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NETO,S.P J. Frequéncia de anti corpos contra Mycobacterium bovis em Rebanhos Leiteiros nas

Regionais de Sao Luis, Bacabal e Pedreiras — Maranhao, Sao Luis ,2014.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo estimar a frequéncia de anticorpos contra
Mycobacterium bovis em rebanhos leiteiros no Estado do Maranhao. Foram coletadas, no periodo
de maio a junho de 2013, 420(quatrocentos e vinte) amostras de sangue bovino em 70(setenta)
rebanhos de 14(quatorze) municipios que compdem as regionais de Sdo Luis, Bacabal e Pedreiras
— MA. O teste soroldgico empregado para o diagnodstico foi o ELISA Indireto que detectou uma
frequéncia média de animais soro reagentes de 4,52 %, nos rebanhos estudados nas regionais de
Bacabal, Pedreiras e Sdo Luis. A partir do georreferenciamento dos municipios estudados foi
possivel analisar a distribuicao espacial das dreas de foco da doenca, onde na Regional de Pedreiras
a frequéncia foi de 2,38% , de 5% na Regional de Bacabal e 16,67% na regional de Sao Luis.
Mediante os resultados conclui-se que o teste de ELISA Indireto pode ser util para o diagndstico
de infec¢des por M. bovis e uma alternativa para o diagndstico em animais em estados avancados
da doenca. Também quando usado em animais negativos as provas de tuberculizacdes pode
identificar animais anérgicos e possiveis reservatérios da tuberculose.

Palavras — chave: Mycobacterium bovis, frequéncia, bovino, Elisa, Maranhdo.



ABSTRACT

The present study aimed to estimate the frequency of antibodies to Mycobacterium bovis in dairy
herds in the state of Maranhao. In the period from May to June 2013 were collected 420 (four
hundred and twenty) samples of bovine blood in 70 (seventy) herds of fourteen (14) municipalities
that make up the Sdo Luis regional Bacabal and Pedreiras - MA. The serological test used for
diagnosis was the Indirect ELISA detected an average frequency of animal serum reagents of
4.52% in the herds in the Bacabal, Pedreiras and Sao Luis regional. Georeferenced The
municipalities studied parse spatial distribution of the areas of focus of the disease, where the
regional Quarries frequency was 2.38%, from 5% in regional Bacabal and 16.67% in the S@o Luis
regional. Upon the results it is concluded that the test Indirect ELISA may be useful for the
diagnosis of infections caused by M. bovis and an alternative for the diagnosis in animals in
advanced stages of the disease. Also when used in the negative tuberculin testing of animals can
identify anergic animals and possible reservoirs of tuberculosis.

Key — words: Mycobacterium bovis, frequency, cattle, Elisa, Maranhdo.
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INTRODUCAO

O Brasil é um pais privilegiado no que se refere as condi¢des para produgdo de
proteinas de origem animal. Clima, solo, tecnologia e recursos humanos hd muito deixaram de
serem obstdculos e passaram a se constituir vantagens comparativas, que somadas a imensa
extensao territorial, possibilitam ao pais produzir proteina animal com precos competitivos, em
quantidades crescentes e com a qualidade desejada pelos consumidores. O progresso ocorrido nas
ultimas trés décadas, especialmente nos anos de 1990, nas dreas de formacdo de pastagem,
producdo e conservacdo de forragem, suplementacdo mineral, melhoramento genético, sanidade
animal, abate, e processamento e comercializagdo da carne foram bastantes significativos para
esta cadeia (FELfCIO, 2001; SABADINI, 2009), contribuindo no grande desafio da economia
mundial, que é enfrentar a fome. A produgao de alimentos no Brasil estd em ascensao, notadamente
0 segmento carne, € deve tornar o pais no maior celeiro fornecedor de alimento do mundo nos

proximos anos .

No que diz respeito a producdo de leite, o Brasil € o quinto pais colocado no cendrio
mundial e teve nos ultimos 30 anos um aumento significativo na producao de leite, ao redor de
4%. Em 2003 foram produzidos 20,4 milhdes de litros de leite, com estimativa de atingir 21,3
milhdes em 2004, tendo participacdo de 4,3% do total da produgdo e respondendo com 66% do
volume total de leite produzido no MERCOSUL.

No contexto socioecondmico Martins (2003) relata que no Brasil tem
aproximadamente um milhao e cem mil propriedades produtoras de leite e corte, gerando mais de
3,6 milhdes de empregos, superando dessa forma a construcao civil, siderurgica, téxtil e industria
automobilistica.

Em decorréncia da bovinocultura de leite ter um a pequena margem de lucro e alta
concorréncia interna e externa, os proprietdrios t€ém buscado as tecnologias, para aumentar a
producdo de leite e seus derivados, na aquisicdo de animais de alto valor genético, nutri¢do e da
sanidade do rebanho (SILVA, 2001).

A introdugdo de animais geneticamente melhorados no rebanho tem como finalidade
aprimorar os aspectos zootécnicos e econdmicos, resultando em maior produgdo e produtividade.
Porém no cruzamento entre ragas os animais tornam-se mais exigentes e a baixa rusticidade e
existéncia de sistema de produgdo semi-intensivo e intensivo, aliado a outros fatores de manejo,

contribuem para o aparecimento de enfermidades infectocontagiosas, provocando forte impacto
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negativo sobre a rentabilidade da pecudria mundial (DEL FAVA & PITUCO, 2003;
FERNANDES, 2007).

Dentre as enfermidades animais destaca-se a tuberculose bovina, que é uma doenga
causada pelo Mycobacterium bovis, ocorre no mundo todo, mas que apresenta incidéncia reduzida
em alguns paises, como Estados Unidos, Canadd, Reino Unido e outros paises da Europa. Além
de se constituir em grave problema de satude publica, os prejuizos causados por esta enfermidade
representam significativas barreiras econdmicas (BRASIL, 2006).

Os 1indices oficiais da tuberculose nacional referente ao periodo de 1989 a 1998
correspondem a 1,3% do rebanho, o que representa um niimero elevado, na ordem de 2,5 milhdes
de animais. Pesquisas confirmam que a infec¢do se concentra em bovinos leiteiros, mas
principalmente naqueles rebanhos com algum grau de tecnificacdo, onde as taxas de infecc¢do
podem chegar a 15% de rebanhos com pelo menos um animal infectado (BRASIL, 2006).

O Estado do Maranhdo esta situado no Meio-Norte do Brasil, possui um efetivo bovino
de aproximadamente 7.000.000 de cabecas com exploracdo de leite e carne. O crescimento da
pecudria leiteira € abaixo da média nacional, com 3% anual e acimulo de aproximadamente 25%
na dltima década. Em 2010 o plantel de vacas de leite era de aproximadamente 680.000 (9,71%)
das quais, foram ordenhadas aproximadamente 400.000 vacas com producdao média de 1,5 L /
vaca/dia, com 3.600.000 L / ano, o que denota um baixo nivel de especializacdo desta atividade
(ARAUJO NETO, 2000; IBGE, 2006; INAGRO 2014).

As principais bacias leiteiras do estado do Maranhao estdo concentradas nas regides
Tocantina e no Médio Mearim. A raga mais utilizada de gado leiteiro no Maranhao € a Girolanda,
originada do cruzamento das racas gir e holandesa. A Girolanda € a raga responsavel por 80% da
producdo de leite no Brasil

A bovinocultura no estado do Maranhdo estd em franca ascensdo (INAGRO 2012),
porém uma das principais causas de perdas na producdo e produtividade sdao as enfermidades
infectocontagiosas, com énfase para tuberculose. Essas perdas sdo ocasionadas, em grande parte,
pela falta de entrosamento e informacOes entre os diversos setores envolvidos nesta cadeia
produtiva. Considerando que o Mycobacterium bovis acomete varias espécies animais € o homem,
que tem grande importancia por causar vultosas perdas econdmicas para a pecudria € por seu

impacto na saide publica € que esta pesquisa foi idealizada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Determinar a frequéncia de anticorpos anti-Mycobacterium bovis na populacao bovina

de producao leiteira nas regionais de Sdo Luis, Bacabal e Pedreiras, Maranhao, Brasil.

2.2 Especificos

- Estimar a frequéncia de anticorpos contra o M. bovis pela técnica de ELISA INDIRETO
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
- Realizar o georreferenciamento de focos em rebanhos leiteiros nas regionais de Sao Luis, Bacabal

e Pedreiras.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos historicos da doenca

No inicio do estudo sobre a doenga acreditava-se que a domestica¢do do gado bovino,
que ocorreu entre 10 mil e 25 mil anos atrds, teria permitido a passagem de um patdgeno
micobacteriano dos animais domésticos para os seres humanos. Em sua adaptagdo a um novo
hospedeiro, a bactéria teria evoluido para uma espécie mais proxima de Mycobacterium
tuberculosis (NEIL, 2005). Entretanto, estudos genéticos atuais de distribuicdo de delecdes e
insercdoes nos genomas do Complexo M. tuberculosis fornecem fortes evidéncias para uma
evolucdo independente tanto de M.bovis como de M. tuberculosis, partindo de outra espécie
precursora comum, possivelmente M. canetti (BROSCH, 2002).

O Mycobacterium bovis ja provocava, antes da ocupac¢do humana, a tuberculose em
animais das regides que atualmente correspondem a Europa. No entanto, somente apds 0 processo
de domesticacdo dos bovideos, ocorrido entre 8000-4000 a.C. é que surgem evidéncias
arqueoldgicas de infecgdo humana por M. bovis através da observacao de lesdes tuberculosas em
mumias de individuos que viveram durante o periodo neolitico, encontradas na Alemanha. A
origem de tais lesdes foi atribuida, provavelmente, a interacdo ambiental dos humanos com
animais infectados e ao consumo de leite contaminado (DORMANDY, 2002; REICHMAN &
TANNE, 2003).

Na Africa, algumas mumias dos Faraés da dinastia Ramsés, que reinaram ha trés mil
anos antes da era cristd no Egito antigo, apresentaram sinais compativeis com a tuberculose 6ssea.
Na sociedade antiga, Hipdcrates definiu a tuberculose como uma doenga natural denominando-a
de tisica, do grego phtysis, ou seja, que traz consumpcdo, devido ao esgotamento fisico,
frequentemente apresentado pelos individuos afetados. Posteriormente, Aristoteles também
mencionou a ocorréncia da doenga na populacio grega, trés séculos antes da era cristd. Na Franca
e na Inglaterra, por volta do século XVI, pacientes com tuberculose ganglionar eram contemplados
com o “toque real” pelos reis desses paises, o que, muitas vezes era seguido de melhora dos
sintomas, atribuindo-se tal efeito a assepsia do ambiente onde os doentes permaneciam aguardando
o referido ritual. Também sdo antigos os relatos desta enfermidade em animais abatidos na

comunidade judaica, ao ponto do Talmud, o livro sagrado dos judeus, proibir o consumo das
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carcacas de animais que apresentassem lesdes pulmonares, quando abatidos em matadouros ou
submetidos ao sacrificio ritualistico sugerindo que os hebreus nos primérdios da era crista, no
século II, ja conheciam as lesdes presuntivas de tuberculose em ruminantes (MICHALANY, 1995;
CORREA & CORREA, 1992; DORMANDY, 2002).

Nos séculos XVII e XVIII, com o inicio da exploracdo anatdomica dos pulmdes de
humanos, Francois de la Boe identificou em pacientes mortos pela tisica, estruturas anormais que
lembravam tubérculos, do latin tuberculum ou seja, nédulo, dando origem a terminologia
tuberculose. No século X VIII, esta doenga era conhecida por peste branca, citada brevemente por
Giovanni Morgagni, pai da anatomia patoldgica, e descrita em detalhes por René Laennec
(DUNLOP & WILLIANS, 1996; FERREIRA NETO & BERNARDI, 1997).

Em 1751, Fernando VI, Rei da Espanha criou uma lei que obrigava os médicos a
notificarem todos os casos de tuberculose, afastando-se os doentes da comunidade, queimando-se
todos os pertences dos pacientes que vinham a falecer. A partir de meados do século XVIII a
Revolugdo Industrial na Inglaterra promoveu, além do desenvolvimento, uma grande expansao da
pobreza que, associada as condi¢des sanitdrias ruins, favoreciam a disseminacao de enfermidades,
entre elas a tuberculose, que acometia quase metade da populacdo inglesa. Apesar de toda esta
histdria, a compreensdo da doencga s6 ocorreu a partir de 1810, quando Carmichael, um cientista
inglés, observou que havia relacdo entre tuberculose nodular ou escréfula, em criangas, e consumo
de leite de vaca pelas mesmas. Na época ele concluiu equivocadamente que a doenga era
desencadeada por fatores nutricionais (DUNLOP & WILLIANS, 1996; FERREIRA NETO &
BERNARDI, 1997).

Entre 1865 e 1868, Jean Antoine Villemim demonstrou experimentalmente a
transmissibilidade da tuberculose humana e de bovinos a coelhos e cobaias. Em 24 de margo de
1882, Robert Koch, descobriu o agente infeccioso da tuberculose, corando-o pela fucsina-anilina
e isolando-o em meio de cultura elaborado a partir de humor vitreo de bovinos de abatedouros,
denominando-o, em 1884, tuberkelbacillen ou bacilo da tuberculose. Em 1885, Roentgen descobre
o raio X, dando impulso aos estudos da enfermidade, método posteriormente desonerado no Brasil,
quando Manoel de Abreu imprimiu as radiografias em filme de 35 milimetros, criando assim a
abreugrafia (Grange & Yates, 1994; Michalany, 1995; Roxo, 1997).

Euférico com sua descoberta, Koch tentou produzir uma vacina anti-tuberculose

utilizando extrato glicérico de bacilos, ao qual denominou old tuberculin, ou tuberculina velha. Os
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resultados foram ineficazes, mas a tentativa ndo foi em vao, permitindo-lhe a descoberta do
fenomeno alérgico em pessoas que haviam tido contato prévio com o bacilo. Esta reacdo foi
melhorada por Charles Mantoux em 1908, tornando-se universal (GRANGE & YATES, 1994,
MICHALANY, 1995).

Em 1897, Theobald Smith, nos Estados Unidos da América (EUA), observando que o
bacilo que acometia bovinos era menor, crescia mais lentamente in vitro € era menos sensivel as
modificagdes dos meios de cultura do que o bacilo que acometia humanos, levantou dividas sobre
a teoria da existéncia de um unico bacilo e descreveu a diferenciacdo entre os bacilos,
denominando-os Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis e Mycobacterium avium
(PRITCHARD, 1988).

O século XIX foi, em funcdo da tuberculose, de desalento para a sociedade
contemporanea. A humanidade perdia precocemente seus icones e cidaddos em geral. Como
exemplo pode-se citar Frédéric Chopin, compositor cldssico que, vitimado pela tuberculose,
chegou a ser isolado em um monastério na ilha de Mallorca, onde compds uma de suas mais belas
obras, Preliidios. Por volta de 1900, tantas eram as dividas acerca da doenca, afetando tanto os
humanos quanto os animais, principalmente com relagdo ao possivel aspecto zoonético da
tuberculose bovina, que o governo inglés decidiu nomear uma comissao para estudar o assunto
(PRITCHARD, 1988; DORMANDY, 2002).

Foi entdo criada a Royal Commission on Tuberculosis, que, ao invés de limitar-se as
opinides de especialistas, resolveu desenvolver um extenso programa de pesquisa, visando a
geracdo de conhecimentos que esclarecessem definitivamente as dividas sobre a tuberculose em
bovinos e sua relagdo com a doenca em humanos. Essa Comissao trabalhou de 1901 a 1911,
dispondo de um laboratério e uma fazenda experimental, e chegou a conclusdao de que bovinos
tuberculosos representavam risco para a saude publica e que algo deveria ser feito, pois a
ocorréncia da doenga nesses animais era em nimero alarmante (PRITCHARD, 1988; CORREA
& CORREA, 1992).

A patogénese da enfermidade era ainda confusa, quando em 1917, Karl Ranke
comparou o seu desenvolvimento com o da sifilis, determinando trés periodos distintos, isto &,
infec¢do primdria, disseminacdo e lesdo organica isolada. Posteriormente essa tultima forma,

passou a ser denominada como tuberculose primadria, a partir da qual poderia ocorrer evolucao
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para tuberculose de reativacdo enddgena ou de reinfeccdo exdgena (PRITCHARD, 1988;
GRANGE & YATES, 1994).

Entre o fim do século XIX e inicio do século XX, a tuberculose acometia entre 20 e
40% dos bovinos de muitos paises da Europa. A partir de entdo ficaram patentes os problemas
sociais e econdOmicos decorrentes da doenca e os paises desenvolvidos iniciaram a implantacao de
programas para controle e erradicacdo. Apds varias décadas, muitos paises europeus, da Oceania
e da América do Norte, alcancaram boa parte de seus objetivos, apresentando atualmente
baixissimas taxas de incidéncia e prevaléncia da tuberculose bovina (CORREA & CORREA,
1992; FERREIRA NETO & BERNARDI, 1997).

No Brasil em 1938, Torres e Pacheco isolaram o Mycobacterium bovis de lesdes
humanas, tratando-se da primeira publicacdo na literatura médica nacional sobre o assunto (
SOUZA ,1999). Até 1970 o bacilo da tuberculose bovina era considerado uma variante do
Mycobacterium tuberculosis e denominado M. tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis
subespécie bovis. A proposta para sua classificacdo como espécie individual denominada
Mycobacterium bovis foi feita por Karlson & Lessel, em 1970 (FERREIRA NETO &
BERNARDI, 1997). Quanto ao tratamento, até 1940 as pessoas tuberculosas eram tratadas como
nos tempos passados, existindo informacdes inclusive da utilizacdo de intervengdes cirdrgicas,
como no caso de ressec¢do do pulmdo comprometido e de inducdo de pneumotérax com fins
terapéuticos. S6 em meados do século XX houve o incremento terapéutico através da utilizagao
da estreptomicina, rifampicina e isoniazida, esta tltima descrita em 1912, a qual, em 1945 teve sua
eficdcia comprovada em laboratério, atuando sobre os acidos micdlicos da parede celular das
micobactérias. A partir da década de 1960, até os dias atuais, foi preconizado o tratamento de
humanos tuberculosos por meio da utilizagdo de um coquetel com os antibidticos acima
mencionados (CORREA & CORREA, 1992).

No ambito pecudrio, a terapéutica ainda € discutivel, pois a legislagdo sanitdria da
maioria dos paises que alcancaram bons niveis de controle, ndo a preconizam, em contrapartida
existem pesquisas indicando tratamento para bovinos em doses didrias e intervaladas utilizando
principalmente a isoniazida (LANGENEGGER, 1991; CORREA & CORREA, 1992;: MOTA,
2004).

Nos tempos atuais a recrudescéncia da tuberculose a configura como doenca infecciosa

humana que mais mata em todo o mundo, sobretudo em paises em desenvolvimento da Asia,
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Africa e América Latina, os quais possuem respectivamente 94%, 82% e 60% de suas populacdes
humanas em dreas rurais, correndo potencial risco de contrair esta zoonose. Deve-se considerar
também o irrefutdvel aspecto de enfermidade ocupacional, quando trabalhadores envolvidos na
cadeia produtiva da carne e do leite sdo expostos ao risco de contrair a infe¢do. Além destes fatores,
também sdo considerdveis os prejuizos a bovinocultura, justificando a aplicacdo de medidas

emergenciais de controle da enfermidade, preconizadas desde 1911 (COSIVE, 1998).

3.2 Etiologia e imunopatogenia

O agente etioldgico da tuberculose bovina € a espécie Mycobacterium bovis, bactéria
pertencente a ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium, descrito
por Robert Koch em 1882. Os patégenos mais importantes do género Mycobacterium pertencem
ao complexo M. tuberculosis, que compreende: M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M
africanum e M. canettii ¢ da cepa da vacina Bacilo Calmette-Guérin, conhecida por BCG
(ETCHECHOURY, 2009). Novos membros do complexo M. tuberculosis sdo o M. bovis subsp.
caprae, identificada na infec¢do de cabras na Espanha e seres humanos e gado na Europa Central
(KUBICA , 2003), e M. pinnipedii, infectando focas na Australia ( COUSINS , 2003).

Os patégenos podem ser divididos em dois grandes grupos: um constituido pelo
complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti),
outro compreendendo as espécies denominadas micobactérias ndo tuberculosas (MNT), sendo
descritas mais de cem espécies neste grupo (UEKI , 2005).

Morfologicamente os bacilos da espécie M. bovis sdao curtos, intracelulares
facultativos, aerébicos, imdveis, ndo esporulados, ndo flagelados, ndo capsulados e nao produtores
de toxinas. Apresenta-se em formato de bastonete reto, encurvado ou ramificado, medindo de 0,3
a 0,6 micrometros (um) por 1 a 4 um. Tém como propriedade tintorial a alcool-4cido resisténcia,
em fun¢do da capacidade de formar complexos com os derivados de trifenilmetano, resistindo a
acdo de alcool-4cido (TORTORA et al., 2005).

A tuberculose humana é causada principalmente por M. tuberculosis, no entanto, M.
bovis o agente etiologico da tuberculose bovina, também pode ser responsavel pela doenca em
seres humanos, o que torna esta bactéria uma espécie importante no aspecto zoondtico. A
tuberculose transmitida de animais para seres humanos € clinicamente dificil de ser distinguida da

doenca causada por M. tuberculosis IBRAHIM, 2012).
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Os ruminantes sdo infectados por M. bovis geralmente pela via respiratéria e
ocasionalmente pela ingestdao dos bacilos (CARTER, 1988; CORREA & CORREA, 1992;
SMITH, 1993; RADOSTITS, 2002). A inalacdo do bacilo, pelo animal suscetivel, através de
perdigoto contendo goticulas, expiradas pelo animal infectado, responde por cerca de 90% das
infeccoes.

Os mecanismos imunopatogénicos da infeccdo por M. bovis estdo diretamente
relacionados a composicdo da parede celular do bacilo, que € complexa e possui alta
concentrac¢do de lipideos, correspondendo a cerca de 20 a 40 % do peso seco do bacilo, conferindo-
lhe resisténcia ao sistema imune do hospedeiro e aos desinfetantes dcidos e dlcalis. A
imunopatogenia da tuberculose bovina, analisando a via de infec¢do mais comum que € a forma
inalatdria pode ser determinada por trés fatores: o primeiro fator € a carga infectante, pois ja foi
comprovado experimentalmente que a doenca pode ser reproduzida em bovinos com menos de
06 bacilos e em ovinos com 01 a 05 bacilos, que se introduzidos via respiratdria, por aerossais,
produzirdo lesao pulmonar, ao passo que 13 milhdes de bacilos quando introduzidos via oral ndo
produzem lesdes. O segundo fator € a viruléncia do bacilo, que se refere a capacidade do micro-
organismo causar infec¢cdo em determinado hospedeiro; o ferceiro € a resisténcia ou imunidade
natural do hospedeiro, aliada aos mecanismos de protecdo das vias aéreas através das barreiras
inespecificas, além da imunidade adquirida, que pode ser humoral e principalmente celular, a
qual envolve leucécitos, como os macrdéfagos, neutréfilos, linfécitos T e linfécitos B, que
interagem por meio de receptores ou por secre¢do de quimiocinas (MORRIS et al., 1994; NEILL
et al., 1994; LAGE et al., 1998).

A resposta imune humoral ocorre quando os linfécitos T helper virgens (Tho)

modulam-se em linfécitos T helper 2(Th2) expressando co-receptores CD8™ sensibilizados por
quimiocinas tipo Interleucinas (IL) 4, 5, 6 e 10. Entdo, os linfécitos B (LyB) sdo acionados
e modulam-se em plasmécitos produzindo anticorpos, os quais ndo siao capazes de alcancarem o
M. bovis, devido a sua localizagdo intracelular, no fagossomo, caracterizando-se por uma resposta
ineficiente. Este perfil de resposta favorece a instalacdo do quadro nosoldgico de anergia num
estddio terminal, onde ndo ha resposta citomediada, mas ocorrem altos niveis de anticorpos
circulantes. Este quadro, apesar de ndo totalmente esclarecido, ocorre possivelmente mediado por
quimiocinas tipo Interleucina-10 (IL10) e auséncia de Interferon- gama (IFN- ) (NEILL et al.,
2001; POLLOCK & NEILL, 2002).
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As moléculas de imunoglobulinas (Ig) sdo glicoproteinas de aproximadamente 160k
Da. Sao proteinas da fracdo de gamaglobulinas, sintetizadas por linfécitos B, capazes de
reconhecer, precipitar ou neutraliza micro-organismos invasores ou proteinas estranhas
(STEVENS & LOWE, 2001). De acordo com Tizard (2002), se dividem e se diferenciam em
plasmdcitos, secretando altas concentra¢des de anticorpos. A ligacdo dos anticorpos ao patégeno
faz com que o mesmo seja neutralizado e, em seguida, lisado por enzimas do sistema complemento
ou por fagécito JANEWAY et al., 2007; ABBAS et al., 2008). Nos bovinos, estdo identificadas
e caracterizadas quatro fragdes de imunoglobulinas : IgG, IgM, IgA e IgE. As imunoglobulinas
IgG podem ser divididas em duas subclasses, IgG1 e IgG2. As IgG1 sdo transportadas pela
circulacdo para ser secretada via lactea, e se constitui a principal imunoglobulina para a imunizagao
passiva de bezerros. Também € responsdvel pela fixagao de complemento e sensibiliza a pele de
bovinos. As IgG2 aparentemente sao mais homogéneas que IgGl e ocorrem em altas
concentracdes no soro bovino. IgM estd presente no soro, colostro e leite e é importante na
resposta imune primdria, fixagdo de complemento e como um aglutinador de anticorpos no soro.
A IgA bovina € secretada no leite e colostro(BUTLER, 1983; COLLARD et al. 1984).

As imunoglobulinas, quando separadas eletroforeticamente encontram-se distribuidas,
principalmente, nas fragcdes beta e gama globulinas do soro sangiiineo normal . Conhecendo-se as
concentracdes das proteinas séricas totais e da albumina, pode-se determinar, por diferenca, o valor
absoluto das globulinas. Pode-se ainda, estabelecer a relacdo albumina:globulina (SEVELIUS &
ANDERSSON, 1995). A determinagdo das concentragdes séricas de proteinas vem se tornando
um procedimento valioso para o entendimento dos processos fisiopatoldgicos, sendo utilizada em
animais sadios e doentes. Pesquisas tém evidenciado que a qualificacdo e a quantificacdo de
proteinas séricas podem subsidiar o diagndstico e trazer valiosas informagdes progndsticas e de
monitoramento de doengas (ECKERSALL, 2000).

A producido de anticorpos também pode contribuir para a patogénese da tuberculose,
formando complexos antigeno-anticorpo, os quais, ao ativarem o sistema complemento, podem
causar lesao tecidual ou inibir o acesso de macréfagos ao sitio inflamatério, prejudicando a

eliminacdo do M. bovis (HOPE et al.,2004).

Quanto a resposta imune mediada por células, esta ocorre quando macréfagos e células

dendriticas ou células de Langerhans fagocitam e processam o M. bovis e apresentam oS

antigenos para os linfécitos modulados em T helper 1 (Thl), que expressam co-receptores CD4 +
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e liberam quimiocinas tipo Interleucina 12 (IL12), Interferon- gama (IFN- ) e Fator de Necrose
Tumoral-alfa e beta (TNF- e TNF- ) que estimulam o recrutamento de outros macréfagos,
linfdcitos e fibroblastos. Este processo ocorre entre duas e dez semanas apds o contato com o M.
bovis, e € a resposta mais eficiente contra o bacilo. A consisténcia na modulacao dos linfécitos T
helper virgens (Tho) em Thl ou Th2 € peculiar em cada animal, sendo detectado no sangue
periférico de bovideos tuberculosos quimiocinas IFN- de perfil Thl, e IL4 de perfil Th2,
demonstrando que ambas as respostas ocorrem concomitantemente na infeccado por M. bovis
(NEILL et al., 2001; POLLOCK et al., 2001).

Muitos patdgenos sao destruidos quando fagocitados pelos macréfagos, evento que nao
ocorre com o Mycobacterium bovis e, na sua patogénese hd multiplicagdo bacteriana
intracelularmente dentro dos fagossomos, onde o M. bovis consegue executar vVarios processos a
fim de postergar a fusdo fagossomo-lisossomo, entre eles e o sequestro de ions Ferro, {on essencial
para a sobrevivéncia intracelular do bacilo. Estes processos também sido corroborados pela

inibicdo da acidificacdo fagossomal (KAUFMANN, 2001; POLLOCK et al., 2001).

A despeito destes mecanismos, o M. bovis consegue reduzir sua atividade metabdlica na
falta de nutrientes e Oxigénio, podendo persistir no hospedeiro sem produzir enfermidade, em
estado de laténcia. Entdo, os macréfagos conseguem desenvolver a maturacdo de alguns
fagolisossomos digerindo e expressando antigenos peptidicos, glicolipidicos e lipoprotéicos do M.
bovis, tornando-se células apresentadoras de antigenos ativadas, mediante estimula¢do por IFN-
gama (KAUFMANN, 2001; ALBERTS et al., 2004). Os macréfagos ativados passam entao a
fagocitar e destruir os M. bovis, desencadeando assim uma complexa resposta imunoldgica

(WEDLOCK et al., 2002 ).

Apesar do predominio da resposta imune celular na tuberculose existem pesquisas
elucidando a participacdo da resposta imune humoral. Segundo Lyashchenko et al. (1998), a
resposta imune humoral de bovinos experimentalmente infectados envolve multiplos antigenos
que sdo reconhecidos pelos animais em diferentes estdgios da doenga. Nesse sentido, tem sido
postulado que durante os estdgios iniciais de infec¢des micobacterianas hd predominancia da
resposta imune mediada por células; no entanto, com o progresso da doenga pode ser observada
uma alteracdo da relagdo de células T helper tipo 1 e 2 (Th1/Th2), que se associa a uma fase onde

a produgdo de anticorpos € predominante (RITACCO et al., 1991).
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Assim como a avaliacdo das fragdes globulinicas auxiliam o diagndstico clinico, o
conhecimento das imunoglobulinas de animais domésticos permitiu o desenvolvimento de testes
sorolégicos, como o teste de ELISA indireto, os quais se tornaram amplamente usados para

diagndsticos e monitoramento de doencgas infecciosas (CADMAN et al. 1994).

3.3 Epidemiologia

3.3.1 Distribuicao geografica e Prevaléncia

A enfermidade vem sendo alvo de intensas campanhas de erradicacdo e controle em
varios paises do mundo, desde a década de 50 e 60. No entanto, alguns paises apresentam
atualmente situacdo estivel em relacdo a doenca, enquanto em outras regides do globo a
prevaléncia € bastante alta. Na Europa, a enfermidade se encontra controlada em quase todos os
paises membros da Comunidade Européia (BENET, 1994). Paises que iniciaram precocemente
programas de controle e erradicac¢do da tuberculose bovina, baseado em acdes sanitdrias como a
tuberculinizagdo e sacrificio de animais infectados, erradicaram (Dinamarca, Holanda e
Luxemburgo) ou reduziram (Alemanha, Bélgica, Inglaterra, Franca, Grécia e Portugal) a
incidéncia da enfermidade (CAFFREY, 1994).

Nos Estados Unidos, embora a doenga ndo possa mais ser considerada como problema
sanitario, a erradicacdo completa da enfermidade ainda nao foi atingida (ESSEY & KOLLER,
1994). Na Africa embora informacdes sobre a prevaléncia da enfermidade sejam bastante escassas,
algumas comunicagdes sugerem que essa se encontra plenamente distribuida por todo o continente
africano (DABORN, 1996).

Na América Latina e Caribe existem dreas com prevaléncia que ultrapassa 1%. No
Brasil, estado de Minas Gerais, um estudo realizado pelo Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA)
em 1999, envolvendo aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000 animais, estimou uma
prevaléncia de 0,85% de animais reagentes ao teste de tuberculinizacdo. No mesmo estudo, foram
detectados 5% de propriedades com animais reagentes (BRASIL, 2006).

Ainda no estado de Minas Gerais foi realizado um estudo para avaliar a prevaléncia da
tuberculose em bovinos abatidos em 11 matadouros sob Inspe¢do Federal no ano de 1993 a 1997.
Nesse periodo foram abatidos 954.640 bovinos, diagnosticados 681 casos de tuberculose e

constatado uma prevaléncia de 0,8% (BAPTISTA, 2004).
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No estado do Maranhdo, Santos (1988) pesquisou tuberculose em 716 bovinos de
exploragdo leiteira na Ilha de S@o Luis, mediante tuberculiniza¢do intradérmica cervical

comparativa (TCC), sendo encontrada prevaléncia de 27,1%.

3.3.2 Transmissao

A transmissdo natural é realizada nos bovinos de maneira direta ou indireta, assim
como no homem. Na investigacdo anatomopatoldgica pode ser determinada a via de transmissao
ao se descobrir a localiza¢do da lesdo primdria. O foco primério nos pulmdes ocupa lugar de
destaque na transmissdo aerégena, por ser encontrado em 90% dos bovinos adultos com a doenca.
A transmissdo por goticulas em suspensao, assim como a inspiracao de p6 veiculador com bacilos
tuberculosos, desempenham importante papel, sobretudo na criacdo em estabulacdo (BEER,
1988).

Ainda que M. bovis sobreviva por varios meses no meio ambiente, a transmissao
ocorre principalmente por aerosséis gerados por animais infectados. Os bovinos de leite, em
particular, estdo submetidos a maiores riscos porque os métodos de criagdo permitem o contato
direto entre animais, tanto no momento da ordenha, como nos meses de confinamento durante o
inverno. Os bezerros podem adquirir a infeccdo ao ingerir leite contaminado. Reservatdrios
silvestres de M. bovis sdo as principais vias de infec¢do para bovinos de pasto em alguns paises
(BEER, 1988; CORREA & CORREA, 1992; RADOSTITS, 2002).

A dose de M. bovis a qual bovinos sao expostos pode ser altamente variavel, devido a
diferencas individuais do animal, cepa bacteriana e porta de entrada de inoculacdo (PALMER;
WATERS, 2006). Possiveis vias de entrada para a infeccdo por M. bovis sdo respiratorias,
digestorias, congénitas, cutaneas e venéreas. Na pratica, a infeccdo nos bovinos em geral é
adquirida quase exclusivamente pela via aerégena, pela inalagdo de goticulas infectadas de tosse
ou secrecdo nasal de um animal com tuberculose pulmonar ativa (NEILL, 1994). A via oral é
geralmente mais importante em bezerros amamentando-se em vacas tuberculosas (PALMER;
WATERS, 2006). Em casos de infec¢do congénita, a transmissdo acontece via vasos sanguineos
umbilicais para o feto, a partir da infeccdo presente no tdtero da fémea (NEILL, 1994); mas
também pode ocorrer por degluticdo do liquido amnidtico infectado, que leva ao desenvolvimento

de lesdes nos intestinos ou nos linfonodos mesentéricos, como por inalag¢do, que resulta em doenca
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pulmonar (HUCHZERMEYER, 1994). Em raras ocasides, pode ocorrer transmissdo genital da
tuberculose nos bovinos, se houver lesdes da infec¢do no pénis ou na mucosa prepucial dos machos
ou ainda da vulva e ou mucosa vaginal das fémeas (NEILL, 1994).

Infecgdes por M. bovis em seres humanos podem ser adquiridas mais comumente por
consumo de leite e derivados crus (ACHA; SZYFRES, 2003), levando ao desenvolvimento de
doenca extrapulmonar (GRANGE, 2001). Estudos de viruléncia em ratos sugerem que o M. bovis
seja mais virulento que M. tuberculosis e isso pode se manifestar como maior habilidade para
causar doencga extrapulmonar (MEDINA, 2006). O risco € maior para criangas, idosos e pessoas
com deficiéncia imunoldgica (BRASIL, 2006). No entanto, grupos ocupacionais que trabalham
com bovinos infectados com M. bovis, em fazendas ou abatedouros, também podem desenvolver
a doenca, mais provavelmente na forma pulmonar humana (O’REILLY; DABORN, 1995;
ARAUIJO, 2005).

Formas pulmonares e extrapulmonares de tuberculose de origem animal continuam a
ser um problema em dreas onde a prevaléncia da infec¢do nos bovinos € alta, porque nem todo
leite consumido é fervido, muitos derivados sdo produzidos com leite ndo pasteurizado, e alguns
casos de infec¢do sdo adquiridos via aerossol nos seres humanos em contato frequente com os
animais doentes (PARDO, 2001; ACHA; SZYFRES, 2003). No entanto, bovinos nao sao a tnica
fonte de M. bovis. Seres humanos t€m sido infectados por contato com outros animais como alces,
mamiferos marinhos e rinocerontes. Ainda, seres humanos com tuberculose ativa, devida a M.
bovis podem infectar novamente os bovinos, principalmente em contato proximo pela via
respiratéria (GRANGE, 2001). A transmissdo entre pessoas de M. bovis € possivel, mas poucos
casos tém sido confirmados, pois geralmente sdo hospedeiros acidentais e dependem de uma fonte
animal (ACHA; SZYFRES, 2003). Além disso, comprovar tal transmissdo ¢ muito dificil, pois
podem demorar muitos anos desde a infec¢do até o desenvolvimento da doenca (GRANGE, 2001).

A infeccdo por M. tuberculosis em bovinos é rara, mas pode haver transmissdo
aerdgena para bovinos em contato proximo com seres humanos infectados que estejam dis-
seminando o agente (OCEPEK, 2005).

Doengas de disseminacdo aerdégena, como a tuberculose sdo particularmente
infectantes, tanto para bovinos, como para seres humanos, pois as pequenas goticulas geradas pela
tosse ndo apenas transpassam as defesas do sistema respiratdrio superior, Como permanecem no ar

muito mais tempo que particulas maiores (SALYERS; DIXIE, 2002). Em infec¢des por via
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aerdgena, bactérias sao inaladas no nucleo do aerossol. Apenas goticulas de 2-5 micrOmetros de
diametro tém a habilidade de alcancar os espacos alveolares dos pulmdes, onde sao depositadas e
as bactérias existentes sdo fagocitadas pelos macréfagos. Particulas maiores sdo contidas no trato
respiratorio superior (PALMER; WATERS, 2006) e removidas pelo sistema mucociliar, sendo
eliminadas posteriormente pelo trato gastrintestinal (HUCHZERMEYER, 1994). Outro aspecto
comprovado € que a infeccdo pela via oral exige doses muito maiores (cerca de 10-20 milhdes de
bacilos), do que a requerida para via aerossol, na qual sdo necessarios apenas 1 a 5 bacilos para

causar a infeccdo (PALMER; WATERS, 2006).

4 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da tuberculose bovina pode ser efetuado por métodos diretos e indiretos.
Os diretos envolvem a deteccdo e identificagdo do agente etioldgico no material bioldgico. Os
indiretos pesquisam uma resposta imunoldgica do hospedeiro ao agente etiologico, que pode ser
humoral (producdo de anticorpos circulantes) ou celular (mediada por linfocitos e macrofagos. A
tuberculinizagdo € uma medida da imunidade celular contra M. bovis por uma reacdo de
hipersensibilidade retardada (tipo IV). A reacdo tuberculinica, a bacteriologia e a histopatologia
sdo os métodos mais utilizados para o diagndstico da tuberculose bovina e bubalina. A grande
inespecificidade dos sinais clinicos, a dificuldade de isolamento do M. bovis do animal vivo e os
baixos niveis de anticorpos durante o periodo inicial de infec¢ao fazem com que os diagndsticos
clinico, bacterioldgico e soroldgico tenham um valor relativo. (MONAGHAN et al, 1994; SOUZA
et al, 1999; MAPA, 2002)

O diagnostico clinico, associado a tuberculinizacdo possibilita a identificacdo de
animais com tuberculose avangada, os quais geralmente apresentam um decréscimo da
sensibilizacdo alérgica, podendo, por vezes, chegar a anergia. Pode-se afirmar que existem
métodos diagndsticos adequados para o desenvolvimento de programas de controle e erradicacdo
da tuberculose bovina; entretanto, ndo existe um método diagndstico da tuberculose bovina que
tenha uma eficdcia absoluta. A prova tuberculinica, a vigilancia epidemiolégica em matadouros,
os controles sanitdrios, o diagndstico de laboratério, sdo todos elementos basicos que devem ser
empregados com critério e de modo adequado a cada situagdo epidemioldgica. Independentemente

dos métodos de diagndstico utilizados, é fundamental que os animais positivos sejam abatidos,
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evitando-se, assim, a disseminagdo da tuberculose. (CORREA & CORREA, 1992; MONAGHAN
et al, 1994; SOUZA et al, 1999; MAPA, 2002)

4.1 Diagnéstico Clinico

Possui valor relativo, porque o animal pode estar infectado — com um foco localizado
— e apresentar-se aparentemente sadio. O diagndstico clinico torna-se importante para os animais
com tuberculose avangada, para os quais o teste tuberculinico perde seu valor pela possibilidade
do fendmeno da anergia a tuberculina. Os sinais clinicos mais frequentes sdo a caquexia
progressiva e a tosse seca, curta e repetitiva. Animais tuberculosos, quando submetidos a marcha
forcada, tendem a posicionar-se atrds dos demais, demonstrando cansaco e baixa capacidade
respiratoria. Pode ocorrer linfadenomegalia localizada ou generalizada. (CORREA & CORREA,
1992; MONAGHAN et al, 1994; SOUZA et al, 1999; MAPA, 2002)

4.2 Diagnostico Anatomopatologico

A 1inspecdo de carcaga ou a necropsia detalhada constituem importantes ferramentas
no diagndstico da tuberculose bovina. As lesdes provocadas pelo M. bovis ndo sao patognomonicas
da tuberculose bovina. Apresentam coloracdo amarelada em bovinos e ligeiramente
esbranquicadas em bufalos. Sdo nédulos de 1 a 3 cm de didmetro ou mais, que podem ser
confluentes, de aspecto purulento ou caseoso, com presenca de cdpsula fibrosa, podendo
apresentar necrose de caseificacdo no centro da lesdo, ou, ainda, calcificacdo nos casos mais
avangados. Em 70% a 90% dos casos, as lesdes sdo encontradas em linfonodos de cabeca e térax,
e 66% dos animais necropsiados apresentam apenas uma unica lesdo visivel. Em 95% dos casos,
as lesdes estdo localizadas em linfonodos (mediastinicos, retrofaringeos, bronquiais, parotideos,
cervicais, inguinais superficiais e mesentéricos), pulmao e figado. Com menor frequéncia, podem
estar presentes em intestino e tecido mamario, ou em qualquer outro 6érgao ou tecido do animal.
Animais reagentes ao teste tuberculinico podem ndo apresentar lesdes visiveis a olho nu; isso nao
significa, porém, que se trata de reacdo falso-positiva. As lesdes podem estar em estdgios iniciais
de evolugdo, ou simplesmente ndo terem sido encontradas pela necropsia. Fragmentos de tecido
com lesdes sugestivas de tuberculose (nddulos caseosos em linfonodos, pulmao, figado, etc.)

podem ser enviados para exame histopatoldgico em frasco de boca larga (plastico ou vidro),
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hermeticamente fechado, imersos em solucdo de formaldeido a 10%, observando-se a propor¢ao

de uma parte de amostra para 10 de formaldeido.

4.3 Diagnostico Bacteriologico

O diagnéstico bacterioldgico do Mycobacterium bovis ¢ um método direto considerado como
“padrao-ouro”. Porém, o longo periodo requerido para o isolamento e identificacdo bioquimica, é
um de seus pontos criticos, podendo demandar mais de doze semanas para a conclusdo definitiva
do diagnéstico. No laboratdrio, os principais fatores que influenciam no sucesso do isolamento de
M. bovis sdo a escolha do meio de cultura, os procedimentos de descontaminacdo da amostra e
as condicdes de incubagdo do agente. M. bovis é uma bactéria que requer meios ricos em nutrientes
para o seu crescimento e isolamento. Os meios de cultura de Stonebrink- Lesslie e Lowenstein-
Jensen sdo a base de ovos e piruvato, e o primeiro é mais recomendado para o cultivo do
M. bovis. Recomenda-se a semeadura concomitante nesses dois meios de cultura.

Conforme Souza et al.,, (1999) ; Manual do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (MPNCEBTP/ MAPA, 2002) o isolamento requer um
longo periodo de incubagdo (30 a 90 dias), pois 0 M. bovis cresce lentamente em meios de cultura
artificiais. As andlises bacteriol6gicas completas sdo necessarias nas seguintes situagdes:

* confirmacdo da presenga de infec¢do tuberculosa em bovinos de um pais ou regiao
onde nao foi comprovada anteriormente;

* estudo de animais positivos ao teste tuberculinico, nos quais nao se observaram lesoes
macroscopicas sugestivas de tuberculose. Nesses casos, a pesquisa bacterioldgica serd feita
especialmente em amostras de linfonodos do trato respiratério e intestinal;

* confirmacdo da presenca de infeccdo em animais positivos ao teste tuberculinico,
com ou sem lesdes macroscopicas, de uma propriedade considerada livre de tuberculose;

* pesquisa de micobactérias em lesdes sugestivas de tuberculose, encontradas durante
a inspecao sanitdria post-mortem de animais provenientes de unidades de criagao monitoradas para
tuberculose;

* pesquisa de micobactérias em amostras de leite e de outros produtos de origem

animal;
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* necropsias de animais com reacdes inespecificas, nos quais sdo encontradas lesdes
sugestivas de tuberculose.

O diagnéstico também pode ser por exame direto de amostras frescas fixadas em
lamina e coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, para pesquisa de bacilos dlcool acido resistente
(BAAR), contudo, a sensibilidade da baciloscopia é baixa e um resultado positivo sugere
fortemente tratar-se de micobactéria, mas ndo informa a espécie. Essa mesma coloracdo pode ser
empregada para colonias isoladas em meios de cultura. Muitas caracteristicas, inclusive a
propriedade tintorial, superpdem-se nos géneros Mycobacterium e Nocardia, tornando dificil, em

alguns casos, a diferenciacdo entre ambos (CORREA & CORREA, 1992, MAPA, 2002).

4.4 Diagnostico Alérgico-cutineo

O diagndstico alérgico-cutaneo com tuberculina € o instrumento basico para programas
de controle e erradicacdo da tuberculose bovina em todo o mundo. Pode revelar infeccoes
incipientes a partir de 3 a 8 semanas da exposi¢ao ao Mycobacterium, alcangando boa sensibilidade
e especificidade e sendo considerado pela OIE como técnica de referéncia. Para que realmente
funcione como ferramenta diagndstica em um programa de controle é indispensdvel que o
procedimento seja padronizado quanto a producdo das tuberculinas, equipamentos para realiza¢ao
das provas, tipos de provas e critérios de leitura (MAPA, 2002). Esse exame baseia-se na
avaliacdo da resposta do animal a inoculacdo intradérmica de extratos de micobactérias

denominados tuberculinas.

A tuberculina descoberta por Koch é, atualmente, denominada de derivado protéico
purificado (PPD), composta de uma amostra ANS5 de M. bovis (PPD bovino) e uma amostra
D4 de M. avium (PPD aviério). Classicamente esta resposta é descrita como uma reagao de
hipersensibilidade tardia tipo IV, deflagrada em animais previamente expostos ao bacilo da
tuberculose (MONAGHAN et al., 1994).

S@o preconizados testes diagndsticos de triagem e confirmatério da tuberculose bovina,
representados pela prova intradérmica simples e pela comparativa. No primeiro caso utiliza-se
somente PPD bovina em uma unica inocula¢do, denominado teste cervical simples (TCS), ou

na prega caudal, conhecido como teste da prega caudal (TPC). Como teste confirmatoério
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empregam-se PPDs bovino e avidrio, inoculados simultaneamente em dois pontos proximos,
previamente determinados na regido do pesco¢o, denominado teste cervical comparativo (TCC).
Apos a tuberculinizagdo, os animais reagentes tornam-se dessensibilizados, isto €, apresentam
capacidade diminuida para responder a um novo teste alérgico, a qual € recuperada apds um

periodo de 42 a 60 dias (MONAGHAN et al.,1994).

Animais em estddio adiantado da doenca podem desenvolver o fendmeno da anergia, que
se caracteriza pela auséncia de reatividade ao teste cutaneo tuberculinico, podendo ocasionar
resultados falso-negativos interferindo no diagndstico. Este fendmeno também pode ser
observado em casos de infec¢do recente por M. bovis, entre 30 e 50 dias, final de gestacdo,
parto recente, desnutricdo e uso inadequado de drogas imunossupressoras. Além disso,
variagdes inerentes ao teste, tais como dose de indculo, cuidados com a armazenagem e
conservagdo e a propria tuberculina utilizada, somadas as possiveis variagcdes nos métodos de
realizacgdo, critérios de leitura e formas de interpretacio do teste, podem contribuir para o aumento

da ocorréncia de resultados falso-negativos (ROXO, 1997).

4.5 Novos Métodos de Diagnostico da Tuberculose Bovina

Embora a resposta imune de infec¢cdes micobacterianas seja de natureza celular e, desta
forma, as técnicas de diagndstico devam basear-se preferencialmente na mediacdo das respostas
dos linfécitos T, uma parcela da populacao tende, por razdes provavelmente genéticas, a responder
através de estimulos dos linfécitos B e, consequentemente, da produgdo de altos titulos de
anticorpos. Os animais que apresentam uma fraca resposta celular, denominados nao reativos ou
anérgicos ao teste intradérmico, de uma forma geral apresentam uma evolucdo mais rdpida e grave
da enfermidade, j4 que a producdo de anticorpos normalmente ndo € suficiente para impedir o
desenvolvimento e multiplicacdo do bacilo. Além destes, também os animais que, na fase inicial
da infec¢do respondiam favoravelmente aos testes celulares tendem a se tornar anticorpos
responsivos, na medida que a doenca progride devido a uma maior carga antigénica representada
pela multiplicacdo bacteriana em seu organismo. Uma vez que a infec¢do nestes animais nem
sempre pode ser detectada pelos testes celulares acima citados, faz-se necessario um sistema

complementar de diagndstico que seja capaz de identificd-los. E importante ressaltar que, devido
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a forma progressiva da doenga, os animais tendem a ser altamente baciliferos e a eliminar formas
vidveis de M. bovis pelas vias respiratorias, infectando assim todo o rebanho (LILENBAUM,
1999).

Dessa forma, o teste imunoenzimético ELISA (Enzime Linked Immuno Sorbent Assay)
para os antigenos micobacterianos imaturos apresenta valor limitado, mas um teste de ELISA que
pesquise anticorpos, para definir o antigeno do M. bovis antes e apds o teste cutaneo, parece ser
util para detectar os reagentes nao especificos (RADOSTITS et al., 2002). Nesse caso, seriam
necessarios ao menos dois testes, um baseado na avaliacdo da resposta celular, como o teste de
tuberculinizacdo e outro, capaz de identificar os animais anérgicos, que respondem a infec¢ao
através da producdo de anticorpos. Estes tendem a ser complementares entre si e, em uma
populacdo, sua aplicacdo conjunta tende a identificar cerca de 100% dos animais infectados,
permitindo dessa forma um controle mais rdpido e eficiente da enfermidade (LILENBAUM,
1999).

De acordo com Almeida et al.,(2006), varios testes in vivo e in vitro tem sido
desenvolvidos para o diagnéstico da infec¢do por M. bovis, tais como a hipersensibilidade com
ESAT-6, linhagens de macréfagos, aglutinacao em latex, testes de imunoadsorcao enzimadtica -
ELISA e areagdo da polimerase em cadeia - PCR. Entretanto, o que vem sendo mais avaliado € a
detec¢do de IFN-gama bovino. O ensaio € realizado in vitro e é baseado na deteccdo de IFN-gama
liberado por linfécitos sensibilizados durante incubagdo com material antigénico que contém
antigenos espécie-especificos. Os animais infectados com M. bovis tém linfoécitos Thl
sensibilizados aos antigenos da micobactéria e liberam IFN-gama que serd detectado no plasma
por ELISA de captura com anticorpo monoclonal (WALRAVENS et al. 2002, WATERS et al.
2003). No teste de Elisa por captura ou Elisa sanduiche os linfécitos T, na presenca de células
apresentadoras de antigenos sao capazes de secretar gama-interferon, que pode ser titulado através
desse teste que possui alta sensibilidade quando comparado aos testes de tuberculinizacao (95,2
versus 65,6%). Problemas de reacdes falso-positivas decorrentes de reagdes cruzadas podem ser
minimizados pelo uso de ensaios comparativos, dos quais os titulos de gama-interferon da amostra
de PPD bovino sdao comparados aos titulos de uma resposta ao PPD avidrio (SOUZA et al, 1999).

A técnica visa a avaliacdo de respostas celulares “in vitro”, 3 dias depois de realizada a
prova de tuberculiniza¢do simples. Amostras de sangue heparinizadas sdo coletadas e incubadas

por 24 horas com PPD bovino, utilizado como antigeno para que ocorra a estimulacdo antigénica
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de linfécitos T circulantes presentes na amostra. A detec¢do de interferon gama apds estimulagdo
do sangue total com PPD mostrou-se muito ttil e especifico para detectar animais tuberculosos, e
vem sendo empregado como teste complementar da tuberculiniza¢cdo em alguns paises, como
Australia e Nova Zelandia (SOUZA et al, 1999).

Os métodos diretos passaram por uma verdadeira revolugdo em virtude do
desenvolvimento do método molecular denominado reagcdo da polimerase em cadeia (PCR), que
tem como principio basico a deteccdo de um fragmento de DNA especifico do género ou entdo do
complexo M. tuberculosis. Métodos de biologia molecular estao sendo desenvolvidos para detectar
diretamente o agente em amostras clinicas, para identificar o agente isolado pelos métodos
classicos de bacteriologia e para avaliar a variagdo genética dentro de uma espécie de micobactéria.
As técnicas moleculares ja encontram alguma aplicacao pratica dentro dos programas de controle
e erradicacdo da tuberculose bovina, sendo utilizadas de forma complementar aos procedimentos
bacterioldgicos cldssicos (SAKAMOTO, 1997).

A resposta de anticorpos contra proteina purificada derivada do M. bovis (PPD) foi avaliada
por ELISA em diferentes rebanhos com tuberculose. Em gado livre de tuberculose, os valores de
densidade Optica foram significativamente mais baixos do que aqueles obtidos nos rebanhos
controlados infectadas com tuberculose bovina confirmada. Niveis mais altos de anticorpos foram
encontrados em amostras de soro de bovinos tuberculosos em rebanhos infectados. No entanto,
alguns animais do grupo controle, sem individuos tuberculina reatores por cerca de um ano,
apresentaram altos valores no ELISA, sugerindo a presenca de uma infeccdo residual nestes
rebanhos. Dois dos mais altos titulos de anticorpos foram encontrados em dois animais com
tuberculose, nenhuma reacdo a tuberculina, confirmando a utilidade do ELISA com PPD como
antigeno para identificar os animais anérgicos. Os anticorpos anti - PPD poderiam ajudar a
verificar a situacdo epidemioldgica da TB nos rebanhos sob controle na campanha de erradicagao

(ESTRADA-CHAVEZ et al.;2001).
5 IMPORTANCIA ECONOMICA
Atualmente, a infec¢do apresenta consequéncias significantes na pecudria local,

nacional e mundial (NEILL, 1994). A importancia econdmica atribuida a doenca bovina estd

baseada nas perdas diretas e indiretas resultantes da morte de animais, da queda no ganho de peso,
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da diminui¢do da producdo de leite, do descarte precoce de animais, da eliminacdo de animais de
alto valor zootécnico e da condenacgdo de carcagas no abate. Estima-se que os animais infectados
percam de 10% a 25% de sua eficiéncia produtiva. Existe ainda a perda de prestigio e
credibilidade da unidade de criagdao onde a doenga é constatada (BRASIL, 2006).

No Brasil, estima-se a existéncia de 200 mil bovinos infectados entre uma populacdo total
de aproximadamente 170 milhdes (LEITE, 2003). Dados de notificagdes oficiais indicam uma
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais reagentes a tuberculina no periodo de 1989 a 1998
(BRASIL, 2006).

A tuberculose bovina é importante ndo apenas por causar prejuizos econdmicos, mas

também pelo fato de ser uma fonte de infec¢do para seres humanos (ACHA; SZYFRES, 2003).

6 IMPORTANCIA PARA A SAUDE PUBLICA

Como zoonose, suspeita-se que a infeccao pelo patdégeno seja responsavel, no Brasil,
por aproximadamente 100 mil casos anuais de tuberculose humana (LEITE, 2003). Os seres
humanos parecem ser tao susceptiveis a M. bovis quanto a M. tuberculosis ( HUCHZERMEYER,
1994). Atualmente, o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e outros tipos de
imunossupressao ocasionados por fatores como quimioterapia ou transplante de 6rgaos (MATTOS,
2006) sdao associados ao aumento no risco de doencas em individuos infectados por M.
tuberculosis. Acredita-se que esse aumento ocorra também no caso das infec¢des por M. bovis em
seres humanos (O’REILLY; DABORN, 1995).

Sendo considerada em sua esséncia uma “epidemia lenta”, a tuberculose, apesar da
evolucdo do conhecimento na drea de satde publica e dos novos métodos de diagndstico
disponiveis, ressurge nos dias de hoje como uma “emergéncia global” (PAULA, 1988). Por ser
responsavel pelo maior indice de mortalidade humana causada por um tnico agente infeccioso,
em 1993 ela foi declarada pela Organiza¢do Mundial de Saide como questdo de urgéncia a sadde
publica global, representando 26% das mortes previsiveis € 7% de todas as mortes na terra. A
estimativa para os anos de 2000 a 2020 é de que aproximadamente um bilhdo de pessoas estardao
infectadas por Mycobacterium e destas, caso o controle nao seja eficiente e rigido, 200 milhdes
adoecerdo e 35 milhdes irdo a 6bito (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2004).



35

7 CONTROLE

A tuberculose bovina pode ser controlada em um pais ou uma regido através da
implantacdo de uma politica de teste e sacrificio, se ndo existirem outros hospedeiros reservatérios
para manter a infec¢do no local. Apesar de diversos estudos sobre vacinagdo e tratamento da
tuberculose bovina, até o presente, os resultados obtidos ndo justificam a ado¢do dessas medidas
como forma de controle da enfermidade (BRASIL, 2006). Embora normalmente ndo considerada
relevante para programas de eliminag@o nos animais de produgdo, a vacinacao de animais contra
tuberculose seria uma estratégia vidvel em animais domésticos e em animais silvestres que podem
ser reservatorios da doenca em paises endémicos (COSIVI, 1998). Além disso, recentes avangos
na tecnologia das vacinas contra tuberculose podem tornar a medida vidvel para produgdes de
bovinos em um futuro préximo (VORDERMEIER, 2006).

Como medida de controle da transmissdo de M. bovis para seres humanos, a inspecao
sanitdria dos produtos de origem animal destinados ao consumo humano e a pasteurizagdo ou
esterilizacdo do leite e derivados diminuem os riscos de transmissdo de M. bovis a0 homem
(HUGH-JONES, 1995). Além disso, € importante que a saide dos trabalhadores das propriedades
rurais seja rotineiramente monitorada.

Acdes de restricdo de contato com possiveis reservatorios domésticos, sinantropicos
ou silvestres também devem ser consideradas (BRASIL, 2006). Embora em paises desenvolvidos
a pasteurizagdo e programas de erradicacdo de rebanhos positivos para tuberculiniza¢ido tenham
reduzido a incidéncia de doencas humanas e bovinas causadas pelo Mycobacterium bovis, o
controle da tuberculose bovina e programas de erradicacdo foram implantados apenas
recentemente no Brasil. O Programa Nacional de Controle da Tuberculose Humana foi implantado
em 1996 no Brasil e tem por objetivo realizar o tratamento supervisionado dos pacientes, para
diminuir a taxa de abandono, evitar o surgimento de bacilos resistentes e possibilitar um efetivo
controle da tuberculose humana no pais (BRASIL, 2002).

Do mesmo modo, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e

Tuberculose Animal ( PNCEBT ) foi instituido apenas em 2001 pelo Ministério da Agricultura,
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Pecudria e Abastecimento, com o objetivo de diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na
saude comunitdria, pela reducio da prevaléncia e da incidéncia de novos casos. O PNCEBT definiu
uma estratégia de diagndstico para essas doencas e a certificagao de propriedades livres, onde essas
enfermidades serdo controladas com grande rigor (BRASIL, 2006). O programa visa a reducao da
tuberculose bovina através da estratégia de identificacdo das fontes de infeccao e abate dos animais
reagentes, teste dos animais na origem antes da introduc¢do no rebanho, controle de transito animal,
certificacdo de propriedades livres de tuberculose, inspecdo de carcacas e controle dos rebanhos
testados em todo o territério nacional. Além disso, o projeto visa promover também a
competitividade da pecudria nacional, criando um numero significativo de propriedades

certificadas que oferecem ao consumidor produtos de baixo risco sanitario (BRASIL, 2006).

8 MATERIAL E METODOS

8.1 Area de estudo e populacao

A drea de estudo compreendeu as bacias leiteiras das regionais de Sdo Luis, Bacabal e
Pedreiras. Foram consideradas como principais aglomeragdes as dreas onde a pecudria estd
predominantemente destinada a producdo de leite, de acordo com os dados cadastrais da AGED
(2012). Foram selecionados os municipios com a producao de leite = 1.000 litros, distribuidos por
regionais: Sdo Luis (Sao Luis); Bacabal (Bacabal, Bom Lugar, Lago Verde, Olho d’Agua das
Cunhas, Sao Luis Gonzaga e Vitorino Freire) e Pedreiras (Bernardo do Mearim, Igarapé Grande,
Pedreiras, Trizidela do Vale, Lima Campos, Pocao de Pedra e Lago da Pedra), conforme Figuras

1,2e3.



Figura 1. Mapa dos municipios que compdem a regional Bacabal-MA.
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Figura 2. Mapa dos municipios que compdem a regional de Pedreiras -MA.
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Figura 3. Mapa dos municipios que compdem a regional de Sdo Luis — MA.
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8.2Amostragem

A amostragem foi conduzida conforme preconizado pelo CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSES (1979) para estudo de estimativa de prevaléncia. Para se
definir o nimero de amostras foi utilizada a seguinte expressao:

n = ndmero de amostras

p= prevaléncia esperada

z= grau de confianga

d= margem de erro

Foi adotada como valor de referéncia para estabelecer o tamanho da amostra a
expressdo de soros positivos encontrados por Santos (1988) na Ilha de Sdo Luis, MA que foi de
27,1 %, considerando-se um erro (d) ndo superior a 15%, um grau de confianga de 95% (z).

p=271% z=1,96 (95%) d=15% de erro, onde:

27,1 (100 — 27,1) 1,967

n= 420,57 amostras
27,1x15 2
100

Foi feito um ajuste para 420 amostras, possibilitando dessa forma a coleta de seis

animais por propriedade.

8.3 Selecao dos animais

Foram selecionadas fémeas com idade = a 24 meses de idade, distribuidas nos
municipios das regionais de Sdo Luis, Bacabal e Pedreiras, sendo escolhidas de forma aleatéria
simples 420 amostras distribuidas em 70 propriedades de 14 municipios. Dessa forma foram

coletados 06 amostras por propriedade (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo amostral de rebanhos de acordo com a regional e municipios para detec¢ao
de anticorpos contra o M. bovis, 2014.

MUNICIPIO/UR Total de Coletas
(UR)PEDREIRAS PROPRIEDADES F>24M/Prop. 210
BERNARDO DO MEARIM 5 6 30
IGARAPE GRANDE (EAC) 5 6 30
LAGO DA PEDRA (UVL) 5 6 30
LIMA CAMPOS 5 6 30
PEDREIRAS (UVL) 5 6 30
POCAO DE PEDRAS (UVL) 5 6 30
TRIZIDELA DO VALE 5 6 30
(UR)PEDREIRAS 35 42 180
BACABAL (UVL) 5 6 30
BOM LUGAR (EAC) 5 6 30
LAGO VERDE (EAC) 5 6 30
OLHO D’AGUA DAS CUNHAS 5 6 30
SAO LUIS GONZAGA DO 5 6 30
VITORINO FREIRE 5 6 30
(UR)BACABAL 30 36 180
[LHA DE SAO LUIS 5 6 30
TOTAL 135 420

8.4 Técnicas de Diagnéstico

8.4.1 Coleta de amostras

Amostras de sangue foram coletadas através da puncao da veia jugular, utilizando-se tubos a
vacuo de 10 ml, com gel separador, devidamente esterilizados e identificados. As amostras foram
mantidas em temperatura ambiente para formagdo e retragdo do codgulo. Sendo conduzidas, sob
refrigeracdo, para o Laboratério de Doencgas Infecciosas do Curso de Medicina Veterindria da
Universidade Estadual do Maranhao — UEMA, onde foram centrifugadas durante 5 minutos com
for¢a real de centrifugacdo igual a 1.000G. As aliquotas de soro obtidas foram transferidas para
tubos de Ependorfs, previamente identificados e mantidos em temperatura de congelamento (-
20°C) até a realizacdo do teste ELISA Indireto, segundo protocolo previamente padronizado e

desenvolvido por IDEXX M. BOVIS AB TEST, 2014).
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8.4.2 Principio do teste ELISA.

O kit M. bovis IDEXX € um ensaio imunoenzimatico formulado para detectar anticorpos
contra M. bovis em amostras de soro e plasma bovino. A microtitulacdo pode ser realizada
impregnando-se placas de 96 cavidades com antigenos de M. bovis recombinantes. Durante a
incubacdo da amostra de teste na cavidade impregnada com antigenos, anticorpos especificos
contra M. bovis, se presentes, formam complexos com os antigenos impregnados. Em seguida, as
cavidades sdo lavadas para retirar o material ndo aderido e é acrescentado um conjugado de
anticorpo antibovino: peroxidase de raiz forte (HRPO), que se liga ao anticorpo bovino aderido as
cavidades. Na etapa seguinte, o conjugado que ndo se ligou ao antigeno é lavado e o substrato de
tetrametilbenzidina (TMB) € acrescentado. O surgimento de cor varia de acordo com a quantidade

de anticorpos anti-M. bovis ligados ao antigeno.

8.4.3 Preparo dos reagentes

8.4.3.1Solucdo de lavagem

O Concentrado de Lavagem (10X) pode se precipitar ao ser armazenado entre 2—8°C,
por isso foi dissolvido completamente antes de usar. Para preparar a solu¢do de trabalho (1X),
colocou-se 50 mL do Concentrado de Lavagem (10X) em uma proveta graduada, adicionou-se 450
mL de dgua destilada/deionizada e homogeneizou-se bem. A solugao diluida foi armazenada entre
18-26°C e utilizada em seguida, podendo estar vidvel por até 3 dias nessas condi¢des ou entre 2—

8°C por até 2 semanas.

8.4.3.2 Amostras e controles

As amostras e controles do kit foram diluidas na proporcao 1:50 (uma parte de amostra
para 49 de diluente). Os controles do kit foram testados em duplicata para cada série de testes.
8.4.3.3 Procedimento de Teste

Todos os reagentes devem estar entre 18-26°C antes do uso. Os reagentes foram
homogeneizados por meio de movimentos suaves € mantidos entre 18—26°C durante pelo menos
2 horas antes do inicio do teste cuja sequencia foi:

1. As placas impregnadas com antigeno foram retiradas da bolsa e anotadas a posicao

das amostras. Quando as placas eram usadas parcialmente, retiravam-se apenas cavidades
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suficientes para testar as amostras. As outras cavidades e o dessecante eram colocados na bolsa
ziplock e guardados novamente entre 2—8°C.

2. Colocou-se 100 1 de controle negativo diluido em Azida Sédica, em duplicata.

3. Colocou-se 100 1 de controle positivo diluido, em duplicata.

4. Colocou-se 100 1 de amostra diluida nas cavidades apropriadas. As amostras
podem ser testadas em duplicata, mas uma tnica cavidade por amostra foi testada.

5. As placas foram cobertas e incubadas em temperatura ambiente em torno de 18—
26°C por 60 minutos (5 minutos).

6. O liquido das cavidades de micro titulacao foi aspirado e lavado por cerca de 300 1
de Solugdo de Lavagem em cada cavidade; em seguida, a solugdo foi retirada. Repetiu-se a
lavagem 3 vezes. Tomou-se cuidado para que a placa ndo secasse entre as lavagens e entre cada
etapa do teste.

7. Foram colocados 100 1de Conjugado em cada cavidade.

8. As placas foram cobertas e novamente incubadas entre 18—26°C por 30 minutos (+2
minutos).

9. O liquido foi aspirado das cavidades e lavado 3 por vezes, conforme descrito na
etapa 6.

10. Colocou-se 100 1 de Substrato tetra metil benzidina (TMB) em cada cavidade.

Para evitar a contaminagdo do frasco do Substrato de TMB foi retirada a quantidade
apropriada de TMB do frasco em um recipiente separado, e pipetado a partir deste recipiente e
os restos de TMB foram descartados em vez de recolocd-los no frasco original.

11. As placas foram cobertas e incubadas entre 18—26°C por 15 minutos (+1 minuto).

12. Colocou-se 100 1 de Solucdo de Interrupcdo em cada cavidade.

13. A leitora foi zerada com dgua ou ar realizada a absorbancia a 450 nm usando uma
leitora de microplacas.

14. Os resultados foram calculados através da seguinte formula

Férmula para célculo dos resultados das amostras:

A densidade optica média deve ser igual ou maior que 0,300 para os Controles Positivos (CPx) e
gual ou menor a 0,200 para os Controles Negativos (CNx) Para resultados invalidos deve-se
repetir o teste apOs revisdo cuidadosa das instrucdes de uso. A presenca ou ndo de anticorpos
contra M. bovis é determinada calculando-se a razdo amostra/Positivo (A/P) para cada amostra,conforme
exemplo abaixo
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Média dos controle (CNx) = CN1 A(450)+ CN2 (450)
Negativos (CNx) 2 Média da Amostra - 0,850
Relagdo AP AP = AMOSTRA A(450) -CNx 0,850 - 0,080 = 0,77 = 1,19
Interpretacio dos Resultados -
CNx - CPx 0,73 - 0,080 = 0,65

Fonte: Manual IDEXX 2014

15: As amostras com relacdes A/P iguais ou maiores que 0,30 foram consideradas
positivas para anticorpos contra M. bovis. As amostras com relagdes A/P inferiores a 0,30 foram

consideradas negativos para anticorpos M. bovis.

09- RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de animais, rebanhos regentes ao Mycobactrium bovis € municipios onde
a doenca prevalece estd demonstrado na Tabela 2

Tabela 2-Distribuicio de animais reagentes ao teste Elisa Indireto para deteccdo de
Mycobacterium bovis em rebanhos leiteiros do Maranhao, 2014.

Reagentes Reagentes TOTAL
N % N %
Animais 401 95,48 19 4,52 420
Rebanhos 60 85,71 10 14,29 70
Municipios 4 28,57 10 71,43 14

O teste Elisa € adequado para a deteccao de anticorpos de M. bovis em amostras de
soro e plasma bovino. O teste também € titil ao realizar exames soroldgicos para compreender a
prevaléncia e o risco de infeccao por M. bovis e se caracteriza por sua boa especificidade (97,5%
- 98,4%) e sensibilidade (64,6%). Vale ressaltar que, um resultado negativo ndo descarta a
possibilidade de infec¢do por M. bovis. Os anticorpos contra M. bovis podem apresentar niveis
flutuantes, podem surgir posteriormente na evolu¢do da infec¢@o, ou alguns animais infectados
podem nao desenvolver soro conversdo. J4 um resultado positivo sugere que o animal testado
possui anticorpos contra M. bovis. Devido a possibilidade de exposi¢ao e resposta a micobactérias

no ambiente (p.ex. M. kansasii), todos os resultados positivos de testes para tuberculose (cutaneos,
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interferon gama e ELISA) e as historias do rebanho devem ser levadas em conta ao determinar a
classificacdo dos animais ou rebanhos

O kit € muito especifico com relagdo as micobactérias ambientais (p. ex. M. avium,
M. paratuberculosis, M. kansasii). Os isolamentos de M. kansasii sdo raros, mas a infec¢do com
(altas doses) de M. kansasii pode resultar em resultados falso positivos, impondo limitagcdes que
comprometem testes de investigacdo baseados em proteinas conservadas dentre as espécies de
micobactérias. (IDEXX LABORATORIES, 2014).

Farias et al.,(2012) utilizando o teste imunoenzimatico (ELISA) contendo proteinas
recombinantes MPB70 e p27 de M. bovis detectaram anticorpos contra esta bactéria em bovinos,
constatado sensibilidade e especificidade de 88,7% e 94,6%, respectivamente, para o ELISA-
MPB70 e de 98,1% e 91,9% para o ELISA-p27. Segundo os autores, o uso de testes soroldgicos,
como ELISA recombinante, juntamente com testes celulares, pode resolver problemas
relacionados ao diagndstico da tuberculose bovina como resultados inconclusivos e auséncia de
animais anérgicos em estdgios avangados da infecc¢ao.

Segundo Radostits et al.(2002), o uso do teste imunoenziméatico ELISA para os antigenos
micobacterianos imaturos apresenta valor limitado, mas um teste de ELISA que pesquise
anticorpos para definir o antigeno de M. bovis antes e apds o teste cutaneo € util para detectar
reagentes nao especificos .

Lilenbaum et al.,(2001) usaram experimentalmente ELISA para o diagndstico de
tuberculose bovina sendo verificado valores de 86,7% para sensibilidade e 90,6% para a
especificidade do teste. O estudo também identificou 13 (5,9%) animais de um total de 220 ndo
reativos aos testes intradérmicos de tuberculinizagdo e, entretanto reativos ao teste de ELISA. Os
animais se mostraram em uma etapa posterior como infectados, assim, os autores alertam que, sem
a utilizacdo do ELISA, estes animais seriam considerados como nao infectados e permaneceriam
no rebanho, atrasando ou mesmo comprometendo o sucesso do programa de controle da doenca.

Estudos sobre a resposta imune da tuberculose sugerem uma troca de dominancia de
células T helper tipo 1 (Thl) por resposta imune Th2, associado com a supressdo da imunidade
mediada por células (CMI) e aumento da resposta humoral, a medida que a doenga progride(

RITACCO et al., 1991 ).
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Com o objetivo de identificar o0 mais precocemente a tuberculose bovina, Waters et al.,
(2006) diagnosticaram a doenga em quatro semanas, quantificando anticorpos (IgM) especificos
para M. bovis em bovinos experimentalmente infectados .

Segundo Lyashchenko et al.(2004), quanto maior a severidade da doenga, maior o titulo
de anticorpos nos animais. Ja Pollock et al., (2005) citam que os paises em desenvolvimento podem
adotar os testes soroldgicos nos programas de erradicaciao da tuberculose como uma alternativa
barata para deteccao e remog¢ao de animais em estados avancados da doenca de seus rebanhos

Na tabela III observam-se os resultados por cada uma das trés regionais estudadas, onde
foram encontradas frequéncias de 2,38, 5,00% e 16,67% para as regionais de Pedreiras, Bacabal e

Sao Lufs, respectivamente.

Tabela 3. Distribui¢io de animais reagentes e nao reagentes ao teste ELISA Indireto para detec¢ao

de Mycobacterium bovis em rebanhos leiteiros por Regionais do Maranhio, 2014

NEGATIVO POSITIVOS
N % N %
(UR)PEDREIRAS 205 97,62 5 2,38 210
(UR)BACABAL 171 95,00 9 5,00 180
UR SAO LUITS 25 83,33 5 16,67 30
Total/Média 401 95,48 19 4,52 420

Segundo a OIE (2014) o diagndstico de tuberculose bovina com o teste imunoenzimético
(ELISA) utilizando o derivado de proteina purificada (PPD) como antigeno, para detectar de forma
rdpida a infeccdo clinica e subclinica, evidenciou 37 animais positivos, 0 que representa uma
sensibilidade de 69,81 + 12,36% e valor preditivo positivo do teste de 0,97 56,06 + 11%; detectou
74 soros negativos, o que representa uma especificidade de 71,84 + 8,69% e valor preditivo
negativo de 82,22 + 7,90%

Brasil (20006) cita que a média nacional de tuberculose referente ao periodo 1989 a 1998 foi
de 1,3% de animais reagentes a tuberculina, o que estd abaixo da frequéncia encontrada no rebanho
estudado nas regionais de Bacabal, Pedreiras e Sdao Luis que foi de 4,52 %, enquanto que Santos
(1988) em trabalho realizado na Ilha de Sdo Luis, MA encontrou 27,1 % de prevaléncia,

considerando-se um erro (d) nao superior a 15%, um grau de confianca de 95% (z).
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A prevaléncia de tuberculose no estado do Maranhdo, também foi estudada por Duarte e
Alves (1994) onde tuberculinizaram 500 bovinos pelo método cervical comparativo e
diagnosticaram 45 (9%) de reagentes positivos e 20 (4%) suspeito, o que ndo difere muito dos
resultados encontrados cuja frequéncia média foi 4,52%, nas trés regionais estudadas.

Fraguas et al.(2008) pesquisando tuberculose, por métodos diretos e indiretos em 97
bovinos encaminhados ao abate sanitdrio e matadouros localizados no estado do Rio de Janeiro
identificaram, mediante o teste ELISA 33(34,02%) animais positivos, com 36 (37,11%) amostras
com resultados concordantes aos do exame histopatolégico e baciloscopia .

Sabe-se que a aplicacdo intradérmica de PPD de origem bovina determina uma reacao
imune de tal magnitude que causa uma reducdo da habilidade reativa do animal, fendmeno
amplamente conhecido como dessensibilizacdo, portanto, em periodo inferior a 60 dias desde a
ultima aplicagdo intradérmica de PPD bovino pode haver baixo titulo de anticorpos no soro dos
animais diminuindo assim a sensibilidade do teste ELISA (MONHAGHAN et al., 1994).

Na Tabela 4 observa-se a distribuicdo de animais reagentes por municipios nas trés regionais

estudadas.
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Tabela 4. Distribuicdo dos animais reagentes e ndo reagentes por Municipios da Regional de

Pedreiras
MUNICIPIO/UR Néo Reag. TOTAL
Reag.
N % N %
BERNARDO DO MEARIM 29 %667 1 333 30
IGARAPE GRANDE 28 9333 2 6.67 30
LAGO DA PEDRA (UVL) 30 100,00 0 0,00 30
LIMA CAMPOS 30 100,00 0 0,00 30
PEDREIRAS (UVL) 30 100,00 0 0,00 30
POCAO DE PEDRAS 29 96,67 1 333 30
TRIZIDELA DO VALE 29 96,67 1 333 30
205 97,62 5 2,38 210
BACABAL 29 96,67 1 333 30
BOM LUGAR 29 96,67 1 333 30
LAGO VERDE 29 96,67 1 333 30
OLHO D’AGUA DAS CUNHAS 26 8667 4 1333 30
SAO LUIS GONZAGA DO
RICI 30 100,00 0 0,00 30
VITORINO FREIRE 28 9333 2 6.67 30
171 9500 9 5,00 180
Sao Lufs 25 8333 5 16,67 30
TOTAL 401 9548 19 4,52 420

O georreferenciamento dos 15 municipios da regional de Pedreira demonstrou areas de foco

da doenga em quatro municipios dos seis amostrados (Figura 4). Os municipios que apresentaram

animais reagentes para o M. bovis foram: Trizidela do Vale (3,33%), Bernardo do Mearim (3,33%),

Pocao de Pedras (3,33%) e Igarapé Grande ( 6,67 %), o que demonstra que o M. bovis esta presente

em 26,67 % dos municipios dessa Regional, enquanto que o M. bovis esta presente em 66,67 %

dos municipios coletados conforme Figura 4.
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Figura 4. Mapa dos municipios com animais reagentes na Regional de Pedreiras
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O georreferenciamento da regional de Bacabal (Figura 5) demonstrou que dos 9 municipios
existentes, seis tiveram amostras coletadas, dos quais, cinco apresentaram animais reagentes,
Vitorino Freire, Olho D’4gua das Cunhas, Lago Verde, Bom Lugar e Bacabal, com frequéncias de
anticorpos para o M. bovis de 6,67%, 13,33%, 3,33%, 3,33% e 3,33 % respectivamente, 0 que

demonstra que o M. bovis esta presente em 57,14 % dos municipios dessa Regional.



Figura 5. Mapa dos municipios
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com animais reagentes na Regional de Bacabal-MA.
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No georreferenciamento da regional de Sao Luis foi detectada a presenca do M. bovis em 16,67%
5 dos rebanhos avaliados(5/30), conforme Figura 6.
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Figura 6. Mapa dos municipios com animais reagentes na Regional de Sdo Luis -MA.
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10- CONCLUSAO

Os testes para deteccdo de anticorpos podem e devem ser adotados em programas de

controle e erradicacio da tuberculose como uma alternativa de diagndstico da tuberculose bovina;

O georreferenciamento dos municipios amostrados identificou dreas com frequéncia elevada
de tuberculose.

O teste de ELISA demonstrou ser ttil para o diagnéstico de infec¢des por M. bovis e uma
alternativa para o diagndstico em animais em estados avangados da doenga, quando usado em
animais negativos as provas de tuberculizacdes podem identificar animais anérgicos e possiveis

reservatorios da tuberculose.
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