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RESUMO

Em diversos paises, a tuberculose bovina, causada pelo Mycobacterium
bovis, € um problema econbmico e de saude publica. Mundialmente, sao
implementados programas de erradicacdo da enfermidade com politicas baseadas
em testes tuberculinicos e abate dos animais reativos. Com o objetivo de auxiliar a
erradicacdo da tuberculose bovina, este estudo avaliou o uso de técnicas
imunoldgicas e bacteriolégicas em um rebanho naturalmente infectado com
Mycobacterium bovis. Na primeira etapa, um rebanho leiteiro com 274 vacas
mesticas foi submetido a testes tuberculinicos intradérmicos. Apds essa etapa, o
teste Interferon-y (IFN) foi empregado em amostras provenientes de 32 vacas
reativas e em outros 18 animais negativos aos testes tuberculinicos intradérmicos,
no dia da tuberculinizacdo e nos dias sete e 21 apds a inoculacdo do PPD (p.i.). A
sensibilidade do IFN no momento da inoculagdo com PPD foi de 96,8%, enquanto a
especificidade foi de 88,8%. Quando utilizado como teste confirmatorio nos dias sete
e 21 p.i.,, IFN apresentou no rebanho estudado sensibilidade de 78,8% e 75,8%,
enquanto a especificidade foi de 94,1% e 84,2%, respectivamente. Animais reativos
aos testes empregados foram abatidos e necropsiados, e amostras de pulmdes e
linfonodos foram processadas por trés diferentes metodologias empregando o0s
descontaminantes 0,75% HPC, 6% de &acido sulfurico ou 4% NaOH. As
sensibilidades de cada método de descontaminacao foram respectivamente 20,6%,
37,9% e 20,6%. Nao houve diferenca significativa entre os métodos de
descontaminacdo de Petroff e do acido sulfurico, embora o método que empregou
HPC tenha se mostrado mais sensivel do que os demais. Estes resultados mostram-
se promissores para que possam ser sugeridos novos protocolos de diagnostico
confirmatorio ante mortem da infeccdo e melhor recuperacdo do agente no

diagndéstico post mortem.

Palavras-chave: Diagnéstico, tuberculose, bovino, erradicacdo, Mycobacterium bovis



ABSTRACT

In many countries bovine tuberculosis, caused by Mycobacterium bovis, is an
economic and public health concern. For the eradication of the disease health
programs are executed worldwide, under policies based on intradermal testing and
slaughtering of reactive animals. To help the eradication of bovine tuberculosis, this
study tested currently available immunological and biological techniques on a herd
naturally infected with Mycobacterium bovis. In the study’s first step, a dairy herd
comprising 274 crossbred cows was submitted to the tuberculin skin test. After this
step, the Interferon-y test (IFN) was performed on samples from 32 reactive cows
and on 18 animals that had tested negative to intradermal tests. This test was
performed on samples collected on the day of inoculation of purified protein
derivative (PPD) (day zero), on day seven, and on day 21 after PPD inoculation (pi).
Sensitivity of INF at day zero was 96.8%, while specificity was 88.8%. When used as
a confirmation test on days seven and 21 pi, INF showed sensitivity of 78.8% and
75.8%, while specificity was 94.1% and 84.2%, respectively. Reactive animals to the
tests performed under this study were slaughtered and tissue samples were
submitted to three different procedures with the following decontaminants: 0.75%
HPC, 6% sulfuric acid, and 4% NaOH. Sensitivity to the decontamination methods
were respectively 20.6%, 37.9% and 20.6%. There was no significant difference
between the NaOH and the sulfuric acid methods, although HPC method proved to
be more sensitive than the others. Different strategies can be suggested based on
these results for ante-mortem confirmation diagnosis of bovine tuberculosis and for

better isolation of the agent in the post mortem diagnosis.

Keywords: Diagnosis, tuberculosis, cattle, eradication, Mycobacterium bovis



1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina (bTB) € uma doenca infecciosa de ocorréncia mundial
causada por Mycobacterium bovis que determina riscos a saude da populagédo que
consome produtos de origem animal e prejuizos tanto a pecuaria de corte quanto a
leiteira. A forma mais frequente da doenca é a pulmonar, embora possa ainda
ocorrer a forma intestinal em bezerros por meio de ingestdo de leite contaminado
(POLLOCK e NEILL, 2002). Entretanto, em paises onde ha algum programa de
controle implementado, lesdes intestinais ndo sdo comumente observadas devido a
eliminagédo dos animais reativos antes da disseminagéo do bacilo para o Ubere, e a
forma intestinal € normalmente resultante da disseminag¢do de um complexo primario

(NEILL et al., 1994a).

A enfermidade € uma importante causa de perdas econdmicas, tanto em
relacdo aos rebanhos individualmente, como para a economia dos paises onde esta
ainda ocorre. A infeccao leva a diminuicdo de 10 a 20% da producédo de leite e do
ganho de peso do gado leiteiro e causa reducéo da fertilidade do rebanho. Quanto
aos rebanhos de corte, ha a condenacdo de carcacas dos animais infectados,
além dos prejuizos determinados pelo impedimento a exportacdo de carnes para
paises onde a tuberculose é controlada (LILENBAUM et al., 1998).

Outro grande motivo para o interesse nha tuberculose bovina é a
suscetibilidade do homem a doenca determinada pelo mesmo agente,
Mycobacterium bovis, que pode acometer principalmente os trabalhadores rurais. A
tuberculose intestinal humana é relacionada a ingestao de leite cru e seus derivados
nao pasteurizados, e constitui a principal causa de manifestacbes nédo-pulmonares
por esta moléstia em regides rurais (GRANGE & YATES, 1994).
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Devido a importancia econdmica e sanitéria da doenca, diversos métodos de
diagnostico da tuberculose bovina ja foram desenvolvidos com variagfes de tipos de
amostras selecionadas, sensibilidade e especificidade. Rotineiramente sé&o
classificados em métodos diretos que implicam no isolamento e visualizacdo do
agente ou parte do seu genoma, e métodos indiretos que mensuram a resposta
imunologica do animal frente ao desafio com algum antigeno especifico do

Mycobacterium bovis.

O meétodo padrdo para o diagnostico da tuberculose bovina é o teste
tuberculinico intradérmico, baseado na reacdo de hipersensibilidade tardia ao
derivado proteico purificado (PPD) extraido do agente (OIE, 2008). Entretanto o
diagnéstico definitivo da infeccdo de um rebanho s6 € possivel por meio da cultura
bacteriologica e identificacdo do agente, principalmente quando a prevaléncia da
enfermidade € baixa, durante os Ultimos estagios de uma campanha de erradicacao
(CORNER, 1994; FIGUEIREDO et al., 2008).

No Brasil o teste oficial para diagnostico da tuberculose bovina é o alérgico
cutaneo (BRASIL, 2006), pois ja esta estabelecido que Mycobacterium bovis causa
uma reacao do tipo hipersensibilidade tardia e que o reconhecimento dos antigenos
de micobactérias pelos linfécitos T € sugerido como a principal resposta imunoldgica
a tuberculose (ALITO et al., 2003, POLLOCK et al., 2005, WELSH et al., 2005).
Entretanto Pollock e Neill (2002) mediram a funcdo das respostas de células B e
reportaram que essas células induziram a producdo de anticorpos nas etapas
avangadas da tuberculose bovina. Este fato foi reforgado por Welsh e colaboradores
(2005), que demonstraram o0 progresso da resposta imunologica celular para
humoral em todos os 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).

A ocorréncia de animais anérgicos e a dificuldade em se diagnosticar um
rebanho como infectado decorrente de métodos bacterioldégicos pouco sensiveis
(CORNER, 1994) colocam em risco os programas nacionais de erradicacdo da
tuberculose bovina. Por essas razfes o presente estudo se prop0s a avaliar a
utilizacao de diferentes métodos de diagndstico aplicados simultaneamente em um
rebanho naturalmente infectado, levando em consideracéo o histérico do rebanho, a

resposta imune a enfermidade e os aspectos microbiol6gicos do agente.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASPECTOS GERAIS

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento, no
periodo de 1989 a 1998 foi observada uma prevaléncia de tuberculose bovina de
1,3% no Brasil (BRASIL, 2006). No Rio de Janeiro, Lilenbaum e colaboradores
(1998) testaram 1632 bovinos de aptidao leiteira em propriedades com histérico
sugestivo da ocorréncia de tuberculose e verificaram 12,7% de reatividade ao teste
intradérmico cervical simples, alertando para a alta ocorréncia da enfermidade em
nosso estado. Apesar da existéncia comprovada da enfermidade, ha uma escassez
de dados oficiais atualizados referentes a prevaléncia da tuberculose bovina no

Brasil.

A tuberculose bovina vem sendo alvo de intensa campanha de erradicagao
por meio de um programa nacional. O controle da enfermidade, no Brasil e em
outros paises onde a enfermidade é comum, baseia-se no método de “teste-e-abate.
De acordo com o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT), que foi instituido em 2001, foi definida uma estratégia de
certificacdo de propriedades livres ou monitoradas (BRASIL, 2006). A correta
deteccdo dos animais infectados é importante, pois a interferéncia na capacidade
plena de producédo pode ocasionar reducdes de até 25% na produtividade animal
(POLETTO et al., 2004).

Um dos maiores complicadores para o sucesso do plano de controle diz
respeito as limitacbes do método de diagnostico preconizado, a intradermoreacao
com PPD bovina ou com PPDs bovina e aviaria. Estes métodos apresentam

problemas quanto ao padrdo de sensibilidade e especificidade (WOOD et al., 1991;
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ROTHEL et al., 1992; FIFIS et al., 2004), variando de 68-95% de sensibilidade e 96-
99% de especificidade, além de outras desvantagens, como a necessidade de duas
visitas a propriedade num prazo de 72 horas (MONAGHAN et al., 1994), tornando o
diagnostico de alto custo, laborioso e sujeito a fraudes. Muitas vezes seu uso como
ferramenta Gnica de diagndstico ndo permite a deteccdo de todos os animais
infectados (LIEBANA et al., 2008), ndo sendo possivel a completa eliminacdo dos

focos de infeccéo no rebanho.

2.2 A DOENCA

Mycobacterium bovis, agente da tuberculose bovina, € um membro do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB) (DE LA RUA-DOMENECH et al.,
2006). Apesar de um alto nivel de similaridade genética entre essas espécies, as
diferencas genéticas parecem estar concentradas na capacidade patogénica em
relacdo a restricdo ao hospedeiro (SREEVATSAN et al, 2000; PIERCY et al, 2007).
A maioria das demais espécies de micobactérias existe principalmente como
saprofitos ambientais e estdo distribuidas amplamente no solo, poeira e agua.
Algumas dessas espécies sao agentes patogénicos oportunistas para humanos e
animais com capacidade para causar a doenca local ou mesmo sistémica quando
em individuos imunocomprometidos (COLLINS, 1994).

No gado bovino, as lesdes da tuberculose sdo com maior frequéncia
encontradas nos orgaos ricos em tecido reticuloendotelial, em particular os pulmdes
e ganglios linfaticos associados, e no figado (CORNER et al., 1990). Outro estudo
realizado em gado bovino naturalmente e experimentalmente infectado demonstrou
que as lesdes sdo mais frequentemente observadas nas vias respiratorias inferiores;
no entanto em um numero significativo de casos as vias respiratérias e tecidos
associados superiores também podem apresentar lesbes (NEILL et al., 1994a;
RODGERS et al., 2007). Embora os tubérculos ndo sejam considerados lesao
patognomonica da TB bovina, a presenca destes leva aos sinais clinicos da doenca,
que estdo diretamente associados a sua distribuicdo e quantidade (DE LA RUA-
DOMENECH, 20086).
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2.3 TRANSMISSAO

Embora os bovinos possam ser infectados por M.bovis por outras vias além
de aerossois, esta é a via de transmissao mais importante (GRIFFIN e DOLAN,
1995; POLLOCK et al., 2005; OIE, 2008). Morris e colaboradores (1994) também
informaram o papel principal da via de transmissdo aérea e a transmissao animal-
animal. A contaminacao pelos alimentos ou pelos fomites ndo € comum devido as
baixas doses infectantes de bacilos que podem ser encontrados em condicbes
naturais no ambiente. Este fato explica a maior ocorréncia em gado leiteiro do que
em gado de corte, como conseqiéncia das praticas de criagdo, em que 0 contato
proximo entre 0s animais aumenta a possibilidade da transmissdo de doencas. Este
fato ndo se apdia nas diferencas raciais como fator de risco para ocorréncia da
doenca, uma vez que o gado bovino de corte criado em sistema intensivo também
demonstra alta susceptibilidade para a propagacao da infeccdo. Contudo, um estudo
recente de Ameni e colaboradores (2007) encontrou prevaléncia significativamente
inferior nas racas zebus nativas, comparada ao gado bovino da raca Holandesa em
condicdes idénticas de criagdo no campo, e também uma maior gravidade nas
lesBes encontradas em animais da raca Holandesa, o que pode sugerir também um
componente racial na ocorréncia da infeccdo. Menos comum, mas também
importante, é a infeccdo do aparelho digestivo apos a ingestdo do leite ou pastagem
contaminada. Outra forma menos comum de transmissao € a infec¢ao transcutanea,
enquanto que a transmissao vertical € raramente descrita em condigbes naturais
(THOEN et al., 2006).

E importante mencionar também que varias espécies da fauna silvestre sio
implicadas na manutengdo e transmissao de M. bovis em todo o mundo. Os
reservatorios de fauna silvestre podem dispersar M. bovis por uma variedade de vias
como secregbes respiratorias, urina ou fezes, sendo que a via de transmissdo
principal dependera do tipo de interacdo entre as populacdes de diferentes espécies
(THOEN et al., 2006). A infeccdo ocasionada pelo M. bovis ja foi reportada em
diversas espécies animais em todo o mundo (THOEN et al., 2006; HARRINGTON et
al., 2007; UNE e MORI, 2007), entre as quais estdo os bufalos no Brasil (FREITAS
et al., 2001), suricatos no deserto Kalahari da Africa do Sul (DREWE et al., 2009),
texugos na Gra-Bretanha, bufalo africano na Africa do Sul, veado de rabo branco

nos EUA e gambas na Nova Zelandia. Os texugos sdo reconhecidos como
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reservatorios da infeccado e sdo uma grande razdo para a infeccado continua do gado
bovino por M. bovis no Reino Unido (KAO et al.,, 2007). No Brasil ndo ha dados
sobre a ocorréncia de M. bovis em animais selvagens.

A transmisséo de bacilos pode ser influenciada pela idade e comportamento
do animal, ambiente, clima, e pelas praticas agricolas predominantes (POLLOCK e
NEIL, 2002; LILENBAUM et al., 2007). Rajaram e colaboradores (1996) relataram
que as condicbes climaticas na india, em particular as altas umidade e temperatura,
favoreciam a existéncia e a propagacao da tuberculose bovina, enquanto que na
Irlanda, com diferentes condi¢cfes climaticas, este fato ndo pode ser confirmado
(HAHESY et al., 1992a). Boas praticas agricolas de criagdo podem prevenir outros
fatores de risco, como o adequado destino ao esterco bovino infectado (HAHESY et
al., 1992 b), o controle da transmissdo entre propriedades contiguas (DENNY e
WILESMITH, 1999), a presenca de confinamento constante (RAJARAM et al., 1996;
LILENBAUM et al., 2007) e alta densidade do gado (OLIVEIRA et al., 2007), além da
frequéncia de assisténcia veterinaria (LILENBAUM et al., 2007) e compartilhamento
de colostros (EVANGELISTA et al., 1996).

2.4 POTENCIAL ZOONOTICO

A tuberculose zoondética, como é chamada a infeccdo no homem determinada
por M. bovis, € reconhecidamente uma ameaca a saude publica em paises em
desenvolvimento. Em alguns desses paises ha limitada ou nenhuma medida de
controle contra a tuberculose bovina (COSIVI et al., 1998; THOEN et al., 2006). A
infeccdo humana ocasionada por M. bovis pode ocorrer pela via aerdgena, ingestao
de leite infectado (WHO, 1994), ou com menor freqiéncia, pelo contato com
mucosas e pele lesionada (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006b). A doenca
causada por M. bovis é clinica, radiolégica e patologicamente indistinguivel da
doenca determinada por M. tuberculosis. Entretanto, diferente da tuberculose
caracteristica em humanos, a apresentacdo extrapulmonar é muito frequente,
principalmente devido a via de infeccdo (GRANGE, 2001). Considerando o
tratamento padrdo para infec¢cdes determinadas por M. tuberculosis, a falta de
diferenciacdo entre M. bovis e M. tuberculosis pode ser um problema. M. bovis é
naturalmente resistente a pirazinamida, um medicamento usado com frequéncia

para o tratamento da tuberculose nos seres humanos. Portanto, os individuos
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infectados por M. bovis podem apresentar um tratamento ineficiente, que
possibilitaria que o0s pacientes fossem potenciais transmissores dessas cepas
resistentes a outras pessoas e animais (ABRAAO et al., 2005).

Em paises industrializados, a infeccdo humana por M. bovis tem sido
controlada em grande parte pela pasteurizacdo do leite de vaca, inspe¢ao de
matadouros, e testes obrigatérios de diagndstico com abate do gado bovino reativo
(ROMERO et al., 2006). No Brasil apesar da existéncia de um Plano Nacional de
Erradicacao, ainda ocorre a comercializacao da carne e leite sem controle sanitario,
0 gque representa uma ameaca a saude publica, ja que a ingestdo desses produtos é
uma possivel via da infec¢do aos seres humanos (ABRAAO et al., 2005). Em alguns
paises em desenvolvimento, nos quais a tuberculose bovina ndo é controlada, a
maioria de casos humanos ocorre nas pessoas jovens devido a ingestdo ou
manipulagéo de leite contaminado (COSIVI et al., 1998). A infeccao transmitida por
via aérea continua a ocorrer em trabalhadores de matadouro na industria da carne
nas regidoes onde a infeccdo ainda € prevalente no gado bovino (THOEN et al.,
2006). Embora a doenca humana primaria seja muito rara nos paises desenvolvidos
onde a tuberculose bovina foi erradicada, a forma de reativacdo (pos-primaria) da
doenca pode ocorrer (WHO, 1994).

Segundo a OIE (2007), a proporcédo dos casos de TB zoondética no Brasil
desconhecida, uma vez que o uso de cultura bacteriologica para o diagnostico da
bTB ndo é empregada como uma rotina por todas as amostras (SEQUEIRA et al.,
2005). Os ultimos dados publicados relatando a relevancia da tuberculose zoondética
no Brasil informaram a ocorréncia de somente um caso em 20 anos (1987-2006)
onde M. bovis foi confirmado como o agente etiolégico de tuberculose humana
(KANTOR et al., 2008). Mais recentemente, cerca de 8.000 amostras clinicas
humanas foram cultivadas no mesmo laboratdrio para a detec¢do de micobactérias e
nenhum isolado de M. bovis foi obtido (SOBRAL, 2009). Na rede de laboratérios de
Séao Paulo (Instituto Adolfo Lutz), um total de 355.383 cultivos foram realizados no
periodo 2001-2005 e somente duas cepas de M. bovis foram recuperadas de dois
pacientes, um em 2001 de uma bibépsia de ganglios linfaticos, e outro em 2002 de
uma amostra de liquido cerebroespinhal. No Laboratoério de Referéncia do estado do
Rio Grande do Sul (1997-2005), de aproximadamente 5.000 isolados
micobacterianos fenotipados, nenhum M. bovis foi confirmado (KANTOR et al.,
2008).
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2.5 INCIDENCIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Apesar da ocorréncia da doenca, ha uma falta de dados oficiais a respeito da
prevaléncia atual da tuberculose bovina no Brasil. Durante o periodo de 1989 a
1998, os dados dos relatérios oficiais indicam uma prevaléncia média nacional de
1,3% de vacas infectadas (BRASIL, 2008). Desde o inicio da execu¢do do PNCEBT
no Brasil, poucos estudos informaram a prevaléncia da doenca, variando de 0,7% a
3,3% (RIBEIRO et al.,, 2003; POLETTO et al., 2004; BAPTISTA et al.,, 2004;
OLIVEIRA et al., 2007). Segundo a epidemiologia da doenca, a maior incidéncia em
gado leiteiro que em gado de corte também determina a distribuicdo geografica da
enfermidade. Roxo (2005) informou a taxa de infeccdo em diferentes areas no Brasil,
e nao inesperadamente, a regido com a menor taxa de infeccdo foi onde os
rebanhos de gado de corte sdo predominantes. Contudo, estes dados representam
algumas regides em particular e ndo podem ser considerados para 0 contexto
nacional. E importante ter em mente a diversidade e o enorme tamanho do rebanho

brasileiro, que compreende aproximadamente 200 milhdes bovinos (PAHO, 2006).

2.6 MICROBIOLOGIA E ECOLOGIA

O bacilo da tuberculose foi cultivado pela primeira vez em laboratério por
Robert Koch em 1882 (COLLINS, 1994). Micobactérias sdo bactérias de crescimento
lento, bacilos aerdbios estritos, caracterizados pela auséncia das capsulas ou dos
flagelos (RUGGIERO et al.,, 2007). Mycobacterium sp. sdo bastonetes delgados,
curvo a retos, imoveis, medindo 0,2 a 6um x 1,0 a 10,0um (EISENSTADT e HALL,
1995) e de acordo com Ghosh et al. (2009) podem formar esporos.

Do ponto de vista citoquimico, as micobactérias sdo Gram-positivas (HIRSH e
ZEE, 2003, KATSUBE et al., 2007), mas a estrutura da parede celular é diferente de
outras bactérias Gram-positivas. Aproximadamente a metade da massa da parede
de celular estd composta de grandes acidos graxos (C70 ao C90) de cadeira
ramificada chamados os acidos micolicos (KATSUBE et al., 2007). Eles constituem o
interior do folheto lipidico da parede de células micobacterianas e formam uma
barreira eficaz contra a penetracdo de antibibticos e agentes quimioterapicos
(BHAKTA et al., 2004).
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A parede celular confere aos bacilos a estabilidade e resisténcia a coloracédo
de Gram. Para observar os bacilos &lcool-acido resistentes (BAAR) pela
microscopia, o0 meétodo de Ziehl-Neelsen ou uma técnica relacionada pode ser
utilizada (HIRSH e ZEE, 2003). Em geral, os bacilos ndo podem tolerar a exposi¢cao
ao calor, a luz solar direta ou condi¢des secas, mas sob condic¢des frias, escuras e
umidas os bacilos podem sobreviver mais tempo (APHIS, 2002). M. tuberculosis e
M. bovis sdo dois patdégenos que ndo sobrevivem fora do hospedeiro por muito
tempo (COLLINS, 1994). A sobrevivéncia dos membros do complexo M. tuberculosis
nos tecidos do hospedeiro parece depender da capacidade das bactérias de
reorientar seu metabolismo e utilizar qualquer fonte disponivel de carboidrato,
nitrogénio e energia (CHEN et al., 2003).

Os agentes quimicos como solucdo de hipoclorito de calcio, solucdo de
formaldeido alcalino e cal, solugdo de hipoclorito de calcio clarificada, suspensao de
cal fresca e solugdo de formaldeido alcalino sé@o eficazes contra o bacilo, mas sua
acdo pode ser afetada pela concentracdo do produto e o tempo de exposicéo
(RUSSELL et al.,, 1984). A combinacdo de tempo-temperatura necessaria para a
destruicdo deste organismo foi o fator primordial no estabelecimento das normas de
pasteurizacédo, aquecendo o leite a 63,5C durante 30 minutos ou 71,1C por 15
segundo (GRANT et al., 1996).

2.7 ANTIGENOS

A parede de células micobacterianas tem uma grande quantidade de acidos
micolicos, que estdo ligados covalentemente a aglcares como trealose e arabinose
(KATSUBE et al., 2007) e sdo implicados na patogenia da doenca (VESOSKY et al.,
2004; HOTTER et al., 2005; KATSUBE et al., 2007). Os acidos micolicos diminuem a
permeabilidade da parede de células, aumentam a resisténcia contra a lise de
bactérias, variacdes de temperatura e acdes de antibidticos (ANONYMOUS, 2001).

Embora a estrutura da parede das micobactérias seja considerada um fator
de viruléncia, proteinas secretadas também desempenham uma funcdo na
patogenia que conduz as respostas imunoldgicas. Watanabe e colaboradores (2006)
enfatizaram a possibilidade de que a imunidade adaptativa humana contra a
infeccdo micobacteriana pode envolver o reconhecimento imune dos antigenos

lipidicos e protéicos derivados das micobactérias. Assim, tanto PPDs quanto
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antigenos isolados sdo reconhecidos pelo sistema imune de animais submetidos a
modelos experimentais de infecgcdo com M. bovis (LESELLIER et al., 2008).

O complexo Antigeno 85 (Ag85) do MTB é implicado na patogenia devido as
sua capacidade de ligacdo com a fibronectina e organizacdo da parede celular
micobacteriana (BELISLE et al., 1997). Apesar das proteinas do complexo Ag85
representarem uma grande parte das proteinas secretadas (WIKER et al., 1986;
WIKER e HARBOE, 1992), o antigeno MPB70 secretado pelo M bovis. foi
identificado como um potente estimulador de linfocitos T (RADFORD et al., 1990) e
um alvo de células B (LIGHTBODY et al.,, 2000) em gado bovino tuberculoso. A
estrutura do MPB70 indica que ambos MPB70 e o seu altamente homo6logo MPB83
estdo envolvidos na ligacdo de M. bovis com proteinas da célula hospedeira
(CHAMBERS et al., 2004).

Em adicdo ao papel dos antigenos ja reconhecidos, a proteina-10 (CFP-10)
do filtrado de cultura de M. bovis, uma proteina co-secretada de micobactérias, é
também considerada uma potente indutora de IFN-y sozinha (WATERS et al., 2006c¢)
ou associada com ESAT-6, outra proteina co-secretada (THACKER et al., 2007).
Outra questado importante € a presenca de ambos os antigenos em cepas virulentas
de M bovis e sua auséncia na cepa BCG (SOOP et al., 2006). No gado bovino, a
completa interacdo de antigenos na patogenia da tuberculose ainda ndo é bem
compreendida.

2.8 RESPOSTA IMUNE

ApGs a infecgdo, hd uma interagdo inicial entre os macrofagos alveolares e
micobactérias, que definird os eventos posteriores e decidira as consequéncias da
exposicao aos bacilos (POLLOCK e 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).

Esta bem estabelecido que Mycobacterium bovis causa leva & uma reacéo do
tipo hipersensibilidade tardia e que o reconhecimento dos antigenos de
micobactérias pelos linfécitos T € sugerido como a principal resposta imune a
tuberculose (ALITO et al.,, 2003, POLLOCK et al., 2005, WELSH et al., 2005). A

resposta de hipersensibilidade tardia € avaliada como um indicador de uma resposta
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imune do tipo celular que é conseqiéncia da infeccdo por Mycobacterium sp.
(THOM et al., 2004).

No gado bovino, os linfécitos T sdo as primeiras células envolvidas na reacao
a tuberculose, demonstrando a importancia da imunidade mediada por células (IMC)
na tuberculose bovina (POLLOCK et al., 2005). As células CD,4, CDg e ydT sao sub-
populacdes dos linfécitos T envolvidos no controle da doenca (POLLOCK e NEILL,
2002; BUDDLE et al., 2002; SKINNEER et al., 2003; BUDDLE et al.,, 2005;
POLLOCK et al., 2005), mas outra populacdo de linfécitos T (natural killer [NK]
linfécitos T) também esta envolvida (SKINNER et al., 2003). Pollock e Neill (2002)
descreveram o possivel envolvimento do linfocito T NK na infec¢cdo por M. bovis e,
além disso, mencionaram a identificacdo dos neutréfilos como primeiras células
associadas ao granuloma em desenvolvimento nos bovinos nas etapas iniciais da
infeccdo, neste caso os neutrofilos poderiam estar implicados em coordenar o
desenvolvimento do granuloma.

Os estudos da dindmica de linfocitos na circulagdo sanguinea do gado bovino
experimentalmente infectado por M. bovis revelaram participacdo sequencial das
sub-populagdes dos linfécitos T (BUDDLE et al., 2005); em um primeiro momento o
predominio € da célulaydT, seguida pela célula CD,, e posteriormente uma
participacdo mais proeminente da célula CDg (POLLOCK et al., 2005). A populacdo
de células CD, de linfocitos T realiza a maior contribuicdo na imunidade adquirida
contra tuberculose, produzindo Interferon y (IFN-y) sob influéncia da interleucina-12
(IL-12). Os Linfocitos T CDg mediam seus efeitos pela producdo de citocinas como
IFN-y e também apresentam atividades citotoxicas, que controlam a replicacao
micobacteriana. As células yd T, que estdo presentes em grandes quantidades nos
jovens ruminantes, conseguem reconhecer antigenos micobacterianos nao
proteicos, assim como antigenos protéicos (BUDDLE et al., 2002). Como uma parte
da imunidade contra micobacterias, o desenvolvimento de resposta T auxiliar tipo 1
(Thl) IMC baseada, por meio da producédo das citocinas como fator de necrose a
(TNF-a), IL-12 e IFN-y, é considerado essencial para ativar as rotas de macréfagos
microbicidas (WELSH et al, 2005), que restringe a ativacédo bacteriana (BUDDLE et
al., 2005).

Pollock e Neill (2002) mediram a funcdo das respostas de células B e
reportaram que essas células induziram a producdo de anticorpos somente nas

etapas avancadas da tuberculose bovina. Este fato foi reforcado por Welsh e
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colaboradores (2005), que demonstraram o progresso da resposta imunoldgica
celular para humoral em todos os animais tuberculosos analisados. Inicialmente os
animais desenvolveram forte resposta IMC. A resposta celular claramente diminuiu
como a progressdo da doenca, e houve o aumento da resposta humoral baseada
em anticorpos IgGl. Contudo, a resposta humoral ndo pareceu ser capaz de
controlar a infecgéo, a progresséao da enfermidade e o aumento da carga bacteriana.
Waters e colaboradores (2006b) demonstraram que o0 gado bovino
experimentalmente infectado também pode ter uma resposta de anticorpos
prematura, com a deteccdo de anticorpos especificos IgM e 1gG, utilizando
antigenos ja reconhecidos.

A progresséo da doenca pode explicar a anergia de alguns bovinos infectados
aos testes comuns baseados na IMC. A auséncia da resposta celular nos animais
infectados ocorre em particular quando a carga bacteriana é alta (McNAIR et al.,
2000). Na tuberculose humana, a falta de reatividade ao teste cutaneo em alguns
individuos foi associada a uma auséncia dos receptores nos linfocitos (POLLOCK e
NEILL, 2002). Denis e colaboradores (2007) formularam a hipotese de que o gado
bovino anérgico constitui um grupo de animais no qual o componente
antiinflamatario foi recrutado, prevenindo a expressdo dos marcadores da imunidade
contra a tuberculose, como a resposta ao PPD bovino. Dados recentes,
provenientes de um modelo de infeccdo de tuberculose em bovinos, indicaram que
h& uma liberacdo apreciavel de IL-10 associada com a progressao da doenca,
fortalecendo a idéia da participacdo desta interleucina na anergia ao PPD. A falha no
desenvolvimento de uma resposta ao PPD também pode estar vinculada a um perfil
melhorado de ativacdo dos monocitos ou dos macréfagos, em particular pela
liberacdo de altos niveis de nitrogénio reativo e/ou intermediarios do oxigénio ou
prostaglandinas, reduzindo a proliferacao de linfécitos T e/ou a liberagédo de citocina
(DENIS et al., 2007).

A imunizacao animal ndo é possivel devido ao fato de que ndo ha nenhuma
vacina eficaz disponivel, além de ndo possuir aplicacdo no contexto de um programa
nacional baseado no teste e abate dos animais reativos. Nos seres humanos a
imunizacgdo contra as infecgBes micobacterianas patogénicas € realizada utilizando
M. bovis Bacille Calmette-Guérin (BCG) (SANTUOSSO et al., 2006; LIN et al., 2007;
SAMPERIO et al., 2008), um isolado atenuado de Mycobacterium bovis obtido pela
passagem in vitro de 1908 a 1921 (BELLEY et al., 2004), originalmente derivado de
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uma vaca com mastite tuberculosa (ALDWELL et al., 2003). Embora a vacina seja
usada amplamente, a eficacia do BCG é variavel (BUDDLE et al., 2005; MUSTAFA
et al., 2006; JARON et al., 2008), e mostrou ndo poder proteger eficientemente

contra a tuberculose pulmonar adulta nas zonas endémicas (JARON et al., 2008).

2.9 DIAGNOSTICO

2.9.1 Métodos Diretos - Evidenciacdo do Agente

2.9.1.1 Exame direto — baciloscopia

Apesar da baciloscopia das amostras ser um método mais rapido e mais
barato comparado com outros métodos, a visualizacdo dos BAAR nédo é capaz de
discriminar entre membros da familia Mycobacteriaceae, ou entre membros do
género Mycobacteria e outros organismos que dividem esta caracteristica tintorial,
incluindo espécies de Legionella, Nocardia, Rhodococcus, Tsulunnurella,
Cryptosporidium e Ciclospora (EISENSTAFT e HALL, 1995). Além disso, este
método carece de sensibilidade (WARDS et al., 1995) e s6 pode revelar a presenca
de BAAR quando as concentraces sdo maiores que 10* bactérias por mililitro
(RODRIGUEZ et al., 2004). Devido a sua especificidade baixa, que leva a resultados
falsos-negativos, associado as dificuldades em se obter esputo dos animais, 0
exame direto ndo é empregado rotineiramente como um método de diagndstico para

a tuberculose bovina.
2.9.1.2 Cultivo bacteriologico

As técnicas usadas nos laboratorios veterinarios para isolar M. bovis diferem
das utilizadas nos laboratérios médicos, principalmente porque as cepas de M. bovis
crescem mal ou ndo crescem no meio com glicerol usado para o cultivo de M.
tuberculosis. Por este motivo os meios que contenham piruvato de sodio em vez do
glicerol sdo usados para o isolamento de M. bovis (WHO, 1996). Embora seja aceito
em geral que as micobactérias crescam mais rapidamente no meio liquido, tem sido
raramente observado que alguns isolados micobacterianos aparecem
exclusivamente em meio solido (SALFINGER e PFYFFER, 1994).
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O género Mycobacterium € altamente exigente com respeito a sua
necessidade de nutrientes, enquanto outros microrganismos se multiplicam mais
facil e mais rapido. As amostras coletadas do esputo, do leite ou lesbes tissulares
suspeitas devem ser submetidas aos métodos de descontaminacdo para eliminar
tais microrganismos competitivos. O pré-tratamento ou descontaminacdo das
amostras é requerida, pelo acréscimo de NaOH, H,SO,4, HPC, acido oxalico, ou
compostos de amoénio quaternario (CORNER, 1994; YOUNG et al., 2005). O efeito
toxico da descontaminacdo pode afetar a viabilidade micobacteriana, interferindo
nos resultados do cultivo (HOLANDA et al., 2002).

O crescimento de M. bovis pode durar até oito semanas (WARDS et al.,
1995), e em um meio solido apropriado com piruvato, as colbnias sdo de aspecto
liso e de coloracdo branca. Padrbes de crescimento caracteristico e morfologia
colonial podem prover um diagnostico presuntivo de M. bovis; no entanto cada cepa
isolada precisa ser confirmado (OIE, 2008). A identificacdo é feita em dois passos, 0
primeiro deles consiste na obtencdo de uma cultura primaria do bacilo a partir da
amostra; o segundo passo é baseado na identificacdo do bacilo com base nas
caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas de uma sub-cultura (THOREL, 1994).

Os ensaios biogquimicos requerem de duas a quatro semanas adicionais
depois do crescimento das colbnias de micobactérias no meio de cultura
(SALFINGER e PFYFFER, 1994). Apesar do isolamento de M. bovis ser a
comprovagdo da infeccdo, a dificuldade de obter amostras representativas dos
animais vivos, o tempo gasto com o pré-tratamento, o lento crescimento e o tempo
adicional para a identificacdo bioquimica representam importantes limitacbes do

método.

2.9.2 Métodos Indiretos

2.9.2.1 Testes tuberculinicos intradérmicos

A tuberculinizagdo, ou testes tuberculinicos intradérmicos, séo os testes mais
utilizados atualmente para diagnosticar a tuberculose no gado bovino, utilizado por
mais de 100 anos (MONAGHAN et al., 1994). De acordo com o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento estes testes sdo recomendados como

diagnéstico oficial no Brasil (BRASIL, 2006). O teste conhecido como teste cervical
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simples (TCS) consta da injecdo de um derivado protéico purificado (PPD) originario
de M. bovis (bovPPD). Quando realizado paralelamente a injecdo de PPD originaria
de M. avium (avPPD), o teste é conhecido como teste cervical comparativo (TCC). O
TCS consiste na injecao intradérmica, no terco médio da regido cervical, de 0,1 mL
de PPD bovino (cepa AN5 ou Valée). A leitura é conduzida apds 72 horas com um
cutimetro, com base na avaliacdo da reacdo de hipersensibilidade no local da
inoculagcdo (WOOD e ROTHEL, 1994). No TCC, a inoculacao é realizada com 0,1
mL de ambos os PPDs: bovPPD e avPPD (Amostra D4) via injecdo intradérmica,
mantendo uma distancia de 15 a 20 cm entre ambas as inoculagdes; sendo o avPPD
inoculado cranialmente ao bovPPD. Ap6s 72 horas de inoculacdo, o animal é
considerado positivo quando a reacdo ao bovPPD é maior que 4,0 mm comparado
com a reacao ao avPPD (BRASIL, 2006).

Animais infectados por M. avium, M. tuberculosis, M. avium subsp.
paratuberculosis, Nocardia farcinius ou outras micobactérias podem ser reativos ao
PPD bovino, conduzindo a resultados falso-positivos. Como as micobactérias
possuem diversos antigenos compartilhados, estas reacdes cruzadas podem ser
facilmente esperadas, 0 que reduz a especificidade do teste. Desta forma, o TCC é
realizado com a finalidade de reduzir a ocorréncia de tais reagbes cruzadas; no
entanto, até esta metodologia ndo elimina todas as reacdes ndo especificas
(COLLINS et al., 1994).

Apesar do amplo uso desta anadlise, os relatos de sensibilidade da
tuberculinizacdo variam de 68-95%, enquanto a especificidade (para TCC) varia de
96-99%. Outra desvantagem a ser considerada poderia ser a necessidade de duas
visitas a propriedade em um prazo de 72 horas (MONAGHAN et al., 1994), que gera
um diagnaostico mais caro, laborioso e sujeito as fraudes (LILENBAUM et al., 1999b).
Com freqliéncia, seu uso como uma Unica ferramenta para o diagnéstico da
tuberculose bovina néo detecta 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 ndo reagem aos testes

tuberculinicos.
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2.9.2.2 Testes com base na imunidade celular

Esta bem estabelecido que a resposta imunologica das infeccdes
micobacterianas € predominantemente do tipo mediado por células, pelo menos em
seus primeiros estagios. Portanto, as técnicas de diagndstico devem ser baseadas
preferencialmente na medi¢do das respostas dos linfocitos T (WOOD e ROTHEL,
1994). As Ilimitacbes dos testes tuberculinicos intradérmicos levaram ao
desenvolvimento de outros testes de diagndstico. Wood e colaboradores (1990a)
desenvolveram um teste rapido (24 horas) para a tuberculose bovina de analise
celular “in vitro”, baseado na deteccdo de yinterferon (IFN), que € liberado em
resposta a antigenos especificos em uma cultura de sangue total. A producéo dos
anticorpos monoclonais especificos para IFN-y permitiu o desenvolvimento do Teste
IFN-y (WOOD et al., 1990b; ROTHEL et al., 1990).

Comparacbes dos testes a campo demonstraram que este teste € mais
sensivel que o TCS, variando de 76,7% a 93,2% de sensibilidade (WOOD et al.,
1991). IFN também pode identificar animais negativos aos testes tuberculinicos, uma
vez que é capaz de detectar animais infectados nas etapas iniciais da infeccao
(NEILL et al., 1994b; GORMLEY et al.,, 2006). Cagiola e colaboradores (2004)
relataram especificidade maior que a dos testes tuberculinicos intradérmicos,
variando de 97,3% a 98,6%. No Brasil, Lilenbaum e colaboradores (1999b)
compararam IFN ao teste de tuberculinacdo intradérmica em condi¢cdes de campo, e
também demonstraram que a sensibilidade do IFN foi maior que a do teste cutaneo.

O uso do IFN requer somente uma manipulacdo do animal, e uma vez que na
estimulacdo dos linfocitos € realizada "in vitro”, ndo é necessario esperar 60 ou 90
dias para repetir o teste, mesmo quando os resultados forem inconclusivos. Na
realidade, este teste pode ser repetido quantas vezes forem necessarias, a qualquer
intervalo de tempo, uma vez que o animal ndo é inoculado com PPD (WHIPPLE et
al., 1995). A interpretacdo dos resultados € baseada nos valores numéricos, o que
torna este teste mais objetivo que as reacdes de hipersensibilidade mensuradas na
pele do animal.

Adicionalmente ao seu uso como um teste de diagndstico, Ryan e
colaboradores (2000) demonstraram que IFN também poderia ser usado como teste
confirmatorio quando se aplica em animais sensibilizados até oito dias apds a

inoculagdo de PPD. Ndo ha nenhuma diferenca significativa nos indices de
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sensibilidade e de especificidade do IFN realizado com amostras cultivadas no
mesmo dia e 72 horas apoés o dia da colecao.

As maiores desvantagens do uso do IFN sdo a necessidade de processar as
amostra em laboratorios adequadamente equipados, e o custo unitario do teste que

€ maior comparado aos testes cutaneos (LILENBAUM et al., 1999a).

2.9.2.3 Andlises soroldgicas

Esta bem estabelecido que o gado bovino infectado por Mycobacterium bovis
desenvolve como primeira resposta imunolégica a imunidade mediada por células
(FIFIS et al., 1994b; McNAIR et al., 2001; ALITO et al., 2003; WELSH et al., 2005;
POLLOCK et al.,, 2005), e que os testes soroldgicos sdo menos eficientes para
identificar o gado bovino nos primeiros estagios da infeccdo de tuberculose, quando
0s niveis de anticorpos sdo baixos (WOOD e ROTHEL, 1994).

No entanto, ha varias vantagens para o uso dos métodos sorolégicos como
ELISA para o diagnostico 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 freqiiéncia necessaria sem alterar o
estado imune do animal. A interpretacdo é baseada nos valores numéricos e é mais
objetiva que a observacdo da reacdo de hipersensibilidade na pele do animal
(LILENBAUM et al.,, 2001). A técnica de ELISA indireto mensura a ligagdo de
anticorpos especificos a um antigeno (LILENBAUM et al., 1999a). Para diagnosticar
0o gado bovino infectado por Mycobacterium bovis, os antigenos geralmente
empregados sdao o PPD ou antigenos purificados de M. bovis isolados ou
associados (LILENBAUM et al., 1999a; LILENBAUM et al., 2001; SILVA, 2001; FIFIS
et al., 2004b, WATERS et al., 2006b).

Considerando os antigenos purificados, o complexo Ag85 representa a maior
parte das proteinas secretadas (WIKER et al., 1986; WIKER e HARBOE, 1992).
Contudo, os anticorpos dirigidos a este antigeno talvez estejam presentes também
em individuos nédo infectados (WIKER e HARBOE, 1992), conduzindo a resultados
falso-positivos. A proteina MPB70, que representa cerca de 10% do PPD (WIKER e
HARBOE, 1992), foi identificada como alvo de células B em gado bovino tuberculoso
(LIGHTBODY et al., 2000) e também como uma proteina especifica (HARBOE et al.,
1986; BILMAN-JACOB et al., 1990; RADFORD et al., 1990). Foi sugerido que a
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MPB70 e a proteina altamente homologa MPB83 estariam envolvidas na ligacao de
M. bovis com proteinas da célula hospedeira (CHAMBERS et al., 2004). MPB70 e
MPB83 sdo proteinas micobacterianas homologas secretadas com uma limitada
distribuicdo de espécies. Essas proteinas tém atraido muita atencdo porque sao
altamente expressadas por Mycobacterium bovis e minimamente expressadas por
Mycobacterium tuberculosis in vitro, e provavelmente in vivo (WIKER et al., 1998).

Wiker e colaboradores (1998) demonstraram o potencial de diagnostico
dessas proteinas, e indicaram que a maioria dos anticorpos monoclonais identificam
os determinantes antigénicos compartilhados nessas moléculas, e que os epitopos
lineares de MPB70 foram os grandes alvos de anticorpos apds a imunizacdo com
preparados protéicos e durante a infecgdo com M. bovis. O uso de rM70-83-E6, uma
recombinacdo dos antigenos MPB70, MPB83 e ESAT-6, pode reagir
especificamente com soros de bovinos tuberculosos, melhorando a sensibilidade e
especificidade do ELISA (LIU et al., 2007).

Ha uma possibilidade de que os antigenos recombinantes ndo sejam
antigenicamente idénticos aos antigenos naturalmente produzidos pelas
micobactérias naturalmente, e por este motivo, eles ndo podem ser reconhecidos
pelo sistema imunolégico dos animais infectados (FIFIS et al., 1994b). Silva (2001)
também informou sobre 0 aumento da sensibilidade proporcionalmente ao nimero e
a distribuicdo das lesdes encontradas nos exames anatomopatoldgicos, sugerindo
que a sensibilidade de ELISA depende do tempo e da gravidade da infeccdo do
rebanho.

Embora as analises sorolégicas ndo possam ser consideradas como a
primeira escolha em método de diagndstico, muitos pesquisadores descrevem 0s
objetivos estratégicos de seu uso (DE LA RUA-DOMENECH, 2006a; SILVA, 2001;
LILENBAUM e FONSECA, 2006). A estratégia € baseada na existéncia dos animais
anérgicos (SILVA, 2001; McNAIR et al., 2001) e no aumento dos anticorpos nas
etapas mais avancadas da doenca (POLLOCK e 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 lesdes do pulméo. Neste caso, o
ELISA foi empregado como um teste de diagndstico complementar e melhorou o

controle da tuberculose mediante a identificacdo das vacas anérgicas.



3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo simultanea de diferentes métodos de diagnostico da
tuberculose bovina em um rebanho naturalmente infectado, a fim de otimizar o

diagnoéstico da enfermidade em nosso meio.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar os diferentes testes de diagnéstico da tuberculose quanto a

sensibilidade, especificidade e precocidade no diagndstico “in vivo” a campo;

2) Empregar a cultura bacteriana do agente no diagnostico confirmatorio “post

mortem”;

3) Sugerir a adogdo de novas estratégias de controle da Tuberculose bovina,
baseado nos resultados obtidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

4.1.1 Caracterizacao do rebanho e testes “in vivo”

Um rebanho leiteiro compreendendo 274 vacas mesticas foi estudado. De
acordo com a determinacao oficial, todos os animais eram testados regularmente
uma vez por ano pelo teste cervical simples (TCS). Para a formacgéo do rebanho,
foram adquiridas 32 vacas provenientes de diversos outros rebanhos. Seis meses
apos a aquisicdo das mesmas foi realizado o TCS em todos os animais do rebanho.
Dentre as 274 vacas, vinte e uma vacas apresentaram reatividade ao teste e foram
mantidas em quarentena por 90 dias a espera de testes confirmatorios. Apdés 90
dias, o teste cervical comparativo (TCC) foi realizado em todos os animais do
rebanho. Nesta ocasido as primeiras 21 vacas que foram previamente reativas pelo
TCS, foram confirmadas como infectadas além de outras 11 vacas também

identificadas como reativas, totalizando 32 vacas reativas aos testes intradérmicos

(grupo A).

4.1.2 Selecdo dos animais para realizacdo dos testes “in vitro”

Entre os 242 animais negativos aos testes intradérmicos foram selecionadas
randomicamente 18 vacas (grupo B) como controle negativo para realizacdo dos
testes “in vitro”. As amostras de soro e sangue dos animais do grupo A e do grupo B

(totalizando 50 amostras) foram submetidas ao IFN.
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4.1.3 Selecdo dos animais para abate

Os animais considerados positivos a pelo menos um dos testes empregados
(tuberculinizacdo e IFN) e mais cinco animais reativos ao ELISA (dados nao
mostrados) foram selecionados para o abate para coleta de amostras de tecidos, a
fim de realizar a cultura bacteriolégica. Por questdes econémicas, o proprietario da
fazenda ndo autorizou o abate dos animais considerados negativos nos trés
meétodos de diagnostico empregados e de seis vacas em estagio final de prenhez,
entre elas cinco vacas reativas aos testes tuberculinicos e uma vaca reativa ao

ELISA. Desta forma, foram abatidos 34 animais.

4.2 TESTES TUBERCULINICOS INTRADERMICOS

Os testes tuberculinicos foram realizados de acordo com o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) em
todos os animais do rebanho. O teste cervical simples (TCS) constou da injecdo de
0,1 mL de PPD bovino no terco médio da regido cervical. A leitura foi conduzida
apos 72 horas com um cutimetro, com base na avaliacdo da reacdo de
hipersensibilidade no local da inoculacdo. No teste cervical comparado (TCC) a
inoculacao foi realizada com 0,1 mL de ambos os PPDs: bovPPD e avPPD por via
intradérmica, mantendo uma distancia de 15 a 20 cm entre ambas as inoculagdes;
sendo o avPPD inoculado cranialmente ao bovPPD. Apds 72 horas de inoculacao, o
animal foi considerado positivo quando a reacdo ao bovPPD foi maior que 4,0 mm
comparado com a reacdo ao avPPD (BRASIL, 2006). A interpretacdo das reacdes
foi realizada conforme preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento do Brasil - Laboratério Nacional de Referéncia Animal.

4.3 TESTES BASEADOS EM RESPOSTA CELULAR (IFN)

As amostras para o IFN foram colhidas dos animais pertencentes aos grupo A
e B no dia zero (mesmo dia da inoculacédo de PPD no animal), em tubos limpos e
desengordurados contendo heparina (10 Ul/mL; Sigma) e transportadas ao
laboratorio a temperatura ambiente (aproximadamente 25° C). No sétimo e no 21°

dias apos a inoculacdo de PPD (p.i.), nhovas amostras dos mesmos animais foram
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colhidas e transportadas ao laboratério em temperatura ambiente conforme
recomendacao de Ryan e colaboradores (2000), para avaliagdo de seu uso como
meétodo confirmatorio da infeccdo em animais intradermoreativos

O IFN foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante, em dois
passos. O primeiro passo consistiu no cultivo de células sanguineas durante 18
horas sob temperatura de 37 °C em camara Umida. Nesta etapa, as amostras de
sangue foram divididas em trés aliquotas, sendo as duas primeiras sensibilizadas
com antigenos PPD bovino e PPD aviario para que houvesse a producédo de IFN-y.
A terceira aliquota recebeu PBS em substituicdo ao um dos antigenossensibilizantes
e representou o controle negativo do teste. Apos a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas e o plasma sobrenadante foi coletado e refrigerado para que, na
segunda etapa, a citocina liberada fosse quantificada em um imuno ensaio (ELISA)

indireto baseado em anticorpos monoclonais anti- IFN-y bovino.

Ainda de acordo com as recomendacOes do fabricante do teste, foram
incluidos controles positivos e negativos em todas as placas para controle. O
desempenho do teste foi validado pela absorbancia média dos controles positivos e
negativos, e a interpretagcdo dos resultados foi realizada de acordo com as

instrucdes do fabricante (Bovigan® — Pfizer, Animal Health, USA).
4.4 PROCESSAMENTO BACTERIOLOGICO

4.4.1 Processamento das amostras e preparacdo de esfregacos

Durante a necropsia dos 34 animais previamente selecionados, foram
assepticamente colhidos fragmentos de pulmé&o totalizando 100g, e um fragmento de
50g de linfonodo subescapular de cada animal. O material foi imediatamente
congelado e transportado ao laboratério apOds 48 horas. Para iniciar o
processamento das amostras o material congelado era acondicionado em geladeira
para o descongelamento durante a noite e mantidos a 4°-6 °C. Em uma cabine de
seguranca 15 gramas de tecido de cada animal foram macerados com areia estéril e
preparados como uma Unica amostra. Este material foi suspenso em 15 mL de agua
destilada estéril. Cada amostra foi homogeneizada e dividida em trés partes de 5 mL
para os trés diferentes protocolos de descontaminacéo.

Antes de cada protocolo de descontaminacdo, foram ainda preparados

esfregacos com as suspensodes dos tecidos de cada animal, posteriormente fixados
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e corados por Ziell-Nielsen para visualizacdo de bacilos alcool acido resistentes
(BAAR) de acordo com as recomendacdes do Manual Nacional de Vigilancia
Laboratorial da Tuberculose e outras Micobacterias do Ministério da Saude do Brasil
(2008).

4.4.2 Descontaminacdo e cultura bacteriana

As amostras de cada animal foram divididas em trés aliquotas de 5 ml cada. A
primeira aliquota foi tratada com 0,75% de cloreto de hexadecylpyridinium (HPC), a
segunda com 6% de acido sulfarico conforme descrito por Holanda e colaboradores
(2007) e a terceira pelo método de Petroff (4% NaOH) (MS, 2008).

Os protocolos da utilizacdo de 0,75% HPC ou 6% acido sulfdrico foram
realizados segundo o seguinte protocolo: Duas aliquotas do tecido macerado com 5
mL cada foram colocadas em dois tubos Falcon de 50mL, sendo adicionados 10 mL
de cada descontaminante em cada tubo e deixado-os agir por 15 minutos em
temperatura ambiente. ApOs a digestdo, as suspensfes de tecido foram
centrifugadas por 15 minutos a 1000 x g. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com agua destilada estéril por duas vezes., com uma nova
centrifugacdo a cada lavagem. O sedimento foi resuspenso em 2 mL de agua
destilada estéril.

Resumidamente, o protocolo de Petroff foi realizado da seguinte forma: ap6s
a adicdo de 5 mL de solugdo de hidréxido de sodio a 4%, as amostras foram
agitadas trés vezes, com periodos de 10 minutos de descanso entre elas,
totalizando um periodo total de 30 minutos de digestdo em temperatura ambiente.
Apods esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 25 minutos e, em
seguida, neutralizadas com uma solugcao de KH,PO, a 14%. O sobrenadante foi
desprezado em um recipiente a prova de respingos e o sedimento resuspendido em
2 mL de agua destilada estéril.

Apos os referidos protocolos, cada uma das amostras originarias dos trés
métodos de descontaminacao foi submetida a uma mesma sequéncia de semeadura
em meios apropriados. Para o isolamento, foi inoculado de 0,2 mL de cada aliquota
animal por tubo, em dois tubos contendo meio de Lowenstein-Jensen adicionado de
piruvato a 0,5% (LJ) e em dois tubos contendo meio de Stonebrink (ST) (figura 1). A

suspensao restante foi utilizada para confeccionar novas laminas para visualizagao



Figura 1. Sequéncia do processamento, descontaminagdo das amostras
provenientes de animais dos grupos A e B e semeadura em meios Lowenstein-

Jensen acrescido de priruvato a 0,5% e Stonebrink.

15ml de tecido bovino processado

P N

Aliquota 5mL Aliquota 5mL Aliquota BmL
Descontaminacéo Descontaminacéao Descontaminacéao
0,75% HPC 4% NaOH 6% ac sulfurico
2 tubos 2 tubos 2 tubos 2 tubos 2 tubos 2 tubos

contendo LJ contendo 5T contendo L) contendo ST contendo L) contendo ST
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de BAAR e o restante armazenado para estudos posteriores. As culturas foram

incubadas a 37 ° C e observadas semanalmente durante doze semanas.

4 .4.3 ldentificacdo bacteriana

As colbnias sugestivas de M. bovis foram submetidas a caracterizacéo
molecular, como descrito por Figueiredo e colaboradores (2008). Resumidamente, o
DNA micobacteriano foi extraido como descrito anteriormente por Meikle e
colaboradores (2007). A PCR multiplex (m-PCR) foi realizada em uma solugao de
reacao (50 pL) contendo 5 ul de tampéo (Invitrogen ®), 200 M dNTP (GE Healthcare
®), 2,5 U de Taq polimerase recombinante (Invitrogen ®), 0,2 M de cada primer
(Invitrogen ®) JB21 (5-TCGTCCGCTGATGCAAGTGC-3) e JB22 (5-
CGTCCGCTGACCTC AAGAAAG-3) (Rodriguez et al., 1999) e INS1 (5'-
CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3 ") e INS2 (5'-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA -3
(10), 2,0 mM MgCI2, e 5 yL de DNA purificado modelo. A amplificacao foi realizada
em um termociclador modelo GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems ®)
seguindo os seguintes parametros: 94 °© C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 1 min
a94°C,1mina68°Celmina72°C, comuma extensao finala 72 ° C por 7 min.
Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio (10 mg / mL). As amostras negativas foram analisadas
por “PCR-restriction analysis” (PRA), utlizando primers Tbll (5-ACCAA
CGATGGTGTGTCCA T-3 ') e Th12 (5-CTTGTCGAACC GCATACCCT-3) com o
gene hsp65 como alvo (Telenti et al.,, 1993). Os produtos amplificados foram
digeridos com BstE Il e Haelll e os fragmentos resultantes foram fracionados por

eletroforese em gel e agarose corados com brometo de etidio.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

A eficiéncia dos meétodos foi avaliada pelo calculo da sensibilidade e
especificidade de cada método testado, segundo Galen & Gambino (1975),
considerando como padrédo resultados positivos no TCC em conjunto com a cultura
bacteriana confirmada pela PCR. A linha de corte (cut-off) de cada teste foi
escolhida como sendo o valor que permitiu a divisdo mais acurada entre oS soros

positivos e negativos. A correlacdo entre os testes, juntamente com seus valores de
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sensibilidade, foi comparada pelo calculo do indice de correlacdo k (indice Kappa). A
avaliacdo das diferencas entre dos métodos de descontaminagdo empregados foi

realizada pelo teste qui-quadrado ( X?).



5 RESULTADOS

5.1 TESTES TUBERCULINICOS INTRADERMICOS

Dentre as 274 vacas do rebanho estudado, 21 vacas apresentaram
reatividade ao primeiro TCS e foram mantidas em quarentena por 90 dias a espera
de testes confirmatorios. Apés 90 dias, TCC foi realizado em todos os animais do
rebanho, e as 21 vacas que foram previamente reativas foram confirmadas como
infectadas, além de mais 11 vacas que foram reativas, totalizando 32 vacas reativas
aos testes intradérmicos (tabela 1).

5.2 DIAGNOSTICO BASEADO EM RESPOSTA IMUNE DO TIPO CELULAR (IFN)

5.2.1 Dia Zero - momento da inoculacdo com PPD

IFN foi empregado em 50 vacas de dois grupos (A e B), conforme descrito
anteriormente. Neste momento, o teste diagnosticou como positivas 33 vacas, sendo
30 pertencentes ao Grupo A e trés do Grupo B. Em ambos os grupos, houve um
animal cujo sangue nao foi analisado pelo teste (tabela 2). Do total de animais
infectados, conforme os padrdes estabelecidos, foram corretamente identificados
como reativos 31 animais, enquanto as restantes duas vacas foram interpretadas
como reacdes falso-positivas, por ndo atenderem aos padrdes estabelecidos neste
estudo.
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Tabela 1: Resultados do Teste Cervical Simples (TCS) e Teste Cervical Comparado
(TCS) dos animais do grupo A (cor amarela) e grupo B (cor azul).

N° TCS TCC Ne° TCS TCC N° TCS TCC
animal ago/06 07/11 animal ago/06 07/11 animal ago/06 07/11
3 Negativo Negativo 370 Reativo Reativo 175 Negativo | Reativo
141 Negativo Negativo 87 Reativo Reativo 77 Negativo | Reativo
195 Negativo Negativo 15 Negativo Reativo 165 Reativo Reativo
524 Negativo Negativo 5 Negativo Reativo 61 Reativo Reativo
43 Negativo Negativo 53 Reativo Reativo 129 Reativo Reativo
4 Negativo Negativo 343 Reativo Reativo 143 Reativo Reativo
521 Negativo Negativo 92 Negativo Reativo 156 Reativo | Reativo
20 Negativo Negativo 67 Reativo Reativo 130 Reativo Reativo
16 Negativo Negativo 162 Reativo Reativo 179 Reativo Reativo
68 Negativo Negativo 23 Reativo Reativo 135 Reativo Reativo
519 Negativo Negativo 121 Reativo Reativo 50 Reativo Reativo
110 Negativo Negativo 19 Reativo Reativo 125 Reativo Reativo
65 Negativo Negativo 80 Negativo Reativo 11 Reativo Reativo
198 Negativo Negativo 22 Negativo Reativo 6 Reativo Reativo
70 Negativo Negativo 25 Negativo Reativo
197 Negativo Negativo 46 Negativo Reativo
139 Negativo Negativo 35 Negativo Reativo
185 Negativo Negativo 181 Negativo Reativo
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Tabela 2: Resultados dos Testes de Interferon- y (IFN) realizados nos dias zero, sete

e 21 p.i. nos animais do grupo A (cor amarela) e grupo B (cor azul).

N° IFN dia zero | IFN dia sete IFN dia 21
3 Negativo Negativo Negativo
141 Negativo Negativo Negativo
195 Negativo Negativo Negativo
524 Negativo Negativo Negativo
43 Negativo Negativo Negativo
4 Negativo Negativo Negativo
521 Negativo Negativo Negativo
20 Negativo Negativo Nao testado
16 Negativo Negativo Negativo
68 Negativo Negativo Negativo
519 Negativo Negativo Reativo
110 Negativo Negativo Negativo
65 Negativo Negativo Negativo
198 Negativo N&o testado Negativo
70 N&o testado Negativo Nao testado
197 Reativo Nao testado Reativo
139 Reativo Reativo Reativo
185 Reativo Reativo Reativo
370 Negativo Negativo Negativo
15 Reativo Negativo Negativo
5 Reativo Negativo Negativo
53 N&o testado Reativo Reativo
343 Reativo Negativo Negativo
92 Reativo Negativo Reativo
67 Reativo Negativo Reativo
162 Reativo Negativo Reativo
23 Reativo Reativo Reativo
121 Reativo Reativo Reativo
19 Reativo Reativo Negativo
80 Reativo Reativo Reativo
22 Reativo Reativo Reativo
25 Reativo Reativo Reativo
46 Reativo Reativo Reativo
35 Reativo Reativo Reativo
181 Reativo Reativo Reativo
175 Reativo Reativo Reativo
77 Reativo Reativo Reativo
87 Reativo Reativo Reativo
165 Reativo Reativo Reativo
61 Reativo Reativo Reativo
129 Reativo Reativo Reativo
143 Reativo Reativo Negativo
156 Reativo Reativo Reativo
130 Reativo Reativo Reativo
179 Reativo Reativo Negativo
135 Reativo Reativo Reativo
50 Reativo Reativo Negativo
125 Reativo Reativo Reativo
11 Reativo Reativo Reativo
6 Reativo Reativo Reativo
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5.2.2 Dia Sete pés inoculacdo com PPD

Quando realizado com as amostras de sangue coletadas sete dias apos a
inoculacdo de PPD, IFN diagnosticou como positivas 27 vacas, sendo 25 do Grupo
A e duas do Grupo B. Destas ultimas, uma havia apresentado resultado positivo no
dia zero e a outra ndo havia sido testado anteriormente. (tabela 2). Do total de
animais infectados, conforme os padrbes estabelecidos foram corretamente
identificados como reativos 26 animais, enquanto a outra vaca foi interpretada como

reacao falso-positiva, por ndo atender aos padrdes estabelecidos neste estudo.

5.2.3 Dia 21 pés inoculacdo com PPD

Dentre as amostras coletadas 21 dias ap6s a inoculagdo de PPD, foram
diagnosticadas como positivas 28 vacas, sendo 24 do Grupo A e quatro do Grupo B,
as mesmas trés que haviam sido diagnosticadas como positivas a este teste no dia
zero e mais uma vaca que nao foi diagnosticada como positiva em nenhum outro
momento (tabela 2). Do total de animais infectados, conforme os padrbes
estabelecidos, foram corretamente identificados como reativos 25 animais, enquanto
as restantes trés vacas foram interpretadas como reacdes falso-positivas, por néo

atenderem aos padrdes estabelecidos neste estudo.

5.2.4 Analise estatistica

Conforme previamente estabelecido, para analise estatistica foram
considerados como infectados os animais cujos resultados foram positivos em um
dos seguintes testes: TCC ou cultura bacterioldgica. Perante estes padrdes, a
sensibilidade do IFN no momento da inoculagcdo com PPD foi de 96,8%, enquanto a
especificidade foi de 88,8%. Quando este teste foi aplicado sete ou 21 dias apds a
inoculacdo do PPD, a sensibilidade foi respectivamente de 78,8% e 75,8%,
enquanto a especificidade foi de 94,1% e 84,2%. O teste Kappa foi aplicado e
demonstrou que os restultados dos testes nos trés momentos sdo comparaveis entre

si. Como ferramenta confirmatoéria de diagnostico foi observada uma leve tendéncia
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a melhores resultados tenha sido observada nos resultados do dia sete p.i. em

relacéo ao dia 21 p.i.

5.3 PROCESSAMENTO BACTERIOLOGICO

5.3.1 Bacterioscopia

Uma vez que, apos a leitura das laminas por trés técnicos experimentados,
nao se evidenciou BAAR nos esfregacos, as amostras foram classificadas como

paucibacilares.

5.3.2 Cultura bacteriana

Os fragmentos de linfonodos subescapulares e de pulmdo dos 34 animais
abatidos foram processados como uma Unica amostra por animal, totalizando 34
amostras. Para a descontaminagcdo do material suspeito, antes de cultura e
isolamento do M. bovis, trés diferentes metodologias foram realizadas com os
seguintes descontaminantes: 0,75% HPC, 6% de &cido sulfurico e 4% NaOH.
Apesar das diferentes abordagens utilizadas, colonias suspeitas de M. bovis foram
recuperadas apenas de 16 das 34 amostras (tabela 3). Considerando o TCC e as
culturas confirmadas como M. bovis por PCR, os trés métodos de descontaminacéo
em conjunto apresentaram uma sensibilidade de 55,1%. A especificidade ndo pode
ser calculada, pois os animais negativos ao TCC nao foram abatidos.

O método que empregou 4% NaOH - Petroff foi capaz de recuperar M. bovis
a partir de seis amostras. A descontaminacao com 0,75% HPC recuperou M. bovis
de onze amostras, e a descontaminacdo com 6% de acido sulfurico foi capaz de
recuperar M. bovis de seis amostras. Isoladamente, as sensibilidades dos métodos
de descontaminagao foram respectivamente 20,6%, 37,9% e 20,6%. O teste qui-
quadrado foi aplicado e demonstrou que nao houve diferenca significativa entre os
métodos de descontaminacéo (x° = 0,69), embora o método que empregou HPC
tenha se mostrado mais sensivel do que os outros dois. Detalhando os resultados
de cada método, seis amostras foram recuperadas somente pelo método HPC,
guatro amostras foram recuperadas somente pelo método 6% de acido sulfurico, e
uma foi recuperada somente pelo método de 4% NaOH. Apenas dois isolados foram
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recuperados a partir de amostras tratadas pelas trés diferentes metodologias. Os

resultados foram representados no diagrama de Venn (figura 2).

5.3.3 Identificacdo bacteriana

De acordo com a caracterizacdo molecular, 14 das 16 amostras de colbnias
recuperadas foram identificadas como M. bovis (tabela 3) (Figueiredo et al., 2008).
Levando em consideracdo os resultados de PCR, M.bovis foi isolado a partir de 14

das 34 amostras.



Figura 2: Diagrama de Venn: Recuperacado de colonias de Mycobacterium bovis de
tecido bovino de 34 amostras provenientes de animais dos grupos A e B utilizando

trés métodos de descontaminacao.
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Tabela 3: Confirmacéo molecular das colonias de Mycobacterium bovis isoladas de

34 amostras de tecidos bovinos provenientes de animais dos grupos A (reativos) e B

(controle).

NO
amostra | Cultura | m-PCR de Cultura
185 Positivo Positivo
16 Positivo Positivo
53 Positivo Positivo
370 Positivo Negativo
92 Positivo Positivo
67 Positivo Positivo
162 Positivo Positivo
61 Positivo Positivo
135 Positivo Negativo
5 Positivo Positivo
181 Positivo Positivo
11 Positivo Positivo
25 Positivo Positivo
129 Positivo Positivo
143 Positivo Positivo
156 Positivo Positivo




6 DISCUSSAO

A tuberculose bovina, causada por Mycobacterium bovis, é considerada um
problema econbémico além de reconhecidamente ser um problema de saude publica.
Para o diagnéstico desta enfermidade s&o utilizados testes tuberculinicos
intradémicos, baseados na reacdo de hipersensibilidade tardia, utilizando PPD
preparado com o filtrado da cultura de M. bovis (THOEN et al., 2006). No entanto,
estes testes apresentam uma eficacia variada (MONHAGAN et al., 1994, LIEBANA
et al., 2008) resultando na incapacidade de detectar todos os animais infectados, o
que contribui significativamente para a persisténcia da doenca em determidados
rebanhos (GORMLEY et al., 2006). Este fato pode estar relacionado a diferentes
condic¢des imunoldgicas apresentadas pelos animais infectados, o que resultaria em
diferencas na sensibilidade e especificidade dos testes de acordo com cada animal
testado. Em casos de animais recentemente infectados ou em estagio avancado de
infecgao podem ocorrem resultados falso-negativos ou inconclusivos.

De acordo com o PNCEBT, em caso de resultados inconclusivos, pelo menos
60 dias s@o necessarios para que os testes intradérmicos de tuberculinizacdo sejam
repetidos. Durante este periodo, os animais suspeitos devem ser mantidos em
quarentena, aumentando o risco de propagacdo da doenga, ndo sé para outros
animais, como também para as pessoas que trabalham da fazenda.

No presente estudo, 90 dias apOs a realizacdo do TIC nos animais da
fazenda, o TCC confirmou como infectadas as 21 vacas que haviam sido
previamente reativas ao TCS, além de outras 11 vacas reativas. Este fato sugere
gue as medidas de quarentena podem nao ter sido eficazes, ocorrendo a
propagacdo da infeccdo para outros animais deste mesmo rebanho. Outra
possibilidade seria que estes 11 animais estivessem recentemente infectados no

momento do primeiro TCS e por isso, ndo haviam desenvolvido resposta imune
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detectavel pelo teste tuberculinico empregado. Além destas suposi¢des, existe o fato
de que o TCS normalmente possui uma sensibilidade inferior ao TCC (MONAGHAN
et al., 1994), situacdo que justifica a ocorréncia de um maior numero de animais
falso negativos. Neste caso, as 11 vacas consideradas negativas ao TCS e positivas
ao TCC ja estariam infectadas, excluindo o manejo mal executado dos animais em
quarentena como fator determinante para disperséao da doenca.

De um modo geral, a sensibilidade e especificidade do TCC é alta, apesar dos
estudos empregados avaliarem um numero relativamente pequeno de animais,
porém mesmo quando testes intradérmicos comparativos sdo empregados como
primeira escolha, resultados falso-positivos ainda podem ocorrer (MONAGHAN et
al., 1994, COLLINS et al., 1994), o que reduz a confiabilidade do diagnéstico.

No presente estudo, o status do rebanho infectado foi inquestionavel, uma vez
gue os animais foram diagnosticados pelos testes tuberculinicos intradérmicos, por
IFN e ainda houve o isolamento de M. bovis em cultura pura com confirmacao por
PCR especifica. Porém este tipo de confirmacdo do status do rebanho com o
isolamento do agente sO é possivel ap0s o abate dos animais reativos. Neste caso o
proprietario possui duas opc¢des, 0 abate imediato ou a quarenta dos animais a
espera de testes confirmatorios, gerando um transtorno na rotina da propriedade e
uma perda econdmica consideravel, uma vez que ha o gasto na manutencéo destes
animais sem o aproveitamento da producdo. Normalmente o proprietario opta pela
segunda opcao, principalmente quando se trata de animais com um alto valor
zootécnico. Uma vez que o abate de vacas reativas aos testes tuberculinicos &
obrigatorio, existe a necessidade de um teste confirmatério confiavel que poderia
reduzir o tempo entre o primeiro teste e o abate dos animais infectados. Além disso,
este teste seria também util, a fim de evitar o abate desnecessario de animais nao
infectados.

O uso de IFN em animais previamente sensibilizados com PPD foi sugerido
por Ryan e colaboradores (2000) como uma ferramenta complementar, podendo ser
utiizado com o objetivo de confirmar ou descartar os resultados dos testes
tuberculinicos. Naquele estudo, o teste demonstrou sensibilidade de 85% e
especificidade de 93% quando empregado de oito a 28 dias ap0s o0s testes
tuberculinicos intradérmicos. Apos esse estudo, IFN foi aprovado na Nova Zelandia,
com esta proposta, no periodo de sete a 30 dias apds o teste da prega caudal,

reduzindo a duragao da restricdo de movimentacdo de mais de metade dos animais,
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e também do risco de propagacédo da infeccdo (WOOD & JONES, 2001). Entretanto
outros estudos reportaram o efeito negativo da tuberculinizagdo nos resultados de
IFN durante um periodo de até 60 dias ap0s os testes tuberculinicos (ROTHEL et al.,
1992; WOOD e ROTHEL, 1994). Pesquisas mais recentes ndo encontraram um
impacto significativo na interpretagcdo deste teste quando o0s animais sao
previamente submetidos aos testes tuberculinicos (DOHERTY et al., 1995; THOM et
al., 2004; GORMLEY et al., 2004). Estas diferencas nos resultados podem ser
devido as condi¢bes variadas nas quais os estudos foram conduzidos (PALMER et
al., 2006), diferentes estagios de infeccdo dos animais, variagdo do numero de
animais selecionados para os estudos e diferentes protocolos de interpretacdo dos
testes (GORMLEY et al., 2006).

Quando utilizado como diagndstico confirmatorio, IFN apresentou no rebanho
estudado sensibilidade de 78,8% e 75,8%, enquanto a especificidade foi de 94,1% e
84,2%. Embora a especificidade do teste ndo tenha sido suficientemente elevada, os
resultados sdo encorajadores. Alguns aspectos devem ser considerados nos
resultados observados. Das 16 vacas que foram consideradas como néo infectadas
segundo os critérios utilizados para analise dos resultados neste estudo (TCC e
cultura / PCR), duas delas (vacas de numero 139 e 197) foram reativas para os trés
testes IFN-y (dias zero, sete pi e 21 pi), embora negativas para TCC, cultura e PCR.
De acordo com o conhecimento sobre IFN, ndo é impossivel que estas vacas
estivessem nas fases iniciais da doenca, sendo diagnosticadas somente por este
teste. Deve-se ter em mente que uma vaca que também apresentava reacgdo
postitiva aos trés testes IFN (dias zero, sete pi e 21 pi), embora negativa para o
TCC, foi confirmada como infectada por cultura e PCR (vaca n. 185, Tabela 3). Ja foi
demonstrado que IFN é capaz de detectar a tuberculose bovina de 90 a 150 dias
antes do animal se tornar reativo aos testes intradérmicos (LILENBAUM et al., 1999),
sendo capaz de detectar a infeccédo por M. bovis em bovinos apenas 14 dias apés a
inoculagdo do agente (BUDDLE et al, 1995). Do mesmo modo, Scacchia e
colaboradores (2000) constataram que 34% dos animais com resultados positivos ao
IFN e negativos ao teste intradérmico obtiveram cultura positiva para M. bovis.
Presumindo que os dois animais deste estudo com resultados positivos ao IFN e
cultura negativa estivessem recentemente infectados, a especificidade do IFN seria
de 100% no dia sete p.i. e 92,3% no dia 21p.i.. Tais resultados sugerem que este

teste poderia ser aplicado com confianga como uma ferramenta complementar em
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bovinos considerados suspeitos nos testes alérgicos cutaneos. Este resultado é
concordante com os achados de Cagiola e colaboradores (2004) que relataram
especificidade do IFN maior do que a dos testes tuberculinicos intradérmicos,
variando de 97,3% a 98,6%.

IFN tem sido extensivamente avaliado como um instrumento de diagndstico
da tuberculose bovina, sendo mais sensivel e precoce do que o0s testes
tuberculinicos intradérmicos (LILENBAUM et al., 1999; SCACHIA et al., 2000;
WOOD e JONES, 2001). De fato este teste foi essencial no alcance da erradicacéao
da tuberculose bovina na Austrdlia e seu uso como ferramenta diagnostica é
preconizado (WOOD e JONES, 2001). Neste estudo o teste, considerando os
resultados do dia zero, quando foi testado como um instrumento de diagnostico,
obteve sensibilidade de 96,8%, concordando com os resultados dos testes
tuberculinicos. No Brasil, Lilenbaum e colaboradores (1999b) compararam IFN ao
teste de tuberculinacdo intradérmica em condicbes de campo, e também
demonstraram que a sensibilidade do IFN foi maior que a do teste cutaneo.

Devido ao seu elevado custo, o teste tem sido recomendado como uma
ferramenta complementar ao teste tuberculinico e é destinada principalmente a
rebanhos que apresentam alto risco de conterem animais infectados (GORMLEY et
al., 2006). Este ensaio € particularmente util na detec¢éo de bovinos durante a fase
inicial da resposta celular, o que ocorre em infecgcbes recentes (POLLOCK et al.,
2005).

Levando em consideracdo os dados apresentados, IFN poderia ser utilizado
como um teste confirmatério em animais sensibilizados pelos testes tuberculinicos
intradérmicos sete ou 21 dias ap0s a inoculacdo do PPD, com uma ligeira diferenca
favorecendo o dia sete pi. Esse teste pode ser aplicado em vacas com resultados
inconclusivos nos testes intradérmicos ou nos casos em que uma confirmacéo da
infeccdo € necessaria, dispensando os 60 dias de quarentena e minimizando a
propagacéo da doenca, o que aumenta o programa de controle da tuberculose
bovina.

No que se refere aos resultados de cultura bacteriologica, as 34 amostras
foram processadas por trés diferentes metodologias para a descontaminacdo do
material suspeito, pois as micobactérias compdem um grupo de microorganismos
com necessidades muito especificas de crescimento em cultura laboratorial. Uma

amostra ndo descontaminada corretamente beneficiaria o crescimento de diversas
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outras bactérias nas mesmas condi¢cfes. Este € um dos principais problemas da
cultura e isolamento de M.bovis. Porém os meétodos empregados séo téxicos
também para as células micobacterianas (CORNER, 1994), podendo inviabiliza-las
diminuindo assim a possibilidade de isolamento.

Sabe-se que nas ultimas fases de uma campanha de erradicagdo, quando os
bovinos sdo regularmente testados e imediatamente abatidos ap6s uma reacao
positiva, o0 mais provavel € que os animais identificados sejam recentemente
infectados, o0 que leva a lesbes com baixo niumero de bacilos e consequiente baixa
sensibilidade do isolamento primério (CORNER, 1994).

O rebanho estudado era testado regularmente uma vez por ano pelo TCS, e
na analise microscopica do material das lesées néo foi observado nenhum BAAR, o
que reforca a hipétese de que tais animais eram recentemente infectados e com
lesdes paucibacilares.

O exame direto (baciloscopia) ndo € normalmente utilizado como um método
diagnoéstico da tuberculose bovina. Devido a baixa sensibilidade (WARDS et al.,
1995), resultados falso-negativos podem ocorrer. Além disso, este exame ndo é
capaz de discriminar entre os membros da familia Mycobacteriaceae, ou entre os
membros do género Mycobacteria e outros organismos que partiiham desta
caracteristica tintorial (EISENSTADT e HALL, 1995). Portanto o exame direto foi
utilizado apenas como a primeira etapa do processo de isolamento bacteriano,
sugerindo apenas que as amostras fossem paucibacilares.

As amostras foram cultivadas apos tratamento com solu¢des contendo 4%
NaOH, 6% &acido sulfarico e 0,75% HPC. Analisando individualmente os meétodos
empregados a sensibilidade observada foi considerada baixa. O método de
descontaminacdo por 0,75% HPC apresentou o melhor resultado quando
comparado estatisticamente com os outros métodos empregados, apresentando
sensibilidade de 37,9%. Apesar das trés metodologias utilizadas, a sensibilidade dos
meétodos em conjunto foi de apenas 55,1%. Este fato pode ser justificado pelo efeito
toxico da descontaminacdo, que pode afetar a viabilidade das micobacterias,
levando & perda de até 10* células micobacterianas quando da digestdo alcalina
(CORNER e TRAJSMATMAN, 1988) interferindo sobre os resultados do cultivo
(HOLANDA et al, 2002), e para amostras paucibacilares a presente consequéncia

pode ser mais evidente.
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O resultado apresentado pela descontaminacdo por HPC esta em
concordancia com os estudos de Corner e Trajsmatman (1988) e Corner (1994), que
descreveram as vantagens da utilizacdo deste método. Esta metodologia foi
considerada menos agressiva ao agente ao M. bovis, aumentando a taxa de
isolamento destas bactérias, quando comparados aos outros dois métodos
empregados. Possivelmente este fator pode estar associado ao mecanismo de agéo
do agente jA que diferentes substancias utilizadas para a descontaminacao
apresentam diferentes caracteristicas bioquimicas. O método do acido sulfarico é
baseado na digestdo acida do material, enquanto que o método de Petroff, baseado
em NaOH, tém propriedades alcalinas e HPC apresenta propriedades detergentes.

A variabilidade genética de micobacterias também pode interferir nos
processos de descontaminacdo. Foi demonstrado que cepas resistentes aos
antibiéticos podem ser mais suscetiveis a agentes alcalinos (YESIKAYA et al, 2004;
PATRICIA et al, 2005), o que mostra que a variabilidade genética das estirpes pode
estar relacionada a sua sensibilidade também aos métodos de descontaminacao
mais apropriados. Este fato poderia explicar as diferencas no padrdo de recuperacao
de cada méetodo de descontaminacdo no presente estudo. As coldnias de M. bovis
recuperadas eram provenientes de tecidos com as mesmas caracteristicas, porém
dentre os 34 animais abatidos, 14 haviam sido recentemente adquiridos, oriundos de
diferentes rebanhos. A existéncia de animais infectados provenientes de diferentes
rebanhos sugere a presenca de diferentes cepas de M. bovis envolvidas na
ocorréncia deste surto de tuberculose bovina.

O padréo de descontaminacdo das amostras destes animais também sugere
a existéncia de diversas linhagens, jA que dentre as cinco amostras recuperadas
somente pelo método HPC, duas eram provenientes de animais de outros rebanhos.
Entre as quatro amostras recuperadas somente pelo método de descontaminagéo
acida duas também eram provenientes de animais de outros rebanhos. A medida
que a infeccdo pode ser determinada por diferentes cepas, colbnias isoladas no
presente estudo podem apresentar diferentes padrées de caracteristicas fenotipicas,
tais como maior suscetibilidade & descontaminacdo alcalina ou &cida. Este fato
justifica os diferentes padrbes de descontaminacdo de cada método, ja que
determinados grupos de amostras foram recuperadas somente por um meétodo
empregado e somente duas amostras foram recuperadas pelos trés (figura 2). De

acordo com esta observacédo dois diferentes procedimentos de descontaminacéo
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poderiam tratar uma Unica amostra, subdividida em menores aliquotas. Isto poderia
contribuir para aumentar o isolamento da M.bovis no periodo esperado de 60 dias de
cultivo, principalmente quando as concentracbes de M. bovis séo baixas e existe a
suspeita de diferentes fontes de infeccéo.

Existe a necessidade da realizacdo da cultura de lesbes suspeitas de
tuberculose bovina principalmente quando a prevaléncia da doenca € baixa, a fim de
se obter um diagnéstico definitivo e inquestionavel do rebanho. Desta forma, o uso
do método de decontaminacéo pelo 0,75% HPC, isoladamente ou em combinacéo
com o método de 6% de &cido sulfdrico para isolamento o primario, € sugerido com

0 objetivo de aumentar o niumero de isolados de M.bovis em lesbes paucibacilares.



7 CONCLUSOES

A patrtir dos resultados do presente estudo, € possivel concluir que:

1. O teste do Interferon ypode ser utilizado como um teste confirmatério em
animais sensibilizados pelos testes tuberculinicos intradérmicos sete ou 21
dias apos a inoculacdo do PPD, com uma ligeira diferenca favorecendo o dia
7pi, dispensando os 60 dias de quarentena e minimizando a propagacdo da

doenca.

2. Amostras provenientes de propriedades nas quais ha a suspeita de diferentes
fontes de infeccdo devem ser submetidas a diferentes procedimentos de
descontaminacdo considerando as especificidades bioquimicas dos agentes

descontaminantes.

3. Com o objetivo de aumentar o niumero de isolados de M.bovis em lesdes
paucibacilares no isolamento primario recomenda-se 0 uso do meétodo de
decontaminacgéo pelo 0,75% HPC, isoladamente ou em combina¢gdo com o
método de 6% de acido sulfurico.
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