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RESUMO 
 

Em diversos países, a tuberculose bovina, causada pelo Mycobacterium 

bovis, é um problema econômico e de saúde pública. Mundialmente, são 

implementados programas de erradicação da enfermidade com políticas baseadas 

em testes tuberculínicos e abate dos animais reativos. Com o objetivo de auxiliar a 

erradicação da tuberculose bovina, este estudo avaliou o uso de técnicas 

imunológicas e bacteriológicas em um rebanho naturalmente infectado com 

Mycobacterium bovis. Na primeira etapa, um rebanho leiteiro com 274 vacas 

mestiças foi submetido a testes tuberculínicos intradérmicos. Após essa etapa, o 

teste Interferon-γ (IFN) foi empregado em amostras provenientes de 32 vacas 

reativas e em outros 18 animais negativos aos testes tuberculínicos intradérmicos, 

no dia da tuberculinização e nos dias sete e 21 após a inoculação do PPD (p.i.). A 

sensibilidade do IFN no momento da inoculação com PPD foi de 96,8%, enquanto a 

especificidade foi de 88,8%. Quando utilizado como teste confirmatório 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 pulmões e 

linfonodos foram processadas por três diferentes metodologias empregando os 

descontaminantes 0,75% HPC, 6% de ácido sulfúrico ou 4% NaOH. As 

sensibilidades de cada método de descontaminação foram respectivamente 20,6%, 

37,9% e 20,6%. Não houve diferença significativa entre os métodos de 

descontaminação de Petroff e do ácido sulfúrico, embora o método que empregou 

HPC tenha se mostrado mais sensível do que os demais. Estes resultados mostram-

se promissores para que possam ser sugeridos novos protocolos de diagnóstico 

confirmatório ante mortem da infecção e melhor recuperação do agente no 

diagnóstico post mortem. 

Palavras-chave: Diagnóstico, tuberculose, bovino, erradicação, Mycobacterium bovis
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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-γ 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
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1 INTRODUÇÃO 

 

A tuberculose bovina (bTB) é uma doença infecciosa de ocorrência mundial 

causada por Mycobacterium bovis que determina riscos à saúde da população que 

consome produtos de origem animal e prejuízos tanto à pecuária de corte quanto à 

leiteira. A forma mais freqüente da doença é a pulmonar, embora possa ainda 

ocorrer a forma intestinal em bezerros por meio de ingestão de leite contaminado 

(POLLOCK e NEILL, 2002). Entretanto, em países onde há algum programa de 

controle implementado, lesões intestinais não são comumente observadas devido a 

eliminação dos animais reativos antes da disseminação do bacilo para o úbere, e a 

forma intestinal é normalmente resultante da disseminação de um complexo primário 

(NEILL et al., 1994a). 

A enfermidade é uma importante causa de perdas econômicas, tanto em 

relação aos rebanhos individualmente, como para a economia dos países onde esta 

ainda ocorre. A infecção leva à diminuição de 10 a 20% da produção de leite e do 

ganho de peso do gado leiteiro e causa redução da fertilidade do rebanho. Quanto 

aos rebanhos de corte, há a condenação de carcaças dos animais infectados, 

além dos prejuízos determinados pelo impedimento à exportação de carnes para 

países onde a tuberculose é controlada (LILENBAUM et al., 1998). 

Outro grande motivo para o interesse na tuberculose bovina é a 

suscetibilidade do homem à doença determinada pelo mesmo agente, 

Mycobacterium bovis, que pode acometer principalmente os trabalhadores rurais. A 

tuberculose intestinal humana é relacionada à ingestão de leite cru e seus derivados 

não pasteurizados, e constitui a principal causa de manifestações não-pulmonares 

por esta moléstia em regiões rurais (GRANGE & YATES, 1994).  

 



 

 

12

 

Devido a importância econômica e sanitária da doença, diversos métodos de 

diagnóstico da tuberculose bovina já foram desenvolvidos com variações de tipos de 

amostras selecionadas, sensibilidade e especificidade. Rotineiramente são 

classificados em métodos diretos que implicam no isolamento e visualização do 

agente ou parte do seu genoma, e métodos indiretos que mensuram a resposta 

imunológica do animal frente ao desafio com algum antígeno específico do 

Mycobacterium bovis.  

O método padrão para o diagnóstico da tuberculose bovina é o teste 

tuberculínico intradérmico, baseado na reação de hipersensibilidade tardia ao 

derivado proteico purificado (PPD) extraido do agente (OIE, 2008). Entretanto o 

diagnóstico definitivo da infecção de um rebanho só é possível por meio da cultura 

bacteriológica e identificação do agente, principalmente quando a prevalência da 

enfermidade é baixa, durante os últimos estágios de uma campanha de erradicação 

(CORNER, 1994; FIGUEIREDO et al., 2008).  

No Brasil o teste oficial para diagnóstico da tuberculose bovina é o alérgico 

cutâneo (BRASIL, 2006), pois já está estabelecido que Mycobacterium bovis causa 

uma reação do tipo hipersensibilidade tardia e que o reconhecimento dos antígenos 

de micobactérias pelos linfócitos T é sugerido como a principal resposta imunológica 

à tuberculose (ALITO et al., 2003, POLLOCK et al., 2005, WELSH et al., 2005). 

Entretanto Pollock e Neill (2002) mediram a função das respostas de células B e 

reportaram que essas células induziram a produção de anticorpos nas etapas 

avançadas da tuberculose bovina. Este fato foi reforçado por Welsh e colaboradores 

(2005), que demonstraram o progresso da resposta imunológica celular para 

humoral em todos os animais tuberculosos analisados. A progressão da doença 

pode explicar a anergia de alguns bovinos infectados aos testes comuns baseados 

na hipersensibiliade tardia. A ausência da resposta celular nos animais infectados 

ocorre em particular quando a carga bacteriana é alta (McNAIR et al., 2000). 

A ocorrência de animais anérgicos e a dificuldade em se diagnosticar um 

rebanho como infectado decorrente de métodos bacteriológicos pouco sensíveis 

(CORNER, 1994) colocam em risco os programas nacionais de erradicação da 

tuberculose bovina. Por essas razões o presente estudo se propôs a avaliar a 

utilização de diferentes métodos de diagnóstico aplicados simultaneamente em um 

rebanho naturalmente infectado, levando em consideração o histórico do rebanho, a 

resposta  imune à enfermidade e os aspectos microbiológicos do agente. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 ASPECTOS GERAIS 

 

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, no 

período de 1989 a 1998 foi observada uma prevalência de tuberculose bovina de 

1,3% no Brasil (BRASIL, 2006). No Rio de Janeiro, Lilenbaum e colaboradores 

(1998) testaram 1632 bovinos de aptidão leiteira em propriedades com histórico 

sugestivo da ocorrência de tuberculose e verificaram 12,7% de reatividade ao teste 

intradérmico cervical simples, alertando para a alta ocorrência da enfermidade em 

nosso estado. Apesar da existência comprovada da enfermidade, há uma escassez 

de dados oficiais atualizados referentes à prevalência da tuberculose bovina no 

Brasil.  

A tuberculose bovina vem sendo alvo de intensa campanha de erradicação 

por meio de um programa nacional. O controle da enfermidade, no Brasil e em 

outros países onde a enfermidade é comum, baseia-se no método de “teste-e-abate. 

De acordo com o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e 

Tuberculose (PNCEBT), que foi instituído em 2001, foi definida uma estratégia de 

certificação de propriedades livres ou monitoradas (BRASIL, 2006). A correta 

detecção dos animais infectados é importante, pois a interferência na capacidade 

plena de produção pode ocasionar reduções de até 25% na produtividade animal 

(POLETTO et al., 2004).  

Um dos maiores complicadores para o sucesso do plano de controle diz 

respeito às limitações do método de diagnóstico preconizado, a intradermoreação 

com PPD bovina ou com PPDs bovina e aviária. Estes métodos apresentam 

problemas quanto ao padrão 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 à propriedade num prazo de 72 horas (MONAGHAN et al., 1994), tornando o 

diagnóstico de alto custo, laborioso e sujeito a fraudes. Muitas vezes seu uso como 

ferramenta única de diagnóstico não permite a detecção de todos os animais 

infectados (LIEBANA et al., 2008), não sendo possível a completa eliminação dos 

focos de infecção no rebanho. 

 

2.2 A DOENÇA 

 

Mycobacterium bovis, agente da tuberculose bovina, é um membro do 

complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB) (DE LA RUA-DOMENECH et al., 

2006). Apesar de um alto nível de similaridade genética entre essas espécies, as 

diferenças genéticas parecem estar concentradas na capacidade patogênica em 

relação à restrição ao hospedeiro (SREEVATSAN et al, 2000; PIERCY et al, 2007). 

A maioria das demais espécies de micobactérias existe principalmente como 

saprófitos ambientais e estão distribuídas amplamente no solo, poeira e água. 

Algumas dessas espécies são agentes patogênicos oportunistas para humanos e 

animais com capacidade para causar a doença local ou mesmo sistêmica quando 

em indivíduos imunocomprometidos (COLLINS, 1994).    

No gado bovino, as lesões da tuberculose são com maior freqüência 

encontradas nos órgãos ricos em tecido reticuloendotelial, em particular os pulmões 

e gânglios linfáticos associados, e no fígado (CORNER et al., 1990). Outro estudo 

realizado em gado bovino naturalmente e experimentalmente infectado demonstrou 

que as lesões são mais frequentemente observadas nas vias respiratórias inferiores; 

no entanto em um número significativo de casos as vias respiratórias e tecidos 

associados superiores também podem apresentar lesões (NEILL et al., 1994a; 

RODGERS et al., 2007). Embora os tubérculos não sejam considerados lesão 

patognomônica da TB bovina, a presença destes leva aos sinais clínicos da doença, 

que estão diretamente associados a sua distribuição e quantidade (DE LA RUA-

DOMENECH, 2006). 
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2.3 TRANSMISSÃO 

 

Embora os bovinos possam ser infectados por M.bovis por outras vias além 

de aerossóis, esta é a via de transmissão mais importante (GRIFFIN e DOLAN, 

1995; POLLOCK et al., 2005; OIE, 2008). Morris e colaboradores (1994) também 

informaram o papel principal da via de transmissão aérea e a transmissão animal-

animal. A contaminação pelos alimentos ou pelos fômites não é comum devido às 

baixas doses infectantes de bacilos que podem ser encontrados em condições 

naturais no ambiente. Este fato explica a maior ocorrência em gado leiteiro do que 

em gado de corte, como conseqüência das práticas de criação, em que o contato 

próximo entre os animais aumenta a possibilidade da transmissão de doenças. Este 

fato não se apóia nas diferenças raciais como fator de risco para ocorrência da 

doença, uma vez que o gado bovino de corte criado em sistema intensivo também 

demonstra alta susceptibilidade para a propagação da infecção. Contudo, um estudo 

recente de Ameni e colaboradores (2007) encontrou prevalência significativamente 

inferior nas raças zebus nativas, comparada ao gado bovino da raça Holandesa em 

condições idênticas de criação no campo, e também uma maior gravidade nas 

lesões encontradas em animais da raça Holandesa, o que pode sugerir também um 

componente racial na ocorrência da infecção. Menos comum, mas também 

importante, é a infecção do aparelho digestivo após  a ingestão do leite ou pastagem 

contaminada. Outra forma menos comum de transmissão é a infecção transcutânea, 

enquanto que a transmissão vertical é raramente descrita em condições naturais 

(THOEN et al., 2006).  

É importante mencionar também que várias espécies da fauna silvestre são 

implicadas na manutenção e transmissão de M. bovis em todo o mundo. Os 

reservatórios de fauna silvestre podem dispersar M. bovis por uma variedade de vias 

como secreções respiratórias, urina ou fezes, sendo que a via de transmissão 

principal dependerá do tipo de interação entre as populações de diferentes espécies 

(THOEN et al., 2006). A infecção ocasionada pelo M. bovis já 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 estão os búfalos no Brasil (FREITAS 

et al., 2001), suricatos no deserto Kalahari da África do Sul (DREWE et al., 2009), 

texugos na Grã-Bretanha, búfalo africano na África do Sul, veado de rabo branco 

nos EUA e gambás  na Nova Zelândia. Os texugos são reconhecidos como 
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reservatórios da infecção e são uma grande razão para a infecção contínua do gado 

bovino por M. bovis no Reino Unido (KAO et al., 2007). No Brasil não há dados 

sobre a ocorrência de M. bovis em animais selvagens. 

A transmissão de bacilos pode ser influenciada pela idade e comportamento 

do animal, ambiente, clima, e pelas práticas agrícolas predominantes (POLLOCK e 

NEIL, 2002; LILENBAUM et al., 2007). Rajaram e colaboradores (1996) relataram 

que as condições climáticas na Índia, em particular as altas umidade e temperatura, 

favoreciam a existência e a propagação da tuberculose bovina, enquanto que na 

Irlanda, com diferentes condições climáticas, este fato não pode ser confirmado 

(HAHESY et al., 1992a). Boas práticas agrícolas de criação podem prevenir outros 

fatores de risco, como o adequado destino ao esterco bovino infectado (HAHESY et 

al., 1992 b), o controle da transmissão entre propriedades contíguas (DENNY e 

WILESMITH, 1999), a presença de confinamento constante (RAJARAM et al., 1996; 

LILENBAUM et al., 2007) e alta densidade do gado (OLIVEIRA et al., 2007), além da 

freqüência de assistência veterinária (LILENBAUM et al., 2007) e compartilhamento 

de colostros (EVANGELISTA et al., 1996). 

 

2.4 POTENCIAL ZOONÓTICO 

 

A tuberculose zoonótica, como é chamada a infecção no homem determinada 

por M. bovis, é reconhecidamente uma ameaça à saúde pública em países em 

desenvolvimento. Em alguns desses países há limitada ou nenhuma medida de 

controle contra a tuberculose bovina (COSIVI et al., 1998; THOEN et al., 2006). A 

infecção humana ocasionada por M. bovis pode ocorrer pela via aerógena, ingestão 

de leite infectado (WHO, 1994), ou com menor freqüência, pelo contato com 

mucosas e pele lesionada (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006b). A doença 

causada por M. bovis é clínica, radiológica e patologicamente indistinguível da 

doença determinada por M. tuberculosis. Entretanto, diferente da tuberculose 

característica em humanos, a apresentação extrapulmonar é muito freqüente, 

principalmente devido à via de infecção (GRANGE, 2001). Considerando o 

tratamento padrão para infecções determinadas por M. tuberculosis, a falta de 

diferenciação entre M. bovis e M. tuberculosis pode ser um problema. M. bovis é 

naturalmente resistente a pirazinamida, um medicamento usado com freqüência 

para o tratamento da tuberculose nos seres humanos. Portanto, os indivíduos 
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infectados por M. bovis podem apresentar um tratamento ineficiente, que 

possibilitaria que os pacientes fossem potenciais transmissores dessas cepas 

resistentes a outras pessoas e animais (ABRAÃO et al., 2005). 

Em países industrializados, a infecção humana por M. bovis tem sido 

controlada em grande parte pela pasteurização do leite de vaca, inspeção de 

matadouros, e testes obrigatórios de diagnóstico com abate do gado bovino reativo 

(ROMERO et al., 2006). No Brasil apesar da existência de um Plano Nacional de 

Erradicação, ainda ocorre a comercialização da carne e leite sem controle sanitário, 

o que representa uma ameaça à saúde pública, já que a ingestão desses produtos é 

uma possível via da infecção aos seres humanos (ABRAÃO et al., 2005). Em alguns 

países em desenvolvimento, nos quais a tuberculose bovina não é controlada, a 

maioria de casos humanos ocorre nas pessoas jovens devido à ingestão ou 

manipulação de leite contaminado (COSIVI et al., 1998). A infecção transmitida por 

via aérea continua a ocorrer em trabalhadores de matadouro na indústria da carne 

nas regiões onde a infecção ainda é prevalente no gado bovino (THOEN et al., 

2006). Embora a doença humana primária seja muito rara nos países desenvolvidos 

onde a tuberculose bovina foi erradicada, a forma de reativação (pós-primária) da 

doença pode ocorrer (WHO, 1994). 

Segundo a OIE (2007), a proporção dos casos de TB zoonótica no Brasil é 

desconhecida, uma vez que o uso de cultura bacteriológica para o diagnóstico da 

bTB não é empregada como uma rotina por todas as amostras (SEQUEIRA et al., 

2005). Os últimos dados publicados relatando a relevância da tuberculose zoonótica 

no Brasil informaram a ocorrência de somente um caso em 20 anos (1987–2006) 

onde M. bovis foi confirmado como o agente etiológico de tuberculose humana 

(KANTOR et al., 2008). Mais recentemente, cerca de 8.000 amostras clínicas 

humanas foram cultivadas no mesmo laboratório para a detecção de micobactérias e 

nenhum isolado de M. bovis foi obtido (SOBRAL, 2009). Na rede de laboratórios de 

São Paulo (Instituto Adolfo Lutz), um total de 355.383 cultivos foram realizados no 

período 2001–2005 e somente duas cepas de M. bovis foram recuperadas de dois 

pacientes, um em 2001 de uma biópsia de gânglios linfáticos, e outro em 2002 de 

uma amostra de líquido cerebroespinhal. No Laboratório de Referência 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 INCIDÊNCIA E DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA 

 

Apesar da ocorrência da doença, há uma falta de dados oficiais a respeito da 

prevalência atual da tuberculose bovina no Brasil. Durante o período de 1989 a 

1998, os dados dos relatórios oficiais indicam uma prevalência média nacional de 

1,3% de vacas infectadas (BRASIL, 2008). Desde o início da execução do PNCEBT 

no Brasil, poucos estudos informaram a prevalência da doença, 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 doença, a maior incidência em 

gado leiteiro que em gado de corte também determina a distribuição geográfica da 

enfermidade. Roxo (2005) informou a taxa de infecção em diferentes áreas no Brasil, 

e não inesperadamente, a região com a menor taxa de infecção foi onde os 

rebanhos de gado de corte são predominantes. Contudo, estes dados representam 

algumas regiões em particular e não podem ser considerados para o contexto 

nacional. É importante ter em mente a diversidade e o enorme tamanho do rebanho 

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

 

2.6 MICROBIOLOGIA E ECOLOGIA 

 

O bacilo da tuberculose foi cultivado pela primeira vez em laboratório por 

Robert Koch em 1882 (COLLINS, 1994). Micobactérias são bactérias de crescimento 

lento, bacilos aeróbios estritos, caracterizados pela ausência das cápsulas ou dos 

flagelos (RUGGIERO et al., 2007). Mycobacterium sp. são bastonetes delgados, 

curvo a retos, imóveis, medindo 0,2 a 6µm x 1,0 a 10,0µm (EISENSTADT e HALL, 

1995) e de acordo com Ghosh et al. (2009) podem formar esporos. 

Do ponto de vista citoquímico, as micobactérias são 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 está composta de grandes ácidos graxos (C70 ao C90) de cadeira 

ramificada chamados os ácidos micólicos (KATSUBE et al., 2007). Eles constituem o 

interior do folheto lipídico da parede de células micobacterianas e formam uma 

barreira eficaz contra a penetração de antibióticos e agentes quimioterápicos 

(BHAKTA et al., 2004).  
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A parede celular confere aos bacilos a estabilidade e resistência à coloração 

de Gram. Para observar os bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) pela 

microscopia, o método de Ziehl-Neelsen ou uma técnica relacionada pode ser 

utilizada (HIRSH e ZEE, 2003). Em geral, os bacilos não podem tolerar a exposição 

ao calor, a luz solar direta ou condições secas, mas sob condições frias, escuras e 

úmidas os bacilos podem sobreviver mais tempo (APHIS, 2002). M. tuberculosis e 

M. bovis são dois patógenos que não sobrevivem fora do hospedeiro por muito 

tempo (COLLINS, 1994). A sobrevivência dos membros do complexo M. tuberculosis 

nos tecidos do hospedeiro parece depender da capacidade das bactérias de 

reorientar seu metabolismo e utilizar qualquer fonte disponível de carboidrato, 

nitrogênio e energia (CHEN et al., 2003). 

Os agentes químicos como solução de hipoclorito de cálcio, solução de 

formaldeído alcalino e cal, solução de hipoclorito de cálcio clarificada, suspensão de 

cal fresca e solução de formaldeído alcalino são eficazes contra o bacilo, mas sua 

ação pode ser afetada pela concentração do produto e o tempo de exposição 

(RUSSELL et al., 1984). A combinação de tempo-temperatura necessária para a 

destruição deste organismo foi o fator primordial no estabelecimento das normas de 

pasteurização, aquecendo o leite a 63,5°C durante 3 0 minutos ou 71,1°C por 15 

segundo (GRANT et al., 1996).  

 

2.7 ANTÍGENOS 

 

A parede de células micobacterianas tem uma grande quantidade de ácidos 

micólicos, que estão ligados covalentemente a açúcares como trealose e arabinose 

(KATSUBE et al., 2007) e são implicados na patogenia da doença (VESOSKY et al., 

2004; HOTTER et al., 2005; KATSUBE et al., 2007). Os ácidos micólicos diminuem a 

permeabilidade da parede de células, aumentam a resistência contra a lise de 

bactérias, variações de temperatura e ações de antibióticos (ANONYMOUS, 2001).  

Embora a estrutura da parede das micobactérias seja considerada um fator 

de virulência, proteínas secretadas também desempenham uma função na 

patogenia que conduz às respostas imunológicas. Watanabe e colaboradores (2006) 

enfatizaram a possibilidade de que a imunidade adaptativa humana contra a 

infecção micobacteriana pode envolver o reconhecimento imune dos antígenos  

lipídicos e protéicos derivados das micobactérias. Assim, tanto PPDs quanto 
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antígenos isolados são reconhecidos pelo sistema imune de animais submetidos a 

modelos experimentais de infecção com M. bovis (LESELLIER et al., 2008). 

O complexo Antígeno 85 (Ag85) do MTB é implicado na patogenia devido às 

sua capacidade de ligação com a fibronectina e organização da parede celular 

micobacteriana (BELISLE et al., 1997). Apesar das proteínas do complexo Ag85 

representarem uma grande parte das proteínas secretadas (WIKER et al., 1986; 

WIKER e HARBOE, 1992), o antígeno MPB70 secretado pelo M bovis. foi 

identificado como um potente estimulador de linfócitos 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 homólogo MPB83 

estão envolvidos na ligação de M. bovis com proteínas da célula hospedeira 

(CHAMBERS et al., 2004).  

Em adição ao papel dos antígenos já reconhecidos, a proteína-10 (CFP-10) 

do filtrado de cultura de M. bovis, uma proteína co-secretada de micobactérias, é 

também considerada uma potente indutora de IFN-γ sozinha (WATERS et al., 2006c) 

ou associada com ESAT-6, outra proteína co-secretada (THACKER et al., 2007). 

Outra questão importante é a presença de ambos os antígenos em cepas virulentas 

de M bovis e sua ausência na cepa BCG (SOOP et al., 2006). No gado bovino, a 

completa interação de antígenos na patogenia da tuberculose ainda não é bem 

compreendida. 

 

2.8 RESPOSTA IMUNE 

 

Após a infecção, há uma interação inicial entre os macrófagos alveolares e 

micobactérias, que definirá os eventos posteriores e decidirá as conseqüências da 

exposição 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 latência em alguma etapa no 

futuro (WELSH et al., 2005).  

Está bem estabelecido que Mycobacterium bovis causa leva á uma reação do 

tipo hipersensibilidade tardia e que o reconhecimento dos antígenos de 

micobactérias pelos linfócitos T é sugerido como a principal resposta imune à 

tuberculose (ALITO et al., 2003, POLLOCK et al., 2005, WELSH et al., 2005). A 

resposta de hipersensibilidade tardia é avaliada como um indicador de uma resposta 
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imune do tipo celular que é conseqüência da infecção por Mycobacterium sp. 

(THOM et al., 2004).  

No gado bovino, os linfócitos T são as primeiras células envolvidas na reação 

a tuberculose, demonstrando a importância da imunidade mediada por células (IMC) 

na tuberculose bovina (POLLOCK et al., 2005). As células CD4, CD8 e γδT são sub-

populações dos linfócitos T envolvidos no controle da doença (POLLOCK e NEILL, 

2002; BUDDLE et al., 2002; SKINNEER et al., 2003; BUDDLE et al., 2005; 

POLLOCK et al., 2005), mas outra população de linfócitos T (natural killer [NK] 

linfócitos T) também está envolvida (SKINNER et al., 2003). Pollock e Neill (2002) 

descreveram o possível envolvimento do linfócito T NK na infecção por M. bovis e, 

além disso, mencionaram a identificação dos neutrófilos como primeiras células 

associadas ao granuloma em desenvolvimento nos bovinos nas etapas iniciais da 

infecção, neste caso os neutrófilos poderiam estar implicados em coordenar o 

desenvolvimento do granuloma.  

Os estudos da dinâmica de linfócitos na circulação sanguínea do gado bovino 

experimentalmente infectado por M. bovis revelaram participação seqüencial das 

sub-populações dos linfócitos T (BUDDLE et al., 2005); em um primeiro momento o 

predomínio é da célula γδT, seguida pela célula CD4, e posteriormente uma 

participação mais proeminente da célula CD8 (POLLOCK et al., 2005). A população 

de células CD4 de linfócitos T realiza a maior contribuição na imunidade adquirida 

contra tuberculose, produzindo Interferon γ (IFN−γ) sob influência da interleucina-12 

(IL-12). Os Linfócitos T CD8 mediam seus efeitos pela produção de citocinas como 

IFN−γ e também apresentam atividades citotóxicas, que controlam a replicação 

micobacteriana. As células γδ T, que estão presentes em grandes quantidades nos 

jovens ruminantes, conseguem reconhecer antígenos micobacterianos não 

proteicos, assim como antígenos protéicos (BUDDLE et al., 2002). Como uma parte 

da imunidade contra micobacterias, o desenvolvimento de resposta T auxiliar tipo 1 

(Th1) IMC baseada, por meio da produção das citocinas como fator de necrose α 

(TNF-α), IL-12 e IFN−γ, é considerado essencial para ativar as rotas de macrófagos 

microbicidas (WELSH et al, 2005), que restringe a ativação bacteriana (BUDDLE et 

al., 2005). 

Pollock e Neill (2002) mediram a função das respostas de células B e 

reportaram que essas células induziram a produção de anticorpos somente nas 

etapas avançadas da tuberculose bovina. Este fato foi reforçado por Welsh e 
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colaboradores (2005), que demonstraram o progresso da resposta imunológica 

celular para humoral em todos os animais tuberculosos analisados. Inicialmente os 

animais desenvolveram forte resposta IMC. A resposta celular claramente diminuiu 

como a progressão da doença, e houve o aumento da resposta humoral baseada 

em anticorpos IgG1. Contudo, a resposta humoral não pareceu ser capaz de 

controlar a infecção, a progressão da enfermidade e o aumento da carga bacteriana. 

Waters e colaboradores (2006b) demonstraram que o gado bovino 

experimentalmente infectado também pode ter uma resposta de anticorpos 

prematura, com a detecção de anticorpos específicos IgM e IgG, utilizando 

antígenos já reconhecidos.  

A progressão da doença pode explicar a anergia de alguns bovinos infectados 

aos testes comuns baseados na IMC. A ausência 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 cutâneo em alguns 

indivíduos foi associada a uma ausência dos receptores nos linfócitos (POLLOCK e 

NEILL, 2002). Denis e colaboradores (2007) formularam a hipótese de que o gado 

bovino anérgico constitui um grupo de animais no qual o componente 

antiinflamatório foi recrutado, prevenindo a expressão dos marcadores da imunidade 

contra a tuberculose, como a resposta ao PPD bovino. Dados recentes, 

provenientes de um modelo de infecção de tuberculose em bovinos, indicaram que 

há uma liberação apreciável de IL-10 associada com a progressão da doença, 

fortalecendo a idéia da participação desta interleucina na anergia ao PPD. A falha no 

desenvolvimento de uma resposta ao PPD também pode estar vinculada a um perfil 

melhorado de ativação dos monócitos ou dos macrófagos, em particular pela 

liberação de altos níveis de nitrogênio reativo e/ou intermediários do oxigênio ou 

prostaglandinas, reduzindo a proliferação de linfócitos T e/ou a liberação de citocina 

(DENIS et al., 2007). 

A imunização animal não é possível devido ao fato de que não há nenhuma 

vacina eficaz disponível, além de não possuir aplicação no contexto de um programa 

nacional baseado no teste e abate dos animais reativos. Nos seres humanos a 

imunização contra as infecções micobacterianas patogênicas é 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 eficácia do BCG é variável (BUDDLE et al., 2005; MUSTAFA 

et al., 2006; JARON et al., 2008), e mostrou não poder proteger eficientemente 

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

 

2.9 DIAGNÓSTICO 

 

2.9.1 Métodos Diretos - Evidenciação do Agente 

 

2.9.1.1 Exame direto – baciloscopia 

 

Apesar da baciloscopia das amostras ser um método mais rápido e mais 

barato comparado com outros métodos, a visualização dos BAAR não é capaz de 

discriminar entre membros da família Mycobacteriaceae, ou entre membros do 

gênero Mycobacteria e outros organismos que dividem esta característica 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 só pode revelar a presença 

de BAAR quando as concentrações são maiores que 104 bactérias por mililitro 

(RODRIGUEZ et al., 2004). Devido a sua especificidade baixa, que leva a resultados 

falsos-negativos, associado às dificuldades em se obter esputo dos animais, o 

exame direto não é empregado rotineiramente como um método de diagnóstico para 

a tuberculose bovina.  

 

2.9.1.2 Cultivo bacteriológico 

 

As técnicas usadas nos laboratórios veterinários para isolar M. bovis diferem 

das utilizadas nos laboratórios médicos, principalmente porque as cepas de M. bovis 

crescem mal ou não crescem no meio com glicerol usado para o cultivo de M. 

tuberculosis. Por este motivo os meios que contenham piruvato de sódio em vez do 

glicerol são usados para o isolamento de M. bovis (WHO, 1996). Embora seja aceito 

em geral que as micobactérias cresçam mais rapidamente no meio líquido, tem sido 

raramente observado que alguns isolados micobacterianos aparecem 

exclusivamente em meio sólido (SALFINGER e PFYFFER, 1994).  
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O gênero Mycobacterium é altamente exigente com respeito a sua 

necessidade de nutrientes, enquanto outros microrganismos se multiplicam mais 

fácil e mais rápido. As amostras coletadas do esputo, do leite ou lesões tissulares 

suspeitas devem ser submetidas aos métodos de descontaminação para eliminar 

tais microrganismos competitivos. O pré-tratamento ou descontaminação das 

amostras é requerida, pelo acréscimo de NaOH, H2SO4, HPC, ácido oxálico, ou 

compostos de amônio quaternário (CORNER, 1994; YOUNG et al., 2005). O efeito 

tóxico da descontaminação 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 sólido apropriado com piruvato, as colônias são de aspecto 

liso e de coloração branca. Padrões de crescimento característico e morfologia 

colonial podem prover um diagnóstico presuntivo de M. bovis; no entanto cada cepa 

isolada precisa ser confirmado (OIE, 2008). A identificação é feita em dois passos, o 

primeiro deles consiste na obtenção de uma cultura primária do bacilo a partir da 

amostra; o segundo passo é baseado na identificação do bacilo com base nas 

características fisiológicas e bioquímicas de uma sub-cultura (THOREL, 1994).    

Os ensaios bioquímicos requerem de duas a quatro semanas adicionais 

depois do crescimento das colônias de micobactérias no meio de cultura 

(SALFINGER e PFYFFER, 1994). Apesar do isolamento de M. bovis ser a 

comprovação da infecção, 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 identificação bioquímica representam importantes limitações do 

método.  

 

2.9.2 Métodos Indiretos 

 

2.9.2.1 Testes tuberculínicos intradérmicos 

 

A tuberculinização, ou testes tuberculínicos intradérmicos, são 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 Pecuária e Abastecimento estes testes são recomendados como 

diagnóstico oficial no Brasil (BRASIL, 2006). O teste conhecido como teste cervical 
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simples (TCS) consta da injeção de um derivado protéico purificado (PPD) originário 

de M. bovis (bovPPD). Quando realizado paralelamente à injeção de PPD originária 

de M. avium (avPPD), o teste é conhecido como teste cervical comparativo (TCC). O 

TCS consiste na injeção intradérmica, no terço médio da região cervical, de 0,1 mL 

de PPD bovino (cepa AN5 ou Valée). A leitura é conduzida após 72 horas com um 

cutímetro, com base na avaliação da reação de hipersensibilidade no local da 

inoculação (WOOD e ROTHEL, 1994). No TCC, a inoculação é realizada com 0,1 

mL de ambos os PPDs: bovPPD e avPPD (Amostra D4) via injeção intradérmica, 

mantendo uma distância de 15 a 20 cm entre ambas as inoculações; sendo o avPPD 

inoculado cranialmente ao bovPPD. Após 72 horas de inoculação, o animal é 

considerado positivo quando a reação ao bovPPD é maior que 4,0 mm comparado 

com a reação 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 antígenos compartilhados, estas reações cruzadas podem ser 

facilmente esperadas, o que reduz a especificidade do teste. Desta forma, o TCC é 

realizado com a finalidade de reduzir a ocorrência de tais reações cruzadas; no 

entanto, até esta metodologia não elimina todas as reações não específicas 

(COLLINS et al., 1994).  

Apesar do amplo uso desta análise, os relatos de sensibilidade da 

tuberculinização 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 à propriedade em um prazo de 72 horas (MONAGHAN et al., 1994), que gera 

um diagnóstico mais caro, laborioso e sujeito às fraudes (LILENBAUM et al., 1999b). 

Com freqüência, seu uso como uma única ferramenta para o diagnóstico da 

tuberculose bovina não detecta todos os animais infectados (LIEBANA et al., 2008), 

não permitindo a eliminação completa de fontes de infecção do rebanho devido 

principalmente à ocorrência de animais anérgicos que não reagem aos testes 

tuberculínicos.  
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2.9.2.2 Testes com base na imunidade celular 

 

Está bem estabelecido que a resposta imunológica das infecções 

micobacterianas é predominantemente do tipo mediado por células, pelo menos em 

seus primeiros estágios. Portanto, as técnicas de diagnóstico devem ser baseadas 

preferencialmente na medição das respostas dos linfócitos T (WOOD e ROTHEL, 

1994). As limitações dos testes tuberculínicos intradérmicos levaram ao 

desenvolvimento de outros testes de diagnóstico. Wood e colaboradores (1990a) 

desenvolveram um teste rápido (24 horas) para a tuberculose bovina de análise 

celular “in vitro”, baseado na detecção de γ interferon (IFN), que é liberado em 

resposta a antígenos específicos em uma cultura de sangue total. A produção dos 

anticorpos monoclonais específicos para IFN−γ permitiu o desenvolvimento do Teste 

IFN−γ (WOOD et al., 1990b; ROTHEL et al., 1990).  

Comparações dos testes a campo demonstraram que este teste é mais 

sensível que o TCS, variando de 76,7% a 93,2% de sensibilidade (WOOD et al., 

1991). IFN também pode identificar animais negativos aos testes tuberculínicos, uma 

vez que é capaz de detectar animais infectados nas etapas iniciais da infecção 

(NEILL et al., 1994b; GORMLEY et al., 2006). Cagiola e colaboradores (2004) 

relataram especificidade maior que a dos testes tuberculínicos intradérmicos, 

variando de 97,3% a 98,6%. No Brasil, Lilenbaum e colaboradores (1999b) 

compararam IFN ao teste de tuberculinação intradérmica em condições de campo, e 

também demonstraram que a sensibilidade do IFN foi maior que a do teste cutâneo. 

O uso do IFN requer somente uma manipulação do animal, e uma vez que na 

estimulação dos linfócitos é realizada ”in vitro”, não é necessário 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 necessárias, a qualquer 

intervalo de tempo, uma vez que o animal não é inoculado com PPD (WHIPPLE et 

al., 1995). A interpretação dos resultados é baseada nos valores numéricos, o que 

torna este teste mais objetivo que as reações de hipersensibilidade mensuradas na 

pele do animal.  

Adicionalmente ao seu uso como um teste de diagnóstico, Ryan e 

colaboradores (2000) demonstraram que IFN também poderia ser usado como teste 

confirmatório quando se aplica em animais sensibilizados até oito dias após a 

inoculação de PPD. Não há nenhuma diferença significativa nos índices de 
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sensibilidade e de especificidade do IFN realizado com amostras cultivadas no 

mesmo dia e 72 horas após o dia da coleção. 

As maiores desvantagens do uso do IFN são a necessidade de processar as 

amostra em laboratórios adequadamente equipados, e o custo unitário do teste que 

é maior comparado aos testes cutâneos (LILENBAUM et al., 1999a). 

 

2.9.2.3 Análises sorológicas 

 

Está bem estabelecido que o gado bovino infectado por Mycobacterium bovis 

desenvolve como primeira resposta imunológica 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 sorológicos são menos eficientes para 

identificar o gado bovino nos primeiros estágios da infecção de tuberculose, quando 

os níveis de anticorpos são baixos (WOOD e ROTHEL, 1994). 

No entanto, há várias vantagens para o uso dos métodos sorológicos como 

ELISA para o diagnóstico da tuberculose bovina. Esses testes requerem somente 

uma manipulação dos animais e somente uma visita do veterinário a fazenda. A 

amostragem sanguínea pode ser repetida com a freqüência necessária sem alterar o 

estado imune do animal. A interpretação é baseada nos valores numéricos e é mais 

objetiva que a observação da reação de hipersensibilidade na pele do animal 

(LILENBAUM et al., 2001). A técnica de ELISA indireto mensura a ligação de 

anticorpos específicos a um antígeno (LILENBAUM et al., 1999a). Para diagnosticar 

o gado bovino infectado por Mycobacterium bovis, os antígenos geralmente 

empregados são o PPD ou antígenos 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 antígenos purificados, o complexo Ag85 representa a maior 

parte das proteínas secretadas (WIKER et al., 1986; WIKER e HARBOE, 1992). 

Contudo, os anticorpos dirigidos a este antígeno talvez estejam presentes também 

em indivíduos não infectados (WIKER e HARBOE, 1992), conduzindo a resultados 

falso-positivos. A proteína 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 proteína específica (HARBOE et al., 

1986; BILMAN-JACOB et al., 1990; RADFORD et al., 1990). Foi sugerido que a 
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MPB70 e a proteína altamente homóloga MPB83 estariam envolvidas na ligação de 

M. bovis com proteínas da célula hospedeira (CHAMBERS et al., 2004). MPB70 e 

MPB83 são proteínas micobacterianas homólogas secretadas com uma limitada 

distribuição de espécies. Essas proteínas têm atraído muita atenção porque são 

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 diagnóstico 

dessas proteínas, e indicaram que a maioria dos anticorpos monoclonais identificam 

os determinantes antigênicos compartilhados nessas moléculas, e que os epítopos 

lineares de MPB70 foram os grandes alvos de anticorpos após a imunização com 

preparados protéicos e durante a infecção com M. bovis. O uso de rM70-83-E6, uma 

recombinação dos antígenos MPB70, MPB83 e ESAT-6, pode reagir 

especificamente com soros de bovinos tuberculosos, melhorando a sensibilidade e 

especificidade do ELISA (LIU et al., 2007). 

Há uma possibilidade de que os antígenos recombinantes não sejam 

antigenicamente idênticos aos antígenos naturalmente produzidos pelas 

micobactérias naturalmente, e por este motivo, eles não podem ser reconhecidos 

pelo sistema imunológico dos animais infectados (FIFIS et al., 1994b). Silva (2001) 

também informou sobre o aumento da sensibilidade proporcionalmente ao número e 

a distribuição das lesões encontradas nos exames anatomopatológicos, sugerindo 

que a sensibilidade de ELISA depende do tempo e da gravidade da infecção do 

rebanho.  

Embora as análises sorológicas não possam ser consideradas como a 

primeira escolha em método de diagnóstico, muitos pesquisadores descrevem os 

objetivos estratégicos de seu uso (DE LA RUA-DOMENECH, 2006a; SILVA, 2001; 

LILENBAUM e FONSECA, 2006). A estratégia é baseada na existência dos animais 

anérgicos (SILVA, 2001; McNAIR et al., 2001) e no aumento dos anticorpos nas 

etapas mais avançadas da doença (POLLOCK e NEILL, 2002; WELSH et al. 2005). 

Lilenbaum e Fonseca (2006) identificaram vacas tuberculosas usando ELISA em 18 

rebanhos incluídos em um programa de controle da tuberculose, e confirmaram a 

infecção mediante o isolamento de M. bovis das lesões do pulmão. Neste caso, o 

ELISA foi empregado como um teste de diagnóstico complementar e melhorou o 

controle da tuberculose mediante a identificação das vacas anérgicas. 
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3 OBJETIVO GERAL 

  Avaliar a utilização simultânea de diferentes métodos de diagnóstico da 

tuberculose bovina em um rebanho naturalmente infectado, a fim de otimizar o 

diagnóstico da enfermidade em nosso meio. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Avaliar os diferentes testes de diagnóstico da tuberculose quanto à 

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

 

2) Empregar a cultura bacteriana do agente no diagnóstico confirmatório “post 

mortem”; 

 

3) Sugerir a adoção de novas estratégias de controle da Tuberculose bovina, 

baseado nos resultados obtidos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 DESENHO DO ESTUDO  

 

4.1.1 Caracterização do rebanho e testes “in vivo” 

 

Um rebanho leiteiro compreendendo 274 vacas mestiças foi estudado. De 

acordo com a determinação oficial, todos os animais eram testados regularmente 

uma vez por ano pelo teste cervical simples (TCS). Para a formação do rebanho, 

foram adquiridas 32 vacas provenientes de diversos outros rebanhos. Seis meses 

após a aquisição 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 à espera de testes confirmatórios. Após 90 

dias, o teste cervical comparativo (TCC) foi realizado em todos os animais do 

rebanho. Nesta ocasião 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 Seleção dos animais para realização dos testes “in vitro” 

 

 Entre os 242 animais negativos aos testes intradérmicos foram selecionadas 

randomicamente 18 vacas (grupo B) como controle negativo para realização 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 Seleção dos animais para abate 

 

Os animais considerados positivos a pelo menos um dos testes empregados 

(tuberculinização e IFN) e mais cinco animais reativos ao ELISA (dados não 

mostrados) foram selecionados para o abate para coleta de amostras de tecidos, a 

fim de realizar a cultura bacteriológica. Por questões econômicas, o proprietário da 

fazenda não autorizou o abate dos animais considerados negativos nos três 

métodos de diagnóstico empregados e de seis vacas em estágio final de prenhez, 

entre elas cinco vacas reativas aos testes tuberculínicos e uma vaca reativa ao 

ELISA. Desta forma, foram abatidos 34 animais.  

 

4.2 TESTES TUBERCULÍNICOS INTRADÉRMICOS 

 

Os testes tuberculínicos foram realizados de acordo com o Programa 

Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) em 

todos os animais do rebanho. O teste cervical simples (TCS) constou da injeção  de 

0,1 mL de PPD bovino no terço médio da região cervical. A leitura foi conduzida 

após 72 horas com um cutímetro, com base na avaliação da reação de 

hipersensibilidade no local da inoculação. No teste cervical comparado (TCC) a 

inoculação foi realizada com 0,1 mL de ambos os PPDs: bovPPD e avPPD por via  

intradérmica, mantendo uma distância de 15 a 20 cm entre ambas as inoculações; 

sendo o avPPD inoculado cranialmente ao bovPPD. Após 72 horas de inoculação, o 

animal foi considerado positivo quando a reação ao bovPPD foi maior que 4,0 mm 

comparado com a reação ao avPPD (BRASIL, 2006). A interpretação das reações 

foi realizada conforme preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento do Brasil - Laboratório Nacional de Referência 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 inoculação de PPD no animal), em tubos limpos e 

desengordurados contendo heparina (10 UI/mL; Sigma) e transportadas ao 

laboratório à temperatura ambiente (aproximadamente 25º C). No sétimo e no 21º 

dias após a inoculação de PPD (p.i.), novas amostras dos mesmos animais foram 
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colhidas e transportadas ao laboratório em temperatura ambiente conforme 

recomendação de Ryan e colaboradores (2000), para avaliação de seu uso como 

método confirmatório da infecção em animais intradermoreativos 

O IFN foi realizado de acordo com as instruções do fabricante, em dois 

passos. O primeiro passo consistiu no cultivo de células sanguíneas durante 18 

horas sob temperatura de 37 ºC em câmara úmida. Nesta etapa, as amostras de 

sangue foram divididas em três alíquotas, sendo as duas primeiras sensibilizadas 

com antígenos PPD bovino e PPD aviário para que houvesse a produção de IFN−γ. 

A terceira alíquota recebeu PBS em substituição ao um dos antígenossensibilizantes 

e representou o controle negativo do teste. Após a incubação, 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−γ bovino. 

.Ainda de acordo com as recomendações do fabricante do teste, foram 

incluídos controles positivos e negativos em todas as placas para controle. O 

desempenho do teste foi validado pela absorbância média dos controles positivos e 

negativos, e a interpretação dos resultados foi realizada de acordo com as 

instruções do fabricante (Bovigan® – Pfizer, Animal Health, USA). 

4.4 PROCESSAMENTO BACTERIOLÓGICO  

4.4.1 Processamento das amostras e preparação de esfregaços 

 

Durante a necropsia dos 34 animais previamente selecionados, foram 

assepticamente colhidos fragmentos de pulmão totalizando 100g, e um fragmento de 

50g de linfonodo subescapular de cada animal. O material foi imediatamente 

congelado e transportado ao laboratório após 48 horas. Para iniciar o 

processamento das amostras o material congelado era acondicionado em geladeira 

para o descongelamento durante a noite e mantidos a 4º-6 ºC. Em uma cabine de 

segurança 15 gramas de tecido de cada animal foram macerados com areia estéril e 

preparados como uma única amostra. Este material foi suspenso em 15 mL de água 

destilada estéril. Cada amostra foi homogeneizada e dividida em três partes de 5 mL 

para os três diferentes protocolos de descontaminação. 

Antes de cada protocolo de descontaminação, foram ainda preparados 

esfregaços com as suspensões dos tecidos de cada animal, posteriormente fixados 
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e corados por Ziell-Nielsen para visualização de bacilos álcool ácido resistentes 

(BAAR) de acordo com as recomendações do Manual Nacional de Vigilância 

Laboratorial da Tuberculose e outras Micobacterias do Ministério da Saúde do Brasil 

(2008). 

4.4.2 Descontaminação e cultura bacteriana 

As amostras de cada animal foram divididas em três alíquotas de 5 ml cada. A 

primeira alíquota foi tratada com 0,75% de cloreto de hexadecylpyridinium (HPC), a 

segunda com 6% de ácido sulfúrico conforme descrito por Holanda e colaboradores 

(2007) e a terceira pelo método de Petroff (4% NaOH) (MS, 2008).  

Os protocolos da utilização de 0,75% HPC ou 6% ácido sulfúrico foram 

realizados segundo o seguinte protocolo: Duas alíquotas 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. Após a digestão, as suspensões de tecido foram 

centrifugadas por 15 minutos à 1000 x g. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado lavado com água destilada estéril por duas vezes., com uma nova 

centrifugação a cada lavagem. O sedimento foi resuspenso em 2 mL de água 

destilada estéril.  

Resumidamente, o protocolo de Petroff foi realizado da seguinte forma: após 

a adição de 5 mL de solução de hidróxido de sódio a 4%, as amostras foram 

agitadas três vezes, com períodos de 10 minutos de descanso entre elas, 

totalizando um período total de 30 minutos de digestão em temperatura ambiente. 

Após esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 25 minutos e, em 

seguida, neutralizadas com uma solução de KH2PO4 a 14%. O sobrenadante foi 

desprezado em um recipiente a prova de respingos e o sedimento resuspendido em 

2 mL de água destilada estéril. 

Após os referidos protocolos, cada uma das amostras originárias dos três 

métodos de descontaminação foi submetida a uma mesma seqüência de semeadura 

em meios apropriados. Para o isolamento, foi inoculado de 0,2 mL de cada alíquota 

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 

suspensão restante foi utilizada para confeccionar novas lâminas para visualização  
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Figura 1. Seqüência do processamento, descontaminação das amostras 

provenientes de animais dos grupos A e B e semeadura em meios Lowenstein-

Jensen acrescido de priruvato a 0,5% e Stonebrink. 
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de BAAR e o restante armazenado para estudos posteriores. As culturas foram 

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

 

4.4.3 Identificação bacteriana 

 

As colônias sugestivas de M. bovis foram submetidas à caracterização 

molecular, como descrito por Figueiredo e colaboradores (2008). Resumidamente, o 

DNA micobacteriano foi extraído como descrito anteriormente por Meikle e 

colaboradores (2007). A PCR multiplex (m-PCR) foi realizada em uma solução de 

reação (50 µL) contendo 5 µl de tampão (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') (Rodríguez et al., 1999) e INS1 (5'-

CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3 ') e INS2 (5'-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA - 3 ') 

(10), 2,0 mM MgCl2, e 5 µL de DNA purificado modelo. A amplificação foi realizada 

em um termociclador modelo GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems ®) 

seguindo os seguintes parâmetros: 94 º C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 1 min 

a 94 º C, 1 min a 68 º C e 1 min a 72 º C, com uma extensão final a 72 º C por 7 min. 

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose 1,5% 

corado com brometo de etídio (10 mg / mL). As amostras negativas foram analisadas 

por “PCR-restriction analysis” (PRA), utilizando primers Tb11 (5'-ACCAA 

CGATGGTGTGTCCA T-3 ') e Tb12 (5'-CTTGTCGAACC GCATACCCT-3') com o 

gene hsp65 como alvo (Telenti et al., 1993). Os produtos amplificados foram 

digeridos com BstE II e HaeIII e os fragmentos resultantes foram fracionados por 

eletroforese em gel e agarose corados com brometo de etídio.  

 

4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

A eficiência dos métodos foi avaliada pelo cálculo da sensibilidade e 

especificidade de cada método testado, segundo Galen & Gambino (1975), 

considerando como padrão 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 divisão mais acurada entre os soros 

positivos e negativos. A correlação entre os testes, juntamente com seus valores de 
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sensibilidade, foi comparada pelo cálculo do índice de correlação k (índice Kappa). A 

avaliação das diferenças entre dos métodos de descontaminação empregados foi 

realizada pelo teste qui-quadrado ( χ2). 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 TESTES TUBERCULÍNICOS INTRADÉRMICOS 

 

Dentre as 274 vacas do rebanho estudado, 21 vacas apresentaram 

reatividade ao primeiro TCS e foram mantidas em quarentena por 90 dias à espera 

de testes confirmatórios. Após 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 DIAGNÓSTICO BASEADO EM RESPOSTA IMUNE DO TIPO CELULAR (IFN)  

 

5.2.1 Dia Zero - momento da inoculação 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 três do Grupo B. Em ambos os grupos, houve um 

animal cujo sangue não foi analisado pelo teste (tabela 2). Do total de animais 

infectados, conforme os padrões estabelecidos, foram corretamente identificados 

como reativos 31 animais, enquanto as restantes duas vacas foram interpretadas 

como reações falso-positivas, por não atenderem aos padrões 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). 

 

Nº 
animal 

TCS 
ago/06 

TCC 
07/11 

Nº 
animal 

TCS 
ago/06 

TCC 
07/11 

Nº 
animal 

TCS 
ago/06 

TCC 
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- γ (IFN) realizados nos dias zero, sete 

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

Nº 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 Não testado 
16 Negativo Negativo Negativo 
68 Negativo Negativo Negativo 
519 Negativo Negativo Reativo 
110 Negativo Negativo Negativo 
65 Negativo Negativo Negativo 
198 Negativo Não testado Negativo 
70 Não testado Negativo Não testado 
197 Reativo Não testado Reativo 
139 Reativo Reativo Reativo 
185 Reativo Reativo Reativo 
370 Negativo Negativo Negativo 
15 Reativo Negativo Negativo 
5 Reativo Negativo Negativo 
53 Não 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 pós inoculação com PPD 

 

Quando realizado com as amostras de sangue coletadas sete dias após a 

inoculação de PPD, IFN diagnosticou como positivas 27 vacas, sendo 25 do Grupo 

A e duas do Grupo B. Destas últimas, uma havia apresentado resultado positivo no 

dia zero e a outra não havia sido testado anteriormente. (tabela 2). Do total de 

animais infectados, conforme os padrões estabelecidos foram corretamente 

identificados como reativos 26 animais, enquanto a outra vaca foi interpretada como 

reação falso-positiva, por não atender aos padrões estabelecidos neste estudo. 

 

5.2.3 Dia 21 pós inoculação com PPD 

 

 Dentre as amostras coletadas 21 dias após a inoculação de PPD, foram 

diagnosticadas como positivas 28 vacas, sendo 24 do Grupo A e quatro do Grupo B, 

as mesmas três que haviam sido diagnosticadas como positivas a este teste no dia 

zero e mais uma vaca que não foi diagnosticada como positiva em nenhum outro 

momento (tabela 2). Do total de animais infectados, conforme os padrões 

estabelecidos, foram corretamente identificados como reativos 25 animais, enquanto 

as restantes três vacas foram interpretadas como reações falso-positivas, por não 

atenderem aos padrões estabelecidos neste estudo.  

 

5.2.4 Análise estatística  
 
 

Conforme previamente estabelecido, para análise estatística foram 

considerados como infectados os animais cujos resultados foram positivos em um 

dos seguintes testes: TCC ou cultura bacteriológica. Perante estes padrões, a 

sensibilidade do IFN no momento da inoculação com PPD foi de 96,8%, enquanto a 

especificidade foi de 88,8%. Quando este teste foi aplicado sete ou 21 dias após a 

inoculação 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 três momentos são comparáveis entre 

si. Como ferramenta confirmatória de diagnóstico foi observada uma leve tendência 
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a melhores resultados tenha sido observada nos resultados do dia sete p.i. em 

relação ao dia 21 p.i. 

 

5.3 PROCESSAMENTO BACTERIOLÓGICO  

5.3.1 Bacterioscopia 

 

Uma vez que, após a leitura das lâminas por três técnicos experimentados, 

não se evidenciou BAAR nos esfregaços, as amostras foram classificadas como 

paucibacilares. 

5.3.2 Cultura bacteriana 

Os fragmentos de linfonodos subescapulares e de pulmão dos 34 animais 

abatidos foram processados como uma única amostra por animal, totalizando 34 

amostras. Para a descontaminação do material suspeito, antes de cultura e 

isolamento do M. bovis, três diferentes metodologias foram realizadas com os 

seguintes descontaminantes: 0,75% HPC, 6% de ácido sulfúrico e 4% NaOH. 

Apesar das diferentes abordagens utilizadas, colônias 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 três métodos de descontaminação 

em conjunto apresentaram uma sensibilidade de 55,1%. A especificidade não pode 

ser calculada, pois os animais negativos ao TCC não foram abatidos. 

 O método que empregou 4% NaOH - Petroff foi capaz de recuperar M. bovis 

a partir de seis amostras. A descontaminação com 0,75% HPC recuperou M. bovis 

de onze amostras, e a descontaminação com 6% de ácido sulfúrico foi capaz de 

recuperar M. bovis de seis amostras. Isoladamente, as sensibilidades dos métodos 

de descontaminação foram respectivamente 20,6%, 37,9% e 20,6%. O teste qui-

quadrado foi aplicado e demonstrou que não houve diferença significativa entre os 

métodos de descontaminação (χ2 = 0,69), embora o método que empregou HPC 

tenha se mostrado mais sensível do que os outros dois.  Detalhando os resultados 

de cada método, seis amostras foram recuperadas somente pelo método HPC, 

quatro amostras foram recuperadas somente pelo método 6% de ácido sulfúrico, 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 três diferentes metodologias. Os 

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

 

5.3.3 Identificação bacteriana 

 

De acordo com a caracterização molecular, 14 das 16 amostras de colônias 

recuperadas foram identificadas como M. bovis (tabela 3) (Figueiredo et al., 2008). 

Levando em consideração os resultados de PCR, M.bovis foi isolado a partir de 14 

das 34 amostras.  
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Figura 2: Diagrama de Venn: Recuperação de colônias de Mycobacterium bovis de 

tecido bovino de 34 amostras provenientes de animais dos grupos A e B utilizando 

três métodos de descontaminação.  
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Tabela 3: Confirmação molecular das colônias 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  
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6 DISCUSSÃO 

 

A tuberculose bovina, causada por Mycobacterium bovis, é considerada um 

problema econômico além de reconhecidamente ser um problema de saúde pública. 

Para o diagnóstico desta enfermidade são utilizados testes tuberculínicos 

intradémicos, baseados na reação de hipersensibilidade tardia, utilizando PPD 

preparado com o filtrado da cultura de M. bovis (THOEN et al., 2006). No entanto, 

estes testes apresentam uma eficácia variada (MONHAGAN et al., 1994, LIEBANA 

et al., 2008) resultando na incapacidade de detectar todos os animais infectados, o 

que contribui significativamente para a persistência da doença em determidados 

rebanhos (GORMLEY et al., 2006). Este fato pode estar relacionado a diferentes 

condições imunológicas apresentadas pelos animais infectados, o que resultaria em 

diferenças na sensibilidade e especificidade dos testes de acordo com cada animal 

testado. Em casos de animais recentemente infectados ou em estágio avançado de 

infecção podem ocorrem resultados falso-negativos ou inconclusivos. 

De acordo com o PNCEBT, em caso de resultados inconclusivos, pelo menos 

60 dias são necessários para que os testes intradérmicos de tuberculinização sejam 

repetidos. Durante este período, os animais suspeitos devem ser mantidos em 

quarentena, aumentando o risco de propagação da doença, não só para outros 

animais, como também para as pessoas que trabalham da fazenda.  

No presente estudo, 90 dias após a realização 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 

que as medidas de quarentena podem não ter sido eficazes, ocorrendo a 

propagação da infecção para outros animais deste mesmo rebanho. Outra 

possibilidade seria que estes 11 animais estivessem recentemente infectados no 

momento do primeiro TCS e por isso, não haviam desenvolvido resposta imune 
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detectável pelo teste tuberculínico empregado. Além destas suposições, existe o fato 

de que o TCS normalmente possui uma sensibilidade inferior ao TCC (MONAGHAN 

et al., 1994), situação que justifica a ocorrência de um maior número de animais 

falso negativos. Neste caso, as 11 vacas consideradas negativas ao TCS e positivas 

ao TCC já estariam infectadas, excluindo o manejo mal executado dos animais em 

quarentena como fator determinante para dispersão da doença. 

De um modo geral, a sensibilidade e especificidade do TCC é alta, apesar dos 

estudos empregados avaliarem um número relativamente pequeno de animais, 

porém mesmo quando testes intradérmicos comparativos são empregados como 

primeira escolha, resultados falso-positivos ainda podem ocorrer (MONAGHAN et 

al., 1994, COLLINS et al., 1994), o que reduz a confiabilidade do diagnóstico.  

No presente estudo, o status do rebanho infectado foi inquestionável, uma vez 

que os animais foram diagnosticados pelos testes tuberculínicos intradérmicos, por 

IFN e ainda houve o isolamento de M. bovis em cultura pura com confirmação por 

PCR específica. Porém este tipo de confirmação do status do rebanho com o 

isolamento do agente só é possível após o abate dos animais reativos. Neste caso o 

proprietário possui duas opções, o abate imediato ou a quarenta dos animais a 

espera de testes confirmatórios, gerando um transtorno na rotina da propriedade e 

uma perda econômica considerável, uma vez que há o gasto na manutenção destes 

animais sem o aproveitamento da produção. Normalmente o proprietário opta pela 

segunda opção, principalmente quando se trata de animais com um alto valor 

zootécnico. Uma vez que o abate de vacas reativas aos testes tuberculínicos é 

obrigatório, existe a necessidade de um teste confirmatório confiável que poderia 

reduzir o tempo entre o primeiro teste e o abate dos animais infectados. Além disso, 

este teste seria também útil, a fim de evitar o abate desnecessário de animais não 

infectados. 

O uso de IFN em animais previamente sensibilizados com PPD foi sugerido 

por Ryan e colaboradores (2000) como uma ferramenta complementar, podendo ser 

utilizado com o objetivo de confirmar ou descartar os resultados dos testes 

tuberculínicos. Naquele estudo, o teste demonstrou sensibilidade de 85% e 

especificidade de 93% quando empregado de oito a 28 dias após os testes 

tuberculínicos intradérmicos. Após esse estudo, IFN foi aprovado na Nova Zelândia, 

com esta proposta, no período de sete a 30 dias após o teste da prega caudal, 

reduzindo a duração da restrição de movimentação de mais de metade dos animais, 
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e também do risco de propagação da infecção (WOOD & JONES, 2001). Entretanto 

outros estudos reportaram o efeito negativo da tuberculinização nos resultados de 

IFN durante um período de até 60 dias após os testes tuberculínicos (ROTHEL et al., 

1992; WOOD e ROTHEL, 1994). Pesquisas mais recentes não encontraram um 

impacto significativo na interpretação deste teste quando os animais são 

previamente submetidos aos testes tuberculínicos (DOHERTY et al., 1995; THOM et 

al., 2004; GORMLEY et al., 2004). Estas diferenças nos resultados podem ser 

devido as condições variadas nas quais os estudos foram conduzidos (PALMER et 

al., 2006), diferentes estágios de infecção dos animais, variação do número de 

animais selecionados para os estudos e diferentes protocolos de interpretação dos 

testes (GORMLEY et al., 2006). 

Quando utilizado como diagnóstico confirmatório, 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 não tenha sido suficientemente elevada, os 

resultados são encorajadores. Alguns aspectos devem ser considerados nos 

resultados observados. Das 16 vacas que foram consideradas como não infectadas 

segundo os critérios utilizados para análise dos resultados neste estudo (TCC e 

cultura / PCR), duas delas (vacas de número 139 e 197) foram reativas para os três 

testes IFN-γ (dias zero, sete pi e 21 pi), embora negativas para TCC, cultura e PCR. 

De acordo com o conhecimento sobre IFN, não é impossível que estas vacas 

estivessem nas fases iniciais da doença, sendo diagnosticadas somente por este 

teste. Deve-se ter em mente que uma vaca que também apresentava reação 

postitiva aos três 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). Já 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 infecção por M. bovis em bovinos apenas 14 dias após a 

inoculação 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 confiança como uma ferramenta complementar em 
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bovinos considerados suspeitos nos testes alérgicos cutâneos. Este resultado é 

concordante com os achados de Cagiola e colaboradores (2004) que relataram 

especificidade do IFN maior do que a dos testes tuberculínicos intradérmicos, 

variando de 97,3% a 98,6%. 

IFN tem sido extensivamente avaliado como um instrumento de diagnóstico 

da tuberculose bovina, sendo mais sensível e precoce do que os testes 

tuberculínicos intradérmicos (LILENBAUM et al., 1999; SCACHIA et al., 2000; 

WOOD e JONES, 2001). De fato este teste foi essencial no alcance da erradicação 

da tuberculose bovina na Austrália e seu uso como ferramenta diagnóstica é 

preconizado (WOOD e JONES, 2001). Neste estudo o teste, considerando os 

resultados do dia zero, quando foi testado como um instrumento de diagnóstico, 

obteve sensibilidade de 96,8%, concordando com os resultados dos testes 

tuberculínicos. No Brasil, Lilenbaum e colaboradores (1999b) compararam IFN ao 

teste de tuberculinação intradérmica em condições de campo, e também 

demonstraram que a sensibilidade do IFN foi maior que a do teste cutâneo. 

Devido ao seu elevado custo, o teste tem sido recomendado como uma 

ferramenta complementar ao teste tuberculínico e é destinada principalmente a 

rebanhos que apresentam alto risco de conterem animais infectados (GORMLEY et 

al., 2006). Este ensaio é particularmente útil na detecção de bovinos durante a fase 

inicial da resposta celular, o que ocorre em infecções recentes (POLLOCK et al., 

2005).  

Levando em consideração os dados apresentados, IFN poderia ser utilizado 

como um teste confirmatório em animais sensibilizados pelos testes tuberculínicos 

intradérmicos sete ou 21 dias após a inoculação do PPD, com uma ligeira diferença 

favorecendo o dia sete pi. Esse teste pode ser aplicado em vacas com resultados 

inconclusivos nos testes intradérmicos ou nos casos em que uma confirmação da 

infecção é necessária, dispensando os 60 dias de quarentena e minimizando a 

propagação da doença, o que aumenta o programa de controle da tuberculose 

bovina.  

No que se refere aos resultados de cultura bacteriológica, as 34 amostras 

foram processadas por três diferentes metodologias para a descontaminação do 

material suspeito, pois as micobactérias compõem um grupo de microorganismos 

com necessidades muito específicas de crescimento em cultura laboratorial. Uma 

amostra não descontaminada corretamente beneficiaria o crescimento de diversas 
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outras bactérias nas mesmas condições. Este é um dos principais problemas da 

cultura e isolamento de M.bovis. Porém os métodos empregados são tóxicos 

também para as células micobacterianas (CORNER, 1994), podendo inviabilizá-las 

diminuindo assim a possibilidade de isolamento.  

Sabe-se que nas últimas fases de uma campanha de erradicação, quando os 

bovinos são regularmente testados e imediatamente abatidos após uma reação 

positiva, o mais provável é que os animais identificados sejam recentemente 

infectados, o que leva á lesões com baixo número de bacilos e conseqüente baixa 

sensibilidade do isolamento primário (CORNER, 1994).  

O rebanho estudado era testado regularmente uma vez por ano pelo TCS, e 

na análise microscópica do material das lesões não foi observado nenhum BAAR, o 

que reforça a hipótese de que tais animais eram recentemente infectados e com 

lesões paucibacilares.  

O exame direto (baciloscopia) não é normalmente utilizado como um método 

diagnóstico da tuberculose bovina. Devido à baixa sensibilidade (WARDS et al., 

1995), resultados falso-negativos podem ocorrer. Além disso, este exame não é 

capaz de discriminar entre os membros da família Mycobacteriaceae, ou entre os 

membros do gênero Mycobacteria e outros organismos que partilham desta 

característica 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 após tratamento com soluções contendo 4% 

NaOH, 6% ácido sulfúrico e 0,75% HPC. Analisando individualmente os métodos 

empregados a sensibilidade observada foi considerada baixa. O método de 

descontaminação por 0,75% HPC apresentou o melhor resultado quando 

comparado estatisticamente com os outros métodos empregados, apresentando 

sensibilidade de 37,9%. Apesar das três metodologias utilizadas, a sensibilidade dos 

métodos em conjunto foi de apenas 55,1%. Este fato pode ser justificado pelo efeito 

tóxico da descontaminação, que pode afetar a viabilidade das micobacterias, 

levando á perda de até 104 células micobacterianas quando da digestão alcalina 

(CORNER e TRAJSMATMAN, 1988) interferindo sobre os resultados do cultivo 

(HOLANDA et al, 2002), e para amostras paucibacilares a presente conseqüência 

pode ser mais evidente.  
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O resultado apresentado pela descontaminação por HPC está em 

concordância com os estudos de Corner e Trajsmatman (1988) e Corner (1994), que 

descreveram as vantagens da utilização 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 ação 

do agente já que diferentes substâncias utilizadas para a descontaminação 

apresentam diferentes características bioquímicas. O método do acido sulfúrico é 

baseado na digestão ácida do material, enquanto que o método de Petroff, baseado 

em NaOH,  têm propriedades alcalinas e HPC apresenta propriedades detergentes. 

A variabilidade genética de micobacterias também pode interferir nos 

processos de descontaminação. Foi demonstrado que cepas resistentes aos 

antibióticos podem ser mais suscetíveis a agentes alcalinos (YESIKAYA et al, 2004; 

PATRICIA et al, 2005), o que mostra que a variabilidade genética das estirpes pode 

estar relacionada á sua sensibilidade também aos métodos de descontaminação 

mais apropriados. Este fato poderia explicar as diferenças no padrão de recuperação 

de cada método de descontaminação no presente estudo. As colônias de M. bovis 

recuperadas eram provenientes de tecidos com as mesmas características, porém 

dentre os 34 animais abatidos, 14 haviam sido recentemente adquiridos, oriundos de 

diferentes rebanhos. A existência de animais infectados provenientes de diferentes 

rebanhos sugere a presença de diferentes cepas de M. bovis envolvidas na 

ocorrência deste surto de tuberculose bovina.  

O padrão de descontaminação das amostras destes animais também sugere 

a existência de diversas linhagens, já 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 descontaminação 

ácida duas também eram provenientes de animais de outros rebanhos. À medida 

que a infecção pode ser determinada por diferentes cepas, colônias isoladas no 

presente estudo podem apresentar diferentes padrões de características fenotípicas, 

tais como maior suscetibilidade á descontaminação alcalina ou ácida. Este fato 

justifica os diferentes padrões de descontaminação de cada método, já que 

determinados grupos de amostras foram recuperadas somente por um método 

empregado e somente duas amostras foram recuperadas pelos três (figura 2). De 

acordo com esta observação dois diferentes procedimentos de descontaminação 
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poderiam tratar uma única amostra, subdividida em menores alíquotas. Isto poderia 

contribuir para aumentar o isolamento da M.bovis no período esperado de 60 dias de 

cultivo, principalmente quando as concentrações de M. bovis são baixas e existe a 

suspeita de diferentes fontes de infecção. 

Existe a necessidade da realização da cultura de lesões suspeitas de 

tuberculose bovina principalmente quando a prevalência da doença é baixa, a fim de 

se obter um diagnóstico definitivo e inquestionável do rebanho. Desta forma, o uso 

do método de decontaminação pelo 0,75% HPC, isoladamente ou em combinação 

com o método de 6% de ácido sulfúrico para isolamento o primário, é sugerido com 

o objetivo de aumentar o número de isolados de M.bovis em lesões paucibacilares. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A partir dos resultados do presente estudo, é possível concluir que: 

 

 

1. O teste do Interferon γ pode ser utilizado como um teste confirmatório em 

animais sensibilizados pelos testes tuberculínicos intradérmicos sete ou 21 

dias após a inoculação do PPD, com uma ligeira diferença favorecendo o dia 

7pi, dispensando os 60 dias de quarentena e minimizando a propagação da 

doença.  

 

2. Amostras provenientes de propriedades nas quais há a suspeita de diferentes 

fontes de infecção devem ser submetidas a diferentes procedimentos de 

descontaminação considerando as especificidades bioquímicas dos agentes 

descontaminantes. 

 

3. Com o objetivo de aumentar o número de isolados de M.bovis em lesões 

paucibacilares no isolamento primário recomenda-se o uso do método de 

decontaminação pelo 0,75% HPC, isoladamente ou em combinação com o 

método de 6% de ácido sulfúrico. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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