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RESUMO: Objetivou-se com este estudo comparar diferentes méto-
dos complementares de diagndstico (macroscopico, histopatolégico,
soroldgico e molecular) da tuberculose, em bovinos naturalmente
infectados. O trabalho deu-se por meio de amostras colhidas em
abate sanitdrio de 40 bovinos reagentes no teste cervical compara-
tivo (TCC) para tuberculose. A inspecio macroscépica post mor-
tem das carcagas foi acompanhada de colheita de amostras de muco
nasal, sangue e tecido (figado, pulmio e linfonodo mediastinico)
para realizacio do exame de reagio em cadeia pela polimerase (PCR),
de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e histopatolégico
com coloragées de hematoxilina-eosina (HE) e Ziehl-Neelsen (ZN),
respectivamente. Dos 40 bovinos inspecionados no abate, 22 (55%)
animais apresentaram algum tipo de lesio macroscdpica sugestiva de
tuberculose. Nos achados histopatoldgicos visualizados em HE, 13
(32,5%) carcagas apontaram alteragdes histolégicas, sendo 6 (15%)
nos linfonodos mediastinicos, 5 (12,5%) no figado e 3 (7,5%) no
pulmao. Nio foi observada a presenca de bacilos dlcool-4cido resis-
tentes em nenhuma das amostras avaliadas. O ensaio soroldgico de
ELISA/IDEXX identificou um (2,5%) animal reagente, ¢ o teste
de PCR detectou DNA de Mycobacterium bovis em uma (2,5%)
amostra. Concluiu-se que entre os exames complementares de diag-
néstico avaliados nenhum foi capaz de detectar todos os animais
que estavam positivos na tuberculinizacio, porém a associacio de
diferentes métodos pode garantir a confiabilidade do diagnéstico.
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ABSTRACT: The aim of this study was to compare
different complementary diagnostic methods (macroscopic,
histological, serological and molecular) of tuberculosis in
naturally infected cattle. The study was conducted from
samples taken from 40 reagents cattle in cervical comparative
intradermal tuberculin test (ITT). The macroscopic post
mortem inspection of carcasses was followed by the collection
of nasal swabs, blood and tissue samples (liver, lung and
mediastinal lymph node) for polymerase chain reaction
(PCR) test, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
and histopathologic test with hematoxylin-eosin (HE) and
Ziehl-Neelsen (ZN), respectively. Of the 40 cattle slaughtered,
22 (55%) carcasses had macroscopic lesions suggestive of
tuberculosis. The histopathology HE identified 13 (32.5%)
carcasses with histological changes: 6 (15%) in the mediastinal
lymph nodes, 5 (12.5%) in the liver and 3 (7.5%) in the lung.
At ZN, the presence of acid-fast bacilli was not detected in
any of the samples tested. The ELISA/IDEXX' identified one
(2.5%) reagent animal, and the PCR test detected DNA of
Mycobacterium bovis in one (2.5%) cow. It is concluded that
among the diagnostic methods reviews none was able to
detect all animals that were positive in tuberculin test, but
the association of different methods can ensure diagnostic
accuracy.
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INTRODUCAO

A tuberculose bovina, doenga causada pelo Mycobacterium
bovis, ¢ uma zoonose cujo hospedeiro primdrio é o bovino.
Constitui uma significativa causa de condenagio de carcagas em
matadouros, resultando em grande perda econdmica (MICHEL
etal., 2010). Por conta do impacto sobre o comércio interna-
cional, da natureza contagiosa e das implicagoes para a satide
humana, programas de controle e erradicacio da doenga sao
aplicados em todo o mundo (MEDEIROS ez al., 2010).

O teste intradérmico da tuberculina, que avalia a resposta
imune celular, ¢ 0 método padrio para o diagndstico da tuber-
culose bovina e ¢ utilizado em diferentes paises, porém cada
pais estabelece seu préprio protocolo para uso e interpreta-
¢d0, baseado nas circunstincias locais e na fase dos progra-
mas (OIE, 2013). A cinética de desenvolvimento da reacio
de hipersensibilidade tardia em bovinos infectados pode ser
identificada pelo exame com apenas trés semanas pds-infecgio
(WATRELOT-VIRIEUX et al., 20006).

No entanto, testes intradérmicos nao sao 100% especificos
(MONAGHAN et al., 1994; AAGAARD et al., 2010), e a ocorréncia
de reagoes falso-positivas, com o abate desnecessdrio do animal,
muitas vezes coloca em risco a credibilidade de todo o programa
de controle. Assim, a confirmagio de animais reativos por inter-
médio de outros métodos muitas vezes se faz necessdria para
garantir a confiabilidade do diagnéstico (FRAGuaAs ez /., 2008).

Virios métodos complementares estdo disponiveis e con-
sistem em avangos para o diagndstico e o controle da tubercu-
lose bovina. Entre eles, encontram-se os ensaios ante mortem
como o exame clinico, o ensaio de IFN-g, os testes sorolégi-
cos como o Engyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e
os ensaios post mortem, como o diagndstico de lesdes macros-
copicas, o exame microscépico da lesdo e o isolamento em
cultivo. Os métodos moleculares utilizam ferramentas de rea-
¢6es em cadeia pela polimerase (PCR) (WATERS ez al., 2011;
FURLANETTO et al., 2012; OIE, 2013).

Apesar de diversos métodos de diagndstico terem sido desen-
volvidos, nenhum deles pode ser empregado isoladamente, havendo
sempre a necessidade do uso de técnicas complementares para o
alcance da informacio eficaz e completa (RUGGIERO et al., 2007).

Diante disso, objetivou-se com este estudo comparar dife-
rentes métodos complementares de diagndstico (macroscépico,
histopatolégico, soroldgico e molecular) da tuberculose, em

bovinos naturalmente infectados.

MATERIAL E METODOS

Amostras

O material de andlise deste estudo foi obtido em um abate
sanitdrio, no matadouro e frigorifico Frisago Frigorifico Sao

Gotardo LTDA. (Servico de Inspecio Estadual n.° 3.957),
de Sao Gotardo, Minas Gerais. Colheram-se amostras de
40 bovinos positivos no teste cervical comparativo (TCC)
para tuberculose. Os resultados do exame de tuberculiniza-
¢io comparada encontram-se na Tabela 1.

Amostras de muco nasal foram colhidas no momento
pés-insensibilizagio dos animais, por meio de swab de algo-
dio estéril (FIGUEIREDO et al., 2010). Os swabs foram acondi-
cionados em tubo Falcon estéril (15 mL) contendo 3 mL de
solugio salina (0,9%) e transportados refrigerados (2 a 8°C)
a0 Laboratério de Doengas Infectocontagiosas (LADOC) da
Faculdade de Medicina Veterindria (FAMEV) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), Minas Gerais.

As amostras de sangue foram colhidas durante a san-
gria, em tubo tipo Falcon estéril (15 mL) sem anticoagu-
lante. O material foi transportado refrigerado (2 a 8°C)
ao LADOC-FAMEV-UFU e centrifugado a 3.000 g por
5 min. Em seguida, as amostras de soro foram acondicio-
nadas em criotubos e congeladas a -20°C até a realizagao
dos exames.

Durante a inspe¢io macroscdpica realizada de acordo com
as normas vigentes no Regulamento da Inspe¢io Industrial e
Sanitédria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (Brasir,
1962), as les6es sugestivas de tuberculose foram registradas
e fotografadas. Fragmentos de aproximadamente 1,5 cm de
figado, linfonodo mediastinico e pulmio foram colhidos e
armazenados em frasco pldstico estéril com formol tampo-
nado a 10% (JoNEs et al., 2000). Colheram-se as amostras
independentemente de apresentarem ou nao lesées sugesti-
vas de tuberculose.

Testes de diagndstico

Para o diagnéstico histopatoldgico, apds a fixagio das
amostras em solugio formol a 10% por periodo minimo
de 48 horas, clas foram seccionadas de maneira que cada
fragmento com lesdo constituisse todas as camadas do gra-
nuloma, isto ¢, a transicio entre a lesdo e o tecido aparente-
mente normal, a cdpsula e o tecido necrdtico. Em seguida,
tais amostras foram submetidas as técnicas rotineiras de
desidratacio, diafanizacio, clarificagio e inclusio em para-
fina. Por fim, foram feitos cortes de 4 llm em micrétomo
(Leica RM2125) e obtidas duas laminas histolégicas de cada
bloco. Uma lamina foi submetida 4 coloragio de hemato-
xilina-eosina, com o objetivo de se visualizar as alteragoes
histolégicas, e a outra 4 coloragio de Ziehl-Neelsen, para
que fosse investigada a presenca de bacilos dlcool-4cido
resistentes (BAAR) (Tovrosa et al., 2003).

Para o diagnéstico sorolégico, empregou-se kit comercial
de ELISA/IDEXX® Mycobacterium bovis antibody test. O exame
foi realizado segundo instrugoes do fabricante e os resultados
avaliados pelo programa xChek® 3.3 (IDEXX Laboratories).
A interpretagio dos resultados foi determinada pela relagio da
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Tabela 1. Resultado do exame de tuberculinizacdo de 40 bovinos reagentes no teste cervical comparativo. Os resultados sdo
expressos em mm e interpretados de acordo com a tabela do requlamento técnico do Programa Nacional de Controle de Erradicagdo
da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT).

Amostra AO A72 AA BO B72 AB AB - AA Resultado
1 6,2 9,0 2,8 8,2 15,2 7,0 4,2 positivo
2 6,0 7,5 1,5 8,5 14,0 5,5 4,0 positivo
3 4,6 5,0 0,4 7,6 12,2 4,6 4,2 positivo
4 5,0 7,5 2,5 7,5 17,3 9,8 7,3 positivo
5 5,0 7,0 2,0 6,7 13,7 7,0 5,0 positivo
6 4,5 10,2 5,7 7,0 20,0 13,0 7,3 positivo
7 4,7 5,5 0,8 7,0 14,8 7,8 7,0 positivo
8 6,4 7,0 0,6 8,6 14,3 5,7 5,1 positivo
9 5,0 7,0 2,0 8,5 14,5 6,0 4,0 positivo
10 5,0 5,7 0,7 9,5 14,7 5,2 4,5 positivo
11 6,0 7,0 1,0 7,5 14,5 7,0 6,0 positivo
12 8,2 13,5 5,3 8,5 19,0 10,5 5,2 positivo
13 4,6 5,7 1,1 7,0 12,2 5,2 4,1 positivo
14 5,7 6,5 0,8 10,0 15,5 5,5 4,7 positivo
15 6,5 10,5 4,0 9,0 21,0 12,0 8,0 positivo
16 6,5 12,0 5,5 6,7 21,2 14,5 9,0 positivo
17 7,1 8,1 1,0 9,5 15,8 6,3 5,3 positivo
18 6,0 8,6 2,6 9,0 16,2 7,2 4,6 positivo
19 8,5 12,3 3.8 8,5 21,0 12,5 8,7 positivo
20 4,5 7,0 2,5 6,3 21,0 14,7 12,2 positivo
21 6,8 12,5 57 8,1 20,4 12,3 6,6 positivo
22 4,5 7,0 2,5 6,3 18,8 12,5 10,0 positivo
23 6,0 6,5 0,5 7,0 12,4 5,4 4,9 positivo
24 5,3 6,5 1,2 9,0 18,0 9,0 7,8 positivo
25 6,5 7,0 0,5 7,5 12,0 4,5 4,0 positivo
26 7,6 12 4.4 11,0 23,0 12,0 7,6 positivo
27 6,0 6,5 0,5 9,0 14,0 5,0 4,5 positivo
28 4,5 7,0 2,5 7.3 18,0 10,7 8,2 positivo
29 6,1 8,0 1,9 7,0 14,0 7,0 5,1 positivo
30 5,0 12,0 7,0 7,0 21,0 14,0 7,0 positivo
31 8,5 11,0 2,5 8,5 18,5 10,0 7,5 positivo
32 9,4 9,8 0,4 9,5 20,0 10,5 10,1 positivo
33 7,7 10,5 2,8 9,1 19,0 9,9 7,1 positivo
34 7,0 7,5 0,5 8,5 13,5 5,0 4,5 positivo
35 5,6 8,5 2,9 9,0 18,6 9,6 6,7 positivo
36 57 8,5 2,8 7,5 14,4 6,9 4,1 positivo
37 4,8 7,5 2,7 8,3 15,7 7,4 4,7 positivo
38 6,7 10,5 3,8 7,5 17,2 9,7 5,9 positivo
39 5,6 6,0 0,4 8,0 13,0 5,0 4,6 positivo
40 7.0 7,5 0,5 7,0 15,8 8,8 83 positivo

A = purified protein derivative (derivado proteico purificado) (PPD) aviaria; B = PPD bovino; AO e BO = medida inicial da dobra da pele. A diferenca
de cada medida é expressa por AA e AB, e o resultado final é obtido por meio da média final das duas medidas AB - AA.
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absorbincia da amostra/positivo (A/P). Amostras com relagio
A/P igual ou maior que 0,30 foram consideradas positivas
para anticorpos contra M. bovis, e as amostras com relacio
A/P inferior a 0,30 foram consideradas negativas (WATERs
etal.,2011).

O diagnéstico molecular foi realizado pela técnica de
PCR. A extra¢io do DNA gendmico das amostras de swab
nasal foi feita conforme protocolo adaptado (B1ask ez al.,
2002). Empregaram-se os primers JB21 e ]B22 (RODRIGUEZ
et al., 1999), que amplificam um fragmento de 500 pb, loca-
lizado em uma regiao do genoma de 4.999 pb na extremi-
dade 3’ do gene RvD1-Rv2031c, que nio estd presente em
outras espécies de micobactérias. A amplificagio deu-se em
concordancia com o seguinte protocolo: tampio de reagio
1X [200 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KClJ; 0,2 mM de
dNTPs [dCTP, dATP, dGTP, dTTP]; MgCl, 2 mM; primers
JB21/JB22 5 pmol/uL; Tag DNA polimerase 5 U/pL; DNA
total 6 pL; dgua MilliQ g.s.p. 20 uL.

O DNA puro da cepa padrao ANS5 de M. bovis foi uti-
lizado como controle positivo. O programa usado no apare-
lho termociclador SelectCycler (BioProducts) para amplifi-
cagao do fragmento de DNA de M. bovis foi: desnaturacgao
inicial a 94°C por 5 min seguida por 37 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 64°C e 1 min a 72°C, com extensio final
a 72°C por 7 min. Os produtos resultantes da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com o corante SYBR® Safe ge/ stain 10.000X (Invitrogen)
0,5 ul/10 mL.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagio
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), sob o protocolo de n.c 054/12.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da inspecdo sanitdria, verificou-se que, das 40 car-
cagas avaliadas, 22 (55%) apresentaram algum tipo de lesao
macroscopica sugestiva de tuberculose. Os linfonodos medias-
tinicos foram os que tiveram maior ocorréncia (14/40), segui-
dos do figado (7/40) e do pulmio (6/40). As lesdes visuali-
zadas foram nédulos granulomatosos de aspecto purulento
ou caseoso, com presenca de cdpsula fibrosa, e em alguns
casos apresentaram ainda calcificagio no centro da lesao,
evidenciada pela crepitagio da faca ao corte. Em 15% dos
casos, observou-se ainda hiperplasia dos linfonodos medias-
tinicos (Fig. 1).

A sensibilidade encontrada (55%) foi inferior a repor-
tada por FrRAguas er al. (2008), que constataram 72,16%
das carcacas com lesdes, e superior a relatada por PINTO ez al.
(2004), que depararam com 44% dos bovinos reagentes 4
tuberculinizagio. Considerando que 58% dos animais infec-
tados com tuberculose exibem lesées tinicas (CORNER et al.,

1990), a inspe¢do mais detalhada de linfonodos, incluindo
os da cabeca, os toricicos e os mesentéricos, bem como bago,
rim, Ubere e érgios genitais, aumenta a possibilidade de tais
lesdes virem a ser visualizadas (CORNER, 1994).

A inspegao macroscépica nao detectou lesoes sugestivas
de tuberculose em 18 (45%) carcagas. Situagdes em que 0s
bovinos positivos aos testes tuberculinicos nao contenham
lesdes visiveis & necropsia podem ocorrer (FIRDESsA et al.,
2012). Alguns aspectos estariam envolvidos, tais como: os
animais estarem no estdgio inicial da doenca, contato com
outras micobactérias que nio o M. bovis, pequena quanti-
dade de bacilos no tubérculo, contato com outros bacilos
dlcool—é4cido resistentes, vacas em final de gestagio, bezerros
que ingeriram leite de vaca tuberculosa, presenca de impu-
rezas na tuberculina, incapacidade de interpretagio do teste,
além de infeccoes intercorrentes com bactérias pseudotuber-
culosas, como Corynebacterium pseudotuberculosis (TRYLICH,
1960; Souza et al., 1999). Fora isso, o tempo destinado
para a inspe¢do de abate pode ser insuficiente para detec-
tar todas as lesoes, o que dificulta o exame mais detalhado
(CORNER, 1994).

Nos achados histopatoldgicos visualizados em HE, veri-
ficou-se que 13 (32,5%) carcagas apresentaram alteragoes
histolégicas, sendo elas encontradas com maior frequéncia
nos linfonodos mediastinicos (15%), seguidos pelo figado
(12,5%) e pulmio (7,5%). Foi observada a presenga de gra-
nulomas tipicos de tuberculose em alguns casos, envolvidos

por cdpsula fibrosa, com um centro de necrose caseosa ou de

Figura 1. Lesdes nodulares tipicas de tuberculose em drgaos
de bovinos positivos no teste cervical comparativo. Sao
Gotardo, MG, 2012. (A) Figado com aspecto de tuberculose
miliar, apresentando lesdes nodulares de 1 a 3 cm de didmetro.
(B) Pulm3o com lesdo nodular com cerca de 4 cm de didmetro,
de cor amarelada, envolvido por capsula fibrosa e contendo
exsudato com aspecto caseoso em seu interior. (C) Aumento de
volume de linfonodo mediastinico com processo inflamatério
granulomatoso contendo exsudato de aspecto caseoso a
purulento em seu interior.
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calcificagio circundado por intensa proliferacio de células
mononucleares, células gigantes de Langhans e zona circuns-
crita de linfécitos (Fig. 2).

Das 22 lesoes consideradas positivas no exame macros-
cdpico, 13 foram confirmadas pelo exame histopatoldégico
corado em HE. Em oito animais (20%) as lesbes macroscé-
picas semelhantes a tuberculose constatadas nos linfonodos
nio se confirmaram no exame histopatolégico. Essa dife-
renca pode ser explicada pela ocorréncia de processos infla-
matdrios granulomatosos determinados por outras etiolo-
gias, com caracteristicas macroscépicas indiferencidveis da
tuberculose, como o linfossarcoma, as linfadenites inespe-
cificas, a actinobacilose e a nocardiose (RE1s ez a/., 1995;
Roxo, 1997).

Além disso, o fato de nem todas as lesdes macroscépi-
cas terem sido confirmadas no exame histopatolégico HE

pode ter sido em fungio da subjetividade no julgamento

Figura 2. Fotomicrografia de amostras de figado, pulm&o e linfonodo mediastinico de bovinos positivos no teste cervical comparativo

de tais lesdes durante a inspecao sanitdria (RE1s ez al.,
1995). Por essa razio, a inspegao das carcacas deve ser rea-
lizada de forma criteriosa, por profissionais bem treinados,
para diminuir o risco de alimentos duvidosos chegarem
a mesa dos consumidores ou, ainda, segundo FrAGuaAs
et al. (2008), a real etiologia e prevaléncia de lesées gra-
nulomatosas nio tuberculosas requerem ampla atencao
por representarem motivo de condenagio desnecessdria
de carcacas e, muitas vezes, induzirem ao erro durante os
procedimentos de inspecio.

As alteracées histolégicas encontradas em apenas
13 carcagas podem ser justificadas pelos vdrios estdgios
de evolucio da infecgio. A resposta imune é diferente em
infeccoes recentes e avancadas, o que suporta a identifi-
cagio entre os animais crénica ou recentemente infec-
tados (MEDEIROS et al., 2012). MEDEIROS et al. (2012)
empregaram o exame histopatolégico e outros testes

:-clq_:\
s

R

obtidas em abate sanitdrio para tuberculose bovina. Sdo Gotardo, MG, 2012. (A) Secc¢do de figado. Granuloma envolvido por tecido
conjuntivo fibroso, com drea central de necrose caseosa com foco de calcificagdo. Hematoxilina-eosina (HE). 5x (B) Parénquima
hepatico, as setas indicam células gigantes do tipo Langhans. Citoplasma amplo e nucleos dispostos na periferia da célula em forma
de ferradura. HE. 40x. (C) Sec¢do de pulm&o. Granuloma tuberculoso circundado por espessa capsula fibrosa. Necrose caseosa
central com infiltrado de células monoclueares. HE. 5x. (D) Seccdo de linfonodo evidenciando estrutura granulomatosa com area de
necrose central e calcificacdo distroéfica HE. 5x.
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complementares para identificagio dos estdgios da fisio-
patologia da tuberculose e concluiram que nem todos os
animais doentes de um rebanho se encontram na mesma
fase de infeccao.

Nio foi observada a presenga de BAAR em nenhuma das
amostras avaliadas pela coloragao de ZN. Embora a técnica
seja considerada um exame bdsico em tuberculose humana,
sobretudo do escarro, ela ndo ¢ tao sensivel no diagnédstico
histopatoldgico da tuberculose animal, pois os bacilos nem
sempre sdo visualizados na amostra, mesmo na presenca de
les6es (FRAGUAS et al., 2008).

Outros estudos demonstraram também baixa sensibili-
dade da técnica de ZN quando aplicada em cortes histols-
gicos. ANDRADE ¢z al. (1991) observaram BAAR em 9,1%
das amostras histoldgicas examinadas. SaLazar (2005) e
FURLANETTO et 4/l. (2012) relataram auséncia de BAAR em
amostras de tecidos com lesdes sugestivas de tuberculose, con-
firmadas no exame histopatolégico. Esses resultados podem
ser justificados pelo fato de o teste s6 conseguir revelar a pre-
senca de BAAR em concentragdes superiores a 10* bactérias
(RODRIGUEZ et al., 2004).

Entre as 40 amostras de soro analisadas pelo ELISA
Mycobacterium bovis Antibody Test IDEXX®, apenas
um (2,5%) animal foi positivo, com valor de densi-
dade 6ptica igual 2 0,333 e relacao A/P superior a 0,30.
Esperava-se maior nimero de animais reagentes, prin-
cipalmente entre as amostras que apresentaram lesdes
granulomatosas de tuberculose, uma vez que anticor-
pos sdo desenvolvidos em estdgios mais avan¢ados da
doenga e estao relacionados com o progresso da infec¢ao
(PoLrock; NE1LL, 2002; WELSH ez al., 2005; PoLLoCK
et al., 2005). Além disso, a baixa sensibilidade encon-
trada pode ter sido causada por conta de problemas
relacionados 4 sensibilidade e especificidade dos testes
sorolégicos, que variam em funcio dos antigenos empre-
gados no ensaio (STRAIN ez al., 2011) e da ocorréncia
de reagées cruzadas com outras espécies de micobacté-
rias (MORRISON et /., 2000).

WATERS et 2. (2011) verificaram 63% de sensibilidade no
ELISA/IDEXX® em soro sanguineo de bovinos reagentes aos
testes de tuberculinizagio intradérmica e/ou histopatolégico e/ou
cultura. Conforme WATERS ¢z 4/. (2011), a sensibilidade do
ELISA/IDEXX® aumenta com a severidade da doenca, porém
no presente estudo se verificou que, apesar da existéncia de
alteragoes patoldgicas caracterizadas por lesoes anatomopato-
légicas generalizadas, presente em mais de 50% das carcagas,
e da hiperplasia de linfonodos, o ELISA/IDEXX® identificou
apenas um animal reagente.

O animal reagente no exame sorolégico apresentou tam-
bém lesoes sugestivas de tuberculose no exame macroscépico,
que foi confirmado pelo teste histopatolégico HE, com lesao
do tipo granulomatosa no figado e no pulmao. MEDEIROS
eral. (2012) utilizaram ELISA com as proteinas recombinantes

MPB70/MPB83 em bovinos positivos no TCC e constata-
ram que, entre nove animais positivos no teste histopatol4-
gico HE, trés foram também positivos no ELISA, e, de dez
animais considerados inconclusivos no exame histopatoldgico,
dois foram reativos no ELISA.

O fragmento de 500 pb especifico de M. bovis foi obser-
vado em apenas uma amostra de DNA obtida de muco
nasal de bovino naturalmente infectado para M. bovis.
A baixa sensibilidade do exame realizado diretamente por
meio de muco nasal pode ser explicada pela possibilidade
da pequena quantidade de bacilos presente nas amostras.
A recuperagio do M. bovis mediante técnicas convencio-
nais de cultivo em muco nasal de bovinos naturalmente
infectados j4 foi relatada por outros autores (DE KANTOR;
Roswurm, 1978), com eficiéncia de recuperagio de 8,7%.
A eficiéncia é baixa, pois para resultado positivo é necessé-
ria a presenca de 10—100 microrganismos vidveis na amos-
tra (BARRY et al., 1993).

Diferengas importantes no perfil de eliminaco do bacilo
ja foram percebidas, o que classificou os bovinos como eli-
minadores persistentes ou intermitentes (Kao ez a/., 2007;
FIGUERIREDO et 4l., 2010). A falha na eliminagio da bactéria
em animais experimentalmente infectados j4 foi relatada (Mc
CoRRY ¢t al., 2005). O nivel de desprendimento aumenta
durante as primeiras quatro semanas apés a exposigio ao
agente ¢ em seguida come¢a a diminuir (Kao ez 4/, 2007),
mas as bactérias ainda podem ser detectadas por vérias sema-
nas e em alguns casos durante vdrios meses (FIGUEIREDO
et al., 2010).

Para amplificacdo do fragmento genémico RvD1-Rv2031c,
utilizou-se PCR convencional com os primers JB21 e JB22,
que amplificam o fragmento de 500 pb. FIGUEIREDO ez 4.
(2010) identificaram o0 DNA de M. bovis por meio de PCR
multiplex, que amplifica simultaneamente as sequéncias
RvD1-Rv2031c (especifica para M. bovis) e IS6110 (pre-
sente em todas as espécies do complexo Mycobacterium
Tuberculosis), e verificaram a presenca do DNA de M. bovis
em duas de 34 (5,9%) amostras de swab nasal de bovinos
reagentes no TCC.

Com o uso da PCR foi possivel identificar o DNA de
M. bovis em dois dias de trabalho, tempo muito inferior
ao necessdrio para a confirmacio pelo método bacterio-
légico, que pode ser de até 90 dias (PINTO ez al., 2002).
Tecnologias com base em 4cidos nucleicos como a PCR e
métodos relacionados tém se mostrado como uma ferra-
menta de diagndstico mais répida e especifica (RucGiEro
et al., 2007).

A inspecio macroscdpica detalhada das carcacas é
uma ferramenta importante na vigilincia em abatedouros,
auxiliando na identificacio de lesdes sugestivas de tuber-
culose. O exame histopatolégico das lesées tem boa espe-
cificidade e permite a confirma¢io da presenca da lesao

granulomatosa.
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Exames complementares no diagnéstico da tuberculose em bovinos reagentes a tuberculinizacdo comparada

Conclui-se que entre os exames complementares de
diagndstico avaliados nenhum foi capaz de detectar todos os
animais que estavam positivos na tuberculinizacio, porém
a associa¢io de diferentes métodos pode garantir a confia-
bilidade no diagnédstico. Apesar dos problemas relacionados
a especificidade do teste intradérmico, ele é considerado
uma ferramenta ttil e eficaz na identificacio de animais
doentes e no controle da tuberculose bovina, uma vez que

a resposta imune predominante na tuberculose é a celular.
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