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Estudo comparativo de métodos complementares
para o diagndstico da tuberculose bovina em animais
reagentes a tuberculinizacéo

Comparative study of complementary diagnostic methods of bovine
tuberculosis on skin-test reactive cattle
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Resumo

A tuberculose bovina é uma enfermidade infecciosa de ocorréncia mundial. O teste intradérmico é o método padrdo para seu
diagnostico da tuberculose, embora possa carecer de sensibilidade e especificidade. O presente estudo teve como objetivo
avaliar diferentes métodos complementares para o diagnéstico da tuberculose bovina incluindo os exames macroscépicos
de tecidos, histopatoldgico, bacteriologico e ELISA. Um total de 97 bovinos reagentes a prova de tuberculinizacéo foi testado,
e amostras de tecidos e soro foram colhidas no momento do abate. Do total de bovinos examinados, 70 (72,16%) apresentaram
lesdo macroscépica sugestiva de tuberculose. Na avaliagdo histopatologica, 63 animais (64,95%) apresentaram lesao
granulomatosa caracteristica. Assim, a histopatologia concordou com a avaliagdo macroscopica em 92,78% das amostras.
Em 47 (48,45%) amostras foram visualizados Bacilos Alcool Acido Resistentes (BAAR), todas positivas a histopatologia ou a
avaliagdo macroscopica. Com relagdo a cultura bacterioldgica, foram isolados Mycobacterium bovis em apenas 11 amostras
(11,34%). Quanto ao desempenho do teste de ELISA, 33 (34,02%) soros foram reativos. O exame macroscopico detalhado
associado ao exame histopatolégico, devido a sua alta especificidade, sdo recomendados como ferramentas complementares
e podem ser utilizados para confirmar os casos duvidosos no abatedouro.
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Abstract

Bovine tuberculosis is an infectious disease of world-wide occurrence. The intradermal tuberculin test is the standard test for
its detection, but it can lack both sensitivity and specificity. The purpose of this study was to compare the efficiency of different
complementary methods for the diagnosis of bovine tuberculosis such as macroscopic, histopathological, bacteriological
analysis and Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). A total of 97 skin-test reactive animals were studied, and tissues
and serum samples were collected from all of them at the moment of the slaughter. Seventy animals (72.16%) showed
macroscopic lesions suggestive of tuberculosis. At the histopathological exam, sixty three (64.95%) presented typical
granulomatous lesions. Therefore, histopathology agreed with macroscopic inspection in 92.78% of the samples. Acid-fast
bacilli were observed in tissues samples from 47 (48.45%) animals, all of them also positive either at macroscopic inspection
or to histopathology. In reference to the bacterial culture, only 11 (11.34%) tissues samples yielded Mycobacterium bovis. Thirty
three (34.02%) serum samples were reactive at ELISA. Detailed visual inspection as well as histopathology, due to its high
specificity, are suggested as complementary tools and may be used for confirming doubtful cases of bovine tuberculosis at the
slaughterhouse.

Keywords: Bovine tuberculosis, macroscopic analysis, histopathological analysis, bacteriological analysis, ELISA.

Introducéo mundial, que determina prejuizos & pecudria e riscos a saude
da populagcdo que consume produtos de origem animal

- . ; ; ' - (Lilenbaum, 2000). Constitui uma significativa causa de
conhecidas. No bovino, & uma enfermidade infecciosa  congenagso de animais de matadouros e de mortalidade
determinada pelo agente Mycobacterium bovis, de ocorréncia animal, resultando em grande perda econdmica. Em outros

A tuberculose é uma das mais antigas doencas infecciosas
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paises, estima-se que as perdas econdmicas decorrentes
da tuberculose alcancem 10% da produtividade do gado
leiteiro afetado (Kantor e Rittaco, 1994).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, o
rebanho bovino brasileiro esta estimado em mais de 195
milhées de cabecas, e a enfermidade encontra-se
disseminada em todo territério nacional (IBGE, 2003). Os
ultimos dados oficiais de notificagdo de tuberculose bovina,
referentes ao periodo de 1989 a 1998, indicam uma
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados
(Brasil, 2004).

Os métodos diretos de diagnoéstico, baseados na visualizagéo
ou isolamento do agente etioldgico a partir de lesdes oriundas
de animais doentes, sdo sem duvida os mais confiaveis e
inequivocos, sendo considerados como “padrdo-ouro” de
diagnostico. No entanto, a dificuldade de obtencao de
amostras in vivo torna pouco viavel sua utilizacao rotineira,
uma vez que € bastante complexa a obtencdo de lavados
bronco-alveolares em bovinos. Dessa forma a baciloscopia,
cultura bacteriologica, exame macroscopico de tecidos e a
histopatologia tém-se limitado ao diagndstico post mortem
da infeccdo, quando sdo possiveis a necropsia e a colheita
de amostras confiaveis. Assim, o diagnostico da infecgdo em
bovinos in vivo tende a ser realizado através de métodos
indiretos, notadamente os testes imunoldgicos baseados na
resposta mediada por células, como a intradermorreacao
(Lilenbaum, 2000).

Embora as infec¢gBes micobacterianas determinem
primariamente o aparecimento de resposta imune de natureza
predominantemente celular, também ha resposta humoral
envolvida durante o processo, especialmente quando a
doenca se encontra em fase mais adiantada. Um teste
sorolégico com boa sensibilidade e especificidade capaz de
detectar anticorpos para M. bovis em bovinos expostos a
doenga seria muito Gtil como uma ferramenta complementar
ao teste intradérmico (Adams, 2001).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Tuberculose Animal (PNCEBT), instituido em 2004 pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
determina como método padrao de diagndstico da
tuberculose bovina no Brasil a tuberculinizagdo intradérmica.
O controle da enfermidade se baseia no método teste-e-abate,
isto é, no diagndéstico dos animais reativos e envio a
matadouros sanitarios, onde um grupo de médicos
veterinarios examina as lesdes da carcaga e avalia quanto ao
seu destino (Brasil, 2004).

No entanto, os testes intradérmicos nédo sédo 100% especificos
(Wood et al., 1991; Monhagan, 1994), e a ocorréncia de
reacdes falso-positivas, com o abate desnecessario do
animal, muitas vezes coloca em risco a credibilidade de todo
0 programa de controle. Assim, a confirmacdo de animais
reativos através de outros métodos muitas vezes se torna
necessaria para garantir a confiabilidade do diagnostico.

O presente estudo teve por objetivo estudar comparativamente
a eficacia de diferentes métodos complementares para o
diagnostico da tuberculose bovina em nosso meio, como 0s
exames macroscopico de tecidos, histolégico, bacteriolégico
e sorolégico, em animais reagentes a tuberculinizagéo e
encaminhados ao abate sanitario.
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Metodologia

Animais — Entre os anos de 2003 e 2004 foram estudados 97
bovinos encaminhados ao abate sanitario em matadouros
localizados no estado do Rio de Janeiro. O grupo de animais
estudados se caracterizou por bovinos mesticos, de ambos
0s sexos (em sua maioria, fémeas), com idade superior a 36
meses e de oito propriedades de exploragao leiteira de quatro
municipios das regides Norte e Noroeste do estado do Rio
de Janeiro. Todos os animais eram reagentes a prova de
tuberculinizag8o intradérmica comparativa, realizada por
veterinarios de campo credenciados pelo MAPA e conforme
recomendac¢fes do PNCEBT (Brasil, 2004).

Amostras de tecido — Durante a inspegdo macroscopica
realizada de acordo com as normas vigentes no Regulamento
de inspecao industrial e sanitaria de produtos de origem
animal (Brasil, 1962), foram colhidas amostras de tecidos
principalmente de pulmdes, figados, linfonodos retrofaringeos
direito e esquerdo, mediastinais anterior e posterior,
traqueobrénquico, pré-escapular, apical e hepatico. As
amostras eram colhidas independentemente de apresenta-
rem lesdo macroscopica sugestiva de tuberculose, segundo
0 Manual de Bacteriologia da Tuberculose (Brasil, 1994). As
amostras foram divididas em duas fra¢des, sendo uma
acondicionada em frasco contendo formol salina tamponado
a 4% (Prophet et al., 1994) durante 24 a 48 horas para posterior
exame histopatolégico, e outra congelada até o momento do
processamento bacteriolégico conforme recomendado no
Manual de Bacteriologia da Tuberculose (Brasil, 1994).

Amostras de sangue — De todos os animais foram colhidas
amostras de sangue sem anticoagulante no momento da
sangria. Os tubos com sangue foram identificados,
centrifugados a 1600 rpm durante 20 minutos e entdo o soro
foi armazenado em aliquotas de dois mililitros em criotubos a
-20°C para posterior realizagdo da prova soroldgica (ELISA).

Testes — As fragOes de tecido destinadas ao exame histolégico
foram clivadas, processadas e incluidas em parafina, tendo
sido empregada a coloragdo de hematoxilina-eosina (HE)
(Prophet et al., 1994). Em cada amostra de tecido destinada
ao exame bacteriolégico seguiu-se o protocolo segundo o
Manual de Bacteriologia da Tuberculose (Brasil, 1994),
submetendo as amostras a descontaminagéo pelo método
de Petroff e semeadura em meio de Lowénstein-Jensen
enriquecido com piruvato. O sedimento foi ainda corado pelo
método de Ziehl-Neelsen (ZN) e examinado sob microscopia
comum (Brasil, 1994). O teste de ELISA foi realizado segundo
protocolo previamente padronizado (Lilenbaum, 1999), porém
utilizando como antigeno derivado protéico purificado (PPD)
bovino especialmente preparado pelo Laboratério Regional
de Apoio Animal (LARA/MG) com reduzida concentragdo de
fenol como conservante (0,02%), a fim de ndo prejudicar a
imunogenicidade do preparado.

Resultados e discussao

Apo6s detalhada analise macroscdépica de varios 6rgédos de
cada animal, verificou-se que do total de animais examinados,
70 (72,16%) apresentaram algum tipo de lesédo macroscopica
sugestiva de tuberculose no momento da inspecéo visual



realizada durante o abate sanitario. Esta taxa é superior aos
achados reportados em estudos anteriores por Corner et al.
(1990), que relataram 52% em abate regular na Australia e
por Pinto et al. (2004), que verificaram lesdes em 44% dos
animais tuberculina-positivos durante necropsia detalhada.
Acredita-se que a alta sensibilidade desta inspecéo visual se
deva a possibilidade de execugéo de um exame macroscopico
bastante detalhado durante o abate sanitario, uma vez que
este tipo de procedimento permite 0 exame minucioso a fim
de localizar as lesbes sugestivas em varios érgdos dos
animais abatidos. Considerando-se que 58% dos animais
infectados apresentam lesdes Unicas (Corner et al.,1990),
em um estudo mais minucioso, como o que pode ser realizado
durante um abate sanitario, a probabilidade destas virem a
ser visualizadas aumenta bastante, elevando desta forma a
taxa de animais positivos a inspec¢éo visual.

No que se refere ao exame histopatolégico, 63 (64,95%)
animais apresentaram lesdo granulomatosa caracteristica
quando corados pela HE, sendo todas estas associadas a
presenca de lesdes macroscopicas. Apesar de bastante
superior ao encontrado por Pinto et al. (2004), de 18%, este
ndo foi um achado inesperado, uma vez que a totalidade dos
animais examinados era reativa aos testes intradérmicos e
provinha de rebanhos com histérico de tuberculose. Em sete
animais (10%) as lesdes macroscopicamente semelhantes
a tuberculose ndo se confirmaram no exame histopatolégico.
Esta diferenca pode ser compreendida pela ocorréncia de
lesBes granulomatosas determinadas por outras etiologias,
com caracteristicas macroscopicas indiferenciaveis da
tuberculose (Kantor et al., 1981). A real etiologia e prevaléncia
destas lesdes granulomatosas nédo-tuberculosas, embora
ndo tenham sido avaliadas no presente estudo, requerem
mais ampla atencéo por representarem motivo de condenacao
desnecessaria de carcacas e muitas vezes induzirem ao erro
durante os procedimentos de inspegéo.

Os indices de sensibilidade dos diferentes métodos
complementares utilizados no presente estudo se encontram
resumidos na Tabela 1. Uma vez que se estudaram apenas
animais com diagnoéstico de tuberculose previamente
estabelecido pelo método da intradermorreacao, conforme
recomendacédo oficial (Brasil, 2004), ndo foi calculada a
especificidade dos diferentes métodos. Ao avaliar-se,
entretanto, o exame histopatolégico frente a avaliagao
macroscopica, este apresentou sensibilidade de 90% e
especificidade de 100%. Este indice de sensibilidade foi
bastante superior aos relatados por Pinto et al. (2004), de
19% e por Tabosa et al. (2000), de 16%. Acredita-se que boa
parte deste sucesso alcancado pela analise histopatolégica
deva-se a adequada colheita de amostras, realizada por
pessoal familiarizado e treinado para reconhecer lesdes
sugestivas da tuberculose bovina. A especificidade do teste
histopatolégico em relagcdo ao exame
macroscopico verificada no presente
estudo concordou com a relatada por
Pinto et al. (2004).
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durante o abate quanto no exame histopatoldgico. Este indice
foi semelhante ao relatado por Pinto et al. (2002) que
encontraram BAAR em 50% das amostras e superior ao
observado por Tabosa et al. (2000) que verificaram a presenca
dos bacilos em apenas 7% das amostras. Embora a
baciloscopia seja um exame basico no diagndéstico da
tuberculose humana, sobretudo quando realizada a partir do
escarro, esta ndo é tdo sensivel no diagnéstico da doenga
em bovinos, pois os bacilos muitas vezes nédo séo visualizados
na amostra, mesmo na presenca de lesdes. Assim considera-
se que para se obter um resultado positivo é necessario que
a amostra tenha no minimo 10° bacilos/mL (Brasil, 1994). A
auséncia de BAAR em amostras positivas ao exame
histopatologico ja foi relatada em estudos anteriores, tanto
em tecidos com cultura positiva quanto negativa, indicando,
assim, pequena quantidade de bacilos na lesdo (Andrade,
Riet-Correa e Miekle, 1991; Tabosa et al., 2000).

Desta forma, do total de amostras testadas, 74 (76,29%)
apresentaram resultados concordantes nos trés testes
descritos, i.e., avaliagdo macroscépica da lesdo durante a
inspecdo, exame histopatoldgico (HE) e baciloscopia direta
das lesBes (ZN). Observa-se que estes trés métodos séo
bastante rapidos e de baixo custo, tendo apresentado
excelente concordancia entre si (Tabela 2), constituindo-se,
portanto, em boas opcdes para o diagnéstico complementar
da tuberculose bovina. Com relacéo a cultura bacteriologica,
foram isolados M. bovis em apenas 11 amostras, o que reflete
sensibilidade de 11,34% para este método. Destes animais,
oito bovinos também foram positivos nos exames macrosco-
pico, histopatoldgico e na baciloscopia.

No que se refere aos testes mais complexos, que requerem
laboratérios especializados e apresentam mais alto custo,
foi avaliada a cultura bacteriolégica como padrédo-ouro e o
teste soroldgico de ELISA, utilizando PPD bovina como
antigeno. O ELISA identificou 33 (34,02%) animais positivos,
com 36 (37,11%) amostras com resultados concordantes aos
do exame histopatolégico e da baciloscopia. Este indice foi
inferior ao encontrado em estudos anteriores. Ritacco et al.
(1987) descreveram 90% de sensibilidade, enquanto Delgado

Tabela 1: indices de sensibilidade de testes complementares
para o diagndstico da tuberculose bovina em 97
animais reagentes a tuberculinizagédo*

Teste Sensibilidade %
Macroscopia 72,16
Histopatol6gico 64,95
Baciloscopia 48,94
Cultura 11,34
ELISA 34,02

*Em relac&o ao teste intradérmico com PPD bovino, conforme PNCEBT.

Tabela 2: Resultados concordantes entre testes complementares para o diagndstico
da tuberculose bovina em 97 animais reagentes a tuberculinizacéo

Teste* Macroscopia |Histopatolégico  Baciloscopia Clltura  EL|SA
No que se refere a baciloscopia das Macroscopia R 90 74 32 36
amostras, 47 (48,94%) foram positivas, Histopatoldgico 90 - 81 38 45
isto €, apresentaram BAAR visiveis a Baciloscopia 74 81 - 35 55
microscopia. Todas apresentavam Cultura 32 38 35 - 58
lesbes compativeis com tuberculose ELISA 36 45 55 58 -

tanto na inspecdo visual realizada

*Expresso em numero de animais com testes positivos.
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e Gonzéalez (2000), Lilenbaum et al. (1999) e Silva (2001)
relataram 69,81%, 86,7% e 47%, respectivamente. Uma
provavel explicacdo para esta diferenca pode ser encontrada
no momento da colheita das amostras no presente estudo.
Sabe-se que a aplicagdo intradérmica de PPD de origem
bovina determina uma reacdo imune de tal magnitude que
causa uma redugdo posterior da habilidade reativa do animal,
fendbmeno amplamente conhecido como dessensibilizacao
(Monhaghan, 1994). Por este motivo, repeticées de testes
intradérmicos devem aguardar um intervalo minimo de 60
dias para sua realizagdo (Brasil, 2004). No presente estudo,
0s animais haviam sido identificados como reativos pelas
provas intradérmicas em intervalos variando entre 12-35 dias
previamente ao abate. Uma vez que as amostras sanguineas
foram colhidas durante o abate, portanto em periodo inferior a
60 dias desde a Ultima inje¢é@o intradérmica de PPD bovino,
acredita-se ter ocorrido uma dessensibilizacdo que explicaria
o baixo titulo de anticorpos encontrados no soro desses
animais e a baixa sensibilidade verificada para este teste.
Em todos os estudos conduzidos a campo para avaliagdo do
uso de ELISA como ferramenta complementar de diagnéstico
da tuberculose bovina, 0s autores se preocuparam em
informar que a colheita das amostras era realizada momentos
antes da injecdo do antigeno (Lilenbaum et al., 1999). Desta
forma, apesar de serem importantes ferramentas
complementares para o diagnostico a campo da tuberculose
bovina, os testes sorolégicos como ELISA ndo devem ser
recomendados como testes complementares em amostras
colhidas durante o abate de animais previamente reagentes
a tuberculinizacéo.

A impossibilidade de isolamento de micobactérias verificada
em 89% das amostras de animais reagentes a
tuberculinizagcdo com lesdes tipicas ou sugestivas de
tuberculose pode estar associada ao baixo nimero de M.
bovis nas lesdes no momento da colheita de amostras ou
ainda a dificuldades inerentes ao isolamento do agente
eventualmente presente nas amostras devido ao alto grau de
contaminagdo destas durante a colheita do material. A baixa
sensibilidade verificada para a cultura ja foi reportada. Segundo
Brown e Neuman (1979); Balian et al. (1997) e Pinto et al.
(2002), a auséncia de micobactérias em analises e lesdes
macroscoépicas sugestivas de tuberculose pode estar
associada a trés fatores: deficiéncia do método de isolamento
com morte na descontaminagdo ou dificuldade de se
multiplicar no cultivo; morte da micobactéria apds promover a
leséo, pela defesa do proprio organismo; lesdo causada por
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outro microrganismo. No entanto, cabe ressaltar que, uma
vez isolada e identificada a amostra como M. bovis, este teste
€ indubitavel, uma vez que constitui o padrdao-ouro para o
diagnéstico da tuberculose bovina e apresenta 100% de
especificidade. Assim, amostras oriundas de rebanhos em
gue existam davidas quanto a origem das lesGes verificadas
ao abate devem sempre ser confirmadas pela cultura
bacteriologica.

No presente estudo, uma vez que 47 amostras apresentaram-
se positivas a baciloscopia e lesGes caracteristicas de
tuberculose, um maior nimero de isolamentos de M. bovis
era esperado. Acredita-se que a baixa sensibilidade da cultura
bacteriol6gica no presente estudo se deve as técnicas de
descontaminacdo empregadas no processamento das
amostras. Uma vez que todas as les@es haviam sido expostas
para exame visual no matadouro, uma etapa de
descontaminacao rigorosa pelo método de Petroff se mostrou
necessaria, o que sem divida deve ter contribuido para a
morte bacilar e conseqliente baixo indice de isolamento
bacteriano, em especial em amostras paucibacilares. Uma
vez que tal tipo de limitagdo é uma constante na colheita de
amostras durante o abate sanitario, considera-se que a cultura
bacterioldgica, apesar de constituir-se no padrao-ouro de
diagnéstico, com 100% de especificidade, ndo deve ser
recomendado como prova complementar rotineira para o
diagnostico da tuberculose bovina.

Em conclusédo, o diagnostico confirmatério da tuberculose
bovina no matadouro, em casos onde parece haver divida
quanto a especificidade das provas intradérmicas, pode ser
realizada com alternativas de baixo custo, como a cuidadosa
inspecdo visual durante o abate sanitario ou a baciloscopia
para visualizacdo de BAAR. Ambas as alternativas apresentam
baixo custo e podem ser implementadas em matadouros
mediante o treinamento especifico do pessoal. O exame
histopatoldgico das lesdes, embora requeira pessoal e
laboratérios especializados, permite a confirmacdo da
presenca da lesdo granulomatosa caracteristica na maioria
dos casos duvidosos de lesdes sugestivas de tuberculose.
Alternativas mais complexas, como ELISA e a cultura
bacterioldgica, além de apresentarem desvantagens quanto
ao tempo de realizacdo, custo e necessidade de laboratério
especializado, ndo apresentaram vantagens significativas que
justifiguem sua ado¢do como métodos complementares de
diagndstico da tuberculose bovina em animais reativos a
tuberculinizagéo.
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