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Resumo

No Brasil, segundo o Programa Nacional de Controle e Erradicacéo da
Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), do Ministério da Agricul-
tura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), os testes de rotina para o
diagnéstico de tuberculose bovina sao o teste cervical simples (TCC),

o teste da prega caudal (TPC) e o teste cervical comparativo (TCC),
sendo que o ultimo também é utilizado como teste confirmatdério. Um
grupo de 53 animais oriundos de trés rebanhos leiteiros de area de foco
para tuberculose bovina que foram submetidos a vazio sanitario no Rio
Grande do Sul foi submetido ao TCC. Os tecidos destes animais foram
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cultivados e as col6nias resultantes confirmadas por PCR e sequencia-
mento de DNA. Dos 53 animais analisados no TCC, 32 (60,4%) foram
negativos, 14 (26,4%) positivos e sete (13,2%) inconclusivos, com
base no PNCEBT. O TCC detectou como positivos 11 dos 39 animais
com infeccao por M. bovis confirmada por cultivo. Do total de 14
animais nao infectados, baseado na cultura, o TCC detectou oito como
negativos. Assim, o TCC apresentou, para a populacdo amostrada,
sensibilidade de 28,2% e especificidade de 57,1%. Um total de 24/32
(75,0%) dos animais negativos ao TCC foi positivo no cultivo (confir-
mado por PCR), sendo considerados falso-negativos ao TCC. A manu-
tencado destes animais falso-negativos nos rebanhos tem sérias impli-
cacoes para o controle da enfermidade, j& que os mesmos podem ser
fonte de infeccdo. A adicdo de testes complementares poderia auxiliar
na identificacao destes animais, aumentando a cobertura diagndstica.

Termos para indexacdo: Mycobacterium bovis; Teste Cervical Compa-
rativo; cultura bacteriolégica, PCR.
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Abstract

In Brazil, according to the National Program for the Control and Eradi-
cation of Animal Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT) of the Minis-
try of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA), the routine
tests for the diagnosis of bovine tuberculosis (bTB) are the simple
intradermal tuberculin test (SITT), the caudal fold test (CFT) and the
comparative intradermal tuberculin test (CITT). The latter is also used
as a confirmatory test. A group of 53 animals from three dairy herds
of an outbreak area for bTB that were submitted to depopulation in
the State of Rio Grande do Sul, Brazil, were submitted to CITT. The
tissues of these animals were cultured and the resulting colonies con-
firmed by PCR and DNA sequencing. Of the 563 animals analyzed in
the CITT, 32 (60.4%) were negative, 14 (26.4%) positive and seven
(13.2%) inconclusive. The CITT detected 117 out of the 39 animals
with culture-confirmed M. bovis infection as positive. From the total
of 14 uninfected animals, based on culture, the CITT detected eight
as negative. Thus, the CITT showed a sensitivity of 28.2% and a
specificity of 57.1% for the sampled population. A total of 24/32
(75.0%) of the animals negative to CITT were culture positive (con-
firmed by PCR) and were considered false negative. The maintenance
of these false-negative animals in the herds has serious implications
for the control of the disease, since they can be a source of infection.
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The addition of complementary tests could help to identify these ani-

mals, increasing the diagnostic coverage.

Index terms: Mycobacterium bovis, Comparative Intradermal Tuberculin
Test; bacteriological culture, PCR.
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Introducao

A tuberculose bovina (TB) é uma enfermidade infecciosa de evolucao
cronica, causada pela bactéria intracelular Mycobacterium bovis, que
acomete muitas espécies domésticas e silvestres, principalmente bovi-
nos e bubalinos, além de causar doenca em humanos (PESCIAROLI et
al., 2014). A doenca representa uma ameaca a saude publica e causa
perdas econémicas a pecudria, principalmente devido a eliminacdo dos
bovinos infectados (SA’IDU et al., 2015). Além disso, a presenca da
doenca nos rebanhos implica em barreira comercial a exportacao de
carne (BRASIL, 2012).

Em vérios paises, os programas de controle da tuberculose bovina se
baseiam em identificar e remover os animais infectados. Para tal, utilizam-
-se principalmente do teste intradérmico, que se baseia na avaliacao da
hipersensibilidade tardia apds a inoculacdo de antigeno micobacteriano,
denominado derivado proteico purificado (PPD). Ainda que o teste intra-
dérmico seja o0 método padrao recomendado para o diagndstico de animais
infectados com M. bovis (OIE, 2015), sdo bem conhecidas suas limita-
coes quanto a especificidade devido a reacoes cruzadas com espécies de
micobactérias nao tuberculosas (CHEN et al., 2014) ou quanto a sensibili-
dade, pela presenca de animais em estdgio avancado da doenca, os quais
tornam-se anérgicos (WHELAN et al., 2011). Diante disso, é consenso que
o teste intradérmico isoladamente pode nao ser capaz de detectar todos
os animais infectados com M. bovis, ocorrendo resultados falso-negativos
no diagnéstico (CASAL et al., 2014; MOSAVARI et al., 2016).

Apesar do sucesso de programas de controle e erradicacao da tuberculo-
se bovina em diversas partes do mundo, ainda sao frequentes os relatos
de persisténcia de focos da doenca apds a implantacao de programas de
controle. Essa dificuldade pode se dever a reintroducao de bovinos in-
fectados nos rebanhos, transmissao por animais silvestres/asselvajados,
ou principalmente por falha na deteccao de todos os animais infectados,
0s quais podem permanecer como reservatdrios da TB e contaminar os
demais animais (CONLAN et al., 2012; MOSAVARI et al., 2016).
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No Brasil, segundo o Programa Nacional de Controle e Erradicacao
da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), do Ministério da Agri-
cultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), os testes recomendados
para o diagndstico de tuberculose bovina sado o teste cervical sim-
ples (TCC), o teste da prega caudal (TPC) e o teste cervical com-
parativo (TCC), sendo que o Ultimo também é utilizado como teste
confirmatério. Preconiza-se que os animais que apresentem uma
diferenca dos aumentos da dobra da pele, provocados pela inocu-
lacao da PPD de M. bovis e da PPD de M. avium, igual ou superior

a 4 mm (PPD de M. bovis - PPD de M. avium), sejam considerados
positivos para tuberculose (Brasil 2016). E bem conhecida a reacao
cruzada com micobactérias ambientais, as quais podem sensibilizar o
animal e torna-lo positivo ao teste intradérmico, mesmo na auséncia
de infeccdo tuberculosa. Desta forma, assume-se ainda que a ava-
liacdo pareada das reacdes a PPD de M. bovis e PPD de M. avium
aumentaria a especificidade do TCC, reduzindo a ocorréncia de tais
reacOes falso-positivas (BRASIL, 2006).

Apesar de mais especifico, o TCC pode também apresentar proble-
mas de baixa sensibilidade, ndo sendo capaz de identificar animais
verdadeiramente infectados (WHELAN et al., 2011). No presente
estudo demonstrou-se a ocorréncia de reacdes falso-negativas ao
TCC em rebanhos leiteiros infectados. A ocorréncia da infeccao foi
verificada por meio do cultivo bacteriolégico de lesbes sugestivas de
tuberculose, seguida de PCR e sequenciamento de DNA das col6-
nias resultantes. Foram discutidos os impactos dos achados sobre o
PNCEBT.

Material e métodos

Desenho do Estudo

O estudo foi realizado entre os meses de dezembro de 2014 até marco
de 2015, com trés rebanhos de bovinos dos municipios de Arroio do
Meio e Bom Retiro do Sul, da microrregido Lajeado-Estrela, Rio Grande
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do Sul (Figura 1), que tém como exploracao principal a pecuaria leiteira.
Um total de 53 animais de trés rebanhos foi estudado, todos da raca
holandesa e mantidos em sistema de criacao semi-intensivo. Indepen-
dentemente de seus resultados ao teste intradérmico, todos os animais
foram abatidos e necropsiados, seguindo a determinacdo do Servico
Veterinario Oficial do Estado do Rio Grande do Sul de realizar vazio
sanitario, tendo fragmentos de tecidos e linfonodos cultivados para
micobactérias. Col6nias sugestivas de M. bovis foram confirmadas por
PCR e sequenciamento de DNA.

[+

Fig.1. Microrregido Lajeado-Estrela, do Estado do Rio Grande do Sul.

Rebanhos e animais

Dois dos trés rebanhos estudados detinham certificacdo de estabe-
lecimento de criacao livre de tuberculose, sendo o rebanho A desde
2010 e B, desde 2013. O rebanho C néo era certificado. Em 2014, o
teste intradérmico rotineiro resultou na deteccao de animais positivos
nos trés rebanhos, os quais foram abatidos. No ano de 2015, os trés
rebanhos sofreram vazio sanitario, na ocasido 38 animais do rebanho
A, sete animais do rebanho B e oito animais do rebanho C, totalizando
53 animais.
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Teste intradérmico

O Teste Cervical Comparativo (TCC) foi realizado segundo as normas
do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuber-
culose Animal - PNCEBT (Brasil 2016) O teste constou da injecao de
0,1 mL de PPD de M. bovis (bovPPD) e PPD de M. avium (avPPD) por
via intradérmica, mantendo uma distancia de 15 a 20 cm entre ambas
as inoculacoes; sendo o avPPD inoculado cranialmente ao bovPPD no
terco médio da regiao cervical. A leitura foi conduzida apds 72 horas
com um cutimetro, com base na avaliacdo da reacao de hipersensibili-
dade no local da inoculacdao. O animal foi considerado positivo quando
a reacdo ao bovPPD foi maior que 4,0 mm comparado com a reacao
ao avPPD. A notificacdo dos bovinos reagentes também foi realiza-
da conforme as instrucées do PNCEBT, para as Inspetorias de Defesa
Agropecuéria, que sado, no Rio Grande do Sul, as Unidades Locais de
Atendimento Veterinario.

Amostras

Todos os animais dos rebanhos infectados foram abatidos e necropsia-
dos. Os abates dos animais foram realizados sob a supervisdo do servi-
co de inspecao veterindria, sendo coletados fragmentos de tecidos de
pulmao e glandula mamaria, e linfonodos inteiros retrofaringeos, intra-
mamarios, pulmonares e mesentéricos com ou sem lesdes macroscopi-
cas compativeis com tuberculose, de todos os animais. Na auséncia de
lesdes sugestivas de tuberculose, foram colhidos linfonodos hepaticos,
mediastinicos, mesentéricos, retrofaringeos e traqueobrénquicos. As
amostras de tecidos foram coletadas e acondicionadas separadamente
em sacos plasticos vedados, indicando o nimero do animal e o nome
do 6rgéao coletado. Em seguida, foram imediatamente acondicionados
em frascos tampa de rosca, incluindo em cada um deles de dois a trés
conjuntos de tecidos, indicando no frasco os nimeros dos animais de
origem das fracdes dos 6rgaos coletados. Imediatamente apds a coleta,
as amostras foram congeladas para posterior remessa, sob refrigera-
cdo, em caixa isolante térmica, que foi inserida em caixa de papelao,
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indicando tratar-se de material infectante, cumprindo as normas de-
terminadas pela Instrucdo de Embalagem P/650-IATA (International Air
Transport Association).

Cultivo e identificacao de Mycobacterium bovis

As amostras de tecidos foram mantidas congeladas a -30 °C até serem
processadas. Para o processamento dos tecidos, foram macerados
fragmentos de tecidos perimetrais (entre 10 e 25 mg) com 1,5 mL de
agua destilada estéril em aparelho Magna Lyser (Roche Life Science),
submetidas a descontaminacao por método de Petroff (Makovcova

et al. 2015) e cultivadas em meio de cultivo Stonebrink, incubadas a
37°C e avaliadas durante 90 dias. As coldnias sugestivas de M. bovis
foram submetidas a PCR convencional com os iniciadores Mb.400, que
amplificam um fragmento de 400 pares de bases (pb) que flanqueia a
regiao de diferenciacdo 4 (RD4), ausente nesta espécie, porém presen-
te em todos os demais membros do Complexo Mycobacterium tuberculo-
sis - CMT (SALES et al., 2014).

Purificacdao dos produtos da PCR

Os produtos das amplificacdes foram purificados em um volume total
de reacao de 10 uL cada, com 0,5 Ul da enzima Shrimp Alkaline Phos-
phatase (SAP) e 0,05 Ul da enzima Exonuclease | (EXQO) e incubados a
37°C por 30 minutos, seguido de 80°C por 20 minutos em termocicla-
dor MJ Mini (Biorad).

Sequenciamento de DNA

A reacao de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye Terminator
cycle sequencing (versao 3.1, Applied biosystems, Foster city, CA,
USA), em um volume total de reacdo de 10 ulL, nas seguintes propor-

13
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coes: 1 uL de DNA (50 ng/uL); 5,8 uL de &gua ultrapura tipo 1; 2 uL de
tampao; 0,5 ulL de iniciador Mb.400R (5 mM) e 0,7 uL de BigDye Ter-
minator v3.1 Ready Reaction Mix. As amplificacdes foram realizadas
em termociclador MJ Mini (Biorad), utilizando o seguinte programa: 96
°C por 1 min., seguido por 25 ciclos de 96°C por 10 seg., 50 °C por
5 seg. e 60 °C por 4 min. Em seguida, foi realizada uma etapa de pu-
rificacdo com EDTA (125 mM, pH 8,0), etanol 70% e etanol absoluto.
Os produtos da PCR purificados foram sequenciados em um sequencia-
dor automatico modelo ABI-3130 (Applied Biosystems, USA).

Alinhamento local de sequéncias de DNA

O base calling das sequéncias de DNA foi realizado com o programa
Sequence Scanner (Applied Biosystems) e as sequéncias resultantes fo-
ram submetidas a busca de identidade pelo Blastn (NCBI) (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Analise estatistica

O grau de concordancia entre cada dois testes foi avaliado de forma
pareada pelo Teste de McNemar ou Teste exato de Fisher, os quais
determinam se proporcdes pareadas sao ou nao diferentes. Foram con-
siderados discordantes quando o teste apresentava valor de p < 0,05.
O coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para medir o grau
de correlacao linear entre as duas medidas obtidas pareadas por ani-
mal: PPD de M. bovis e de M. avium. Foi gerada uma estimativa grafica
(curva de regressao) a partir dos pares de leituras (PPD de M. bovis e
de M. avium) observados.

Resultados

O TCC dos 53 animais detectou 14 (26,4%) animais positivos e sete
(13,2%) inconclusivos. Ao abate, foram evidenciadas lesGes sugesti-
vas de tuberculose (LST) em algum érgao/tecido de 43 animais, sendo
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13/14 animais com TCC positivo (92,9%), 5/7 inconclusivos (71,4%)
e 25/32 (78,1%) animais com TCC negativo (Tabela 1). Pelo teste Mc-
Nemar, houve uma discordancia significativa entre resultados de TCC
e de presenca de LST (p = 0,000006468). Pelo Odds Ratio empare-
lhado, a chance de pares discordantes de animais positivos para LST e
negativos para TCC foi de 25 vezes (IC95% 3,38-184,5) a chance de
animais negativos para LST e positivos para TCC.

Dos 53 animais estudados, 39 (73,6%) se confirmaram como infec-
tados por M. bovis pelo cultivo bacteriolégico. Dos 43 animais cujos
tecidos apresentaram LST, 39 (90,7%) foram positivos a cultura bacte-
riolégica, enquanto todos os dez animais sem LST foram negativos. O
TCC detectou como positivos 11 dos 39 animais com infeccao por M.
bovis confirmada por cultivo. Do total de 14 animais nao infectados,
baseado na cultura, o TCC detectou oito como negativos. Assim, o
TCC apresentou, para a populacao amostrada, sensibilidade de 28,2%
e especificidade de 57,1%. Um total de 24/32 (75,0%) dos animais
negativos ao TCC foi positivo no cultivo (confirmado por PCR), sendo
considerados falso-negativos ao TCC (Tabela 1).

Resultado TCC LST +/ LST +/ LST -/ LST -/ Total
cultivo + cultivo - cultivo + cultivo -
TCC + 11 2 0 1 14
TCC - 24 1 0 7 32
TCC inc. 4 1 0 2 7
Total 39 4 0 10 53

Todas as colbnias sugestivas foram confirmadas por PCR convencio-
nal para a RD4. Realizou-se sequenciamento do fragmento de DNA
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que franqueia a RD4, resultante da PCR especifica para M. bovis, em
12/24 animais que apresentaram cultivo positivo, porém TCC nega-
tivo. As sequéncias resultantes todas apresentaram como best hit o
fragmento homdlogo no isolado AF2122/97 de M. bovis (Sequence ID:
LT708304), com identidades de 99 a 100%.

Pelo teste exato de Fisher, ndo houve diferenca significativa entre a
presenca de LST e a ocorréncia de cultivo positivo para M. bovis (p uni-
caudal = 0,12; p bicaudal = 0,25). A prevaléncia aparente da tuber-
culose bovina nos rebanhos deste estudo foi de 26,4%, com base no
TCC. No entanto, a prevaléncia real, com base no cultivo confirmado
por PCR, foi de 73,6%.

Discussao

No Brasil, os Unicos métodos preconizados pelo PNCEBT para diagnés-
tico antemortem da tuberculose bovina (TB) sdo os testes intradérmicos
da prega caudal (TPC), cervical simples (TCS) e cervical comparativo
(TCC). Na revisao do programa, este ultimo teste, antes considerado
confirmatério, utilizado em animais inconclusivos ao TCS e reagentes
ao TPC (BRASIL, 2006), passou a ser considerado também como teste
de rotina (BRASIL, 2016).

Sabe-se que a infeccao por M. bovis desencadeia predominantemente
uma resposta celular durante as fases iniciais e intermediarias da infec-
cao, coordenada por linfécitos Th1. Dessa forma, os testes intradérmi-
cos com PPD sado baseados na deteccao desta resposta celular (SCHIL-
LER et al., 2010).

O TCS testa a resposta celular ao PPD de M. bovis, enquanto o TCC
testa simultaneamente as reacdes intradérmicas ao PPD de M. bovis

e PPD de M. avium. Sabe-se que as micobactérias ambientais podem
interferir nos testes intradérmicos, por serem capazes de sensibilizar os
animais, provocando reacées inespecificas ao PPD de M. bovis (ARA-
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NAZ et al., 2006, AAGAARD et al., 2010), devido a alguns antigenos
comuns (BIET E BOSCHIROLI, 2014). Desta forma, é esperado que o
TCC apresente uma especificidade maior, quando comparado ao TCS,
no diagndéstico da tuberculose bovina, justamente por detectar possi-
veis reacOes cruzadas as micobactérias ambientais. No que diz respeito
4 sua especificidade, a maior parte dos estudos que incluem abate e
analise de fragmentos de tecidos revelam que o TCC apresenta adequa-
da especificidade (>90%), tendo sido estimada em uma revisdo entre
96-99% do Reino Unido (MONAGHAN et al., 1994) e média de 98,6%
nos EUA (FARNHAM et al., 2012). Assim, é consenso a utilidade do
TCC como método confirmatério da infeccdo por M. bovis.

Enquanto a sua sensibilidade e seu uso como método de triagem, os
resultados sdo bastante diversos e, muitas vezes, insatisfatérios. Em
estudo realizado no Reino Unido, que incluiu exame post-mortem de
todos os animais do rebanho, a sensibilidade do TCC foi de 81% (IC
70-89%) (KAROLEMEAS et al., 2012). A sensibilidade do TCC é fre-
quentemente relatada como insatisfatéria, com estimativas médias de
68-90% no Reino Unido (MONAGHAN et al., 1994) e média de 88,4%
nos EUA (FARNHAM et al., 2012). Portanto, a utilidade do TCC como
método de triagem para a infecgcdo por M. bovis é questionavel e deve
ser recomendado com cautela.

Vazios sanitarios, em que todo o rebanho sofre abate, apds falha no
controle da tuberculose bovina, sdao uma oportunidade singular de ava-
liar par@metros de qualidade de testes intradérmicos, uma vez que sao
gerados dados de cultivo de animais positivos e negativos aos mesmos
(KAROLEMEAS et al., 2012). Este estudo empregou esta estratégia,
permitindo confrontar dados das reacdes intradérmicas a PPD e culti-
vo bacteriolégico das LST, com confirmacao molecular das amostras
bacterianas obtidas.

No presente estudo, resultados de TCC divergiram significativamente
da deteccao de LST ao abate, uma vez que foram detectadas LST em
varios animais com TCC negativo, caracterizando o resultado falso-ne-
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gativo do TCC e sua incapacidade de detectar tais animais comprova-
damente infectados. A deteccdo de LST nao divergiu significativamente
do cultivo para M. bovis, o que reforca a recomendacao de que animais
abatidos com suspeita de tuberculose bovina sejam sempre necropsia-
dos e analisados cuidadosamente para a verificacdo de LST (ARAUJO
et al., 2014; EJEH et al., 2014). Nao somente as LST geraram colbnias
sugestivas de M. bovis, como estas foram confirmadas por PCR, segui-
do por sequenciamento de DNA.

Apesar do baixo nimero de bovinos com resultados inconclusivos ao
TCC, a maior parte deles apresentou LST e cultivos positivos para M.
bovis, o que reforca a recomendacao de que, em regides de foco, ani-
mais inconclusivos podem evoluir para positivos com a progressao da
doenca e devem ser abatidos (ZARDEN et al., 2013).

Sem duvida, o principal achado deste estudo foi que, dos 32 animais
negativos ao TCC, 25 (78%) apresentaram LST e todos com excecédo
de um, foram confirmados por cultura bacteriolégica, o método padrao
de diagndstico de tuberculose bovina. Este achado é surpreendente e
alarmante, visto que se somente o TCC tivesse sido aplicado nestes
rebanhos, tais animais teriam sido considerados negativos e manteriam
a infeccao no rebanho, disseminando-a a para outros animais e para o
homem. Adicionalmente, pode ocorrer a disseminacao da tuberculose
bovina para outras regides, ja que animais infectados podem ser co-
mercializados com atestado negativo. Cabe ressaltar que dois dos trés
rebanhos examinados haviam sido certificados como livres de tubercu-
lose bovina. Esta situacdo pode variar a depender da regido estudada
e desta forma, o TCC, embora continue representando uma excelente
alternativa confirmatdria em rebanhos acometidos de infec¢cdes por mi-
cobactérias ambientais, ndo se confirmou, nestes rebanhos estudados,
como um adequado método de triagem para a tuberculose bovina.

Evidentemente, os achados para a populacdo desse estudo nao sao
necessariamente extrapolaveis para outras situacdes epidemioldgicas.
Recente estudo do nosso grupo evidenciou apenas 1/51 (1,9%) animal
TCC negativo com cultivo positivo para M. bovis (ARAUJO et al., 2014).
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Mesmo durante um foco, uma vez que um bovino é classificado como
negativo pelos testes intradérmicos, ndao ha recomendacao para tes-
tes adicionais. Dessa forma, tais animais frequentemente ndo sao
abatidos e a investigacao adicional desses animais é prejudicada, pela
dificuldade em obter amostras de animais vivos. Embora tentativas de
diagndstico direto em amostras de animais vivos tenham sido realiza-
das com secrecdo nasal (DE SOUZA FIGUEIREDO et al., 2010) e com
leite (ZARDEN et al., 2013; BEZERRA et al., 2015), os resultados ndo
sdo muito encorajadores, pela possibilidade dos animais apresentarem
apenas lesGes pulmonares fechadas ainda sem a presenca do agente
infeccioso nestes tecidos.

Sabe-se que a incapacidade de identificar todos os animais infectados
prejudica o controle e erradicacao da tuberculose bovina (LAHUERTA-
-MARIN et al., 2016). Neste estudo, a ocorréncia de um alto percentual
de reacdes falso-negativas ao TCC levou ao insucesso no controle dos
surtos e a indicacao de vazio sanitario. O uso paralelo de diferentes
testes de diagndstico in vivo, como a deteccdo de interferon-gama para a
deteccao da resposta mediada imune por células (MARASSI et al., 2010;
LAHUERTA-MARIN et al., 2016) e de testes sorolégicos como o ELISA
para a deteccao da resposta humoral (MARASSI et al., 2011; CASAL et
al., 2014) pode aumentar a cobertura diagndstica conferida pelos testes
intradérmicos e diminuir o impacto das falhas de diagndstico sobre o
controle da tuberculose bovina (LAHUERTA-MARIN et al., 2016).

Conclusao

O TCC apresentou baixa sensibilidade no diagndstico da tuberculose
bovina e um percentual elevado de animais com reacdes falso-negati-
vas. A manutencao destes animais falso-negativos nos rebanhos tem
sérias implicacdes para o controle da enfermidade, j& que os mesmos
podem ser fonte de infeccdo. A adicdo de testes complementares auxi-
liam na identificacdao destes animais, aumentando a cobertura diagnds-
tica, a higidez sanitaria do rebanho e o controle da tuberculose bovina.
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