres de M.
bovis e nem em bovinos infectados com paratuberculose (FLORES-VILLALVA et al.,
2012).

J& o coquetel de peptideos com ESAT-6, CFP-10 e Rv3615c, embora tenha

permitido a diferenciacdo entre bovinos infectados com M. bovis de bovinos
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vacinados, apresentou sensibilidade menor (47,8% - 75%) que a obtida com PPD
bovino (60,9% - 87,5%) (CASAL et al., 2012; JONES et al.,, 2012). Entretanto, a
adicdo do antigeno Rv3020c melhorou a sensibilidade diagnostica (87,5%) sem

comprometer a especificidade (JONES et al., 2012).

A adicdo de outros antigenos individuais como MPB70, MPB83, Rv3615c e
Rv3020c em combinagdo com coquetéis de antigenos tem mostrado capacidade de
aumentar a sensibilidade do teste em bovinos infectados naturalmente sem
comprometer a especificidade (WHELAN et al.,, 2010; JONES et al.,, 2012). No
entanto, a adicdo de MBP83 no coquetel de ESAT-6 e CFP-10 nédo fez diferenca
(FLORES-VILLALVA et al., 2012).

Os resultados das combinacbes de coquetéis de proteinas CFP-10/ESAT-
6/TB10.4 e CFP-10/ESAT-6/Rv3872/MPT63 que foram testadas no teste
intradérmico, mostraram que o coquetel de proteinas com CFP-10/ESAT-6/TB10.4
diferenciou bovinos infectados com M. bovis daqueles infectados com M. avium
melhor do que o coquetel de proteinas com CFP-10/ESAT-6/Rv3872/MPT63, com
boa correlacdo entre teste intradérmico com PPD bovino. Comparado com o teste
intradérmico, a sensibilidade foi de 87% e a especificidade de 97% (XIN et al., 2013).

3.8.2 Teste de interferon-gama (IFN-y)

O teste de interferon-gama (IFN-y) € um ensaio in vitro que mensura resposta
imune mediada por célula. A infeccdo por tuberculose bovina € identificada pela
producdo de IFN-y apds estimulagdo com antigenos de M. bovis (WOOD; ROTHEL,
1994; WOOD; JONES, 2001).

As amostras de sangue de animais suspeitos sdo incubadas durante 16-24
horas a 37°C, mediante estimulacdo com PPD bovino, PPD aviario e antigenos de

controle negativo, para liberacdo de IFN-y, seguido da mensurag¢ao da produgao da
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citocina no plasma por imunoensaio enzimético que utiliza anticorpo monoclonal
anti-IFN-y (WOOD; ROTHEL, 1994). A auséncia de detecgédo de IFN-y caracteriza a
negatividade do animal para infec¢do por M. bovis, visto que linfécitos T de animais
nao infectados ndo produzem especificamente essa citocina (WOOD; JONES,
2001).

A utilizacdo do teste de IFN-y para o diagnéstico de tuberculose bovina é
aprovada por restritos programas nacionais, como o da Unido Europeia, Estados
Unidos, Nova Zelandia e Australia (OIE, 2015). Na Nova Zelandia € utilizado na
modalidade de teste seriado para aumentar especificidade e como diagndstico
paralelo ao teste intradérmico para aumentar sensibilidade do diagndstico
(SINCLAIR et al., 2016).

Estudos tém sugerido que a aplicagéao do teste de IFN-y em paralelo ao teste
intradérmico melhora a sensibilidade do diagnéstico, aumentando a deteccdo de
infeccdo por M. bovis (ALVAREZ et al., 2012; SINCLAIR et al., 2016). Dado que, 0
teste de IFN-y pode diagnosticar mais precocemente do que o teste intradérmico,
com apenas 14 dias poés-infeccdo, essa associacdo dos testes pode facilitar a
remocao precoce de animais infectados no rebanho que néo foram identificados no
teste intradérmico (GORMLEY et al., 2006).

Por ser um método de diagndstico in vitro, o ensaio de IFN-y ndo interfere no
estado imunolégico do animal, sendo possivel repetir o teste quando for necessario
sem intervalo de tempo. Apresenta grande acuracia na leitura dos resultados por ser
automatizado, e para realizacdo do teste o animal precisa ser capturado apenas
uma vez (WOOD; JONES, 2001).

Entretanto, a utilizacdo do teste de IFN-y ainda ndo é amplamente difundida,
principalmente devido ao alto custo dos kits comerciais, dificuldades logisticas
associadas com demanda de tempo restrito para execucdo do teste,

armazenamento das amostras de sangue em temperatura 10-26°C, alto custo com
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laboratério e, além disso, ocorréncia de reacdes cruzadas com micobactérias
ambientais (GORMLEY et al., 2004).

A utilizacdo de antigenos especificos de M. bovis no ensaio de IFN-y tem
melhorado a especificidade no diagnostico da tuberculose bovina, sendo possivel
minimizar resultados falso-positivos (EIRIN et al., 2015). As proteinas ESAT-6 e
CFP-10 foram capazes de diferenciar bovinos infectados com M. bovis daqueles
vacinados com BCG, apresentando sensibilidade de 77,9% e especificidade de
100% (VORDERMEIER et al., 2001; AAGAARD et al., 2006). Outro estudo indicou
gue esses antigenos podem ser empregados na deteccdo de tuberculose bovina
mesmo em condicdes de alta exposicdo a M. avium ou M. avium subsp.
paratuberculosis (WATERS et al., 2004).

Eirin et al. (2015), ao avaliarem seis proteinas especificas de M. bovis,
Mb1992, Mb2031c, Mb2319, Mb2843c, Mb2845c e Mb3212c, com 0 objetivo de
encontrar novos antigenos e potenciais candidatos para serem usados no ensaio de
IFN-y, observaram que o antigeno Mb2845c se mostrou mais potente em discriminar
bovinos positivos e negativos no teste intradérmico ou animais infectados com M.

avium subsp. paratuberculosis.

3.8.3 Testes soroldgicos

Os testes sorologicos disponiveis tém mostrado beneficios na deteccédo de
tuberculose bovina, quando se utilizam varios antigenos (WATERS et al., 2006;
GREENWALD et al., 2009; WHELAN et al., 2011). Assim, um teste que detecte
ambos os anticorpos especificos IgM e IgG e o uso de quimeras contendo as
principais proteinas de M. bovis hipoteticamente seriam capazes de detectar
anticorpos em diferentes fases da infeccao (WATERS et al.,, 2006; SOUZA et al.,

2012). Entretanto, imunoensaios que utilizam um Unico antigeno especifico
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diminuem o risco de reacfes cruzadas com outras micobactérias e o custo do teste
(JOLLEY et al., 2007; GREEN et al., 2009; NGANDOLO et al., 2009).

Dentre os varios ensaios desenvolvidos para detectar anticorpos esta o
ensaio de Multi-Antigen Print ImmunoAssay (MAPIA) (Chembio Diagnostic Systems,
Inc., Medford, NY, USA) que é baseado em 12 antigenos recombinantes (ESAT-6,
14kDa, MPT63, 19kDa, MPT70, MPT64, MPT51, MTC28, Ag 85B, 38kDa, MPT32,
KatG) que sdo aplicados em membranas de nitrocelulose por micro-dispersdo em
aerossol (de impresséo), seguido por deteccdo de anticorpos por meio de teste
imunocromatrogréafico. O MAPIA caracteriza resposta sorolégica em bovinos e outras
espécies de hospedeiros infectados com M. bovis e se apresentou superior ao
ELISA convencional baseado nos mesmos antigenos, com sensibilidade de
diagnostico de 56-72% e 49-56%, respectivamente (LYASHCHENKO et al., 2000;
WATERS et al., 2006).

Outro imunoensaio, o multiplex Enferplex TB (Enfer Scientific, Naas, Ireland),
também detecta e analisa simultaneamente, respostas de anticorpos para 25
antigenos (aCrystalin_2, HspX, CFP-10, RPFc, Rv2878, ESAT-6, PPE68, Rv3616c,
Rv3879c, MPB70, MPB83, Rv0283, Rv2626, Rv1926¢, EsxH, PE35, Rv1573c,
Rv1585c, Rv1580c, Rv1572c). Pesquisas em bovinos observaram sensibilidade
entre 77-93,1% e especificidade de 77,6-98,4% e demonstraram gque o imunoensaio
nao reage com os soros de bezerros vacinados com BCG, sendo adequado para
diferenciar animais infectados de vacinados (WHELAN et al., 2008; WHELAN et al.,
2010).

O imunoensaio Enferplex TB detectou 88,3% dos 60 bovinos infectados com
M. bovis, confirmados por histopatologia e/ou cultura bacteriol6gica, sendo que
destes animais, 43,3% foram negativos e 56,7% inconclusivos no teste intradérmico.
Estes resultados sugerem que a deteccdo de animais infectados com M. bovis pode
melhorar quando se associa o teste intradérmico e o ELISA multiplex (WHELAN et
al., 2011).



40

De outra maneira, 0s ensaios Fluorescence Polarization Assay (FPA)
(Diachemix, Grayslake, IL, USA) e o0 Seralyte-Mbv - single antigen
chemiluminescence (Pritest, Redmond, Wa) identificam respostas de anticorpos
contra um anico antigeno. O FPA utiliza como antigeno um polipeptidio derivado da
proteina MPB70 de M. bovis, F-733 e demonstrou ser altamente especifico (99,5-
100%), porém apresentou sensibilidade que variou entre 6,5 a 50% e quando
comparado ao teste intradérmico obteve menor desempenho nos resultados
(JOLLEY et al., 2007; NGANDOLO et al., 2009). Ja o Seralyte-Mbv, detecta
respostas ao antigeno de M. bovis MPB83 utilizando uma plataforma de ensaio de
quimioluminescéncia com um elevado grau de sensibilidade analitica. Apresentou
sensibilidade de 100% e especificidade de 98% nos resultados que utilizaram soro

de bovinos infectados experimentalmente e soro controle (GREEN et al., 2009).

O teste Vet TB Stat Pak (Chembio) utiliza tecnologia de fluxo lateral que
detecta anticorpos utilizando um coquetel de proteinas (ESAT-6, CFP-10, MPB83)
de M. tuberculosis e de M. bovis e um sistema de detec¢cédo de sinal baseado em
microparticulas de latex azul (LYASHCHENKO et al., 2006). Em animais infectados
experimentalmente, este teste detectou precocemente respostas de anticorpos de
60% dos animais ap06s 7 semanas de infeccdo, e 96% dos animais apés 18
semanas de infeccdo (WATERS et al., 2006).

O Dual Path Platform (DPP) (Chembio Diagnostic Systems) é um teste de
imunocromatografia, que tem duas bandas de antigenos (MPB83) e (CFP-10 /
ESAT-6 fusionadas), para deteccdo de anticorpos. Em comparacdo com MAPIA e
Vet TB Stat Pak demonstrou sensibilidade de 100% e especificidade de 95,2%
(GREENWALD et al., 2009). J& em comparagdo com um ELISA-bPPD (ELISA que
utiliza derivado de proteina purificada bovina) com sensibilidade de 51% e
especificidade de 96%, o DPP VetTB apresentou sensibilidade entre 62-71% e
especificidade entre 88-95%, sendo que a sensibilidade aumentou para 97% quando
associado com o teste intradérmico (BOADELLA et al., 2012). O ensaio DPP VetTB
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apresentou alta sororeatividade as proteinas ESAT-6 e CFP-10 em animais
infectados naturalmente com M. bovis, e a proteina MPB83 detectou mais animais
infectados experimentalmente. A sensibilidade foi de 65,1% e especificidade de
97,8% (LYASHCHENKO et al., 2013).

O teste IDEXX M. bovis Ab ELISA detecta anticorpos para os antigenos de M.
bovis MPB83 e MPB70 em amostras de soro e leite. Um estudo com esse teste
identificou  anticorpos em amostras de leite, em animais infectados
experimentalmente entre 90 e 100 dias apos infeccdo e em animais infectados que
ndo foram detectados no teste intradérmico. A sensibilidade foi de 63% e
especificidade de 98% em bovinos naturalmente infectados (WATERS et al., 2011,
BUDDLE et al.,, 2013). Em outro estudo, resultados revelaram a sensibilidade de
50% e especificidade de 99%, considerando a cultura como teste padréo (HIRPA et
al., 2014).

Um estudo de avaliacdo dos testes IDEXX M. bovis Ab e Enferplex TB
demonstrou que o maior nivel de detec¢do de animais infectados para sorologia foi
alcancado utilizando o teste IDEXX M. bovis Ab aos 15 dias pos-testes
intradérmicos, com sensibilidade de 70,4% e especificidade de 85,2% (CASAL et al.,
2014).

Os testes FPA, MAPIA, Vet TB Stat Pak e DPP VetTB foram comparados com
o teste intradérmico para a deteccdo de infeccdo por M. bovis. Os resultados
apresentaram concordancia entre o0s testes sorologicos, porém ndo foram
compativeis com os resultados do teste intradérmico, que foi atribuido as diferentes
respostas imunoldgicas dos testes (CHAPINAL et al., 2012).

Estes testes soroldgicos tém apresentado problemas com sensibilidade e
especificidade, relacionados com a escolha de antigenos e o formato dos
imunoensaios, ocorréncia de reagbes cruzadas com outras espécies de

micobactérias, fase de infeccdo da doenca e os isétipos dos anticorpos envolvidos
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na resposta imune (AMADORI et al., 2002; WHELAN et al., 2008; BUDDLE et al.,
2013). Para o desenvolvimento de testes mais sensiveis para o diagndstico
sorologico da tuberculose bovina é necessaria a compreensdo detalhada dos
mecanismos imunes humorais induzidas por infeccdo com M. bovis e a identificacao
dos principais antigenos envolvidos nas respostas de anticorpos durante a
tuberculose bovina. Também é necessério entender as respostas imunes cruzadas a
micobactérias ambientais, ja que muitos antigenos sdo comuns entre estas e 0 M.
bovis (WATERS et al., 2006). Com isso, varios antigenos e imunoensaios tém sido

testados para detectar tuberculose bovina.

3.9 Pesquisas por novos antigenos

Nos ultimos anos varias pesquisas tém buscado novos antigenos para serem
utilizados nos imunoensaios, devido a sensibilidade e especificidade variaveis nos
testes soroldgicos (WATERS et al.,, 2006; WHELAN et al., 2008; GREEN et al.,
2009).

Os antigenos ESAT-6, CFP-10, MPB70 e MPB83 tém sido descritos como
potenciais alvos de diagndéstico no ELISA, no entanto, a proteina de M. bovis MPB83
€ considerada antigeno soro dominante (WATERS et al., 2006; LYASHCHENKO et
al., 2008). MPB70 e P27 foram testadas no ELISA indireto e apresentaram
sensibilidade de 88,7% e 94,6% e especificidade de 88,7% e 94,6%,
respectivamente (FARIAS et al., 2012).

As respostas contra MPB83 em infeccbes experimentais foram detectadas
precocemente, observando-se um aumento na resposta de anticorpos em 3-4

semanas apos a infeccdo (WATERS et al., 2006).

Em um ensaio de ELISA indireto, utilizando 9 proteinas recombinantes como
antigeno (ESAT-6, 14 kDa protein, MPT63, MPB70, MPB64, MPT51, MPB59, MTSA-
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10, e MPB83), as proteinas recombinantes do complexo de M. tuberculosis, como
CFP-10, Mb0143, PE13, TB10.4 e TB15.3 apresentaram resultados promissores
(AMADORI et al., 2002).

Um estudo testou ESAT6, CFP-10, PE13, PE5, MPB70, TB10.4 e TB27.4,
sendo que os antigenos ESAT6 e CFP-10 associados foram os antigenos com
melhor desempenho, com sensibilidade entre 73 e 94% e especificidade entre 94 e
100%. Os antigenos TB10.4, PE13 e PE5 foram indicados para serem associados
com ESAT-6 e CFP-10 e testados em estudos futuros (AAGAARD et al., 2006).

Em um experimento avaliando os antigenos (CFP-10, ESAT-6, Mb0143,
MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 e uma quimera de ESAT-6 / MPB70 / MPB83)
em um ensaio de ELISA indireto, apenas a quimera ESAT-6 / MPB70 / MPB83
apresentou concordancia com o teste intradérmico, refletindo em 83,2% de
sensibilidade e 86,5% de especificidade (SOUZA et al., 2012). A fusdo dos
antigenos MPB70/MPB83/ESAT-6 ja havia sido testada no ELISA indireto,
apresentando sensibilidade de 69,4% e especificidade de 96% (LIU et al., 2007).

Sayin e Erganis (2013) compararam os ensaios de ELISA utilizando como
antigeno o derivado proteico purificado e sonicado de M. bovis. Dos 135 bovinos
positivos no teste intradérmico, 62 (45,9%) e 43 (31,8%) foram positivos para PPD-
ELISA e ELISA com sonicado, respectivamente. O isolamento em cultura foi
utilizado como teste padrdo ouro e a sensibilidade e especificidade destes dois

meétodos foram detectados como 48,2%-55,2% e 44,5%-31,2%, respectivamente.

Recentemente, o LAM foi utilizado como antigeno no ELISA e foi capaz de
diferenciar animais infectados com M. bovis de animais expostos a tuberculose
bovina e controles negativos, obtendo sensibilidade de 100% e uma especificidade
de 91,7% (LAMONT et al., 2014a).

Um extrato etandlico de M. bovis foi utilizado como antigeno em um ensaio de

ELISA indireto e testado em soros de bovinos e veados de cauda branca. Os
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resultados mostraram que o teste detectou 77,2% dos bovinos infectados e 87,5%
dos veados infectados por M. bovis, porém apresentou reacdo falso positiva em
bovinos néo infectados (WADHWA et al., 2014).

Recentemente, a proteina MPT83 de M. tuberculosis foi indicada para ser
utilizada como antigeno em um ELISA indireto, baseado nos resultados de
imunogenicidade e comparagao com o ensaio de IFN-y. Os resultados mostraram

concordancia positiva de 48,6% e negativa de 90% com IFN-y (MENG et al., 2015).

Até entdo, a busca por novos antigenos de M. bovis tém sido incessante,
embora ainda ndo exista um teste soroldgico completamente eficiente. Esses
ensaios sorologicos, além de complementar o teste intradérmico e IFN-y (LIU et al.,
2007; WHELAN et al., 2011), constituem uma alternativa para a triagem de infeccéo
por M. bovis nos bovinos, podendo utilizar o mesmo soro coletado para outros
estudos epidemiolégicos, como para a brucelose, aumentando a cobertura
diagnéstica da doenca (SOUZA et al., 2012).

A metodologia de avaliacdo utilizada nos testes soroldgicos tem sido baseada
principalmente, na comparacéao isolada com outro teste de diagnostico ja existente.
Entretanto, devido as diferencas de sensibilidade do teste de diagndstico utilizado
como referéncia, podem ocorrer falsas interpretacbes nos resultados. Isso
demonstra que a comparagdo com testes isolados pode conotar a ideia de
superioridade ou inferioridade de parametros como sensibilidade e especificidade.
Assim, um teste sorolégico deveria ser avaliado com base na comparacdo com
varios testes de diagnéstico no mesmo estudo, a fim de estabelecer o verdadeiro

status infeccioso dos animais.
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In Brazil, according to the National Program for the Control and Eradication of Animal Brucellosis and
Tuberculosis (PNCEBT) of the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA), the routine tests for
the diagnosis of bovine tuberculosis (bTB) are the simple intradermal tuberculin test (SITT), the caudal fold test
(CFT) and the comparative intradermal tuberculin test (CITT). The latter is also used as a confirmatory test. A
group of 53 animals from three dairy herds of an outbreak area for bTB that were submitted to depopulation in
the State of Rio Grande do Sul, Brazil, were submitted to CITT. The tissues of these animals were cultured and the
resulting colonies confirmed by PCR and DNA sequencing. Of the 53 animals analyzed in the CITT, 32 (60.4%)
were negative, 14 (26.4%) positive and seven (13.2%) inconclusive. The CITT detected 11 out of the 39 animals
with culture-confirmed M. bovis infection as positive. From the total of 14 uninfected animals, based on culture,
the CITT detected eight as negative. Thus, the CITT showed a sensitivity of 28.2% and a specificity of 57.1% for
the sampled population. A total of 24/32 (75.0%) of the animals negative to CITT were culture positive
(confirmed by PCR) and were considered false negative. The maintenance of these false-negative animals in the
herds has serious implications for the control of the disease, since they can be a source of infection. The addition
of complementary tests could help to identify these animals, increasing the diagnostic coverage.

INDEX TERMS: Mycobacterium bovis, Comparative Intradermal Tuberculin Test, bacteriological culture.
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RESUMO: No Brasil, segundo o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal
(PNCEBT), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os testes de rotina para o diagndstico
de tuberculose bovina sdo o teste cervical simples (TCC), o teste da prega caudal (TPC) e o teste cervical
comparativo (TCC), sendo que o tltimo também ¢ utilizado como teste confirmatério. Um grupo de 53 animais
oriundos de trés rebanhos leiteiros de area de foco para tuberculose bovina que foram submetidos a vazio
sanitario no Rio Grande do Sul foi submetido ao TCC. Os tecidos destes animais foram cultivados e as coldnias
resultantes confirmadas por PCR e sequenciamento de DNA. Dos 53 animais analisados no TCC, 32 (60,4%)
foram negativos, 14 (26,4%) positivos e sete (13,2%) inconclusivos, com base no PNCEBT. O TCC detectou como
positivos 11 dos 39 animais com infec¢do por M. bovis confirmada por cultivo. Do total de 14 animais nio
infectados, baseado na cultura, o TCC detectou oito como negativos. Assim, o TCC apresentou, para a populagio
amostrada, sensibilidade de 28,2% e especificidade de 57,1%. Um total de 24/32 (75,0%) dos animais negativos
ao TCC foi positivo no cultivo (confirmado por PCR), sendo considerados falso-negativos ao TCC. A manuten¢io
destes animais falso-negativos nos rebanhos tem sérias implicacdes para o controle da enfermidade, ja que os
mesmos podem ser fonte de infeccdo. A adicdo de testes complementares poderia auxiliar na identificacdo destes
animais, aumentando a cobertura diagnéstica.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycobacterium bovis, Teste Cervical Comparativo, cultivo bacteriolégico.

INTRODUCAO

A tuberculose bovina (TB) é uma enfermidade infecciosa de evolugdo crénica, causada pela bactéria
intracelular Mycobacterium bovis, que acomete muitas espécies domésticas e silvestres, principalmente bovinos e
bubalinos, além de causar doenca em humanos (Pesciaroli et al. 2014). A doenca representa uma ameaca a saude
publica e causa perdas econOémicas a pecuaria, principalmente devido a elimina¢do dos bovinos infectados
(Sa’idu et al. 2015). Além disso, a presenca da doencga nos rebanhos implica em barreira comercial a exportagao
de carne (Brasil 2012).

Em varios paises, os programas de controle da tuberculose bovina se baseiam em identificar e remover
os animais infectados. Para tal, utilizam-se principalmente do teste intradérmico, que se baseia na avaliacdo da
hipersensibilidade tardia apds a inoculagdo de antigeno micobacteriano, denominado derivado proteico
purificado (PPD). Ainda que o teste intradérmico seja o método padrao recomendado para o diagnostico de
animais infectados com M. bovis (OIE 2015), sdo bem conhecidas suas limita¢des quanto a especificidade, devido
areacgdes cruzadas com espécies de micobactérias ndo tuberculosas (Chen et al. 2014), ou quanto a sensibilidade,
pela presenca de animais em estagio avancado da doenca, os quais tornam-se anérgicos (Whelan et al. 2011).
Diante disso, é consenso que o teste intradérmico isoladamente pode nio ser capaz de detectar todos os animais
infectados com M. bovis, ocorrendo resultados falso-negativos no diagndstico (Casal et al. 2014, Mosavari et al.
2016).

Apesar do sucesso de programas de controle e erradicagdo da tuberculose bovina em diversas partes do
mundo, ainda sdo frequentes os relatos de persisténcia de focos da doenga apds a implantacdo de programas de
controle. Essa dificuldade pode se dever a reintroducao de bovinos infectados nos rebanhos, transmissdo por
animais silvestres/asselvajados, ou principalmente por falha na detec¢do de todos os animais infectados, os
quais podem permanecer como reservatéorios da TB e contaminar os demais animais (Conlan et al. 2012,
Mosavari et al. 2016).

No Brasil, segundo o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose Animal
(PNCEBT), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os testes recomendados para o
diagnoéstico de tuberculose bovina sdo o teste cervical simples (TCC), o teste da prega caudal (TPC) e o teste
cervical comparativo (TCC), sendo que o ultimo também ¢ utilizado como teste confirmatdrio. Preconiza-se que
os animais que apresentem uma diferenca dos aumentos da dobra da pele, provocados pela inoculagdo da PPD
de M. bovis e da PPD de M. avium, igual ou superior a 4 mm (PPD de M. bovis - PPD de M. avium), sejam
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considerados positivos para tuberculose (Brasil 2016). E bem conhecida a reacdo cruzada com micobactérias
ambientais, as quais podem sensibilizar o animal e torna-lo positivo ao teste intradérmico, mesmo na auséncia
de infecgdo tuberculosa. Desta forma, assume-se ainda que a avaliacdo pareada das reagdes a PPD de M. bovis e
PPD de M. avium aumentaria a especificidade do TCC, reduzindo a ocorréncia de tais reagoes falso-positivas
(Brasil 2006).

No entanto, apesar de mais especifico, o TCC pode também apresentar problemas de baixa sensibilidade,
ndo sendo capaz de identificar animais verdadeiramente infectados (Whelan et al. 2011). No presente estudo,
demonstrou-se a ocorréncia de reagdes falso-negativas ao TCC em rebanhos leiteiros infectados. A ocorréncia da
infeccdo foi demonstrada por meio do cultivo bacteriolégico de lesdes sugestivas de tuberculose, seguida de PCR
e sequenciamento de DNA das coldnias resultantes. Foram discutidos os impactos dos achados sobre o PNCEBT.

MATERIAL E METODOS

Desenho do Estudo. O estudo foi realizado entre os meses de dezembro de 2014 até margo de 2015, com trés
rebanhos de bovinos dos municipios de Arroio do Meio e Bom Retiro do Sul, da microrregido Lajeado-Estrela, Rio
Grande do Sul (Figura 1), que tém como exploragdo principal a pecuaria leiteira. Um total de 53 animais de trés
rebanhos foi estudado, todos da raga holandesa e mantidos em sistema de criacio semi-intensivo.
Independentemente de seus resultados ao teste intradérmico, todos os animais foram abatidos e necropsiados,
seguindo a determina¢do do Servico Veterinario Oficial do Estado do Rio Grande do Sul de realizar vazio
sanitario, tendo fragmentos de tecidos e linfonodos cultivados para micobactérias. Colonias sugestivas de M.
bovis foram confirmadas por PCR e sequenciamento de DNA.

Rebanhos e Animais. Dois dos trés rebanhos estudados detinham certificacdo de estabelecimento de criagio
livre de tuberculose, sendo o rebanho A desde 2010 e B, desde 2013. O rebanho C nio era certificado. Em 2014, o
teste intradérmico rotineiro resultou na deteccdo de animais positivos nos trés rebanhos, os quais foram
abatidos. No ano de 2015, os trés rebanhos sofreram vazio sanitario, na ocasido 38 animais do rebanho A, sete
animais do rebanho B e oito animais do rebanho C, totalizando 53 animais.

Teste intradérmico. O Teste Cervical Comparativo (TCC) foi realizado segundo as normas do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal - PNCEBT (Brasil 2016) O teste constou
da injecdo de 0,1 mL de PPD de M. bovis (bovPPD) e PPD de M. avium (avPPD) por via intradérmica, mantendo
uma distancia de 15 a 20 cm entre ambas as inocula¢des; sendo o avPPD inoculado cranialmente ao bovPPD no
terco médio da regido cervical. A leitura foi conduzida ap6s 72 horas com um cutimetro, com base na avaliacdo
da reagdo de hipersensibilidade no local da inoculagdo. O animal foi considerado positivo quando a reagdo ao
bovPPD foi maior que 4,0 mm comparado com a rea¢do ao avPPD. A notificacdo dos bovinos reagentes também
foi realizada conforme as instru¢des do PNCEBT, para as Inspetorias de Defesa Agropecuaria, que sdo, no Rio
Grande do Sul, as Unidades Locais de Atendimento Veterinario.

Amostras. Todos os animais dos rebanhos infectados foram abatidos e necropsiados. Os abates dos animais
foram realizados sob a supervisao do servigo de inspecao veterindria, sendo coletados fragmentos de tecidos de
pulmdo e glandula mamadria, e linfonodos inteiros retrofaringeos, intramamarios, pulmonares e mesentéricos
com ou sem lesdes macroscopicas compativeis com tuberculose, de todos os animais. Na auséncia de lesdes
sugestivas de tuberculose, foram colhidos linfonodos hepaticos, mediastinicos, mesentéricos, retrofaringeos e
traqueobronquicos. As amostras de tecidos foram coletadas e acondicionadas separadamente em sacos plasticos
vedados, indicando o numero do animal e o nome do 6rgdo coletado. Em seguida, foram imediatamente
acondicionados em frascos tampa de rosca, incluindo em cada um deles de dois a trés conjuntos de tecidos,
indicando no frasco os nimeros dos animais de origem das fra¢des dos 6rgaos coletados. Imediatamente apés a
coleta, as amostras foram congeladas para posterior remessa, sob refrigeracdo, em caixa isolante térmica, que foi
inserida em caixa de papeldo, indicando tratar-se de material infectante, cumprindo as normas determinadas
pela Instrugcdo de Embalagem P/650-1ATA (International Air Transport Association).
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Cultivo e identificacao de Mycobacterium bovis. As amostras de tecidos foram mantidas congeladas a -30 °C
até serem processadas. Para o processamento dos tecidos, foram macerados fragmentos de tecidos perimetrais
(entre 10 e 25 mg) com 1,5 mL de agua destilada estéril em aparelho Magna Lyser (Roche Life Science),
submetidas a descontaminac¢do por método de Petroff (Makovcova et al. 2015) e cultivadas em meio de cultivo
Stonebrink, incubadas a 37°C e avaliadas durante 90 dias. As colonias sugestivas de M. bovis foram submetidas a
PCR convencional com os iniciadores Mb.400, que amplificam um fragmento de 400 pares de bases (pb) que
flanqueia a regido de diferenciacdo 4 (RD4), ausente nesta espécie, porém presente em todos os demais
membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis - CMT (Sales et al. 2014).

Purificacdo dos produtos da PCR. Os produtos das amplificagdes foram purificados em um volume total de
reacdo de 10 uL cada, com 0,5 Ul da enzima Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) e 0,05 UI da enzima Exonuclease I
(EXO0) e incubados a 37°C por 30 minutos, seguido de 80°C por 20 minutos em termociclador MJ Mini (Biorad).

Sequenciamento de DNA. A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye Terminator cycle
sequencing (versdo 3.1, Applied biosystems, Foster city, CA, USA), em um volume total de reagdo de 10 uL, nas
seguintes proporg¢des: 1 ul. de DNA (50 ng/uL); 5,8 uL de agua ultrapura tipo 1; 2 uL de tampao; 0,5 uL de
iniciador Mb.400R (5 mM) e 0,7 uL de BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador M] Mini (Biorad), utilizando o seguinte programa: 96 °C por 1 min., seguido por 25
ciclos de 96°C por 10 seg., 50 °C por 5 seg. e 60 °C por 4 min. Em seguida, foi realizada uma etapa de purificacao
com EDTA (125 mM, pH 8,0), etanol 70% e etanol absoluto. Os produtos da PCR purificados foram sequenciados
em um sequenciador automatico modelo ABI-3130 (Applied Biosystems, USA).

Alinhamento local de sequéncias de DNA. O base calling das sequéncias de DNA foi realizado com o programa
Sequence Scanner (Applied Biosystems) e as sequéncias resultantes foram submetidas a busca de identidade pelo
Blastn (NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Analise estatistica. O grau de concordancia entre cada dois testes foi avaliado de forma pareada pelo Teste de
McNemar ou Teste exato de Fisher, os quais determinam se proporg¢des pareadas sdo ou ndo diferentes. Foram
considerados discordantes quando o teste apresentava valor de p < 0,05. O coeficiente de correlacdo de Pearson
foi utilizado para medir o grau de correlacdo linear entre as duas medidas obtidas pareadas por animal: PPD de
M. bovis e de M. avium. Foi gerada uma estimativa grafica (curva de regressao) a partir dos pares de leituras (PPD
de M. bovis e de M. avium) observados.

RESULTADOS

0 TCC dos 53 animais detectou 14 (26,4%) animais positivos e sete (13,2%) inconclusivos. Ao abate,
foram evidenciadas lesdes sugestivas de tuberculose (LST) em algum 6rgdo/tecido de 43 animais, sendo 13/14
animais com TCC positivo (92,9%), 5/7 inconclusivos (71,4%) e 25/32 (78,1%) animais com TCC negativo
(Tabela 1). Pelo teste McNemar, houve uma discordancia significativa entre resultados de TCC e de presenca de
LST (p = 0,000006468). Pelo Odds Ratio emparelhado, a chance de pares discordantes de animais positivos para
LST e negativos para TCC foi de 25 vezes (IC95% 3,38-184,5) a chance de animais negativos para LST e positivos
para TCC.

Dos 53 animais estudados, 39 (73,6%) se confirmaram como infectados por M. bovis pelo cultivo
bacteriolégico. Dos 43 animais cujos tecidos apresentaram LST, 39 (90,7%) foram positivos a cultura
bacterioldgica, enquanto todos os dez animais sem LST foram negativos. O TCC detectou como positivos 11 dos
39 animais com infecgdo por M. bovis confirmada por cultivo. Do total de 14 animais nido infectados, baseado na
cultura, o TCC detectou oito como negativos. Assim, o TCC apresentou, para a populagdo amostrada,
sensibilidade de 28,2% e especificidade de 57,1%. Um total de 24/32 (75,0%) dos animais negativos ao TCC foi
positivo no cultivo (confirmado por PCR), sendo considerados falso-negativos ao TCC. (Tabela 1).
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Todas as coldnias sugestivas foram confirmadas por PCR convencional para a RD4. Realizou-se
sequenciamento do fragmento de DNA que franqueia a RD4, resultante da PCR especifica para M. bovis, em 12/24
animais que apresentaram cultivo positivo, porém TCC negativo. As sequéncias resultantes todas apresentaram
como best hit o fragmento homdlogo no isolado AF2122/97 de M. bovis (Sequence ID: LT708304), com
identidades de 99 a 100%.

Pelo teste exato de Fisher, ndo houve diferenca significativa entre a presenca de LST e a ocorréncia de
cultivo positivo para M. bovis (p unicaudal = 0,12; p bicaudal = 0,25). A prevaléncia aparente da tuberculose
bovina nos rebanhos deste estudo foi de 26,4%, com base no TCC. No entanto, a prevaléncia real, com base no
cultivo confirmado por PCR, foi de 73,6%.

DISCUSSAO

No Brasil, os unicos métodos preconizados pelo Programa Nacional de Controle e Erradicagio da
Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) para diagnéstico antemortem da tuberculose bovina (TB) sdo os
testes intradérmicos da prega caudal (TPC), cervical simples (TCS) e cervical comparativo (TCC). Na revisdo do
programa, este ultimo teste, antes considerado confirmatdrio, utilizado em animais inconclusivos ao TCS e
reagentes ao TPC (Brasil 2006), passou a ser considerado também como teste de rotina (Brasil 2016).

Sabe-se que a infec¢do por M. bovis desencadeia predominantemente uma resposta celular durante as
fases iniciais e intermediarias da infeccdo, coordenada por linfécitos Th1l. Dessa forma, os testes intradérmicos
com PPD sao baseados na detec¢do desta resposta celular (Schiller et al. 2010).

O TCS testa a resposta celular ao PPD de M. bovis, enquanto o TCC testa simultaneamente as reacoes
intradérmicas ao PPD de M. bovis e PPD de M. avium. Sabe-se que as micobactérias ambientais podem interferir
nos testes intradérmicos, por serem capazes de sensibilizar os animais, provocando rea¢oes inespecificas ao PPD
de M. bovis (Aranaz et al. 2006, Aagaard et al. 2010), devido a alguns antigenos comuns (Biet & Boschiroli 2014).
Desta forma, é esperado que o TCC apresente uma especificidade maior, quando comparado ao TCS, no
diagnoéstico da tuberculose bovina, justamente por detectar possiveis reacdes cruzadas as micobactérias
ambientais. No que diz respeito 4 sua especificidade, a maior parte dos estudos que incluem abate e analise de
fragmentos de tecidos revelam que o TCC apresenta adequada especificidade (>90%), tendo sido estimada em
uma revisao entre 96-99% do Reino Unido (Monaghan et al. 1994) e média de 98,6% nos EUA (Farnham et al.
2012). Desta forma, é consenso a utilidade do TCC como método confirmatério da infec¢do por M. bovis.

Ja no que diz respeito a sua sensibilidade e seu uso como método de triagem, os resultados sdo bastante
diversos e, muitas vezes, insatisfatérios. Em estudo realizado no Reino Unido, que incluiu exame post-mortem de
todos os animais do rebanho, a sensibilidade do TCC foi de 81% (IC 70-89%) (Karolemeas et al. 2012). A
sensibilidade do TCC é frequentemente relatada como insatisfatéria, com estimativas médias de 68-90% no
Reino Unido (Monaghan et al. 1994) e média de 88,4% nos EUA (Farnham et al. 2012). Assim, a utilidade do TCC
como método de triagem para a infec¢do por M. bovis é questionavel e deve ser recomendado com cautela.

Vazios sanitarios, em que todo o rebanho sofre abate, apés falha no controle da tuberculose bovina, sdo
uma oportunidade singular de avaliar parametros de qualidade de testes intradérmicos, uma vez que sdo
gerados dados de cultivo de animais positivos e negativos aos mesmos (Karolemeas et al. 2012). O presente
estudo empregou esta estratégia, permitindo confrontar dados das reagdes intradérmicas a PPD e cultivo
bacteriolégico das LST, com confirmag¢do molecular das amostras bacterianas obtidas.

No presente estudo, resultados de TCC divergiram significativamente da detec¢do de LST ao abate, uma
vez que foram detectadas LST em varios animais com TCC negativo, caracterizando o resultado falso-negativo do
TCC e sua incapacidade de detectar tais animais comprovadamente infectados. A detecgdo de LST ndo divergiu
significativamente do cultivo para M. bovis, o que refor¢a a recomendacio de que animais abatidos com suspeita
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de tuberculose bovina sejam sempre necropsiados e analisados cuidadosamente para a verificacdo de LST
(Aratjo et al. 2014, Ejeh et al. 2014). Nao somente as LST geraram coldnias sugestivas de M. bovis, como estas
foram confirmadas por PCR, seguido por sequenciamento de DNA.

Apesar do baixo nimero de bovinos com resultados inconclusivos ao TCC, a maior parte deles
apresentou LST e cultivos positivos para M. bovis, o que refor¢a a recomendac¢do de que, em regides de foco,
animais inconclusivos podem evoluir para positivos com a progressiao da doenca e devem ser abatidos (Zarden
etal. 2013).

Sem duvida, o principal achado deste estudo foi que, dos 32 animais negativos ao TCC, 25 (78%)
apresentaram LST e todos com excec¢do de um, foram confirmados por cultura bacteriolégica, o método padrao
de diagnoéstico de tuberculose bovina. Este achado é surpreendente e alarmante, visto que se somente o TCC
tivesse sido aplicado nestes rebanhos, tais animais teriam sido considerados negativos e manteriam a infec¢ao
no rebanho, disseminando-a a para outros animais e para o homem. Adicionalmente, pode ocorrer a
disseminagdo da tuberculose bovina para outras regides, ja que animais infectados podem ser comercializados
com atestado negativo. Cabe ressaltar que dois dos trés rebanhos examinados haviam sido certificados como
livres de tuberculose bovina. Esta situacdo pode variar a depender da regido estudada e desta forma, o TCC,
embora continue representando uma excelente alternativa confirmatéria em rebanhos acometidos de infec¢des
por micobactérias ambientais, ndo se confirmou, nestes rebanhos estudados, como um adequado método de
triagem para a tuberculose bovina.

Evidentemente, os achados para a populacdo desse estudo ndo sdo necessariamente extrapolaveis para
outras situagdes epidemiologicas. Recente estudo do nosso grupo evidenciou apenas 1/51 (1,9%) animal TCC
negativo com cultivo positivo para M. bovis (Arautjo et al. 2014).

Mesmo durante um foco, uma vez que um bovino é classificado como negativo pelos testes
intradérmicos, ndo ha recomendacgdo para testes adicionais. Dessa forma, tais animais frequentemente ndo sdo
abatidos e a investigacdo adicional desses animais é prejudicada, pela dificuldade em obter amostras de animais
vivos. Embora tentativas de diagndstico direto em amostras de animais vivos tenham sido realizadas com
secrecdo nasal (de Souza Figueiredo et al. 2010) e com leite (Zarden et al. 2013, Bezerra et al. 2015), os
resultados ndo sdo muito encorajadores, pela possibilidade dos animais apresentarem apenas lesdes pulmonares
fechadas ainda sem a presenca do agente infeccioso nestes tecidos.

Sabe-se que a incapacidade de identificar todos os animais infectados prejudica o controle e erradicagao
da tuberculose bovina (Lahuerta-Marin et al. 2016). Neste estudo, a ocorréncia de um alto percentual de reagdes
falso-negativas ao TCC levou ao insucesso no controle dos surtos e a indicacao de vazio sanitario. O uso paralelo
de diferentes testes de diagndstico in vivo, como a deteccdo de interferon-gama para a detec¢do da resposta
mediada imune por células (Marassi et al. 2010, Lahuerta-Marin et al. 2016) e de testes sorol6gicos como o
ELISA para a detecgdo da resposta humoral (Marassi et al. 2011, Casal et al. 2014) pode aumentar a cobertura
diagnostica conferida pelos testes intradérmicos e diminuir o impacto das falhas de diagnostico sobre o controle
da tuberculose bovina (Lahuerta-Marin et al. 2016).

CONCLUSOES

0 TCC apresentou baixa sensibilidade no diagnéstico da tuberculose bovina e um percentual elevado de
animais com reagdes falso-negativas. A manutencdo destes animais falso-negativos nos rebanhos tem sérias
implica¢des para o controle da enfermidade, ja que os mesmos podem ser fonte de infecgdo. A adicao de testes
complementares poderia auxiliar na identificacdo destes animais, aumentando a cobertura diagnoéstica.
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Fig.1. Microrregiao Lajeado-Estrela, do Estado do Rio Grande do Sul.

Tabela 1. Resultados do Teste cervical comparativo (TCC), presenca de lesdes sugestivas de
tuberculose e cultura bacterioldgica de bovinos da microrregiio Lajeado-Estrela, Rio Grande do
Sul.

Resultado TCC  LST +/cultivo+  LST +/cultivo-  LST -/cultivo+ LST -/cultivo- Total
TCC + 11 2 0 1 14
TCC - 24 1 0 7 32

TCC inc. 4 1 0 2 7
Total 39 4 0 10 53
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, o teste cervical comparativo apresentou baixa sensibilidade na
deteccdo de animais infectados, resultando em um alto percentual de animais com
reacoes falso-negativas para tuberculose bovina, o que pode ter impacto negativo no
controle de surtos da enfermidade. A permanéncia destes animais nos rebanhos
contribui para disseminagéo de M. bovis, por serem considerados fonte de infeccao.
Com isso, para o controle e erradicacdo da tuberculose bovina, seria necessaria a
implementacdo de testes de diagnostico complementares para identificacdo destes

animais com tuberculose bovina.



