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TUBERCULOSE BOVINA: DIAGNOSTICO INTRADERMICO E EXAMES
COMPLEMENTARES EM PROPRIEDADE DE EXPLORACAO LEITEIRA

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia da tuberculose em um
plantel bovino pelo teste cervical comparativo (TCC), e analisar a eficiéncia de
exames complementares na confirmagéo da infeccdo. O estudo foi realizado em um
rebanho de exploragdo leiteira no municipio de Perdizes MG. Realizou-se a
tuberculinizacdo em 164 bovinos, sendo que destes 40 foram encaminhados ao
abate sanitario. A inspecdo macroscopica post mortem das carcacas foi
acompanhada de colheita de amostras de muco nasal, sangue e tecido (figado,
pulmao e linfonodo mediastinico) para os exames de PCR, ELISA e histopatol6gico
com coloragdes de Hematoxilina-Eosina (HE) e Ziehl-Neelsen (ZN) respectivamente.
Dos 164 bovinos avaliados pelo TCC, 41 (25%) foram positivos, 29 (17,68%)
inconclusivos e 94 (57,32%) negativos. Dos 40 bovinos encaminhados para abate,
22 (55%) carcagas apresentaram algum tipo de lesdo macroscopica sugestiva de
tuberculose, sendo 14 (35%) nos linfonodos mediastinicos, sete (17,5%) no figado e
seis (15%) no pulmao. Nos achados histopatolégicos visualizados em HE 13 (32,5%)
carcagas apresentaram alteracées histolégicas, sendo seis (15%) nos linfonodos
mediastinicos, cinco (12,5%) no figado e trés (7,5%) no pulmao. Nao foi observada a
presenca de bacilos alcool-acido resistentes em nenhuma das amostras avaliadas.
O ensaio sorolégico de ELISA/IDEXX identificou um (2,5%) animal reagente, e o
teste de PCR detectou DNA de M. bovis em uma (2,5%) amostra. Por ser um
rebanho leiteiro, a ocorréncia da tuberculose pode representar um risco zoonético. O
TCC ja deveria ser um exame de rotina obrigatério em toda propriedade que
comercializa leite ou carne, pois reconhece infec¢cdes recentes, muitas vezes nao

detectadas em exames complementares.

Palavras-chave: ELISA, Histopatologia, Mycobacterium bovis, PCR,
Tuberculina
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BOVINE TUBERCULOSIS: INTRADERMAL TUBERCULIN TEST AND
COMPLEMENTARY DIAGNOSTIC METHODS IN A DAIRY HERD

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the incidence of tuberculosis in a
cattle herd by the cervical comparative intradermal tuberculin test (ITT), and analyze
the efficiency of complementary diagnostic methods in confirming the infection. The
study was conducted on a breeding dairy farm in the city of Perdizes MG. Tuberculin
test was performed in 164 cattle, of which 40 were positive and slaughtered. The
macroscopic post mortem inspection of carcasses was followed by the collection of
nasal swabs, blood and tissue samples (liver, lung and mediastinal lymph node) for
PCR tests, ELISA and histopatology with Hematoxylin-Eosin (HE) and Ziehl-Neelsen
(ZN) respectively. Of the 164 cattle analysed by ITT, 41 (25%) were positive, 29
(17.68%) inconclusive and 94 (57.32%) negative. Of the 40 cattle slaughtered, 22
(55%) carcasses had macroscopic lesions suggestive of tuberculosis, 14 (35%) in
the mediastinal lymph nodes, seven (17.5%) in the liver and six (15%) in the lung.
The histopathology HE identified 13 (32.5%) carcasses with histological changes, six
(15%) in the mediastinal lymph nodes, five (12.5%) in the liver and three (7.5%) in
the lung. At ZN, the presence of acid-fast bacilli was not detected in any of samples
tested. The ELISA/IDEXX identified one (2.5%) animal reagent, and the PCR test
detected DNA of M. bovis in one (2.5%) cow. Being a dairy herd, the occurrence of
tuberculosis may represent a zoonotic risk. The ITT should already be a routine test
required for the farms that sells milk or meat, because it recognizes recent infections,
often not detected by other diagnostic methods.

Keywords: ELISA, Histopathology, Mycobacterium bovis, PCR, Tuberculin



1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina, enfermidade causada pelo Mycobacterium bovis, é uma
zoonose cujo hospedeiro primario € o bovino. Outras espécies de mamiferos
domeésticos, animais selvagens e o homem sao susceptiveis a infeccao por este
microrganismo (OIE, 2009). A doenga caracteriza-se pelo desenvolvimento
progressivo de les6es nodulares denominadas tubérculos, que podem localizar-se
em qualquer érgao ou tecido (SOUZA, 1999).

A tuberculose bovina é endémica em varios paises principalmente naqueles
em desenvolvimento com rebanhos de criagdes intensivas, como em bovinos
leiteiros (ROXO, 1997), principalmente rebanhos estabulados (MEDEIROS, 2009).
No Brasil os dados de notificacées oficiais referente ao periodo de 1989 a 1998
indicaram uma prevaléncia média no pais de 1,3% de animais infectados (BRASIL,
2006).

O diagndstico da tuberculose bovina pode ser efetuado através de métodos
diretos e indiretos. Atualmente no Brasil, o protocolo preconizado pela legislagdo em
vigor recomenda a utilizacao de testes alérgicos de tuberculinizacdo intradérmica. O
exame se baseia na reagdao de hipersensibilidade tardia, mediada por linfocitos
sensibilizados, deflagrada em individuos previamente expostos ao bacilo tuberculoso
(ROXO et al. 1996). O teste apresenta boa sensibilidade e especificidade, sendo
considerado pela OIE como técnica de referéncia (BRASIL, 2006).

O diagndstico definitivo é realizado pelo isolamento do agente micobacteriano
de lesbes ou secrecbes de animais suspeitos. O exame bacteriolégico é confiavel e
inequivoco considerado “padrao-ouro”, mas requer uma grande quantidade de
bacilos viaveis, meios de cultivo especificos, descontaminagao drastica da amostra,
além de longo periodo para deteccdo das primeiras col6nias (CORNER, 1994).
Apesar de, nos recentes anos, varios métodos bacteriolégicos terem sido
desenvolvidos, nenhum deles pode ser empregado isoladamente (COSIVI et al.,
1998), havendo sempre a necessidade do uso de técnicas complementares para o
alcance de uma informagéo eficaz e completa (RUGGIERO et al., 2007).



A inspecao de rotina de carcacas em matadouros frigorificos é importante no
diagnéstico das lesdes tuberculosas, porém o tempo destinado pode ser insuficiente,
o que dificulta o exame mais detalhado. A inspecao de rotina s6 identifica cerca de
47% das lesbes tuberculosas macroscopicamente detectaveis (CORNER, 1994).
Entre os métodos de diagnostico que poderiam complementar a inspecao post
mortem estdo os testes histopatoldégicos, com coloracdo dos tecidos por
hematoxilina-eosina (HE); a baciloscopia, com coloracdo por Ziehl-Neelsen (ZN); e
testes moleculares baseados nas reagbes em cadeia pela polimerase (PCR)
(FURLANETTO et al. 2012).

Testes como o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) podem ser
utilizados como exames complementares aos ensaios baseados na imunidade
humoral, e se mostram Uteis na identificacdo de animais anérgicos e com quadros
de tuberculose avancada. Em alguns paises ha a utilizacao de ELISA associado ao
teste de tuberculina em programas de controle sanitario (POLLOCK; NEILL, 2002;
LINLENBAUM; FONSECA, 2006; WATERS et al., 2011).

Existem varios métodos de diagnéstico adequados para o controle e
erradicacao da tuberculose bovina, entretanto, ndo ha um método diagndstico que
tenha uma eficacia absoluta. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a
ocorréncia da tuberculose em um plantel bovino pelo teste de tuberculinizacao, e
analisar a eficiéncia de exames complementares (macroscopico, histopatoldgico,

sorolégico e molecular) na confirmagao da infecg¢ao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

A tuberculose é causada por bacilos imdveis, ndo esporulados, aerébios, nao
capsulados e nao flagelados, medindo de 0,3 a 0,6 um de largura por 1 a 4 ym de
comprimento. As micobactérias que causam tuberculose em mamiferos pertencem a
Classe Actinobacteria, Ordem Actinomycetales, Familia Mycobacteriaceae, Género
Mycobacterium e fazem parte do complexo Mycobacterium tuberculosis um grupo de
espécies relacionadas constituido, atualmente, por sete espécies — Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti, Mycobacterium
africanum (componentes classicos), Mycobacterium canetti, Mycobacterium caprae e
Mycobacterium pinnipeddi — responsaveis por infeccdo em diferentes mamiferos
(SMITH et al., 2006).

Algumas micobactérias, exceto as do complexo M. tuberculosis, denominadas
de MOOT (mycobacteria other than tubercle bacill), também chamadas de
micobactérias “atipicas”, “anénimas”, “nao classificadas”, “sapréfitas”, “oportunistas”,
“ndo tuberculosas” e, mais atualmente, “ambientais”. Essas micobactérias estéo
divididas em potencialmente patogénicas ou nao patogénicas para o homem. Entre
as potencialmente patogénicas, destaca-se o M. avium, pertencente ao complexo M.
avium, MAC ou MAIS, se a estirpe M. scrofulaceum estiver incluida (HAAGSMA,
1995; KONEMAN et al., 1993).

As micobactérias assim como bactérias dos géneros Corynebacterium,
Nocardia e Rhodococcus, sao bacilos éalcool-acido resistentes (BAAR), isto é,
quando corados pela fuccina a quente resistem a descoloracdo com alcool-acido -
coloracao de Ziehl-Neelsen (EISENSTADT; HALL, 1995; ROXO, 1997).



2.2 Epidemiologia

2.2.1 Ocorréncia da tuberculose bovina

A tuberculose bovina possui distribuicdo mundial, mas a sua prevaléncia é
maior em paises em desenvolvimento onde o conhecimento da epidemiologia da
doenca e as acbes concretas para o seu controle sao limitadas (REVIRIEGO
GORDEJO; VERMEERSCH, 2006). No Brasil, a situagdo da tuberculose bovina nao
se encontra bem delineada, pois os estudos disponiveis sdo escassos e nhao
sistematizados. Dados de notificacbes oficiais da tuberculose bovina indicam
prevaléncia de 3,3% e 1,2% para os periodos de 1967 a 1976 e de 1988 a 1992,
respectivamente, e média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de
1989 a 1998 (BRASIL, 2006).

Existe uma estimativa de ocorréncia em torno de 5,7% do rebanho nacional,
destes, 0,14% corresponde aos achados de lesdes em matadouros (KANTOR,;
RITACCO, 1994; ROXO, 1997). Estudos isolados realizados em diferentes estados
a partir do exame de carcacas em matadouros-frigorificos estimaram prevaléncia de
tuberculose bovina de 0,17% em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 1986), 5,16% no
Para (ALFINITO; OLIVEIRA 1986), 0,36% em Sao Paulo (RICCETTI et al., 1989) e
0,64% no Rio Grande do Sul (ANDRADE et al.,, 1991). Mais recentemente, no
estado de Minas Gerais foi realizado um estudo para avaliar a prevaléncia da
tuberculose em bovinos abatidos em 11 matadouros sob Inspecéo Federal nos anos
de 1993 a 1997. Nesse periodo foram abatidos 954.640 bovinos, e diagnosticados
681 casos de tuberculose, indicando prevaléncia de 0,8% (BAPTISTA et al., 2004).

2.2.2 Fontes de infeccao

A transmissdo da tuberculose bovina pode ser influenciada por diversos
fatores, tais como idade, comportamento animal, ambiente, clima, e praticas de
manejo (NEILL et al., 2001). A principal fonte de infeccdo para os rebanhos € o
bovino infectado, sendo que a aquisicdo de animais infectados sem o conhecimento



da situacdo sanitaria que os mesmos se encontram, € a mais importante forma de
introducao da tuberculose em um rebanho bovino (BRASIL, 2006).

Varias espécies da fauna silvestre estdo relacionadas a manutencao e
transmissdo de M. bovis em todo o mundo. Os reservatorios de fauna silvestre
podem dispersar o bacilo tuberculoso por uma variedade de vias como secrecdes
respiratérias, urina ou fezes, sendo que a via de transmissao principal dependera do
tipo de interacao entre as populacdes de diferentes espécies (THOEN et al., 2006).
A infeccao ocasionada pelo M. bovis ja foi reportada em diversas espécies animais
em todo o mundo (THOEN et al., 2006). Santos et al. (2009) reportaram a ocorréncia
de veados catingueiros de criatorio conservacionista positivos na tuberculinizacao.
Os quatro cervideos testados apresentaram reacdes positivas, sendo que dois
evoluiram para 6bito em menos de 60 dias do teste e os outros dois apds trés
meses. Os pesquisadores concluiram que os veados catingueiros podem
representar possiveis reservatérios de M. bovis e, consequentemente,
disseminadores de tuberculose para outros animais.

O bacilo pode ser eliminado pela respiragao, leite, fezes, corrimento nasal,
urina, secrecdes vaginais e uterinas e pelo sémen (ABRAHAO, 1989; JUNIOR;
SOUZA, 2008). Um grande numero de bacilos pode ser eliminado pelas fezes de
animais tuberculosos, contaminando as pastagens; contudo tal via de transmissao
ndo parece possuir importancia epidemiolégica (JUNIOR; SOUZA, 2008).

A distribuigdo das lesdes tuberculosas encontradas em bovinos naturalmente
infectados mostra que 80 a 90% destas infeccoes ocorrem pela via respiratoria
sendo esta a porta de entrada mais frequente (MORRIS et al., 1994). A transmissao
por esta via é facilitada pela convivéncia natural, em especial em rebanhos com alta
densidade populacional e substancial movimentagdo de animais. A excrecdo
respiratéria seguida pela inalacdo de M. bovis é considerada a principal via através
da qual a transmissao bovino-para-bovino ocorre (CORREA; CORREA, 1992).

A ingestdao de M. bovis a partir da ingestdo de carcacas infectadas ou de
pastagem, agua e fémites contaminados sdo considerados uma via de infeccao
secundaria a respiratéria devido a uma quantidade menor de casos de bovinos com
lesbes mesentéricas. Embora menos freqlente, a transmissao pela via orofaringea é

a principal forma de contaminacao para bezerros jovens que se alimentam de leite



materno ou colostro contaminado por M. bovis proveniente de vacas tuberculosas
(NEILL et al., 1994).

2.3 Patogenia

A tuberculose bovina é uma enfermidade de evolugao crbnica, caracterizada
pela formagédo de lesdes do tipo granulomatosa, de aspecto nodular, denominado
tubérculo. A via oro-faringea € a principal porta de entrada do bacilo da tuberculose
em bovinos, favorecendo o aparecimento de lesdes, principalmente nos ganglios
brénquicos e/ou mediastinicos. Uma vez instalado no alvéolo, o bacilo é capturado
por macrofagos alveolares, ativados por linfcitos do tipo T, e o seu destino sera
determinado por fatores como viruléncia do microrganismo, carga infectante e
resisténcia do hospedeiro (SOUZA et al., 1999).

A via de infeccdo por M. bovis pode ser deduzida a partir da localizacdo das
lesbes post mortem. LesoOes restritas a cavidade toracica sugerem que a infeccao
ocorreu pela inalacdo de aerosséis, enquanto que as lesbes encontradas nos
linfonodos mesentéricos sugerem que a infeccdo foi adquirida pela ingestao do
agente (POLLOCK; NEILL, 2002). No entanto, com a generalizacao da infeccao as
lesbes podem ser encontradas em praticamente todos os 6rgaos (ROXO, 1997).

Apoés a infecgdo, hd uma interagéo inicial entre os macréfagos alveolares e
micobactérias, que definird os eventos posteriores e decidira as consequéncias da
exposicao aos bacilos (POLLOCK; NEILL, 2002). A bactéria pode ser morta e
eliminada do hospedeiro, permanecer latente no hospedeiro, levar ao
desenvolvimento da tuberculose ativa, ou reativar da laténcia em alguma etapa no
futuro (WELSH et al., 2005).

De acordo com Tortora et al. (1998), se os bacilos ndo sao destruidos, os
fagocitos tendem a protegé-los dos anticorpos e outras defesas imunes, e muitos
sobrevivem e se multiplicam dentro dos fagécitos. Os macrofagos e outras células
defensivas se acumulam no sitio de infeccdo, formando uma camada circundante.
Isto leva a uma lesdo fechada, denominada tubérculo, uma caracteristica que da a

doencga seu nome.



Os macréfagos assumem uma aparéncia distinta e sdo chamados de células
epitelidides, ou fundem-se formando células gigantes com numerosos nucleos
periféricos, denominadas “células de Langhans”. Esse conjunto forma o centro do
granuloma tuberculoso com necrose caseosa ha qual pode-se observar
mineralizagao por precipitacao de sais de calcio (SOUZA et al. 1999). Em seguida,
uma camada de linfécitos e, em casos mais avancados, uma camada de fibroblastos
torna a lesao circunscrita. Um nédulo pulmonar calcificado associado a lesdo no
linfonodo regional denomina-se “complexo primario” (MORRIS et al. 1994; NEILL et
al., 1994; ROXO, 1997). Os ndédulos caseosos podem tornar-se confluentes e formar
lesdes cavitarias (ROXO, 1996).

A maioria dos macrofagos circundantes ndo sdao muito bem sucedidos em
destruir as bactérias, mas liberam enzimas e citocinas que causam uma inflamacéao
lesiva ao pulm&o. Apdés varias semanas, o interior do tubérculo torna-se caseoso. Os
bacilos da tuberculose sdao microaerdfilos, ndo crescem bem nessa localizacao.
Contudo muitos permanecem dormentes durante anos, e servem como base para a
reativacdo posterior da doenca. Em alguns casos, contudo, a lesdo caseosa
aumenta lentamente e torna-se menos pastosa e mais liquida, um processo
denominado liquefacdo. As condi¢cdes dentro da cavidade comegam a favorecer a
proliferacdo dos bacilos da tuberculose, os quais comegam entdo a se multiplicar
pela primeira vez fora dos macréfagos. A doenca agora torna-se altamente
contagiosa; o liquido produz eficiente goticulas em aerossol quando tossido, e as
bactérias comegcam a escapar do tubérculo. Estes microorganismos comecam a
penetrar nas vias aéreas do pulmao, e entdo no sistema circulatério e linfatico
(TORTORA et al., 1998).

2.4 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos mais sugestivos da tuberculose sdo: caquexia, linfonodos
aumentados de tamanho, na auscultacdo areas de siléncio pulmonar e, em alguns
casos, tosse, dispnéia, mastite e infertilidade (CORREA; CORREA 1992; ROXO,
1997; BRASIL, 2006). A mastite tuberculosa é de dificil diagnéstico, nao alterando as
caracteristicas fisico-organolépticas do leite (ROXO, 1997). Bovinos tuberculosos,



guando submetidos ao trabalho, ndo acompanham os outros animais e demonstram
cansaco e baixa capacidade respiratoria. A dificuldade em se ganhar ou manter o
peso e quedas na producdo de leite também sao relatadas (BRASIL, 2003;
OLMSTEAD; RHODE 2004).

O estabelecimento da doenca pode ser favorecido por fatores como ma-
nutricdo, doencas intercorrentes, aumento da producdo leiteira e gestacdo. No
periodo inicial da infeccao podem nao haver sintomas, os sinais clinicos ocorrem em
casos mais avancados (HAAGSMA, 1995; NEILL et al., 1994).

2.5 Tuberculose como zoonose

A tuberculose zoonética, como é chamada a infecgcdo no homem determinada
por M. bovis, é reconhecidamente uma ameaca a salude publica em paises em
desenvolvimento (THOEN et al., 2006). A contaminagcdo no homem da-se, em
grande parte, quando criangas consomem leite contaminado, mas também pode
ocorrer por inalacado (RADOSTITS, 2000). As les6es costumam concentrar-se no
trato digestivo, contudo, a infeccdo pulmonar ou outras manifestacbes nao
pulmonares da doenca, como a linfadenite cervical, também podem ocorrer
(GRANGE; YATES, 1994).

Em paises industrializados, a infeccado humana por M. bovis tem sido
controlada em grande parte pela pasteurizacdo do leite de vaca, inspecdo de
matadouros, e testes obrigatorios de diagndstico com abate do gado bovino reativo
(ROMERO et al., 2006). No Brasil, apesar da existéncia do Plano Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), ainda ocorre a
comercializacao da carne e leite sem controle sanitario, o que representa uma
ameaca a saude publica, ja que a ingestao desses produtos é uma possivel via da
infeccdo aos seres humanos (ABRAHAO et al., 2005).

A transmissdo da tuberculose bovina para seres humanos ocorre
principalmente em pessoas que lidam diariamente e diretamente com animais vivos,
assim como os trabalhadores de abatedouros e magarefes, trabalhadores de
laticinios e laboratérios (LINS et al., 2010), o que reforga o carater ocupacional da
enfermidade. Trabalhadores do setor pecuario/agricola podem adquirir a doenca



através da inalacdo de aerosséis em matadouros ou quando da tosse de bovinos
infectados e assim desenvolverem quadro de tuberculose pulmonar tipica. Pode
haver também a transmissdo desses pacientes para os bovinos, mas a transmissao

do M. bovis entre seres humanos é reportada como limitada (COSIVI, et al., 1998).

2.6 Importancia econémica

A importancia econémica atribuida a tuberculose bovina esta baseada nas
perdas diretas resultantes da condenacao de carcagas em matadouros, da queda no
ganho de peso e diminuicao da producéao de leite, do descarte precoce e eliminacéao
de animais de alto valor zootécnico (LILENBAUM, 2000; PACHECO et al., 2009).
Um animal tuberculoso pode apresentar 10 a 25% de queda na capacidade
produtiva, além de ser um foco da doenga para outros animais, e o homem (ROXO,
1996).

Paises da América Latina, pressionados pelas perdas econdmicas causadas
pela tuberculose e com o propédsito de assegurar o mercado de exportacoes, e se
posicionar no mercado internacional, estdo sendo sensibilizados a atender as
exigéncias relacionadas ao manejo sanitario do rebanho e a adotar medidas para o
controle de zoonoses de relevancia para a saude publica, estabelecendo e
mantendo éareas livres de enfermidades (OLMSTEAD; RHODE 2004; KANTOR,;
RITACCO, 1994).

2.7 Diagnostico

O diagndstico da tuberculose bovina pode ser efetuado através de métodos
diretos e indiretos. Nos diretos ha a deteccao e identificacao do agente etiolégico no
material biolégico enquanto que nos métodos indiretos é pesquisada uma resposta
imunoldgica do hospedeiro ao agente etioldgico, que pode ser humoral (producéo de
anticorpos circulantes) ou celular (medida por linfécitos e macréfagos) (PACHECO et
al., 2009).

O diagnéstico da infeccdo em bovinos in vivo é realizado através de métodos

indiretos, notadamente os testes imunolégicos baseados na resposta mediada por
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células, como a intradermorreacao (LILENBAUM, 2000). O diagnéstico post mortem
anatomopatolégico ou exame macroscopico, apresenta consideravel dificuldade,
uma vez que muitos processos inflamatérios granulomatosos possuem
caracteristicas morfoldégicas semelhantes as descritas para aquelas advindas da
tuberculose (REIS et al. 1995).

Entre os métodos de diagnostico que poderiam complementar a inspecao
post mortem estao os testes histopatoldgicos, com coloracdo dos tecidos por
hematoxilina-eosina; a baciloscopia, com coloracdo por Ziehl-Neelsen; a cultura
bacteriolégica; e também testes moleculares baseados nas reacdes em cadeia da
polimerase (PCR) (FURLANETTO et al., 2012).

2.7.1 Diagnostico Clinico

A grande variabilidade de sintomas e lesées, bem como o carater crénico da
tuberculose, faz com que o diagnéstico clinico tenha valor relativo, porque o animal
pode estar infectado, com um foco localizado, e aparentar-se sadio (CORREA;
CORREA, 1992). Estudos com animais inoculados com M. bovis em contato com
animais nao inoculados demonstraram que nao havia sinais clinicos compativeis
com a enfermidade nos dois grupos (CASSIDY et al., 1999). Nos casos de
tuberculose avancada, o diagnostico clinico assume maior importancia, pois 0s
animais em geral apresentam decréscimo da sensibilizacdo alérgica, podendo, por
vezes, chegar a anergia (BRASIL, 2006).

O exame clinico inclui a auscultacdo, a percussdo, a termometria e a
palpacdo de glandulas mamarias e linfonodos superficiais. Neste ultimo caso, sdo
avaliados principalmente a exarcebacdo da sensibilidade dolorosa (ap6s a
tuberculinizagédo) e a presencga de linfadenomegalia. Também s&o sinais clinicos que
devem ser levados em consideracdo a manifestagcdo intensa de cansaco, a
ocorréncia de tosse seca nao produtiva, a eliminacdo de secrecdo nasal e a
manifestacéo de dispnéia (ROXO,1997). Podem ser reconhecidos também sinais de
broncopneumonia com tosse Umida (com presenca de escarro) seguida de dispnéia
e taquipnéia. Animais tuberculosos, quando submetidos a marcha forgada, tendem a



11

posicionar-se atrds dos demais, demonstrando cansaco e baixa capacidade
respiratéria (FUNDEPEC, 2009).

2.7.2 Diagnostico Alérgico- cutaneo

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Tuberculose
Animal (PNCEBT), instituido em 2001 pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), determina como método padrédo de diagnéstico da
tuberculose bovina, a tuberculinizagédo intradérmica.

A tuberculinizacdo € um método rapido, seguro e econémico e serve para
pesquisar a sensibilidade dos animais as tuberculoproteinas especificas. Pode
revelar infec¢des incipientes a partir de trés a oito semanas da exposicdo ao
Mycobacterium, alcancando boa sensibilidade e especificidade. Para que realmente
funcione como ferramenta diagnoéstica em um programa de controle, é indispensavel
que o procedimento seja padronizado quanto a producdo das tuberculinas,
equipamentos para realizacdo das provas, tipos de provas e critérios de leitura
(BRASIL, 2006).

O exame intradérmico possui trés modalidades, ou seja, prega caudal,
cervical simples e cervical comparativo. O teste da prega caudal e cervical simples
sdao empregados como testes de triagem em pecuaria de corte e leite,
respectivamente. O teste cervical comparativo é utilizado como teste confirmatério,
por causa de sua maior especificidade em relacdo aos testes simples. Esse teste
permite eliminar a maior causa de reacgdes falso-positivas, que sao as infeccoes por
micobactérias ambientais ou pelas do complexo MAIS, que nédo sao patogénicas
para o0s bovinos e bubalinos, entretanto provocam reacdes inespecificas a
tuberculinizagéo, dificultando o diagnéstico da tuberculose nessas espécies (NEILL
et al., 2001; JORGE, 2001).

A reacao alérgica a tuberculina é uma reacao de hipersensibilidade retardada
tipo IV mediada por resposta celular e com baixa producdo de anticorpos. Apds a
inoculagdo em animal previamente sensibilizado, a tuberculina é fagocitada e seus
peptideos apresentados na superficie celular dos macrofagos. A resposta especifica
tem inicio quando os linfécitos T sensibilizados reconhecem os antigenos
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tuberculinicos e secretam citocinas, que ativam células endoteliais venulares e que
por sua vez recrutam mondécitos e leucécitos do sangue, enquanto outras citocinas
convertem os mondcitos em macréfagos ativados capazes de eliminar o antigeno.
Macroscopicamente a resposta se manifesta na forma de edema e endurecimento
progressivo no local da aplicacao que atinge seu maximo por volta de 72 horas pés-
inoculagdo, diminuindo em seguida (CORREA; CORREA, 1992; BRASIL, 2008).

O teste de tuberculina em bovinos apresenta uma sensibilidade com variacédo
entre 32 a 99% e uma especificidade de 75,5 a 99,9% (VITALE et al.,1998). Alguns
animais, ainda que infectados, ndo respondem aos testes tuberculinicos. Fatores
como, infecgdo recente, final de gestacéo, desnutricdo e doenca avancada podem
ocasionar falsos negativos aos testes. Tais resultados podem ocorrer por variagdes
inerentes ao proprio teste ou por variagdes na leitura e interpretacdo do exame
(BRASIL, 2006). Contudo, animais em estado avancado de infeccdo podem
manifestar o fendmeno de anergia, definido como auséncia de reatividade cutanea a
tuberculina em individuos previamente sensibilizados (ROXO, 1996).

Como antigenos para desencadear a reacdo de hipersensibilidade sao
empregadas tuberculinas sintéticas de dois tipos: o PPD bovino, procedente do M.
bovis; e o PPD aviario proveniente do M. avium (MONAGHAN et al., 1994). Para
realizacdo do Teste Cervical Comparativo (TCC) deve-se observar as seguintes
condicoes e critérios:

| — inoculagao por via intradérmica na dosagem de 0,1mL de tuberculina PPD
aviaria inoculado cranialmente e o PPD bovino caudalmente, havendo uma distancia
minima de 15 a 20cm entre as duas inoculacdes, que deverdo ser feitas na regiao
cervical ou na regido escapular de bovinos. A inoculagao devera ser efetuada de um
mesmo lado de todos os animais do estabelecimento de criagéo.

| - o local da inoculagdo sera demarcado por tricotomia e a espessura da
dobra da pele medida com cutimetro antes da inoculacao; As medidas da dobra da
pele do local da inoculagdo da PPD aviaria e PPD bovino serdo anotadas.

lll - apbs 72 horas, mais ou menos 6 horas da inoculagéo, serd realizada nova
medida da dobra da pele, no local de inoculagéo.

IV — 0 aumento da espessura da dobra da pele sera assim calculado:
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(AA e AB) corresponde a diferenca de aumento da dobra da pele provocada pela
inoculacao do PPD aviario e bovino, respectivamente; (AB - AA) corresponde ao
resultado obtido por meio da diferenca entre as medidas. Os resultados das
diferencas (AB - AA) sao interpretados de acordo com os critérios definidos na
Tabela 1 do Regulamento Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006).

Tabela 1 — Interpretacao do teste cervical comparativo em bovinos.

AB - AA (mm) Interpretacao
AB < 2,0 - negativo
AB < AA <0 negativo
AB = AA 0,0a1,9 negativo
AB > AA 2,0a3,9 inconclusivo
AB > AA 24,0 positivo

Testes intradérmicos nao sdo 100% especificos (MONHAGAN, 1994), e a
ocorréncia de reagdes falso-positivas, com o abate desnecessario do animal, muitas
vezes coloca em risco a credibilidade de todo o programa de controle. Assim, a
confirmagédo de animais reativos através de outros métodos muitas vezes se torna

necessaria para garantir a confiabilidade do diagndstico (FRAGUAS et al., 2008).
2.7.3 Diagnostico Bacterioldgico

O diagndéstico definitivo da tuberculose é realizado mediante o isolamento e a
identificacdo do agente por métodos bacteriolégicos. E um método seguro e
considerado “padrao-ouro”, porém, requer meios de cultivo especificos,
descontaminacdo da amostra, além de longo periodo para que se obtenha as
primeiras col6nias (30 a 90 dias) (PINTO et al., 2002), para que obtenha ainda bons
resultados na bacteriologia é necessario que os tecidos estejam em boas condicdes,
portanto, a coleta, armazenagem e o tempo até o recebimento no laboratério sao
fundamentais para o sucesso do isolamento (CORNER, 1994).

O crescimento de M. bovis pode durar até mais de oito semanas (WARDS et
al., 1995), e em um meio sélido apropriado com piruvato, as colénias sdo de aspecto
liso e de coloracdo esbranquicada. Padrées de crescimento caracteristico e
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morfologia colonial podem prover um diagnéstico presuntivo de M. bovis (OIE,
2008).

Na comparacdo entre os dois processamentos, Araujo et al. (2005),
realizaram estudo anatomopatolégico e microbiolégico de 72 amostras teciduais
provenientes da inspecao post-mortem de bovinos em matadouros-frigorificos de
Mato Grosso do Sul. As lesbes sugestivas de tuberculose concentravam-se em
linfonodos da regido toracica. O exame histopatologico utilizado foi o método
hematoxilina-eosina (HE) no qual revelou granuloma em 74% das amostras. No
exame microbiologico, 23,6% das amostras cultivadas em meio de Stonebrink
apresentaram crescimento de bacilos alcool acido resistentes em até 23 dias de
incubacédo. Esses resultados reforcam a necessidade de que as lesbes sugestivas
de tuberculose sejam avaliadas simultaneamente através de mais de um recurso

diagnéstico.

2.7.4 Exame Macroscopico

Na inspecdo post-mortem, pelo exame macroscopico, sdo detectadas as
lesbes sugestivas de tuberculose que vao servir de subsidio a formulacdo do
diagnéstico e posterior julgamento da carcagca, conforme os critérios do
Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA,1962 (MIRANDA et al., 1998). O exame post-mortem, realizado pela
inspecao sanitaria, € uma etapa essencial para o diagnéstico da tuberculose bovina.
No entanto, o resultado s6 pode ser dado como “suspeita diagnéstica”, ja que se
trata apenas da analise macroscépica da lesédo encontrada (BRASIL,1997).

As lesdes provocadas pelo M. bovis nao sao patognomodnicas da tuberculose
bovina. As mesmas apresentam coloracdo amarelada em bovinos e ligeiramente
esbranquicadas em bufalos. LesOes tipicas de tuberculose sao localizadas
superficialmente ou profundamente, como tubérculos firmes e grosseiros ou
construidos a partir de superficies mucosa ou serosa (HEADLEY, 2002). Sao
nédulos de 1 a 3 cm de didmetro ou mais, que podem ser confluentes, com aspecto
purulento ou caseoso, presenca de capsula fibrosa, podendo apresentar necrose de
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caseificacdo no centro da lesédo, ou ainda, calcificacdo nos casos mais avancados
(BRASIL, 2006).

O tempo destinado para a inspecao de abate pode ser insuficiente para
detectar todas as lesdes, 0 que dificulta 0 exame mais detalhado, além das lesdes
nao visiveis. A rotina de inspecao de carnes pode ser inadequada para identificar
lesdes discretas e esse fato pode ser observado quando nao se identificam lesbdes
de abate de animais reagentes a tuberculinizacéo. A inspecao atenta de pelo menos
seis pares de linfonodos entre os da cabeca, toracicos, mesentéricos e da carcaca e
em outros 6rgaos como o pulmao, figado, bago, rim, Ubere e érgaos genitais pode
identificar até 95% dos animais com lesdes macroscopicas (CORNER, 1994;
MORRIS et al., 1994; MENZIES; NEILL, 2000).

O exame macroscopico das carcacas na linha de inspecao apresenta certa
dificuldade, uma vez que muitos processos inflamatérios granulomatosos possuem
caracteristicas morfoldégicas semelhantes as descritas para aquelas advindas da
tuberculose (REIS et al.,1995), por isso existe a necessidade de complementacao
desse diagnéstico por meio do estudo histolégico e bacteriolégico de lesdes
macroscopicamente similares a tuberculose (ANDRADE et al., 1991). A inspecéo de
abate possui sensibilidade baixa, mas seu custo é eficaz para monitorar lesdes nos
animais (CORNER, 1994).

Situagbes onde os bovinos positivos aos testes tuberculinicos néo
apresentem lesGes visiveis a necropsia podem ocorrer. Fraguas et al. (2008)
identificaram ocorréncia de 72,16% de lesbes macroscopicas sugestivas de
tuberculose em bovinos reagentes ao teste cervical comparativo. Alguns aspectos
podem estar envolvidos, tais como: 0os animais estarem no estagio inicial da doenca,
lesbes estarem localizadas em partes do corpo que geralmente ndo sdo examinadas
na inspecao de rotina ou contato com outras micobactérias que ndao o M. bovis
(SOUZA et al., 1999). Por isso, Para diferenciar falso-positivos de lesdées nao
observadas, € necessario que se fagca uma inspeg¢ao post mortem bem minuciosa, o0
que muitas vezes é dificil de realizar em matadouro (ROXO, 1997).

Quando se utiliza do exame macroscopico nas linhas de inspecdo dos
abatedouros, bons resultados s&o alcancados pelos programas de controle,
implementados em regides com alta prevaléncia da doenca (CORNER, 1994).
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Porém, a medida que a prevaléncia diminui, a identificacdo dos rebanhos
remanescentes se torna progressivamente mais dificil. Embora atualmente ndo haja
nenhum método de diagnédstico, ante ou post mortem, capaz de identificar todos os
animais infectados com M. bovis, a detecg¢édo se torna mais sensivel quando mais de
um método de diagnéstico é usado (WHIPPLE et al., 1996).

2.7.5 Diagnostico Histopatologico

O diagnostico histopatolégico consiste na andlise de lesbes presentes em
material colhido geralmente post morten (BRASIL, 2006). Fragmentos de tecidos
com lesdes sugestivas de tuberculose podem ser enviados para exame
histopatoldégico em frascos de boca larga, hermeticamente fechados, imersos em
solucao de formaldeido a 10% (BRASIL, 2003). Depois de serem fixados, incluindo a
parafina e microtomizados, os corte histologico dos tecidos lesados podem ser
submetidos a coloracao de hematoxilina-eosina (HE), e examinados sob microscopia
de luz.

A morfologia e organizac¢ao do granuloma caracteristico da tuberculose possui
uma capsula conjuntiva; adjacente a ela ha presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear, predominantemente constituidos por macréfagos e linfécitos; também
sao observadas células epitelidides, células gigantes tipo Langhans delimitando a
area de necrose de caseificagdo que no seu interior pode conter material amorfo
basofilico, resultado da calcificacao distrofica (CASSIDY et al., 1999).

Os métodos histologicos empregados para o diagnéstico de tuberculose séo
rapidos e baratos, contudo, apresentam baixa especificidade e sensibilidade
(FURLANETTO et al., 2012). Outros agentes que ndo o M. bovis podem produzir
lesbes semelhantes a da tuberculose bovina, dificultando o diagndstico (KANTOR et
al., 1981; REIS et al., 1995).

No corte histolégico pode ser empregado ainda, coloracdo especial para
visualizagdo de micobactérias. O método classico de coloragéo € o Ziehl-Neelsen ou
método de coloragdo a quente e sua variante Fite Faraco. Nesta metodologia as
laminas histopatolégicas sdo coradas com o corante Fucsina e Azul de Metileno
(VARELLO et al., 2008). E os bacilos, forma das micobactérias, sdo visualizados
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como bastonetes delgados, ligeiramente curvos, isolados, aos pares ou em grupos
corados em vermelho com o fundo azul (BRASIL, 2004).

Amostras frescas também podem ser fixadas em laminas e coradas pelo
método de Ziehl-Neelsen para a pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR), contudo a sensibilidade do método é baixa, e um resultado positivo sugere
fortemente tratar-se de micobactéria, mas nao informa a espécie. Essa mesma
colocacao pode ser empregada para colbnias isoladas em meios de cultura. Muitas
caracteristicas, inclusive a propriedade tintorial, superpbéem-se nos géneros
Mycobacterium e Nocardia, tornando dificil, em alguns casos, a diferenciagédo de
ambos (BRASIL, 2006).

2.7.6 Diagnostico Soroldégico

As infec¢cdes micobacterianas determinam primariamente o aparecimento de
resposta imune de natureza predominantemente celular, (POLLOCK et al., 2005),
por isso teste sorolégicos sdo menos eficientes para detectar o bovino doente nos
primeiros estagios da infec¢do, quando os niveis de anticorpos sao baixos (WELSH
et al., 2005).

Pollock e Neill (2002) mediram a fungdo das respostas de células B e
reportaram que essas células induziram a produgdo de anticorpos nas etapas
avancadas da tuberculose bovina. Este fato foi reforcado por Welsh et al.(2005), que
demonstraram o progresso da resposta imunoldgica celular para humoral em todos
0s animais tuberculosos analisados. A progressdo da doenca pode explicar a
anergia de alguns bovinos infectados aos testes comuns baseados na
hipersensibiliade tardia. A auséncia da resposta celular nos animais infectados
ocorre em particular quando a carga bacteriana é alta (McNAIR et al., 2000).

Entretanto, existem varias vantagens para o uso dos métodos soroldgicos
como ELISA para o diagnéstico da tuberculose bovina. Esses testes requerem
somente uma manipulacdo dos animais e somente uma visita do veterinario a
fazenda. A amostragem sanguinea pode ser repetida com a frequéncia necessaria
sem alterar o estado imune do animal. A interpretacdo é baseada nos valores

numéricos e é mais objetiva que a observacado da reagdo de hipersensibilidade na
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pele do animal (LILENBAUM et al., 2001; MEDEIROS, 2009). Para diagnosticar o
gado bovino infectado por Mycobacterium bovis, 0s antigenos geralmente
empregados sdao o PPD ou antigenos purificados de M. bovis isolados ou
associados (LILENBAUM et al., 1999; LILENBAUM et al., 2001; WATERS et al.,
2011).

Waters et al. (2011) utilizaram kit comercial de ELISA/IDEXX, e verificaram
63% de sensibilidade do teste em soro sanguineo de bovinos reagentes aos testes
de tuberculinizagéo intradérmica e/ou histopatolégico e/ou cultura. Verificou-se que a
sensibilidade aumenta a medida que a doenga se avanga. Contudo, os autores
sugerem que o kit pode ser utilizado na rotina de monitoramento de rebanhos que
priorizam a eliminacdo de animais reatores especialmente em regides ou situagdes
em que os procedimentos do teste tuberculinico ndo sao viaveis.

Embora as andlises sorolégicas ndo possam ser consideradas como a
primeira escolha em método de diagndstico, muitos pesquisadores descrevem o0s
objetivos estratégicos de seu uso (SILVA, 2001; LILENBAUM e FONSECA, 2006). A
estratégia é baseada na existéncia dos animais anérgicos (SILVA, 2001; McNAIR et
al., 2001) e no aumento dos anticorpos nas etapas mais avancadas da doenca
(POLLOCK; NEILL, 2002; WELSH et al. 2005).

Lilenbaum e Fonseca (2006) identificaram vacas tuberculosas usando ELISA
em 18 rebanhos incluidos em um programa de controle da tuberculose, e
confirmaram a infeccdo mediante o isolamento de M. bovis das lesées do pulmé&o.
Neste caso, o ELISA foi empregado como um teste de diagndéstico complementar e
melhorou o controle da tuberculose mediante a identificacdo das vacas anérgicas.
Estes animais se mostraram em uma etapa posterior como infectados de acordo

com os padrdes previamente estabelecidos no protocolo do estudo.

2.7.7 Diagnostico Molecular

Procedimentos mais avancados para o diagndstico de tuberculose estao
sendo utilizados para a identificacdo do agente, como as sondas de DNA, e a
técnica de PCR (HAAGSMA, 1995). Tais métodos estdo sendo desenvolvidos para
detectar diretamente o agente em amostras clinicas, para identificar o agente isolado
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pelos métodos classicos de bacteriologia e para avaliar a variagdo genética dentro
de uma espécie de micobactéria (WARDS et al., 1995, BRASIL, 2003).

As técnicas moleculares ja encontram alguma aplicacao pratica dentro dos
programas de controle e erradicacdo da tuberculose bovina, sendo utilizadas de
forma complementar aos procedimentos bacteriolégicos classicos (BRASIL, 2003).
Devido as dificuldades encontradas no diagnéstico de tuberculose nos animais,
como limitagdes relacionadas a sensibilidade e especificidade do exame alérgico-
cuténeo e o longo periodo para a confirmagéao da presencga do agente pelos métodos
bacteriolégicos de rotina, aumentou o interesse pelo desenvolvimento de métodos
moleculares para a deteccao direta do agente em amostras clinicas, sendo a PCR o
teste mais apropriado (RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001; RUGGIERO,
2004).

Para detectar M. bovis, o primer selecionado podera ser: género-especifico,
especifico para detectar micobacterias do complexo M. tuberculosis, ou espécie-
especifico, capaz de detectar apenas M. bovis. Um par de primers especificos para
0 género Mycobacterium spp sao capazes de delimitar um segmento de 383 pares
de base do gene que codifica o antigeno 65 kDa —hsp65 presentes em todas as
micobactérias (TB-1: 5 GAGATCGAGCTGGGAGGATCC 3 e TB-2: %
AGCTGCAGCCAAAGGTGTT 3’). O desenvolvimento de um fragmento genémico
espécie-especifico para M. bovis (JB-21: 5 TCGTCCGCTGATGCAAGTTGC 3’ e JB-
22: 5 CGTCCGCTGACCTCAAGAAG 3) foi idealizado em 1995 por Rodriguez e
colaboradores, que amplificam um fragmento de DNA de 500pb localizado dentro de
uma regidao genbmica de 4,999-pb na regidao da extremidade 3’ do gene RvD1-
Rv2031c (RODRIGUEZ et al., 1999).

Infelizmente essas técnicas ndo sao suficientemente sensiveis para o
diagnéstico, com limitada aplicagcdo para o uso diretamente na amostra clinica
(WARDS et al., 1995). As principais barreiras para aplicacdo do método de PCR na
rotina laboratorial sdo a extracdo de DNA e a escolha dos primers adequados
(COLLINS et al., 1994). Estudos relacionados com os métodos de extracao existem,
mas empregam solucdes ou kits comerciais inadequados a realidade do produtor
brasileiro. A maior dificuldade no processo de extracdo esta relacionada
principalmente a pequena quantidade de bacilos presentes em lesées de bovinos
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tuberculosos, a dificuldade em concentrar o DNA no pellet e a presengca de DNA do
animal, além do DNA do agente (RUGGIERO, 2004).

Comparada ao diagnéstico bacteriolégico e bioquimico, a técnica de PCR,
assim como outros métodos moleculares, é considerada um avang¢o no diagnostico
rapido da tuberculose, por reduzir o tempo de diagndstico de meses para poucos
dias, além da capacidade de detectar quantidades muito pequenas de bacilos vivos
ou mortos na amostra, até 10 fragmentos DNA de micobactéria, o equivalente a 5
organismos (ABRAHAQ, 1998; COLLINS et al., 1994; BEIGE et al., 1995). Wards et
al. (1995) desenvolveram um teste de PCR direto de tecidos de bovinos e outros
animais. Este teste, utilizado em 110 amostras, detectou, também, amostras
negativas na cultura e que n&o apresentavam nenhum bacilo no exame direto.

Figueiredo et al. (2010) analisaram pela PCR multiplex (m-PCR) amostras de
swab nasal, obtidas a partir de 50 bovinos em propriedade leiteira com histérico de
tuberculose. Dessas, 34 vacas foram positivas no teste cervical comparativo e
encaminhadas para o abate. As amostras de swab nasal foram simultaneamente
encaminhadas para cultivo bacteriologico e anélise pela m-PCR com par os primers
JB-21/JB-22 e INS1/INS2. Na&o foi observado nenhum crescimento de micobactéria
na cultura. J& a m-PCR foi capaz de identificar dois (5,9%) animais positivos dentre
os 34 reagentes ao teste cervical comparativo.

A eficiéncia de recuperacao do M. bovis em amostras de muco nasal é baixa,
pois para um resultado positivo é necessario a presenca de 10-100 organismos
viaveis na amostra, uma condicdo atendida somente em casos avangados da
doenca (BARRY et al., 1993). Sabe-se ainda que bovinos experimentalmente
infectados com M. bovis, apds cada infeccdo, existe um periodo de defasagem, o
qual o microrganismo ndo pode ser isolado do muco nasal (NEILL et al., 1998; Mc
CORRY et al., 2005). A falha na eliminagcdo da bactéria em animais
experimentalmente infectados ja foi relatada (Mc CORRY et al., 2005). O nivel global
de desprendimento aumenta durante as primeiras quatro semanas ap6s a exposicao

ao agente, e em seguida comeca a diminuir.
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2.8 Controle e Profilaxia

O controle da tuberculose bovina é baseado no diagnéstico oportuno e na
eliminacdo dos animais doentes, junto com a prevencao da disseminacdo da
infeccdo, tanto dentro como fora dos rebanhos (MORRISON et al., 2000). O
desenvolvimento de novos testes de diagnoéstico e a aplicacido de técnicas de
genotipificagdo para a investigagdo epidemiolégica dos isolados estdo entre as
principais ferramentas que se projetam como desafios para os programas de
controle (JORGE, 2011).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) foi instituido em 2001, com o objetivo de diminuir o impacto
negativo dessas zoonoses na saude humana e animal, além de promover a
competitividade da pecuaria nacional. O controle da doenca se baseia no método
teste-e-abate, isto é, no diagnéstico dos animais reativos e envio a matadouros
sanitarios, onde um grupo de médicos veterinarios examina as lesées da carcaga e
avalia quanto ao seu destino (BRASIL, 2006).

A principal proposta técnica do programa de controle brasileiro € a certificagao
de propriedades livres ou monitoradas para tuberculose, dentro dos principios
técnicos sugeridos pelo Coédigo Zoossanitario Internacional. A participacdo do
produtor é voluntaria. O saneamento das propriedades infectadas é feito testando-se
todos os animais e sacrificando os reagentes positivos. Em propriedades
monitoradas, a adesdo também ¢é voluntaria e os testes de diagnostico sao
realizados por amostragem. Para o referido saneamento, o PNCEBT conta com a
participacdo dos médicos veterinarios do setor privado, treinados para atuar no
programa. Participam, também, os médicos veterinarios do servigo oficial,
acompanhando a realizacdo das tuberculinizagdes finais que conferem a
propriedade o certificado de monitorada ou livre (BRASIL, 2006).

Entre as estratégias adotadas pelo PNCEBT destaca-se a obrigatoriedade do
servico de inspecdo post-mortem em enviar amostras de lesdes sugestivas de
tuberculose ao laboratério (para exames histopatoldgicos e bacterioldgicos), e
guando confirmada a infecgdo por M. bovis, em rebanhos certificados como livres ou

monitorados, todos os animais de idade igual ou superior a seis semanas devem ser
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submetidos a testes de diagnédstico para tuberculose, destinando os reagentes
positivos ao sacrificio (BRASIL, 2006).

Medidas gerais de higiene, como limpeza e desinfeccdo das instalacées,
cuidado na introdugdo de novos animais no rebanho com testes negativos
provenientes de rebanhos livres, quarentenario e isolamento de animais suspeitos
sao importantes para evitar que a doenca se instale na propriedade (ROXO, 1995).
No que se refere a transmissao da tuberculose pela ingestao do leite contaminado,
esta pode ser reduzida significativamente pela pasteurizacéo do leite, mas apenas a
completa erradicagcdo da doenca podera proteger o criador, sua familia e os
consumidores (CASTRO et al., 2009).



23

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Comité de Etica na Utilizacdo de Animais

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais -
CEUA da Universidade Federal de Uberlandia sob o protocolo n® 054/12 (Anexo 1).

3.2 Local

Propriedade de exploracao leiteira, localizada no Municipio de Perdizes MG.
A propriedade nao participava do PNCEBT, e tinha histérico de importacdo de vacas
de propriedade vizinha, sem atestado negativo para tuberculose. Existia 0 convivio
do rebanho bovino com outras espécies domésticas como caes, gatos e equinos,
além da ocorréncia de espécies silvestres proximo a propriedade.

O municipio de Perdizes - MG, conta com um efetivo de rebanho bovino de
117.256 cabecas e 35.830 vacas ordenhadas (IBGE, 2011). E um dos 20 municipios
do Brasil com maior producéo leiteira (IBGE, 2010).

3.3 Tuberculinizacao

Foi realizado no dia 21 de agosto de 2012, por médico veterinario habilitado
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e conforme
recomendacgdes do PNCEBT, o teste cervical comparativo para tuberculose. Foram
examinados 164 bovinos (Bos taurus) da raca Girolando, 158 fémeas e seis machos,
com idade aproximada entre seis meses a 14 anos.

Para realizacdo do teste cervical comparativo foram utilizados cutimetro
Suprivet de pressdo e seringas semi-automaticas multidose McLintock. As
tuberculinas PPD bovina e aviaria, produzidas segundo as normas do MAPA, foram
adquiridas do laboratério TECPAR/PR, sendo a partida do PPD bovino 012/11 e
PPD aviario 006/11, data de fabricacao Nov/2011.
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Os resultados das diferencas (AB - AA) foram interpretados de acordo com os
critérios definidos na tabela de teste cervical comparativo do Regulamento Técnico
do PNCEBT (BRASIL, 2006).

Conforme as normas do programa brasileiro (BRASIL, 2006) os bovinos com
resultado positivo no teste cervical comparativo para tuberculose foram
encaminhados ao sacrificio em matadouro frigorifico do estado de Minas Gerais. O
abate sanitario foi realizado no dia 26 de outubro de 2012. Os animais reagentes
inconclusivos foram submetidos a um segundo teste cervical comparativo, ap6s

intervalo minimo de 60 dias.

3.4 Colheita das amostras

Foram colhidas amostras de 40 bovinos positivos no teste cervical
comparativo para tuberculose. O material de andlise foi obtido no matadouro-
frigorifico Frisago-Frigorifico Ltda (Servico de Inspecao Estadual n° 3957) de Séao
Gotardo, Minas Gerais. O abate sanitario foi realizado segundo normas da
Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de Minas Gerais
para procedimentos de abate sanitario, e foi acompanhado por fiscais do Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA) e do MAPA.

3.4.1 Amostras de muco nasal

Amostras de muco nasal foram obtidas no momento pds insensibilizacao dos
animais a partir de swab de algodao estéril (15cm), o qual foi introduzido e
friccionado no assoalho da cavidade nasal (FIGUEIREDO et al., 2010). Os swabs
foram acondicionados em tubo falcon estéril (15mL) contendo 3mL de solucao salina
(0,9%). O material foi transportado refrigerado (2 a 8°C) ao Laborat6rio de Doencas
Infectocontagiosas (LADOC) da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e armazenado a (-80°C) em ultrafreezer

até o momento de analise.
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3.4.2 Amostras de sangue

Durante o abate, na etapa de sangria foram colhidos 50 mL de sangue em
tubo tipo falcon estéril sem anticoagulante. O material foi transportado refrigerado (2
a 8°C) ao LADOC-FAMEV-UFU e centrifugado a 3.000 x g por 5 minutos. Em
seguida, as amostras de soro foram acondicionadas em microtubos tipo eppendorf e

congeladas a -20°C até a realizacao dos exames.

3.4.3 Amostras de tecido

Na etapa de inspecédo de visceras, fragmentos de aproximadamente 1,5cm de
figado, linfonodo mediastinico e pulmao foram colhidos e armazenados em frasco
plastico estéril contendo formol tamponado a 10% em quantidade suficiente para
que todo material estivesse embebido na solugcdo (JONES et al.,, 2000; BRASIL,
2006). Essas amostras foram colhidas independente de apresentarem ou nao lesées
caracteristicas de tuberculose. Quando visualizada a lesdo, a zona de transicdo
entre a area lesada e o tecido aparentemente normal foi colhida. O material foi
identificado e transportado em recipiente com gelo e encaminhado ao Laboratério de
Patologia Animal da UFU para ser processado.

3.5 Testes de diagndstico

3.5.1 Exame Macroscopico

Durante a inspecdo macroscopica realizada de acordo com as Normas
vigentes no Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (BRASIL, 1962) foram registradas e fotografadas as lesées sugestivas de
tuberculose. Para avaliar melhor as lesdes dos érgaos e carcaca, foram efetuados
cortes nas visceras examinadas. Inspecionou-se carcaca, linfonodos mediastinicos e

pulmonares, figado e pulmao (JONES et al., 2000).
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3.5.2 Diagnostico Histopatoldgico

3.5.2.1 Hematoxilina-Eosina (HE)

Depois de fixadas em solugcéo formol a 10% por periodo minimo de 48 horas,
as amostras de pulmao, figado e linfonodo mediastinico foram seccionadas de
maneira que cada fragmento com lesdo se constituisse de todas as camadas do
granuloma, isto é, a transicdo entre a lesdo e o tecido aparentemente normal, a
capsula e o tecido necrético. Em seguida, as amostras foram submetidas as técnicas
rotineiras de desidratacdo, diafanizagao e clarificacdo, inclusdo em parafina e por
fim, foram feitos cortes de 4um em micrétomo (LEICA 2125) e obtidas duas laminas
histol6gicas de cada bloco. Uma lamina foi submetida a coloragédo de Hematoxilina-
Eosina, com o objetivo de se visualizar as alteragdes histoldgicas, e a outra a
coloracdo de Ziehl-Neelsen, para que fosse investigada a presenca de bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR) (TOLOSA et al., 2003).

3.5.2.2 Ziehl-Neelsen (ZN)

Inicialmente as laminas histologicas foram desparafinizadas e hidratadas, em
seguida, foram cobertas na sua totalidade com solucéo fucsina fenicada de Ziehl (1g
de fucsina basica, 100mL de alcool etilico PA, 5g de acido fénico cristalizado e 100
mL de agua destilada). Depois de 30 minutos as laminas foram lavadas em agua
corrente de baixa pressao, por 10 minutos, e em seguida cobertas com solucéo
diferenciadora de alcool-acido (1mL de &cido cloridrico e 100mL de alcool 70%) por
aproximadamente 2 minutos, ou até os cortes ficarem de coloragdo résea palido,
quando foram novamente lavados e contracorados com solucéao de azul de metileno
(0,59 de azul de metileno, 1TmL de acido acético PA, 100mL de agua destilada)
durante 2 minutos, em temperatura ambiente (TOLOSA et al., 2003). Apéds, as
laminas foram novamente lavadas em agua corrente de baixa pressao e finalmente,
os cortes foram desidratados com alcool, clarificados com xilol e procedeu-se a

montagem final das laminas.
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3.5.3 Diagnodstico Soroldégico

Para diagnostico sorolégico da tuberculose bovina empregou-se kit comercial
de ELISA — IDEXX ® Mycobacterium bovis Antibody Test. O exame foi realizado no
LADOC - FAMEV - UFU, segundo instrucbes do fabricante.

As amostras de soro e 0s controles positivo e negativo do kit foram diluidos
na proporgdo 1/50 com o diluente de amostra fornecido pelo kit. As amostras
diluidas (100uL/cavidade) foram adicionadas a placa e incubadas na temperatura
(18-26°C) por 60 minutos. Apo6s 5 lavagens, 100uL do conjugado anti- IgG bovino:
HRPO foi adicionado em cada cavidade e incubado por (18-26°C) por 30 minutos.
Em seguida foram realizadas 5 lavagens e acrescido 100 pL do substrato TMB por
cavidade. Ap6s 15 minutos de incubacao (18-26°C), foi colocado 100uL de solucéo
de interrupcao por cavidade. A leitura das absorbancias foi realizada a 450nm em
espectrofotobmetro de placas ThermoPlate, e o resultado avaliado pelo programa
xCheck 3.3 IDEXX Laboratories.

A interpretagdo dos resultados foi determinada pela relagdo da absorbancia
da Amostra/Positivo (A/P). As amostras com relacao A/P igual ou maior que 0,30
foram consideradas positivas para anticorpos contra M. bovis, e as amostras com
relagao A/P inferior a 0,30 foram consideradas negativas (WATERS et al., 2011).

3.5.4 Diagnostico Molecular
3.5.4.1 Extracao do DNA

Para a extragcdo do DNA de Mycobacterium bovis foi utilizado o protocolo por
lise enzimatica com lisozima (Sigma-aldrich) e purificagdo com fenol cloroférmio
(adaptado de BIASE et al., 2002).

Inicialmente os swabs com solucdo salina foram agitados em vortex, e em
seguida centrifugados a 5.000 x g por 15 minutos a 4°C; o sobrenadante foi
descartado, para que os sedimentos e células de bactéria pudessem se concentrar
no fundo do tubo. O sedimento foi transferido para tubos plasticos (2,0 mL) e
acrescentados a estes 800uL de tampao de extragao [Tris-HCI 50mM pH 8.0, EDTA
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25mM pH 8.0, NaCl 400mM; SDS 0,5% (p/v)]. As amostras foram agitadas em vortex
e mantidas em banho-maria a 65°C por 60 minutos, sendo agitadas gentilmente a
cada 10 minutos. Posteriormente, foram acrescentados 20 pL Lisozima 20mg/mL e
20 uL de Proteinase k 20mg/mL por 30 minutos a 37 °C.

Apés adicionou-se 400uL de acetato de potassio 5M a solucdo que foi
misturada por inversdo. Nesta etapa, as amostras foram mantidas no gelo por 30
minutos, invertendo-se os tubos a cada 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 13.400 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido
para tubos novos, sendo acrescentado a estes 700 pL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1). As amostras foram misturadas por inversdao durante trés
minutos, e posteriormente centrifugadas a 13.400 x g por 10 minutos.

Acrescentou-se ainda 700 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Apds as
solugbes foram misturadas por inversdo durante trés minutos e centrifugadas a
13.400 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, a fase superior foi transferida para
tubos novos, tomando-se cuidado para ndo tocar na interface organica.
Acrescentou-se 1000uL de etanol absoluto gelado, que apds ser misturada
gentilmente foi mantida em freezer -20°C overnight.

Apo6s a precipitagdo do DNA em etanol, os tubos foram centrifugados a
13.400 x g por 15 minutos a 4°C. A fase liquida foi descartada e o pellet foi lavado
com 1000uL de etanol 70% (v/v). Apds a centrifugacdo sob as mesmas condi¢cdes
anteriores, a fase liquida foi novamente descartada e o pellet foi colocado para secar
em temperatura ambiente +25°C por 60 minutos. Em seguida, o pellet foi
ressuspendido em 30uL de tampéo TE 10:1 (Tris-HCI 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH
8,0) por 24 horas a 4°C. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v), contendo Sybr safe gel stain 10x (Invitrogen) e padrdo de
concentracdo 100 pb DNA Ladder (Invitrogen) para verificacdo da qualidade e
quantidade do DNA. O gel foi visualizado sob luz UV em fotodocumentador Alpha
Digi Doc (Alpha Innotech).
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3.5.4.2 Quantificacao do DNA

Aliquotas da solugdo de DNA obtidas das amostras de swab nasal, foram
diluidas 1:1000 em agua ultrapura obtida em aparelho Milli-Q-Millipore e submetidas
a leitura espectrofotométrica nos comprimentos de onda 260nm e 280nm, em
espectrofotometro  BIOMATE 3S (Thermo Scientific). A quantificacao foi realizada

para avaliar a qualidade e a concentracao de DNA.

3.5.4.3 Amostra do DNA de Mycobacterium bovis

O DNA puro da cepa padrao AN5 de Mycobacterium bovis utilizado como

controle positivo foi doado pela Dra. Eliana Roxo do Instituto Bioldgico de S&o Paulo.

3.5.4.4 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

Para amplificacdo do fragmento de DNA de Mpycobacterium bovis foram
utilizados os primers JB21 e JB22 (Tabela 1), descritos por Rodriguez et al. (1999),
que amplificam um fragmento de 500 pb, localizado dentro de uma regido do
genoma de 4.999pb na extremidade 3’ do gene RvD1-Rv2031c, que nao esta

presente em outras espécies de micobactérias.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na PCR para identificacdo de
Mycobacterium bovis.

Primers Sequéncia Amplicon
JB21 5 TCG TCC GCT GAT GCA AGT GC 3 500 pb
JB22 5CGT CCG CTG ACC TCA AGA AG 3

O procedimento de amplificacdo foi realizado conforme o seguinte protocolo:
tampao de reacao 1X [200mM Tris-HCI pH 8.4; 500mM KCI;] 0,2mM de dNTPs
[dCTP, dATP, dGTP, dTTP]; MgCl, 2mM; primers JB21/JB22 5 pmol/uL; Tag DNA
polimerase 5 U/uL; DNA total 6 pL; agua MilliQ g.s.p. 20 L.
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O volume final da solucao para a amplificacao foi de 20 pL, sendo 6 uL de
amostra e 14 pL de mix. O desenho do programa utilizado no aparelho
termociclador Select Cycler (BioProducts) para amplificacdo do fragmento de DNA
de Mycobacterium bovis foi realizado conforme Tabela 2.

Tabela 2. Desenho do programa utilizado para amplificacdo do fragmento de DNA
de Mycobacterium bovis.

Etapas da PCR Tempo Temperatura °C
Desnaturagéo inicial 5 minutos 94°C
Desnaturacédo do DNA 1 minuto — 35 x 94°C
Hibridacao 1 minuto — 35 x 64°C
Extens&o da cadeia de DNA 5 minutos 72°C
Extenséo final 45 segundos — 35 x 72°C

Analise do produto amplificado

A visualizacado do produto amplificado (8uL) foi realizada através da técnica
de eletroforese em cuba horizontal com tampao de corrida TBE 0,5X (0,04 M Tris-
borato e 1 mM EDTA, pH 8,0), em gel de agarose 1,0 % (p/v). Foi adicionado o
corante sybr safe gel stain 10.000X — Invitrogen, 0,5uL/10mL. O gel foi submetido a
voltagem constante de 6-7 V/cm e a visualizacdo das bandas realizada em
transluminador ultravioleta (SAMBROOK et al., 1989).

As bandas foram comparadas com padrdao de peso molecular (Invitrogen)
com fragmentos multiplos de 100 pares de bases disposto no gel juntamente com as
amostras analisadas. Os géis foram analisados sob luz UV em fotodocumentor
Alpha Digi Doc (Alpha Innotech).

3.5.5 Analise Estatistica

Foi realizada analise descritiva dos resultados, com calculo de percentual
simples. A eficiéncia dos testes foi determinada pelo calculo de sensibilidade dos
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exames complementares em relacdo ao teste cervical comparativo (THRUSFIELD,
2004). Para avaliar o grau de concordancia entre os testes, os mesmos foram
testados dois a dois em tabela de contingéncia (a = 0.05), pelo teste de McNemar
(SAS, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Tuberculinizacao

Dos 164 bovinos testados, 41(25%) foram positivos, 29 (17,7%) inconclusivos
e 94 (57,3%) negativos. Dentre os positivos, todas eram fémeas com idade superior
a trés anos. Apos 60 dias de intervalo foi procedido o reteste nos bovinos
inconclusivos, e o TCC detectou mais sete vacas positivas, que também foram
encaminhadas ao abate sanitario. O resultado do diagnéstico de tuberculinizacao
dos animais positivos no TCC realizado no dia 21 de Agosto esta apresentado no
Apéndice 1.

E extremamente preocupante o alto indice (29,2%) de tuberculose bovina
encontrado em uma Unica propriedade, principalmente por se tratar de uma fazenda
de exploracgao leiteira. Tal realidade constitui uma ameaca a saude publica, visto que
0 municipio € um dos grandes produtores de leite do estado de Minas Gerais, e que
a ingestao de leite contaminado € a principal via de transmisséo da tuberculose para
animais jovens e também para o homem (ROXO, 1997).

Como a adesao ao processo de certificagdo de propriedades livres de
tuberculose é voluntaria, o proprietario desta fazenda nunca havia feito exames de
tuberculose ou brucelose no rebanho. Nos anos de 2010 e 2011, em descarte de
vacas em final de ciclo produtivo, o mesmo foi comunicado pelo matadouro-
frigorifico que varias carcacas apresentaram lesées sugestivas de tuberculose, e por
isso haviam sido condenadas. Mesmo assim nenhuma medida foi tomada pelo
produtor. Apesar da resisténcia do proprietario, somente no ano de 2012 o médico
veterinario que fazia assisténcia técnica na propriedade conseguiu realizar os
exames de tuberculinizacdo recomendados pelo programa brasileiro. Nota-se que a
falta de conscientizacao dos produtores, aliada as falhas de comunicacao entre os
orgaos de defesa sanitaria e fiscalizacdo oficial, muitas vezes compromete o
trabalho dos médicos veterinarios de campo e os objetivos do programa.

E inquestionavel o status de rebanho infectado, uma vez que os animais
foram diagnosticados pelo teste tuberculinico intradérmico, e confirmados pelos
exames complementares apds o abate sanitario. E necessario que as autoridades
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competentes se atentem para a gravidade do problema, pois apesar de mais de 10
anos de implantacdo do PNCEBT, situacbes como esta ainda ocorrem em regides
de alta producado do Brasil. A ndo obrigatoriedade da apresentacdo de exames
negativos de brucelose e tuberculose bovina aos estabelecimentos beneficiadores
de leite, € um fato preocupante, uma vez que o leite de animais doentes pode estar
sendo comercializado. Soma-se a isso, situacdées que ainda ocorrem no Brasil, como
a distribuicdo clandestina do leite proveniente de pequenas propriedades rurais, o
comércio ilegal de animais tuberculosos e laticinios contaminados (ABRAHAO,
1998; ABRAHAO et al., 2005).

O historico de aquisicao de bovinos sem o conhecimento da situacao sanitaria
dos mesmos pode ter sido a mais significativa fonte de infecgdo para o rebanho
bovino estudado, ja que a principal forma de introducdo da tuberculose em um
rebanho € a aquisigdo de animais infectados (BRASIL, 2006).

Além disso, a existéncia de animais silvestres proximo a propriedade deve ser
considerada, uma vez que varias espécies silvestres sdao implicadas na manutencao
e transmissdo de M. bovis em todo o mundo. Os reservatérios da fauna silvestre
podem dispersar o bacilo pelas secre¢cdes respiratorias, urina ou fezes, sendo que a
via de transmissao principal dependera do tipo de interacdo entre as populacoes
(THOEN et al., 2006). A reacao positiva ao exame de tuberculinizacdo em veados
catingueiros ja foi reportada por Santos et al. (2009). Dentre quatro cervideos
avaliados pelo TCC, todos apresentaram reacdes positivas, e foram considerados
como possiveis reservatérios e disseminadores da tuberculose para outros animais.

Empregado como recomendado pelo PNCEBT, o TCC foi capaz de detectar
41 bovinos reagentes no rebanho, sendo todos encaminhados ao sacrificio. O
exame pode revelar infeccdes a partir de 3 a 8 semanas da exposicdo ao
Mycobacterium, alcancando sensibilidade de 68-95%, e especificidade de 96-99%
(BRASIL, 2006). Mesmo empregado como primeira escolha, resultados falso-
positivos ainda podem ocorrer (MONAGHAN et al., 1994). Animais infectados por M.
avium, M. tuberculosis, M. avium subsp. paratuberculosis, Nocardia farcinius ou
outras micobactérias podem ser reativos ao PPD bovino. Desta forma, o TCC é
realizado com a finalidade de reduzir a ocorréncia de tais reacdes cruzadas
(COLLINS et al., 1994).
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Neste surto de Perdizes - MG, o TCC confirmou como infectadas, sete vacas
que haviam sido previamente diagnosticadas como inconclusivas. De acordo com o
PNCEBT, em caso de resultados inconclusivos, pelo menos 60 dias sdo necessarios
para que os testes intradérmicos de tuberculinizacdo sejam repetidos (BRASIL,
2006). Durante este intervalo, os animais inconclusivos foram mantidos em
isolamento, para diminuir o risco de propagacédo da doenga para outros animais,
bem como para as pessoas que trabalham na fazenda.

A ocorréncia de 29 (17,7%) animais inconclusivos demonstra a limitagao
deste método diagnéstico e a necessidade da utilizacdo de métodos
complementares para um resultado conciso (MONAGHAN et al., 1994, ROMERO et
al., 1999). Este fato pode estar relacionado a diferentes condigdes imunoldgicas
apresentadas pelos animais infectados, o0 que resultaria em diferengas na
sensibilidade e especificidade dos testes de acordo com cada animal testado. Em
casos de animais recentemente infectados ou em estagio avangcado de infeccao
podem ocorrer resultados falso-negativos ou inconclusivos (MEDEIROS, 2009).
Sugere-se que os animais confirmados positivos no reteste estavam com infeccao
recente no primeiro exame, e desenvolveram resposta mediada por células que foi
detectada no segundo exame.

A possibilidade de existir animais positivos dentre os 94 negativos do TCC
ndo pode ser descartada. A auséncia da resposta celular nos animais infectados
ocorre em particular quando a carga bacteriana é alta (McNAIR et al., 2000), que
ocorre quando a evolugdo da doenca ja estd avancada. O uso de testes
intradérmicos como uma Unica ferramenta para o diagnéstico da tuberculose bovina,
pode nao detectar todos os animais infectados (LIEBANA et al., 2008), nao
permitindo a eliminacdo completa de fontes de infeccdo do rebanho devido
principalmente a ocorréncia de animais anérgicos, que nao reagem aos testes
tuberculinicos (MEDEIROS et al., 2010).

A ocorréncia deste foco de tuberculose bovina requer ainda outros cuidados
como, por exemplo, deve ser levada em consideragdo a possivel existéncia de
portadores da infeccdo entre os tratadores, caes, gatos e equinos da propriedade.
Céaes e gatos podem adquirir a tuberculose bovina por meio de leite contaminado,
pela ingestdo de carne ndo cozida (restos de carnes e visceras de animais abatidos
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em matadouros) ou pela via aerégena (GREENE, 1990; WILESMITH; CLIFTON-
HADLEY, 1994; ABRAHAO, 1998). Portanto podem ser potenciais disseminadores
do M. bovis. A doenca nesses animais se localiza, preferencialmente, no trato
respiratério em caes e no intestino dos gatos (GREENE, 1990).

O diagnostico da tuberculose em céaes e gatos é muito dificil, uma vez que
ainda nao existe conduta padronizada de tuberculinizacdo nessas espécies. Para
atingir o objetivo de eliminagao da tuberculose, em situagdes como essa, o0 médico
veterinario pode utilizar-se de exames como a radiografia e ultrassonografia, a fim
de buscar lesbes sugestivas da tuberculose, além de exames clinicos como o
hemograma e urindlise. As implicagdes zoonéticas e o risco de infeccdo para o
homem e outros animais, combinadas com as dificuldades de um tratamento
prolongado com antibiéticos e a incerteza de obtencdo de resultados, sao
argumentos contra a tentativa de cura de caes e gatos tuberculosos (WILESMITH;
CLIFTON-HADLEY, 1994; ABRAHAO, 1998).

4.2 Exame Macroscoépico

Durante a inspecéao verificou-se que 22 (55%) carcacgas apresentaram algum
tipo de lesdo macroscopica sugestiva de tuberculose. Os linfonodos mediastinicos
foram os que tiveram maior ocorréncia (35%), seguido do figado (17,5%) e pulméo
(15%). As lesbes visualizadas foram nédulos granulomatosos de aspecto purulento
ou caseoso, com presenca de capsula fibrosa e em alguns casos apresentaram
ainda calcificacdo no centro da lesao, evidenciada pelo ranger da faca ao corte
(Figura 1). Duas carcacas (5%) apresentaram quadro de tuberculose generalizada
(tuberculose miliar) com ndédulos de 1 a 3 cm distribuidos por toda extensdo da
carcaca Em 15% dos casos, observou-se ainda aumento de volume dos linfonodos
mediastinicos.

As carcacas eram consideradas positivas quando, em pelo menos um dos
orgaos avaliados, fosse verificada a presenca de lesées sugestivas de tuberculose.
O indice de sensibillidade encontrado (55%), foi inferior ao reportado por Fraguas et
al. (2008), que observaram (72,16%) de carcaas com lesdes e superior ao relatado
por Pinto et al. (2004), que foi de(44%) em bovinos reagentes a tuberculinizacao.

Considerando-se que 58% dos animais infectados com tuberculose apresentam
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lesbes unicas (CORNER et al.,1990) a inspecdo mais detalhada de linfonodos,
incluindo os da cabeca, toracicos, mesentéricos e da carcaca, bem como baco, rim,
Ubere e O6rgaos genitais, aumenta a possibilidade dessas virem a ser visualizadas
(CORNER, 1994).

A inspecao macroscoépica ndo detectou lesdes sugestivas de tuberculose em
18 (45%) carcacgas. Situacdes em que os bovinos positivos aos testes tuberculinicos
nao apresentem lesdes visiveis a necropsia podem ocorrer (BRASIL, 2006). Alguns
aspectos estariam envolvidos, tais como: os animais estarem no estagio inicial da
doenca, ou contato com outras micobactérias que ndo o M. bovis (SOUZA et al.,
1999). Além disso, o tempo destinado para a inspecdo de abate pode ser
insuficiente para detectar todas as lesdes, o que dificulta o exame mais detalhado
(CORNER; 1994).

Atribui-se ainda a esta ocorréncia o fato dos linfonodos parotideos e
retrofaringeos nao serem examinados na rotina de abate do frigorifico onde ocorreu
o descarte dos animais. Trabalhos anteriores apontam o envolvimento dos
linfonodos retrofaringeanos (22,9 a 49,2%) nas lesdes de tuberculose (CORNER et
al., 1990; MILIAN-SUAZO et al., 2000). Segundo Corner et al. (1990), durante a
inspecao sanitaria em abatedouros, nos animais em que foi observada apenas uma
lesdo causada por M. bovis, o linfonodo retrofaringeano foi o local mais afetado,
correspondendo a 43,9% dos casos avaliados.

A utilizacdo do exame macroscopico nas linhas de inspecao dos abatedouros
tem demonstrado bons resultados, principalmente quando implementados em
regibes com alta prevaléncia da doenca (CORNER, 1994). Porém, a medida que a
prevaléncia diminui, a identificacdo dos rebanhos remanescentes se torna
progressivamente mais dificil (FURLANETTO et al., 2012). Embora atualmente nao
exista nenhum método de diagndstico, ante ou post mortem, capaz de identificar
todos os animais infectados com M. bovis, a deteccdo se torna mais sensivel
guando mais de um método é utilizado (WHIPPLE et al., 1996).
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Figura 1. Lesdes nodulares tipicas de tuberculose em 6rgaos e carcaca de
bovinos positivos no teste cervical comparativo. Sdo Gotardo MG,
2012.

A: Pulméo apresentando lesdo nodular com cerca de 3,0 cm de diametro, de cor
amarelada envolvido por cdpsula fibrosa e contendo exsudato com aspecto caseoso
em seu interior; B: Figado com nédulos de 1 a 3 cm de didmetro; C: Aumento de
volume de linfonodo mediastinico com processo inflamatério granulomatoso
contendo exsudato de aspecto caseoso a purulento em seu interior; D: Carcaga
com aspecto de tuberculose generalizada, apresentando lesbes nodulares por toda

a extensdo da carcaga.
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4.3 Diagnéstico Histopatolégico

4.3.1 HE

Nos achados histopatolégicos visualizados em HE verificou-se que 13
(32,5%) carcagas apresentaram alteragdes histoldgicas, sendo essas encontradas
com maior frequéncia nos linfonodos mediastinicos (15%), seguido pelo figado
(12,5%) e pulméao (7,5%). Foi observada a presenca de granulomas tipicos de
tuberculose, em alguns casos, envolvidos por capsula fibrosa, com um centro de
necrose caseosa ou de calcificagdo circundado por intensa proliferagcdo de células
mononucleares, células gigantes de Langhans e zona circunscrita de linfocitos
(Figuras 2 e 3). Trés amostras de linfonodos evidenciaram lesdes difusas,
caracterizadas por necrose, sem organizar o granuloma.

Das 22 lesGes consideradas positivas no exame macroscopico, 13 foram
confirmadas pelo exame histopatolégico corado em HE. Em oito animais (20%) as
lesbes macroscépicas semelhantes a tuberculose encontradas nos linfonodos, nao
se confirmaram no exame histopatologico. Esta diferenga pode ser explicada pela
ocorréncia de lesbes granulomatosas determinadas por outras etiologias, com
caracteristicas macroscoépicas indiferenciaveis da tuberculose, como o linfossarcoma
e linfadenites inespecificas (KANTOR et al., 1981; REIS et al., 1995).

Além disso, o fato de nem todas as lesbes macroscépicas terem sido
confirmadas no exame histopatolégico HE pode ser devido a subjetividade no
julgamento das mesmas (REIS et al., 1995). Por esta razao, a inspecao sanitaria das
carcagas deve ser realizada de forma criteriosa, por profissionais bem treinados,
para diminuir o risco de alimentos duvidosos chegarem a mesa dos consumidores,
ou ainda, segundo Fraguéas et al. (2008), a real etiologia e prevaléncia de lesdes
granulomatosas nao-tuberculosas, requerem ampla atencdo por representarem
motivo de condenacgdo desnecessaria de carcacas, e muitas vezes induzirem ao erro
durante os procedimentos de inspecao.

As alteracdes histologicas encontradas em apenas 13 carcagas podem ser
justificadas pelos diferentes estagios de evolucao da infeccdo. A resposta imune é
diferente em infeccbes recentes e avancadas, o que suporta a identificacdo entre os
animais cronicamente ou recentemente infectados (MEDEIROS et al., 2012). Os

autores empregaram o exame histopatolégico e outros testes complementares para
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identificacdo dos estagios da fisiopatologia da tuberculose, e concluiram que nem

todos os animais doentes de um rebanho encontram-se na mesma fase de infecgéo.

Figura 2. Fotomicrografia de amostras de figado de bovinos positivos no Teste
Cervical Comparativo, obtidas em abate sanitario para Tuberculose
bovina, Sao Gotardo, MG 2012.

A: Secgéo de figado. Granuloma envolvido por tecido conjuntivo fibroso, com area
central de necrose caseosa com foco de calcificagdo (seta). HE. 5x B: Seccao de
figado. Capsula fibrosa envolvendo zona circunscrita de linfocitos e intensa
proliferacdo de células monocucleares. HE.10x C: Parénquima hepético, as setas
indicam células gigantes do tipo Langhans. HE. 10x D: Célula gigante tipo
Langhans. Citoplasma amplo e nucleos dispostos na periferia da célula em forma de
ferradura. HE. 40x
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Figura 3. Fotomicrografia de amostras de pulmédo e linfonodo mediastinico de
bovinos positivos no Teste Cervical Comparativo, obtidas em abate
sanitario para Tuberculose bovina, Sdo Gotardo, MG 2012.

A: Seccao de pulmdo. Granuloma tuberculoso circundado por espessa capsula
fibrosa. Necrose caseosa central com infiltrado de macrégafos modificados (células
epitelidides), linfécitos e raros plasmaécitos. HE. 5x B: Seccdo de pulmao com
granuloma circundado por capsula de tecido conjuntivo, necrose caseosa central
com intensa mineralizagdo. HE. 5x C: Seccao de linfonodo evidenciando estrutura
granulomatosa com area de necrose central e calcificacao distréfica HE. 5x D:
Secgédo de linfonodo Granuloma tuberculoso com area central de necrose caseosa,

mineralizada e formacao de capsula fibrosa ao redor. HE. 5x.
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4.3.2ZN

N&o foi observada a presenga de BAAR em nenhuma das amostras avaliadas
pela coloracdo de ZN. Embora a técnica seja considerada um exame basico em
tuberculose humana, sobretudo do escarro, ela ndo é tao sensivel no diagndstico
histopatoldgico da tuberculose animal, pois os bacilos nem sempre sao visualizados
na amostra, mesmo na presenca de lesdes (FRAGUAS et al., 2008).

Outros estudos demonstraram também baixa sensibilidade da técnica de ZN
quando aplicada em cortes histol6gicos. Andrade et al. (1991) observaram BAAR em
9,1% das amostras histolégicas examinadas. Salazar, (2005) e Furlanetto et al.
(2012) relataram auséncia de BAAR em amostras de tecidos com lesdes sugestivas
de tuberculose, confirmadas no exame histopatolégico. Esses resultados podem ser
justificados pelo fato do teste s6 conseguir revelar a presenca de bacilos alcool-
acido resistente em concentracdes superiores a 10* bactérias por mL (RODRIGUEZ
et al., 2004).

Nas amostras com alteracdes histolégicas do tipo granulomatosa nao foi
possivel identificar BAAR. Esse fato pode ser explicado em funcédo do estagio de
progressdo da lesado resultante da reacdo de hipersensibilidade tardia, quando o
tubérculo desenvolve necrose de caseificagdo central, fibrose periférica com
circunscricdo da lesédo, que pode evoluir para resolugcéo e calcificacdo (MORRIS et
al., 1994; NEILL et al., 1994).

Segundo Wards et al. (1995), devido a baixa sensibilidade da técnica,
resultados falso-negativos podem ocorrer. Outra desvantagem do exame é que este
nao é capaz de discriminar entre os membros da familia Mycobacteriaceae, ou entre
os membros do género Mycobacterium e outros organismos que partilham da
mesma caracteristica tintorial, dos géneros Corynebacterium, Nocardia e
Rhodococcus (EISENSTADT; HALL, 1995; ROXO, 1997).
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4.4 Diagnéstico Sorologico

Dentre as 40 amostras de soro obtidas no abate sanitario para tuberculose, o
ELISA Mycobacterium bovis Antibody Test (IDEXX®) identificou apenas um (2,5%)
animal reagente, com valor de densidade Optica igual a 0,333 e relagdo A/P superior
a 0,30. A densidade 6ptica média do controle positivo foi maior que 0,30 e negativo
menor que 0,20. O ensaio obteve valores satisfatérios dos controles positivo e
negativo, conferindo assim validade ao teste.

Para confirmar o TCC, esperava-se maior numero de animais reagentes no
teste sorolégico de ELISA/IDEXX®, principalmente entre os 13 bovinos que
apresentaram lesdes granulomatosas no exame histopatolégico. Conforme Welsh et
al. (2005) na tuberculose bovina, apdés a diminuicdo da resposta celular que
acontece com a progressdao da doencga, ocorre aumento da resposta humoral,
baseada em anticorpos IgG1. No rebanho deste estudo acredita-se que o0s animais
naturalmente infectados se apresentavam em diferentes estagios de infeccao, e por
esta razdo nao se apresentaram com o mesmo padrdo de resposta soroldgica.

Lilenbaum e Fonseca (2006) indicaram a utilizagdo do ELISA como uma
valiosa ferramenta complementar para identificacdo de animais anérgicos. Os
autores avaliaram 18 rebanhos, sendo que dois animais apresentaram-se negativos
aos testes intradérmicos. A infeccdo nestes animais foi identificada através de ELISA
e confirmada pelo isolamento de M.bovis em lesées pulmonares. Desta forma, os
animais foram considerados como a mais provavel fonte de infeccao e responsaveis
pela manutencéo da doenca nos rebanhos.

O Unico animal reagente no teste sorolégico de ELISA/IDEXX® apresentou
também lesdes sugestivas de tuberculose no exame macroscopico, que foi
confirmado pelo teste histopatologico HE, com lesdo do tipo granulomatosa no
figado e pulmao. Medeiros et al. (2012) utilizaram ELISA com as proteinas
recombinantes MPB70/ MPB83 em bovinos positivos no TCC e verificaram que
dentre nove animais positivos no teste histopatolégico HE, trés foram também
positivos no ELISA, e 10 animais considerados inconclusivos no exame

histopatoldgico, dois foram reativos no ELISA.
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O indice de sensibilidade encontrado neste estudo (2,5%) foi inferior ao
relatado por Waters et al. (2011), que verificaram 63% de sensibilidade do
ELISA/IDEXX® em soro sanguineo de bovinos reagentes aos testes de
tuberculinizacdo intradérmica e/ou histopatolégico e/ou cultura. Segundo Waters et
al. (2011), a sensibilidade do ELISA/IDEXX® aumenta com a severidade da doenca.
Porém, ao contrario do que relatado pelo autor, no presente estudo verificou-se que
apesar da tuberculose ja se encontrar em quadro avancado, (caracterizado pelas
lesbes anatomopatoldgicas presente em mais de 50% das carcacgas e hiperplasia de
linfonodos) o ELISA/IDEXX® s6 conseguiu identificar um animal reagente.

Outros estudos com testes de ELISA padronizados (LILENBAUM et al., 1999;
SILVA, 2001; FRAGUAS et al., 2008), também demonstraram indices superiores de
sensibilidade, 86,47%, 47% e 34,02% respectivamente. Sugere-se que a variacao
dos indices, possa ser devido aos diferentes tipos e porcdes antigénicas de M. bovis

que sao utilizados na impregnacao das placas de ELISA.

4.5 Diagnostico Molecular

Extracao

O DNA genbmico total das amostras mostrou-se de boa qualidade quando
avaliado em gel de agarose, sendo representado por uma banda integra de alto
peso molecular (Figura 4).
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Figura 4. DNA gendmico total obtido a partir de muco nasal de bovinos reagentes ao
teste cervical comparativo para tuberculose. PM: padrdo de tamanho
molecular 100pb. 1-7: Amostras de DNA de swab nasal escolhidas

aleatoriamente.

PCR

O fragmento de 500pb especifico de M. bovis foi observado em apenas uma
(2,5%) amostra de DNA obtida a partir de muco nasal de bovino naturalmente
infectado, positivo no TCC. O controle positivo de M. bovis cepa AN5, controle
negativo (mix sem DNA) e amostra de muco nasal positiva estdo representadas na
Figura 5.

A baixa sensibilidade do exame realizado diretamente a partir de muco nasal,
neste estudo, pode ser explicada pelo método de extracdo empregado e também
pela possibilidade de pequena quantidade de bacilos presentes nas amostras. A
recuperagao do M. bovis por meio de técnicas convencionais de cultivo, em muco
nasal de bovinos naturalmente infectados, ja foi relata por outros autores, (DE
KANTOR; ROSWURM, 1978) com eficiéncia de recuperacao de 8,7%. A eficiéncia é
baixa, pois para um resultado positivo é necessario a presenca de 10-100

organismos viaveis na amostra, uma condicdo atendida somente em casos



45

avancados da doenca (BARRY et al., 1993). A técnica de PCR empregada
diretamente em amostras clinicas apresenta certas limitagdes (WARDS et al., 1995).

Bovinos experimentalmente infectados com M. bovis, ap6s cada infeccéo,
existe um periodo de defasagem, o qual o microrganismo nao pode ser isolado do
muco nasal (NEILL et al., 1998; Mc CORRY et al., 2005). Diferengas importantes no
perfil de eliminacao do bacilo foram observadas, o que classificou os bovinos como
eliminadores persistentes ou intermitentes (KAO et al., 2007; FIGUEIREDO et al.,
2010). A falha na eliminagdo da bactéria em animais experimentalmente infectados
ja foi relatada (Mc CORRY et al., 2005). O nivel global de desprendimento aumenta
durante as primeiras quatro semanas ap0s a exposi¢cao ao agente, e em seguida
comeca a diminuir (KAO et al., 2007) mas as bactérias ainda podem ser detectadas
por varias semanas e em alguns casos durante varios meses (FIGUEIREDO, et al.,
2010).

Com o uso da PCR foi possivel identificar o DNA de M. bovis em dois dias de
trabalho, tempo muito inferior ao necessario para a confirmacdo pelo método
bacteriolégico, que pode ser, conforme Pinto et al. (2002) de até 90 dias.
Tecnologias com base em acidos nucléicos, como a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e métodos relacionados tem se mostrado como uma ferramenta
de diagnéstico mais rapida, sensivel e especifica (RUGGIERO, 2004). O PCR é
descrito como um método eficiente na determinacdo da espécie de micobactéria,
tornando possivel o diagndstico definitivo em amostras post-mortem e em produtos
de origem animal (FUVERKI, 2008).

Para amplificacdo do fragmento gendémico RvD1-Rv2031c utilizou-se PCR
convencional com os primers JB21 e JB22, que amplificam um fragmento de 500pb.
Figueiredo et al. (2010) identificaram por meio de PCR multiplex, que amplifica
simultaneamente as sequéncias RvD1-Rv2031c (especifica para M. bovis) e IS6110
(presente em todas as espécies do CMT) e verificaram a presenca do DNA de M.
bovis em duas (5,9%) amostras de swab nasal de bovinos reagentes no TCC.
Mesmo tendo sido procedido o cultivo microbiolégico das amostras de swab nasal,

esses pesquisadores ndo conseguiram o isolamento do agente.
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Figura 5: Detecgdo do DNA de Mycobacterium bovis por PCR direto de swab nasal
de bovinos positivos no teste cervical comparativo para tuberculose. DNA extraido
de muco nasal foi usado como molde para a amplificacdo por PCR da sequéncia
RvD1Rv2031c (500pb). Linha PM: marcador de tamanho de fragmento de DNA (100
pb); Linha 1: produto da PCR originado de muco nasal de bovino reagente a
tuberculinizacdo obtido de bovino em abatedouros no estado de Minas Gerais,
Brasil; Linha 2: cepa de referéncia M. bovis (AN5), usada como controle positivo;
Linha 3: Controle negativo (mix sem DNA). A seta indica o fragmento de 500pb de
M. bovis.

Os indices de sensibilidade dos diferentes métodos complementares
utilizados no presente estudo se encontram resumidos na Tabela 3. A especificidade
dos testes ndo foi calculada, uma vez que se estudaram apenas animais com
diagnéstico de tuberculose positivo estabelecido pelo método de tuberculinizacao,
conforme recomendacao oficial (BRASIL, 2006).
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Tabela 3. indice de sensibilidade dos exames complementares para o diagnéstico
da tuberculose bovina em 40 animais reagentes ao teste cervical
comparativo*, Sao Gotardo - MG, 2012.

Teste Sensibilidade %
Anatomopatolégico 55
Histopatol6gico HE 32,5

ZN 0
Soroldgico 2,5
Molecular 2,5

* Em relagéo ao teste intradérmico, conforme PNCEBT.

Do total de amostras examinadas, nenhuma foi positiva nos cinco testes
complementares avaliados. Uma (2,5%) amostra foi positiva para o exame
macroscopico, histopatolégico (HE) e no ELISA, e outra amostra positiva no exame
macroscopico, histopatolégico e no PCR.

Os exames complementares foram testados dois a dois pelo teste de
McNemar e revelou haver diferenca estatistica (p<0,05) entre eles quanto a
capacidade de reconhecimento dos animais positivos para tuberculose. O exame
macroscopico quando comparados com os demais testes complementares, (HE, ZN,
ELISA e PCR) revelou diferenca estatistica (p<0,05). E o teste HE quando
comparado com (ZN, ELISA e PCR) também demonstrou haver diferenca na
eficiéncia de deteccdo de bovinos positivos no TCC. Fraguas et al. (2008),
recomendam a associacdo do exame macroscépico e histopatoldogico como
ferramentas complementares que podem ser utilizadas para confirmagdo de casos

duvidosos no abatedouro.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa permitem concluir que:

A tuberculose bovina encontra-se presente nesta propriedade, com alto indice
de prevaléncia (29,2%), confirmada pelos exame macroscépico e teste
histopatoldgico; porém a eficiéncia do ELISA/IDEXX e PCR foram baixas,
provavelmente devido aos diferentes estagios que os animais naturalmente

infectados se encontravam.

Por ser um rebanho leiteiro, a ocorréncia da tuberculose pode representar um
risco zoonético. Por esta razdo, o TCC ja deveria ser um exame de rotina
obrigatério em toda propriedade que comercializa leite ou carne, pois
reconhece infecgdes recentes, muitas vezes nao detectadas em exames

complementares.

O exame histopatolégico das lesdes, embora requeira pessoal e laboratorios
especializados, tem boa especificidade e permite a confirmagéo da presenca

da lesdo granulomatosa;

Sugere-se que o exame de ELISA/IDEXX® seja realizado também em animais
negativos a tuberculinizagdo, a fim de identificar os animais anérgicos, sendo

estes possiveis reservatorios da tuberculose.
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ANEXO

UJ Lniversidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo
Comissdo de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A - Campus Santa Ménica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE'FAX (34) 3239-4131; e-mail.ceuaufu@yahoo.com.br;
WWW.Comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 083/12 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAC DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFLU 054712

Projeto Pesquisa: “ldentificagdo de DNA de Brucella abortus & Mycobacterium
bovis em visceras de bovinos abatidos em Frigorifico Exportador”

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Anna Monteiro Correia Lima-Ribeiro

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas.

SITUAGAC: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.
OBS: O CEUA/UFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AC CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGAD DA MESMA.

AQ FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.

O MCODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlandia, 26 de Setembro de 2012

- Pt to

Prof. Dr. Jonas Dantas Batista
Coordenador Pro fempaore da CEUAUFU
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APENDICE

Apéndice 1. Resultado do exame de tuberculinizagdo dos 40 bovinos reagentes ao
teste cervical comparativo, realizado no dia 21 de Agosto de 2012 no Municipio de
Perdizes MG. Os resultados sdao expressos em milimetros (mm), em que A
corresponde a PPD aviéria e B PPD bovino. A0 e BO correspondem a medida inicial
da dobra da pele. A diferenca de cada medida € expressa por AA e AB e o resultado
final &€ obtido por meio da média final das duas medidas AB - AA. O resultado do
teste é interpretado de acordo com a tabela do regulamento técnico do PNCEBT.

Amostra | Idade | A0 A72 AA BO B72 AB AB - AA | Resultado
(anos)
1 5 6,2 9 2,8 8,2 15,2 7 4,2 POSITIVO
2 5 6 7,5 1,5 8,5 14 5,5 4 POSITIVO
3 9 4,6 5 0,4 7,6 12,2 4.6 4,2 POSITIVO
4 3 5 7,5 2,5 7,5 17,3 9,8 7,3 POSITIVO
5 9 5 7 2 6,7 13,7 7 5 POSITIVO
6 9 45 | 10,2 5,7 7 20 13 7,3 POSITIVO
7 3 4,7 5,5 0,8 7 14,8 7,8 7 POSITIVO
8 12 6,4 7 0,6 8,6 14,3 5,7 5,1 POSITIVO
9 4 5 7 2 8,5 14,5 6 4 POSITIVO
10 3 5 5,7 0,7 9,5 14,7 52 4,5 POSITIVO
11 8 6 7 1 7,5 14,5 7 6 POSITIVO
12 5 8,2 | 13,5 5,3 8,5 19 10,5 52 POSITIVO
13 4 4.6 5,7 1,1 7 12,2 52 41 POSITIVO
14 6 5,7 6,5 0,8 10 15,5 5,5 4,7 POSITIVO
15 14 6,5 | 10,5 4 9 21 12 8 POSITIVO
16 9 6,5 12 5,5 6,7 21,2 14,5 9 POSITIVO
17 7 71 8,1 1 9,5 15,8 6,3 5,3 POSITIVO
18 12 6 8,6 2,6 9 16,2 7,2 4,6 POSITIVO
19 13 8,5 | 12,3 3,8 8,5 21 12,5 8,7 POSITIVO
20 8 45 7 2,5 6,3 21 14,7 12,2 POSITIVO
21 5 6,8 | 12,5 5,7 8,1 20,4 12,3 6,6 POSITIVO
22 8 4,5 7 2,5 6,3 18,8 12,5 10 POSITIVO
23 5 6 6,5 0,5 7 12,4 5,4 4,9 POSITIVO
24 6 53| 6,5 1,2 9 18 9 7,8 POSITIVO
25 13 6,5 7 0,5 7,5 12 4,5 4 POSITIVO
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26 6 76| 12 4,4 11 23 12 7,6 POSITIVO
27 4 6 6,5 0,5 9 14 5 4,5 POSITIVO
28 4 4,5 7 2,5 7,3 18 10,7 8,2 POSITIVO
29 5 6,1 8 1,9 7 14 7 5,1 POSITIVO
30 12 5 12 7 7 21 14 7 POSITIVO
31 4 85| 11 2,5 8,5 18,5 10 7,5 POSITIVO
32 12 94| 98 0,4 9,5 20 10,5 10,1 POSITIVO
33 3 7,7 | 10,5 2,8 9,1 19 9,9 7,1 POSITIVO
34 6 7 7,5 0,5 8,5 13,5 5 4,5 POSITIVO
35 4 56| 85 2,9 9 18,6 9,6 6,7 POSITIVO
36 8 57| 85 2,8 7,5 14,4 6,9 4,1 POSITIVO
37 3 48 | 7,5 2,7 8,3 15,7 7,4 4,7 POSITIVO
38 12 6,7 | 10,5 3,8 7,5 17,2 9,7 5,9 POSITIVO
39 6 5,6 6 0,4 8 13 5 4,6 POSITIVO
40 9 7 7,5 0,5 7 15,8 8,8 8,3 POSITIVO




