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RESUMO

CYRILLO, F. C. Padronizacao do alergoteste da tuberculina em ovinos (Ovis
aries). [Standardization of tuberculin skin reaction in ovines (Ovis aries)]. 2006. 92 f.
Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

A inexisténcia de padrdes nacionais para a realizagdo e interpretagdo da prova de tuberculina
em ovinos motivou o presente trabalho, pois apesar da tuberculose ndo estar incluida em
Plano Nacional de Controle e Erradicacdo em pequenos ruminantes, estabelece a legislagao
vigente que € obrigatdrio o sacrificio de animais com essa zoonose, sendo o diagndstico
firmado nesses animais principalmente através do alergoteste tuberculinico. Assim, esta
pesquisa visou além de avaliar reag¢des clinicas provocadas pela resposta imuno-alérgica
intradérmica a tuberculina, estabelecer valores de referéncia para a interpretacdo da reagdo em
ovinos experimentalmente inoculados com antigenos de cepas padrdes de Mycobacterium
bovis e Mycobacterium avium. Utilizou-se 30 ovinos, clinicamente sadios, negativos a prova
de tuberculina cervical comparativa (TCC), segundo critérios estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) através do Plano Nacional de Controle e

Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) em bovinos e bubalinos, distribuidos por
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trés grupos de 10 animais cada, a saber: A - sensibilizados com M. avium; B - sensibilizados
com M. bovis e C (Controle) - que receberam injecdo de solucio fisiologica. Os ovinos foram
monitorados através de exames fisicos e complementares semanais. Apos 45 dias da
sensibilizacdo, realizou-se a prova de TCC com reag@o medida pela variacdo da espessura da
pele com cutimetro de mola, nos seguintes momentos: antes da aplicagdo das tuberculinas
(PPDs); 12h, 24h, 48h, 72h e 96h ap6s a aplicacdo das mesmas. Em relacio a reagdo ao PPD
bovino, no teste cervical simples, lido as 72 horas (£ 6 horas) pds-tuberculinizagéo (p. t.),
considerou-se uma reagdo como positiva, quando o aumento da espessura da pele foi igual ou
maior que 2,49 mm; como inconclusiva, com as medidas de aumento entre 1,00 e 2,48 mm, e
como reacao negativa, aumentos da espessura da pele inferiores a 1,00 mm, sendo estes
valores propostos como padrao para o teste intradérmico simples na regido cervical. A andlise
dos resultados da leitura do teste cervical comparativo, realizada as 72 horas (+ 6 horas) p. t.,
permitiu concluir-se que o animal podera ser considerado com resposta: positiva, quando a
reacdo ao PPD bovino superar aquela ao avidrio em pelo menos 2,00 mm; inconclusiva,
quando a reag¢do ao PPD bovino for maior que aquela ao aviario, com diferenca entre 1,00 e
1,99 mm, e negativa quando a reacdo bovina for menor que a aviaria ou > em até 0,99 mm.
Na avaliag@o histolégica das respostas tuberculinicas homdélogas, 96 horas apds a injecdo do
PPD, constatou-se a presenca de moderado a intenso infiltrado inflamatéria, constituido,

preferencialmente, por células mononucleares.

Palavras-chave: Tuberculose. Tuberculina PPD. Ovinos.
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ABSTRACT

CYRILLO, F. C. Standardization of tuberculin skin reaction in sheep (Ovis aries).
[Padronizacdo do alergoteste da tuberculina em ovinos (Ovis aries)]. 2006. 92 f.
Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

The inexistence of national patterns for the realization and interpretation of tuberculin
test in sheep motivated this research. Although tuberculosis is not included in the
National Plan for the Control and Eradication in small ruminants, the current
legislation has made it mandatory the sacrifice of animals with this zoonosis, where
diagnosis is confirmed principally by the usage of the tuberculin skin reaction.
Therefore, this study evaluated the clinical manifestations induced by the intradermic
immune-allergic response to tuberculin, and established the reference values for the
interpretation of this reaction in sheep experimentally inoculated with antigens of
recognized strains of Mycobacterium bovis and Mycobacterium avium. Thirty healthy
sheep negative to the Comparative Cervical Tuberculin Test (CCT) based on criteria
established by the Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) in the
National Plan for the Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis in cattle
and buffalos were used during this experiment. Animals were separated in three

groups: A) sensitized with M. avium, n=10; B) sensitized with M. bovis, n=10; and C)



Revisdo de Literatura 15

control, n=10, which were injected with saline solution. Sheep were monitored by
weekly clinical and complementary exams. After 45 days of inoculation the CCT was
evaluated by the variation of dermal thickness determined by a pakimeter realized in
the following moments: before the administration of tuberculin (PPD); and 12, 48, 72,
and 96 hours after administration of inoculation. Relative to the bovine PPD, the
simple cervical test, observed at 72 hours (+ 6 hours) post-tuberculinization (p.t.) was
considered as: positive, when skin fold thickness was equal or greater than 2.49
mm; inconclusive, skin fold thickness between 1 and 2,48 mm; and negative, when
thickness was lower than 1 mm; these values being proposed as reference values for
the simple intradermic cervical test. Analyses of the results of the comparative
cervical tests realized 72 hr (+ 6 hr) p.t. concluded that the animal was considered as:
positive, when the bovine PPD reaction was greater than that of the avian by at least
2 mm; and negative, when the bovine reaction was less than the avian or > by 0.99
mm. Histological evaluation of the homologous tuberculin response 96 hr after PPD
injection, revealed a moderate to intense inflammatory cellular influx, constituted

preferentially, of mononuclear cells.

key Words: Tuberculosis. Tuberculin (PPD). Sheep.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose tem prevaléncia cosmopolita, causando grandes danos a
pecuaria e aos seres humanos consumidores de produtos de origem animal
contaminados pelo seu agente causador (LILENBAUM, 2000). Os animais
domésticos, quando acometidos pela tuberculose, sdo considerados reservatérios e
disseminadores da doenca aos homens, representando um risco a saude publica
(ANTUNES et al., 2002; LUKE, 1958).

O consumo de leite bovino € um meio importante de transmissdo da
tuberculose, embora apenas 1% das vacas diagnosticadas como positivas para a
doenca secretem o agente da infecgdo no periodo de lactagdo (ANTUNES et al.,
2002; GRANGE; YATES, 1994; SEVA et al., 2002). No inicio do século passado,
antes do desenvolvimento da tecnologia para a pasteurizagdo do leite, a freqiéncia
da infecgdo em criancas pelo M. bovis era muito elevada, devido a ingestéao de leite
cru (CORREA, 1975; GRANGE; YATES, 1994).

Em 2001, foi langado, no Brasil, o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) cujo objetivo € diminuir a
prevaléncia e a incidéncia de novos casos dessas enfermidades, além de erradica-
las, identificando propriedades livres, incentivando a participacdo por meio da
certificacao daquelas que oferecem ao consumidor produtos de baixo risco sanitario
(MAPA, 2004), promovendo dessa forma uma maior competitividade da pecuaria
nacional através do aumento da qualidade dos produtos de origem animal oferecidos

no mercado (SANTOS, 2006).
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Em relagdo aos rebanhos de ovinos e caprinos, no Brasil, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), enviou para licitagdo publica o
Programa Nacional de Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO) pela Portaria SDA
n® 103, de 7 de dezembro de 2004. Nesta licitacao a tuberculose nao foi considerada
como doenga a ser combatida, pois ndo € reconhecida a sua incidéncia nessas
espécies animais, nao se justificando, portanto, a implantacdo de medidas
especificas, visando o controle sistematico dessa doenga nesses pequenos
ruminantes (MAPA, 2004). Contudo, no Brasil, a tuberculose tem sido diagnosticada
em animais dessas espécies, registrando-se caprino com tuberculose atendido na
Clinica de Bovinos e Pequenos Ruminantes do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. Este caso,
diagnosticado em 2001, desencadeou pesquisas em caprinos e ovinos com objetivo
de avaliar a ocorréncia desta enfermidade nos pequenos ruminantes, até entdo
considerados como espécimes resistentes a tuberculose (BENESI et al., 2006;
SILVA et al., 2006).

A pecudria destinada a criagdo de ovinos vem se expandindo hd muito tempo
e diversificando a sua exploragdo. Em condi¢des criatorias brasileiras, antigamente
os ovinos eram utilizados apenas para a subsisténcia familiar, particularmente para
producéo de la e carne (BRITO, 2004). Com a evolugdo da selecao genética e o
desenvolvimento tecnoldgico percebeu-se que esta espécie poderia ser uma fonte
valiosa de renda, ndo sé pela comercializacdo de seus produtos tradicionais, mas
também pela venda do leite e de subprodutos deste (BENCINI; PULINA, 1997;
BRITO et al., 2006; PEETERS et al., 1992).

No Brasil, o rebanho de ovinos vem apresentando um comportamento

numeérico relativamente estavel, contando com cerca de 14,7 milhdes de cabecgas
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desde 1996, o que representa 8% do total de animais ruminantes criados no pais
(FAO, 2004), distribuido de forma concentrada nas regiées nordeste (49%) e sul
(40%) (VASCONCELQOS; VIEIRA, 2002).

O sistema brasileiro de producdo tem grande potencial para superar 0s
demais paises latino-americanos produtores de carne ovina. Fator favorecedor desta
perspectiva € a crescente demanda por produtos ovinos no pais. Os empresarios
ligados a bovinocultura demonstram interesse em investir em uma nova fonte de
exploracao pecuaria, enfatizando-se a ovinocultura e a caprinocultura (SANTOS,
2006).

A legislagdo nacional pertinente ao Programa Nacional de Sanidade de
Caprinos e Ovinos (PNSCO) ainda nao esta concluida para implantagdo, mas ja
existe, por parte dos criadores e técnicos da area, a solicitagdo de que a tuberculose
seja inserida no programa. Esta insercéo ressaltaria a necessidade de se determinar
os valores de referéncia para o teste de tuberculina em ovinos como ferramenta de
programa especifico para combate e erradicagdo da tuberculose nessa espécie
animal.

O Decreto 45.781 de 27 de abril de 2001, que regulamenta a defesa sanitaria
animal, em seu Artigo 5° reza prevenir, combater, controlar, erradicar e sacrificar
animais atacados por zoonoses, entre elas a tuberculose, cuja base diagnéstica é a
avaliacao por meio do alergoteste da tuberculina (MAPA, 2004; PGESP, 2006), ndo
havendo no entanto, padrdes estabelecidos para ovinos em condi¢cdes criatérias
brasileiras.

Diante da importancia do tema, a precariedade de dados nacionais sobre a
doenca em ovinos; a necessidade de aprofundamento nas técnicas de diagnéstico

pertinente ao combate e erradicacao da doenga, dando continuidade a uma linha de
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pesquisa implantada na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, no
Departamento de Clinica Médica, que foi iniciada com o estudo em caprinos, este
trabalho foi delineado pretendendo avaliar a resposta imuno-alérgica cutanea a

tuberculina em ovinos (Ovis aries).

2 REVISAO DE LITERATURA

A tuberculose é uma doenca considerada rara na espécie ovina. Conforme
alguns estudiosos, particularmente da Europa, Continente detentor de grande parte
do rebanho mundial de ovinos, existem evidencias que contestam a raridade dessa

enfermidade, raz&o pela qual serdo discutidas no decorrer deste trabalho.

2.1 IMPORTANCIA DA OVINOCULTURA

A ovinocultura estd presente em quase todos os paises do mundo, com
criacdo de aproximadamente 800 racas distintas, utilizando-se de sistemas de
manejo variado e adequado as mais diversas condigdes ambientais (FAO, 2004).

A produgdo mundial de carne ovina gira em torno de 12,8 milhdes de
toneladas, verificando-se que a grande concentragdo do rebanho mundial ovino esta
distribuida por 10 paises, detentores de 60% do total da criacao (IBGE, 2004).

Segundo dados obtidos em 1995 pela Food and Agriculture Organizartion
United Nations (FAO), a producao brasileira de carne ovina alcancava cérca de 84
mil toneladas por ano e com maior parcela desta originada do Rio Grande do Sul

(FAO, 2004). Dados atuais indicam que a produgédo brasileira de carne ovina
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representa 1% da mundial, propor¢cdo que também vem se mantendo relativamente
constante desde de 1995 (IBGE, 2004).

No que se refere ao consumo de carne ovina, estimava-se na década de 90,
que cada brasileiro consumia apenas 250 gramas anualmente, enquanto na
Argentina 0 consumo “per capita” era de 2,5 quilos ao ano, e no Uruguai este
consumo era ainda maior, cerca de 16 kg/ano (FAO, 2004).

Considerando-se assim as condicdes favoraveis a criagcdo ovina em nosso
pais, em conjugacao ao consumo ainda muito baixo de sua carne, mas que pode ser
expandido a semelhanga de mercados como os da Argentina e Uruguai, acredita-se
que a ovinocultura possa vir a ser uma atividade com grande importancia sécio-
econ6mica (VASCONCELQOS; VIEIRA, 2002), justificando-se, todos os esforgos para

otimizar-se o desfrute dessa criacao.

2.2 HISTORICO DA TUBERCULOSE OVINA

A tuberculose em ovinos vem sendo descrita na Inglaterra desde 1867, em
rebanhos que conviviam com bovinos. Em 1873, a doenga foi relatada em um
cordeiro alimentado com leite bovino, o qual apresentava lesdes caracteristicas de
tuberculose. Esta constatacdo foi comprovada por meio do exame pds mortem
identificando  lesbes tuberculosas na carcagca dos ovinos acometidos
(CARMICHAEL, 1938).

Esses registros antecederam a descoberta realizada por Robert Koch em
1882, que através da realizacdo de analises laboratoriais identificou e isolou o

agente da tuberculose em humanos (KOCH, 1932). Tal fato motivou pesquisas para
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confirmar a existéncia da enfermidade nos animais domésticos, levando a
identificacdo dos bovinos como importante fonte de transmissdo da doencga para
seres humanos, através do consumo do leite cru (CORREA, 1975; GRANGE;
YATES, 1994). As demais espécies animais também passaram a ser consideradas
como fontes importantes de infeccbes e transmissdées da tuberculose ao homem
(CORRIN et al., 1987; MURPHY, 1935).

Em 1900 e 1902, na Inglaterra, foram identificados novos casos de
tuberculose ovina por meio de analises laboratoriais, sendo estes os primeiros
casos confirmados da enfermidade nessa espécie animal (M'FADYEAN, 1900;
1902). Foulerton (1902) ao realizar necropsia em ovino observou lesdes
generalizadas, sugerindo tratar-se de mais um caso de tuberculose nessa espécie,
confirmando os achados anteriores.

Em 1925, apds levantamento de casos de tuberculose ocorridos na
Inglaterra, identificou-se dois ovinos infectados pelo Mpycobacterium avium
(GRIFFITH, 1925).

Apesar dessa aparente raridade da enfermidade, outros casos foram
relatados a seguir, destacando-se ocorréncia na Escécia, de dois ovinos que
apresentaram lesdes tuberculosas generalizadas (JOWETT, 1928). Na Irlanda, em
1935, foi identificado através de analises laboratoriais o bacilo do Mycobacterium
bovis, em lesbes encontradas em diversos 6rgdos de um ovino, sendo este o
primeiro caso de tuberculose na espécie ovina comprovado no pais (MURPHY,
1935).

No Marrocos, Mouquet' (1918 apud CARMICHAEL, 1938, p.1139) relatou

casos de ovinos selvagens com lesdes tuberculosas, causadas pela infecgéo por

" Mouquet(1918). Deux Autopsies de Mouflons. Tuberculosae.Bull.Soc.Med.Vét.1918. 162-166.
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Mycobacterium tuberculosis, todavia sem a realizagdo de comprovagao laboratorial
qgue confirmasse a suspeita dessa enfermidade. Acreditava-se que a possivel fonte
de infeccdo para o contagio destes animais era representada por tratadores
doentes.

Em 1922, o Servigo de Inspecao Federal de carne dos Estados Unidos da
América (EUA), apos inspecionar 12 milhdes de carcagas ovinas, verificou em sete
delas lesbes caracteristicas de tuberculose. Tal freqléncia de constatagdo levou
esse servico a acreditar em uma possivel resisténcia dos ovinos as infeccoes
causadas pelo agente da tuberculose (EDELMAN; MOHLER; EICHHORN', 1925
apud CARMICHAEL, 1938, p. 1139). As estatisticas desse servigo, entre 1958 e
1963, evidenciaram auséncia de carcagas ovinas condenadas por tuberculose
(MARSH, 1965).

Finalmente cabe mencionar que no Brasil, inexistem informagbes sobre a
tuberculose ovina, todavia na regido de S&o Paulo, em 2004, no Hospital Veterinario
— Servigo de Clinica de bovinos e pequenos ruminantes da FMVZ/USP, ha o registro
de um ovino que no exame pds mortem apresentou lesdes sugestivas de
tuberculose. No material enviado para andlise laboratorial, constatou-se a infecgéao
determinada pelo bacilo do Mycobacterium tuberculosis (Informagdo Verbal)?.

Resumindo-se este historico, sobre a controvérsia que envolve a importancia
da tuberculose ovina, de um lado temos M’'Fadyean (1900) e Cordes et al. (1981),
que afirmavam que esta doenga sempre esteve presente nos ovinos, porém com
pequeno numero de relatos proporcionalmente a grande prevaléncia da enfermidade
nos bovinos. Outros autores se referem ao tipo de manejo como um dos fatores

determinantes da baixa freqUéncia da doenga na espécie ovina (ALLEN, 1988;

' Edelman, Mohler and Eichhorn (1925). Meat Hygiene. 5th ed. 296. J. & H. Churchill, Ltd.,London.
2 Informacao fornecida por Benesi, F.J em 2006.
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COLLEMAN; COOKE, 2001; FOULERTON, 1902; GRIFFITH, 1928). Jensen e Swift
(1982), propunham que os animais doentes surgiam muitas vezes no inicio do
inverno, quando eram recolhidos para confinamento, sendo submetidos a higiene
inadequada.

Adicionalmente, os relatos de baixa ocorréncia de tuberculose e a suposta
resisténcia dos ovinos a infeccao causada pelo M. bovis, M. avium e M. tuberculosis
(ALLEN, 1988; CRAIG; DAVIES, 1938; FELDMAN; BAGGENSTOSS, 1938;
FRANCIS, 1958; HIEPE, 1972; KUMMENEJE; FODSTAD, 1976; LUKE, 1958),
poderiam ser atribuidos a outras enfermidades mais comuns, que acometem os
ovinos, justificando-se assim, que paises como Nova Zelandia, Inglaterra, EUA,
Marrocos e Irlanda identificassem poucos casos de tuberculose na espécie ovina,
tornando-se necessario o diagnostico diferencial preciso para a tuberculose (ALLEN,
1988; HARSHFIELD; RODERICK; HAWN, 1937).

E exemplo deste fato, a linfoadenite caseosa, causada pela
Coryinecbacterium pseudotuberculosis, que € uma das enfermidades que mais
facilmente pode ser confundida com a tuberculose (BAIRD; SYNGE; DERCKSEN,
2004; LANGENEGGER; LANGENEGGER; SCHERER, 1991), pois suas lesbes séao
muito semelhantes as encontradas em animais infectados pelo M. bovis (ALLEN,
1988; BARTON; ACLAND, 1973; HARSHFIELD; RODERICK; HAWN, 1937).

A resisténcia dos ovinos a infeccao tuberculosa é facilmente refutada por
pesquisadores que conseguiram infectar ovinos experimentalmente, tanto por
inoculacédo parenteral como pela via digestiva, por meio da ingestao de alimentos
contaminados pela micobactéria, evidenciando-se a susceptibilidade dos ovinos a

infeccdo (BARTON; ACLAND, 1973; FOULERTON, 1902; M'FADYEAN, 1902).
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Hiepe (1972), com base em dados estatisticos colhidos em matadouros da
Alemanha e dos Estados Unidos, verificou uma prevaléncia por volta de 0,0002% a
0,35% de tuberculose nos ovinos inspecionados. Adicionalmente, levantamentos
realizados na Nova Zelandia permitiram verificar que apenas 0,05% dos ovinos
estudados em matadouros apresentavam as lesdes sugestivas de tuberculose
(ALLEN, 1988).

A revisado do histérico da tuberculose em ovinos destaca a controvérsia sobre
a raridade desta zoonose nesta espécie, todavia nao deixa duvidas que a doenca os
acomete. Na medida em que a utilizagdo dos ovinos para producdo leiteira se
intensificar, havera a necessidade do diagnéstico da tuberculose nessa espécie
animal com sua inclusdo em programas como PNCEBT, Programa Estadual de
Sanidade de Caprinos e Ovinos (PESCO) e Programa Nacional de Sanidade de
Caprinos e Ovinos (PNSCO), estabelecendo-se normas para notificagdo da doenca,
viabilizando e facilitando o comércio nacional e internacional de produtos. Nesse
sentido, destaca-se a importancia da padronizagédo de técnicas para diagnéstico da

enfermidade nos ovinos, objeto do presente trabalho.

2.3 ETIOPATOGENIA

A tuberculose nos animais pode ser causada pelo Mycobacterium bovis e pelo
Mycobacterium tuberculosis, tendo diferentes caracteristicas de cultura e
patogenicidade (RADOSTITIS et al.,, 2002; ROBINSON, 1983; SMITH, 2006;

THOEN, 1988).
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A micobactéria € um agente pleomorfico, aerdbico, imével, ndo formador de
esporos, que mede em torno de 1,5a 4 x 0,2 a 0,6 um. S&o bacilos acido resistentes
(“acid fast bacilli”) e gram positivos (CORDES et al., 1981; HIPOLITO; FREITAS;
FIGUEIREDO, 1965; JENSEN; SWIFT, 1982; STUBBS; LIVE, 1939). O
Mpycobacterium bovis quando submetido a temperatura, umidade, pH e exposi¢ao
aos raios solares favoraveis pode sobreviver por longos periodos no solo e
pastagens (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994; RADOSTITIS et al., 2002). O
agente tem moderada resisténcia a dessecagao e desinfetantes, morrendo em até
duas horas quando exposto a luz solar, e no leite, aquecido a 70°C morre em 5
minutos (HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT, 1982; RADOSTITIS et al., 2002).

Esta bactéria é constituida por uma parede espessa dupla, sendo a camada
superficial uma capsula difusa, tendo uma membrana plasmatica auxilia o0 organismo
a sobreviver em ambientes n&do favoraveis. A parede celular € constituida por uma
estrutura quimica complexa, incluindo os peptidoglicanos, arabinogalactanos, acidos
micolicos, e na estrutura superficial, diversos lipideos, entre eles os micosideos, fator
corda, cera D, sulfolipideos e glicolipideos (PRITCHARD, 1988).

Os ovinos apresentam susceptibilidade a infeccado semelhante aos bovinos e
cervos, podendo, portanto apresentar infec¢cdes similares a causada pelo
Mycobacterium spp, ou seja, a prevaléncia da enfermidade deveria ser considerada
equiparavel (LISLE et al., 1983; MACKINTOSH et al., 2004). Allen (1988) sugeriu
que a prevaléncia da infeccdo nos ovinos deveria ser a mesma daquela presente
nos bovinos. A tuberculose pode acometer ovinos de todas as racas e sexos, com
idades variaveis (JENSEN; SWIFT, 1982).

Os ovinos demonstram uma maior resisténcia frente a uma infecgdo causada

pelo M. bovis (RADOSTITIS et al.,, 2002; SMITH, 2006), sendo, no entanto este
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agente considerado o mais importante nas infecgdes dos ovinos, baseado nos
relatos de prevaléncia da tuberculose na espécie (HARSHFIELD; RODERICK, 1934;
HIEPE, 1972; ROBINSON, 1983; THOEN, 1988). Alguns pesquisadores
consideravam os ovinos mais suscetiveis as infec¢gdes causadas pelo M. avium
(BARTON; ACLAND, 1973; CREECH, 1940; GRIFFITH, 1925; KUMMENEJE;
FODSTAD, 1976; LUKE, 1958). Hiepe (1972) e Fritsche et al. (2004), todavia,
descreviam a resisténcia dos ovinos a infeccdo causada pelo M. tuberculosis, porém
nao descartavam a possibilidade de eventual infecgao.

Esses agentes ganham o sistema organico em dois estagios: o complexo
primario e o pos-primario. O complexo primario consiste na associa¢do da lesdo do
ponto de entrada e aquela no linfonodo regional (brénquicos, mediastinicos,
faringeanos, mesentéricos), ocorrendo a infec¢gdo na maioria das vezes por inalagao
do agente. As lesdes desse complexo sdo encontradas calcificadas e com presenca
de focos necroticos circundadas por tecido de granulacdo que contém células
mononucleares (HUTYRA; MAREK; MANNINGER, 1968; NEILL et al., 1994;
RADOSTITIS et al., 2002; SMITH, 2006).

Na seqUéncia ocorre a disseminagao pds-primaria do agente para os 6rgaos,
podendo ocorrer a tuberculose miliar difusa, que consiste em lesées nodulares
discretas principalmente nos pulmdes, figado, baco e intestinos, ou a tuberculose
crénica, causada por re-infeccdo enddégena e/ou exdgena de tecidos sensibilizados
pela tubérculo-proteina. Os sintomas da tuberculose sdo progressivos e variam
conforme o local da infecgdo, porém pode associar-se a quadros de toxemia e
debilidade, seguidos por morte (JENSEN; SWIFT, 1982; RADOSTITIS et al., 2002;

SMITH, 2006).
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A fonte de infeccdo para os ovinos acredita-se ser representada por animais
infectados, destacando principalmente os bovinos e os ruminantes silvestres, entre
eles, cervos, texugos, gambas. Estes animais atuam como reservatérios e
disseminadores da tuberculose, dificultando a erradicacdo da enfermidade nas
fazendas, representando também um risco aos seres humanos (AYELE et al., 2004;
HUTYRA; MAREK; MANNINGER, 1968; CORDES et al., 1981; JENSEN; SWIFT,
1982; KANTOR; RITACCO, 1994; LUKE, 1958).

O agente da tuberculose pode ser encontrado em aerossois exalados, esputo,
fezes, leite, urina, secrecao vaginal, sémen e exudatos drenados de linfonodos
(ALLEN, 1988; HIPOLITO; FREITAS; FIGUEIREDO, 1965; JENSEN; SWIFT, 1982;
SMITH, 2006; WHITING; TESSARO, 1994). Um grande numero de bacilos é
eliminado nas fezes, podendo estas permanecer infectadas por seis a oito semanas.
Todavia, muitos pesquisadores ndo acreditam que as pastagens sejam uma fonte de
infeccao importante (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994; SMITH, 2006). A agua
parada contaminada pelo agente pode permanecer infectada por 18 dias, e as
estabulagdes superpovoadas tém papel significativo na disseminagdo da doenca
(SMITH, 2006).

Os animais que se encontram nos estagios iniciais da enfermidade podem
também produzir aerosséis infectantes, contrapondo-se o fato a crenca daqueles
que consideravam como disseminadores do M. bovis, apenas 0s animais com lesdes
pulmonares ja estabelecidas (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994).

Os ovinos podem ainda adquirir a doengca por meio de seres humanos
enfermos, que eliminem o agente. Nos cordeiros a enfermidade pode ser contraida

por meio da veia umbilical, devido a infecgbes uterinas. As infecgées adquiridas pelo
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coito sado raras, porém podem ocorrer, necessitando este assunto de estudos mais
aprofundados (HIPOLITO; FREITAS; FIGUEIREDO, 1965; JENSEN; SWIFT, 1982).

As infecgbes por via hematdgena ocorrem a partir de lesbes primarias e
secundarias, com a penetracao do agente em diferentes érgaos, ocasionando-se um
quadro de bacteremia e disseminacdo do mesmo através da corrente sanguinea.
Quando provocadas experimentalmente por essa via, demonstram uma intensidade
ainda maior, com agravamento das lesbes nos oOrgaos afetados (DAMMANN;
MUSSEMELER', 1905 apud LUKE, 1958, p. 534; HIPOLITO; FREITAS;
FIGUEIREDO, 1965; JENSEN; SWIFT, 1982). Com relagdo a infeccao por via
digestiva observou-se que a administracdo experimental de altas doses do agente
promovia uma infec¢do generalizada, reforcando tal fato sua importancia como via
de transmissdo (DAMMANN; MUSSEMELER', 1905 apud LUKE, 1958, p. 534).
Ostertag® (1934 apud CARMICHAEL, 1938, p. 1140), ja acreditava que o bacilo da
tuberculose era transmitido aos ovinos pela ingestdo de alimentos contaminados,
nao descartando a possibilidade de infec¢ao por via respiratoria.

A tuberculose é uma enfermidade distribuida mundialmente, sendo relatada
na Inglaterra, Alemanha, EUA, Nova Zelandia, Africa, Irlanda e Brasil. A ocorréncia
da doencga tem se mostrado preocupante em paises considerados subdesenvolvidos
e em desenvolvimento, devido a presenca de problemas de desnutricao, moradias
inadequadas e seres humanos portadores de doengas imunosupressoras (AYELE et

al., 2004; GRANGE; YETES, 1994; JENSEN; SWIFT, 1982; LUKE, 1958).

2.4 SINTOMATOLOGIA

' Dammann Mussemeler (1905). Cited by cobbett(1917). 423.
2 Ostertag, Robert, V. (1934). A text-book of meat inspection, edited by T. Dunlop Young.English edition. Bailliere,
Tindall & Cox, London
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A tuberculose em ovinos € uma enfermidade insidiosa, progressiva e de
carater crénico, que apresenta evolugcdo longa podendo se estender por muitos
meses a anos (JENSEN; SWIFT, 1982). Os sintomas da infeccdo causada pelo
Mycobacterium bovis sao muito inespecificos, de forma que podem ser muitas vezes
imperceptiveis em ovinos infectados. Devido a esse comportamento, 0s ovinos
doentes tornam-se um risco a saude dos demais animais e dos seres humanos
(HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT, 1982; SMITH, 2006; SMITH; SHERMAN, 1994).

Os sintomas evidenciados s&o: enfraquecimento gradual, emagrecimento
crénico, debilidade, apetite caprichoso, tosse discreta, dificuldade respiratéria e
descarga nasal persistente (AYELE et al., 2004; HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT,
1982; MARSH, 1965; PUGH, 2005; SMITH, 2006; SMITH; SHERMAN, 1994). Nos
casos mais severos os ovinos apresentam febre, apatia, broncopneumonia grave,
caguexia e em alguns casos timpanismo devido ao aumento dos linfonodos
mediastinicos impedindo ou dificultando a eructagao (HIEPE, 1972; MARSH, 1965;
MARTIN; AITKEN, 2000; PUGH, 2005; RADOSTITIS et al., 2002; SMITH, 2006).

Os sintomas relacionados especificamente ao sistema respiratério sdo mais
comuns, apresentando-se de forma variavel, todavia os animais infectados
apresentam uma tosse crbnica e discreta, e uma dificuldade respiratoria mais
evidente quando as lesdes atingem os lobos pulmonares e a pleura (HIEPE, 1972;
JENSEN; SWIFT, 1982; SMITH, 2006). Nos estagios terminais da enfermidade os
ovinos podem apresentar ruidos pulmonares com presenca de crepitacao e sibilos,
dispnéia ou taquipnéia (PUGH, 2005; SMITH, 2006). As ulceras intestinais e as

diarréias também podem estar associadas aos quadros de tuberculose,
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evidenciando a via digestiva como porta de entrada do agente (MARSH, 1965;
SMITH, 2006).

Em rebanhos acometidos pela tuberculose, é freqlente evidenciar-se pelo
exame fisico dos animais um menor numero de ovinos acometidos do que daqueles
reagentes a tuberculina e com resultados de necropsia evidenciando lesdes
caracteristicas da enfermidade (HIEPE, 1972; RADOSTITIS et al., 2002; SMITH,

2006).

2.5 DIAGNOSTICO

A tuberculose de modo geral é dificil de ser diagnosticada exclusivamente
através do exame fisico, devido a sua natureza crbnica e a multiplicidade dos
linfonodos e 6rgdos que podem ser lesados tornando os sintomas inespecificos
(AYELE et al., 2004; JENSEN; SWIFT, 1982; RIET-CORREA et al., 2001). Assim
sendo, o diagndstico da tuberculose ndo deve ser baseado Unicamente no exame
fisico para sua confirmagéo (HIEPE, 1972; RADOSTITIS et al., 2002), dependendo
na maioria das vezes da realizagdo do teste tuberculinico e também de analise de
secrecboes para isolamento do agente, destacando-se que o alergoteste além de
auxiliar no exame clinico dos ovinos doentes (JENSEN; SWIFT, 1982; LUKE, 1958;
MARSH, 1965), € a base diagnéstica utilizada nos Programas de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose em ruminantes (AYELE et al., 2004; MAPA,
2004; MONAGHAM et al., 1994).

A prova tuberculinica tem sido utilizada hd muitos anos, para o diagnostico da

tuberculose em bovinos, caprinos e ovinos suspeitos de infecgdo causada pelo
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Mycobacterium bovis (JENSEN; SWIFT, 1982; LUKE, 1958; MARTIN; AITKEN,
2000). No entanto, em condi¢cbes criatérias brasileiras os valores padroes
especificos da prova tuberculinica para caprinos s6 foram estabelecidos
recentemente (SILVA, 2004; SILVA et al., 2006), sendo até entdo utilizados os
padrdes de interpretacdo dos resultados da prova estabelecidos para os bovinos,
quando analisados os caprinos e ovinos (MAPA, 2004).

Pode ainda auxiliar o diagndstico da tuberculose em ovinos a realizacao de
analises necroscopicas, bacterioldgicas, e histopatolégica, além de reproducao da
doenca por inoculagdo do agente em cobaias (BARTON; ACLAND, 1973; CORDES
et al., 1981; KUMMENEJE; FODSTAD, 1976; MARSH, 1965; STUBBS; LIVE, 1939;
WHITTY; DEMPSEY, 1974).

A andlise necroscopica € de grande auxilio, pois em muitos animais a
confirmacao do diagndstico de tuberculose é realizada neste exame (MARSH, 1965),
sendo as lesbes da zoonose, similares aquelas verificadas em bovinos e caprinos
doentes (FRANCIS, 1958; KUMMENEJE; FODSTAD, 1976; M’'FADYEAN, 1900;
RADOSTITIS et al, 2002; ROBINSON, 1983; SEVA et al, 2002; SMITH;
SHERMAN, 1994). Na Nova Zelandia, Allen (1988) e Davidson, Alley e Beatson
(1981) verificaram em ovinos abatidos lesdes caracteristicas de tuberculose nas
carcacgas, confirmadas pela histopatologia, indicando que a via digestiva era mais
freqlentemente atingida pela infeccao.

A inspecdo de carcacas ovinas em frigorificos pode revelar a presenca do
granuloma da tuberculose, sendo o sistema respiratério o mais acometido,
observando-se 82,6% de lesdes nos pulmdées (FRANCIS, 1958; KUMMENEJE;
FODSTAD, 1976; ROBINSON, 1983); entretanto, podem também ser acometidos 0s

diversos linfonodos, em particular os brénquicos, mediastinicos e mesentéricos,



Revisdo de Literatura 40

além de o6rgdos como o figado, bagco e os rins (BARTON; ACLAND, 1973;
CHAUHAN et al.,1974; CREECH, 1940; PUGH, 2005; ROBINSON, 1955). O
granuloma da tuberculose pode apresentar variagdes de tamanho, sendo firmes e
encapsulados, com contetudo caseoso de cor amarelada ou alaranjada, com capsula
de espessura aproximada de 5mm (BARTON; ACLAND, 1973; CORDES et al.,
1981; DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981; HARHFIELD; RODERICK, 1934;
MARSH, 1965; MURPHY, 1935; ROBINSON, 1955; STUBBS; LIVE, 1939; WHITTY;
DEMPSEY, 1974).

Para a realizagdo das analises laboratoriais complementares s&o necessarios
fragmentos dos tecidos lesados, obtidos por meio de bidpsia ou retirados no
momento da necropsia. O material deve ser separado e fixado em formalina a 10%
para a andlise histopatolégica (CORDES et al.,, 1981; KUMMENEJE; FODSTAD,
1976; MARTIN; AITKEN, 2000; SILVA, 2004). Os métodos de coloracao utilizados
sdo a Hematoxilina-Eosina e Ziehl-Neelsen (CARMICHAEL, 1938; CORDES et al.,
1981; KUMMENEJE; FODSTAD, 1976; WHITTY; DEMPSEY, 1974).

Na andlise histolégica corada pelo método de Ziehl-Neelsen, observa-se a
presenca de diversos bacilos 4cido-resistentes, com presenca de células eptelioides,
linfécitos e células gigantes (HARSHFIELD; RODERICK, 1934; PUGH, 2005). Na
coloracdo com Hematoxilina-Eosina observa-se a presenca de granulomas com
conteldo caseoso no centro e de areas mineralizadas cercadas por macréfagos,
linfécitos e células gigantes de Langhan’s (CORDES et al., 1981).

Na Inglaterra, em 1958, a analise bacteriolégica de lesdes encontradas em
ovinos acometidos pela tuberculose revelou que 64% delas eram causadas pelo
Mycobacterium avium e que 46% das lesdes eram causadas pelo Mycobacterium

bovis (KUMMENEJE; FODSTAD, 1976).
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Em virtude das diversas doengas que acometem o sistema respiratério e que
podem ser confundidas com a tuberculose em ovinos, deve-se realizar o diagndstico
diferencial com varias enfermidades, destacando-se: pneumonia supurativa crénica;
verminose pulmonar, broncopneumonias, pasteureloses, linfoadenite caseosa
(Corynebacterium pseudotuberculosis), lesées faringeanas resultantes de traumas,
linfossarcoma, raiva, botulismo, actinobacilose, faringite necroética e edema (HIEPE,
1972; PUGH, 2005; RADOSTITIS et al., 2002; SMITH, 2006).

Como ja mencionado, das enfermidades que acometem os ovinos, destaca-se
a linfoadenite caseosa causada por Corynebacterium pseudotuberculosis, que é
considerada uma doenga infecto-contagiosa crbnica que acomete o0s ovinos e
caprinos, sendo considerada de grande importancia nos rebanhos (BAIRD; SYNGE;
DERCKSEN, 2004; COSTA, 2002;). A doenga € caracterizada pela presenca de
abscessos com pus organizado principalmente localizado nos linfonodos superficiais
(LANGENEGGER; LANGENEGGER; SCHERER, 1991; LANGENEGGER,;
LANGENEGGER, 1989; PATON et al., 2002). Essa doenga pode ser facilmente
confundida com a tuberculose, devido a semelhanga dos sintomas e das lesdes em
linfonodos (PUGH, 2005), ndo havendo informagbes precisas sobre a resposta
cruzada de animais com linfoadenite caseosa quando submetidos a tuberculinizagéo
(LANGENEGGER; LANGENEGGER; SCHERER, 1991; LANGENEGGER,;

LANGENEGGER, 1989; LANGENEGGER; LANGENEGGER; COSTA, 1987).

2.6 CONTROLE E PROFILAXIA
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A tuberculose € uma enfermidade de notificagdo obrigatéria, que pode ocorrer
nos rebanhos de ovinos, necessitando, portanto de medidas sanitarias para seu
controle neste tipo de criagdo. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), através do PNCEBT, recomenda para o controle da
tuberculose dos bovinos e bubalinos o diagndstico utilizando o teste de tuberculina e
o abate de animais reativos a essa prova (LIEBANA et al., 1998; LILENBAUM, 2000;
MAPA, 2004). Nos Programas Estadual (PESCO) e Nacional de Sanidade de
Caprinos e Ovinos (PNSCO), ainda ndo existem recomendacdes especificamente
direcionadas a tuberculose em pequenos ruminantes (MAPA, 2004; PGESP, 2006),
todavia especialistas no assunto recomendam que 0s ovinos devam ser submetidos
a medidas semelhantes aquelas dos bovinos quando suspeitos de tuberculose
(ALLEN, 1988; BARTON; ACLAND, 1973; HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT, 1982;
MARSH, 1965; PUGH, 2005).

No Brasil, conforme o Decreto n® 45781 de 27 de abril de 2001, a defesa
sanitaria prioriza medidas de controle, prevencao e erradicagcdo, recomendando o
sacrificio de qualquer animal que apresente doenga de notificagcdo compulséria
(PGESP, 2006). Este Decreto atua na fiscalizagdo sanitaria junto aos frigorificos,
contando com meédicos veterinarios credenciados na avaliagdo das carcagas,
certificando a qualidade das mesmas.

Barton e Acland (1973) e Allen (1988) acreditavam que uma rigorosa
verificacdo das carcagas condenadas junto aos frigorificos representaria uma forma
de estimar a prevaléncia da tuberculose nos diferentes paises.

Nos EUA e Inglaterra, paises em que existe legislacdo especifica para o
controle da tuberculose ovina, Jensen e Swift (1982) e Pugh (2005) recomendavam

que os ovinocultores submetessem os rebanhos ovinos ao teste tuberculinico
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periodico, a fim de identificar casos de tuberculose nas criagées. Os animais reativos
a prova de tuberculina deveriam ser separados e sacrificados, e o material colhido
das lesbes apresentadas ser enviado para analises histopatoldgicas e
bacteriologicas (JENSEN; SWIFT, 1982; PUGH, 2005).

Nas propriedades criatérias de ovinos devem ser estabelecidos métodos de
desinfeccao, de controle de transito de animais, de quarentena para animais recém
adquiridos, além do controle de reservatérios e notificacdo de novos casos de
animais infectados pelo agente da tuberculose (PUGH, 2005).

Jensen e Swift (1982), Ferreira Neto e Bernardi (1997) e Lilenbaum (2000)
destacam que nos EUA, o modelo de controle da tuberculose nos bovinos utiliza
como base o alergoteste tuberculinico e o abate de animais reativos. Nas
propriedades de bovinos onde sdo realizados os testes de tuberculina, aqueles
positivos a prova sao separados e colocados sob quarentena. Apos esse periodo
sdao submetidos a um novo teste e caso persista a positividade devem ser
sacrificados. Essa medida reforga o grande sucesso na erradicagéo e/ou controle da
enfermidade nesse pais com o modelo retro-descrito (FERREIRA NETO;
BERNARDI, 1997; KANTOR; RITACCO, 1994; LILENBAUM, 2000; SMITH, 2006).

Nos ovinos a medida de controle da tuberculose adotada nos abatedouros era
a identificacao de carcacas que apresentassem lesdes tuberculosas, determinando a
condenacao das mesmas (HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT, 1982; MARSH, 1965).

A incidéncia da enfermidade na espécie ovina ainda hoje é considerada baixa,
apesar dos relatos da doenca no decorrer dos anos (CORDES et al.,, 1981;
DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981; HARSHFIELD; RODERICK; HAWN, 1937;

JENSEN; SWIFT, 1982; ROBINSON, 1955).
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No caso de coabitacdo de ovinos com aves, estas também deverdo ser
submetidas ao controle da tuberculose, devido a susceptibilidade destes pequenos
ruminantes a infeccdo causada pelo M. avium (JENSEN; SWIFT, 1982; MARSH,
1965). Dentre as medidas com recém-nascidos, recomendava-se que 0s cordeiros
deveriam ser alimentados com leite oriundo de cabras leiteiras ou vacas que fossem
livres da tuberculose (HIEPE, 1972).

A erradicacdo da tuberculose nos ovinos deve ser realizada, pois é
reconhecido que esses pequenos ruminantes podem se infectar, adoecer e transmitir
a enfermidade para outros animais e para o homem, sendo necessario para o
estabelecimento de programas de controle que sejam abolidos os conceitos pré-
estabelecidos sobre a resisténcia dos ovinos a infeccdo causada pelo
Mycobacterium bovis (JENSEN; SWIFT, 1982). Hiepe (1972) e Jensen e Swift
(1982) preconizavam que para o diagnostico da tuberculose em ovinos era
necessario a realizagdo do exame fisico e do teste tuberculinico.

Os ovinos reativos a prova tuberculinica devem ser retirados das pastagens,
separados dos demais animais e dependendo das normas governamentais 0s
reativos devem ser mantidos sob quarentena para a realizagdo de um novo teste
tuberculinico (PUGH, 2005). Assim sendo, as propriedades para serem
consideradas livres da tuberculose deveriam submeter seus rebanhos ao teste de
tuberculina de 6 em 6 meses para minimizar a disseminagao da doenga (JENSEN;
SWIFT, 1982). Os rebanhos ovinos que apresentarem resultados negativos ao teste
de tuberculina em dois exames anuais consecutivos sdo considerados livres da

tuberculose (PUGH, 2005).
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2.7 TESTE TUBERCULINICO

2.7.1 Tuberculinas

Koch (1932) em seus estudos isolou o bacilo da tuberculose, considerando-o
responsavel pela tuberculose humana. Dando continuidade as suas pesquisas isolou
0 agente também de animais. Em 1890, a partir do agente isolado, Koch produziu a
tuberculina apostando inicialmente em seu poder curativo. Posteriormente,
reconheceu a possibilidade de ser aplicada em testes para o diagnéstico da
tuberculose nos seres humanos demonstrando a resposta de hipersensibilidade
tardia, surgindo assim, o teste tuberculinico (MONAGHAN et al., 1994; PRITCHARD,
1988). A seguir a tuberculina passou também a ser utilizada para diagnosticar a
tuberculose em animais ruminantes (MAPA, 2004; ROXO, 1996; ROXO et al., 1998;
SILVA, 2004).

Tuberculina € o0 nome dado aos extratos de Mycobacterium tuberculosis, M.
bovis ou M. avium utilizados no teste tuberculinico (FERRI; CALICH; VAZ, 1977;
TIZARD, 2000). No decorrer do tempo as preparacdes das tuberculinas sofreram
alteracées na maneira de serem produzidas. Inicialmente, era a tuberculina “Old
tuberculin” (O. T.), apresentada nos moldes originais desenvolvidos por Koch, a qual

apresentava variagdes entre as partidas produzidas. Na tentativa de melhorar a
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qualidade da tuberculina e corrigir esta limitagdo desenvolveu-se a tuberculina “Heat
concentrated sintetic medium” (HCSM) ou tuberculina preparada em meio sintético e
concentrada pelo calor. Posteriormente, as melhorias na técnica de producédo e
purificacdo, permitiram a elaboracdo da tuberculina mais padronizada chamada
“purified protein derivate” (PPD) utilizada até hoje (FERRI; CALICH; VAZ, 1977;
MONAGHAN et al., 1994; WHO, 2006; SAHOO, 1951). O Derivado protéico
purificado (purified protein derivate - PPD) é considerado como puro, porém na
verdade é constituido por uma mistura complexa de proteinas, lipideos, aglcares e
acidos nucléicos, incluindo uma variedade de antigenos. O PPD bovino tem origem
do Mycobacterium bovis (AN5) e o aviario oriundo do Mycobacterium avium (D4)

(MONANGHAN et al., 1994; SAHOOQO, 1951).

2.7.2 Reacao Tuberculinica

O teste tuberculinico vem sendo empregado para o diagnéstico da
tuberculose nos bovinos ha varias décadas, desde os primérdios de sua descoberta
(MONANGHAN et al., 1994). A prova da tuberculina avalia a intensidade da resposta
de hipersensibilidade tardia (tipo 1V), que desencadeia uma resposta inflamatéria
especifica mediada por célula (linfécitos T) no local da injecao intradérmica de
tuberculina, em animal sensibilizado contra antigenos protéicos originados de
micobactérias (FERRI; CALICH; VAZ, 1977; MONAGHAN et al., 1994; THOEN,
1988; TIZARD, 2000).

No local da injecdo intradérmica, os animais infectados ou sensibilizados

apresentam uma reacgdo caracterizada pela formacdo de papulas rodeada por
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eritema e edema de consisténcia firme, diferente do observado em animais sadios.
O processo inflamatério local tem inicio no periodo de 12 a 24 horas, atingindo
intensidade méaxima de 24 a 72 horas, podendo ocorrer destruicdo tecidual e
necrose nas reagdes severas. A reacao tuberculinica é uma resposta inflamatéria
mediada por células. Ao ocorrer a infeccao pelo Mycobacterium, essas bactérias sao
fagocitadas e apresentadas aos linfécitos-T, gerando células de memoria que
permanecem ativas por varios anos (FERRI; CALICH; VAZ, 1977; MONAGHAN et
al., 1994; TIZARD, 2000).

Os estudos histolégicos da reagdo tuberculinica, nos bovinos tem
demonstrado que no inicio da reagdo as células predominantes sdo neutrofilos e
linfocitos T, porém com a progressao da reagdo, entre 48 e 72 horas, encontra-se
predominantemente células mononucleares (DOHERTY et al., 1996; FELDMAN;
FITCH, 1937). Roxo (1996), em seu estudo com bubalinos demonstrou que apés 72
horas da injecao intradérmica da tuberculina, observava-se um intenso infiltrado
celular predominantemente mononuclear. Silva (2004), trabalhando com caprinos

também observou infiltrado celular com as mesmas caracteristicas.

2.7.3 Testes de Tuberculina Utilizados

Antigamente eram utilizadas outras provas para o diagnéstico da tuberculose,
incluidas entre elas os testes térmicos intravenoso e subcutaneo, indicando resposta
positiva quando os animais submetidos a aplicacdo apresentavam elevacado de
temperatura acima de 40°C no intervalo de 4 a 8 horas pés-inje¢cédo (SMITH, 2006).

Outra prova utilizada para bovinos era o teste de Stormont, que usava o PPD
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mamifero de forma diferenciada. O teste era realizado por meio da aplicacao
intradérmica repetida duas vezes no mesmo local, com intervalo de sete dias. A
resposta era avaliada 24 horas apds a segunda inje¢cdo considerando o animal
positivo quando a espessura da pele apresentasse um aumento superior a 5mm
(RADOSTITIS et al., 2002; SMITH, 2006).

Nos EUA, o teste tuberculinico é realizado somente por médicos veterinarios
credenciados e autorizados. A prova é realizada na regido da prega ano-caudal, com
leitura da reacdo as 72 horas apo6s a injecao. Outra prova realizada é o teste cervical
comparativo na realizagdo do qual injeta-se o PPD aviario e PPD bovino
simultaneamente, em dois pontos da pele da regido cervical. A leitura da reagéo é
realizada apds 72 horas do momento da inje¢do, verificando-se a diferenca da
medida de espessura da pele obtida no momento imediatamente antes da injecao do
PPD e aquela obtida na leitura apés 72 horas (SMITH, 2006; SUTHER; FRANTI;
PAGE, 1974).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT), recomenda para bovinos e bubalinos, a utilizagdo de dois
testes tuberculinicos. O teste intradérmico simples que é realizado com o uso do
PPD bovino e o teste cervical comparativo (duplo comparado). O teste intradérmico
simples pode ser efetuado em duas regides corpdreas distintas, ou seja, na regiao
cervical (tabua do pescogo) ou na prega ano-caudal. No local escolhido injeta-se 0,1
mL de PPD bovino, via intradérmica, respectivamente no terco médio do pescoco ou
seis centimetros da base da cauda. No caso do teste realizado na regido cervical, a
leitura é realizada através da diferenca da espessura da pele medida no momento
antes da injecdo e as 72 horas (x 6 horas) apds. O teste cervical comparativo é

recomendado pelo PNCEBT, a semelhanca do teste utilizado nos EUA,
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preconizando a injecdo do PPD avidrio cranialmente e a do PPD bovino
caudalmente, em pontos distintos entre si de 15 cm, simultaneamente, na regiao
cervical (GONZALEZ LLAMAZARE et al., 1999; LESSLIE; HEBERTY, 1975; MAPA,
2004; MONAGHAN et al., 1994; SMITH, 2006).

O teste intradérmico simples, na regido cervical ou na ano-caudal quando
analisados para bovinos apresentam, respectivamente, uma sensibilidade de 83,3%
e uma especificidade de 79%, e sensibilidade de 50% e especificidade de 94%
(RAGASSA; AMENI, 2001).

O teste duplo comparado é utilizado para diferenciar respostas inespecificas,
que podem ocorrer em animais infectados por M. paratuberculosis, M. avium e
Nocadia ssp (LILENBAUM, 2000; MONAGHAN et al., 1994). As tuberculinas, aviaria
e bovina, sdo injetadas e as reagdes lidas conforme o teste intradérmico simples na
regiao cervical (MAPA, 2004).

O teste tuberculinico pode determinar reacdo com sensibilidade e aumento
local que persistem por aproximadamente 12 dias, ocorrendo apds esse periodo
uma hipossensibilizacdo generalizada. Desta maneira as repeticbes dos testes
poderiam ser realizadas dentro de uma janela de 12 dias (SMITH, 2006).

O teste tuberculinico também ¢é utilizado na espécie ovina para o diagnostico
da tuberculose (CORDES et al., 1981; HIEPE, 1972), seguindo-se recomendacoes
similares aquelas dos bovinos para realizacao e interpretacao do resultado do teste,
entretanto, alguns autores destacam a possibilidade de sua realizacdo na pele da
face interna do membro posterior, acreditando que se obtenha uma melhor resposta
para a prova (CORDES et al., 1981; DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981;

JENSEN; SWIFT, 1982). Cordes et al. (1981), realizando o teste de tuberculina no
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membro posterior de ovinos encontraram uma sensibilidade de 81,6% e
especificidade de 99,6%.

Em alguns paises, nas propriedades dedicadas a ovinocultura o teste de
tuberculina sé era realizado para determinar o valor de venda dos ovinos. A prova
era efetuada no membro posterior e a medicéo feita com o auxilio de um compasso
especial, as 72 e as 96 horas. Cordes et al. (1981) consideravam que 0s ovinos que
apresentassem um aumento de pele superior a 2mm eram positivos a prova. Malone
et al. (2003) utilizando padrdes de bovinos em espécimes ovinos interpretavam um
animal como positivo ao teste de tuberculina quando o aumento da espessura da
pele fosse superior a 5mm. Recomendava-se em concomitancia, quando os animais
eram positivos ao teste tuberculinico, que fossem submetidos a necropsia (CORDES
et al., 1981; MALONE et al., 2003).

Na Nova Zelandia os diagnésticos dos casos de tuberculose em ovinos
ocorriam de forma ocasional, apresentando-se geralmente com lesdes localizadas e
evolugao crénica da doenga. Nesta época, os ovinos foram submetidos a testes com
tuberculina sintética produzida com o M. tuberculosis; os testes foram efetuados na
pele da parte interna do membro posterior injetando-se 0,1ml da suspenséo
tuberculinica, sendo a leitura realizada 72 horas apoés inje¢do, com a observagao do
aumento de volume no local da aplicacdo. Devido a falta de padrdes para analise da
resposta tuberculinica, considerava-se qualquer tipo de inflamagcdo como sinal de
animal reativo ao agente da enfermidade (DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981).

Hiepe (1972), observou que a regidao ano-caudal, em ovinos, apresentava-se
mais sensivel e reativa a tuberculina do que a regido cervical, pois as reacdes

tuberculinicas foram de uma a duas vezes maior que aquelas da regiéo cervical.
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Nos testes tuberculinicos podem ocorrer reagdes falso-negativas decorrentes
de casos avangados de tuberculose, infeccdo recente, animais pré e pos parto,
animais idosos ou desnutridos, além de variagcdo da dose de tuberculina com o uso
de seringas multidosificadoras, ou de simultdnea utilizacdo de drogas
imunossupressoras. Os animais recém-infectados podem apresentar uma resposta
entre 30 e 50 dias apos a infeccdo. Contudo, 0os animais que se apresentam em
estagios avancados da doenca, podem manifestar anergia que é a auséncia de
reacdo de hipersensibilidade tardia ao teste cutdneo (MONAGHAN et al., 1994;
RADOSTITIS et al., 2002; SMITH, 2006; SUTHER; FRANTI; PAGE, 1974).

A reagéao falso-positivo pode ocorrer com infec¢des causadas pelo M. avium,
Doenca de Johne’s (M. paratuberculosis), M. tuberculosis e outros agentes como o
Nocardia spp (BUDDLE et al., 2003; DUFFIELD; NORTON; STREETEN, 1985;
SMITH, 2006; SUTHER; FRANTI; PAGE, 1974).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram selecionados 30 ovinos adultos que se apresentavam higidos a
avaliacao clinica (PUGH, 2005; SMITH; SHERMAN, 1994) e com resposta negativa
ao teste tuberculinico cervical comparativo (conforme o critério utilizado para os
bovinos) (MAPA, 2004). Destes ovinos, oito eram oriundos do setor experimental da
Clinica de bovinos e pequenos ruminantes do Departamento de Clinica Médica,
Campus da capital /SP, e vinte e dois originarios do Departamento de Reprodugéo
Animal, ambos da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade

de Sao Paulo.

3.2 EXAME FiSICO

Para a selecdo e inclusdao dos ovinos nos grupos experimentais, durante a
sensibilizacdo e o periodo de avaliagdo da prova tuberculinica (as 0h, 12hs, 24hs,
48hs, 72hs e 96hs), todos os animais foram submetidos ao exame fisico (SMITH;
SHERMAN, 1994; PUGH, 2005), através da avaliacao do estado geral, das mucosas
aparentes e da monitoracdo das funcgdes vitais (freqiéncias dos movimentos

respiratérios, dos batimentos cardiacos e dos movimentos ruminais, e temperatura
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corporal). O objetivo destas avaliagbes foi o de garantir a higidez dos ovinos
utiizados e observar indicios de possiveis reagbes adversas decorrentes da

sensibilizag&o ou da tuberculinizagao.

3.3 TESTE TUBERCULINICO SEGUNDO O PLANO NACIONAL DE CONTROLE E

ERRADICACAO DA BRUCELOSE E TUBERCULOSE (PNCEBT)

Neste experimento para a avaliacdo e triagem inicial dos ovinos foram
utilizados os valores padrdes do teste tuberculinico, teste cervical comparativo
(TCC), estabelecidos no Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose

e Tuberculose. Estes valores estdo sumarizados no quadro 1.

Teste cervical Diferenca Resultado em relacao a
comparativo (reacao) AB - AA (mm) tuberculose
AB< 2,00 - NEGATIVO
AB< AA <0 NEGATIVO
AB > AA 0,00 A 1,90 NEGATIVO
AB > AA 2,00 A 3,90 INCONCLUSIVO
AB > AA > 4,00 POSITIVO

Quadro 1 - Valores de referéncia do teste cervical comparativo utilizados pelo
PNCEBT, para o controle da tuberculose em bovinos e bubalinos

(MAPA, 2004)
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3.4 SENSIBILIZANTES

Os inéculos sensibilizantes padroes (partida 001/02) foram preparados pelo
Laboratério de Referéncia Animal, do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento - LARA-MAPA, Pedro Leopoldo, Minas Gerais, consistindo em uma
suspensao de M. avium estirpe D4 e uma suspensao de M. bovis estirpe ANS,
preparadas segundo as recomendacdes do Centro Panamericano de Zoonoses

(CPZ, 1980).

3.5 SENSIBILIZACAO

Apoés 45 dias do teste tuberculinico negativo utilizado para a triagem inicial, os
animais foram sensibilizados com a aplicagdo via intramuscular dos indculos
padrdes. A distribuicdo destes 30 ovinos foi feita em: um grupo A, que recebeu uma
injecdo intramuscular, contendo 0,5 mL de uma suspensdo oleosa de M. avium
estirpe D4; um grupo B, que recebeu 0,5 mL de uma suspensao oleosa de M. bovis
estirpe AN5 e um grupo C (controle), que recebeu 0,5 mL de solucao fisioldgica,
sendo cada grupo constituido por 10 animais cujas caracteristicas estao descritas no

quadro 2.
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NUMERO GRUPO SEXO RACA IDADE
01 A F LANADA ADULTO
06 A F MESTICA ADULTO
09 A F MESTICA ADULTO
10 A F SANTA INES ADULTO
12 A F SANTA INES JOVEM
19 A M SANTA INES ADULTO
20 A M SANTA INES ADULTO
21 A M MESTICA ADULTO
22 A M SANTA INES ADULTO
32 A F SANTA INES ADULTO
02 B F LANADA ADULTO
04 B F SANTA INES ADULTO
07 B F SANTA INES ADULTO
11 B F SANTA INES ADULTO
13 B M SANTA INES JOVEM
14 B M LANADA ADULTO
16 B M LANADA ADULTO
24 B M SANTA INES ADULTO
29 B F SANTA INES ADULTO
31 B F SANTA INES ADULTO
03 C F LANADA ADULTO
05 C F SANTA INES ADULTO
08 C F MESTICA ADULTO
15 C M SANTA INES ADULTO
17 C M MESTICA ADULTO
18 C M LANADA ADULTO
23 C M SANTA INES ADULTO
25 C M SANTA INES ADULTO
26 C F SANTA INES ADULTO
27 C F SANTA INES ADULTO

Quadro 2 - Ovinos submetidos ao teste cervical comparativo para o diagnéstico da

tuberculose, conforme o numero de identificacdo do animal, o grupo
experimental a que pertenciam (A — sensibilizado por M. avium; B —
sensibilizado por M. bovis e C — controle, ndo sensibilizado), o sexo (M
— masculino e F — feminino), a raga e a idade - Sao Paulo - 2006

3.6 TUBERCULINIZACAO

Passados 35 dias da sensibilizagdo, realizou-se o teste tuberculinico cervical

comparativo

PPD bovino

, injetando-se 0,1 mL de PPD aviario (tuberculina aviaria) e 0,1 mL de

(tuberculina bovina), intradermicamente, apds a tricotomia, na regiao
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cervical, a uma distancia de 7 cm entre os locais de aplicagdo, sendo o PPD aviéario
injetado cranialmente e o PPD bovino caudalmente. A medida da espessura da pele
foi realizada com uso de cutimetro', no momento imediatamente anterior ao da
aplicacao da tuberculina 0 (zero) hora, as 12, 24, 48, 72, e 96 horas ap0s a injecao
da tuberculina.

Foram utilizados PPD aviario contendo 0,5 mg / mL e PPD bovino contendo
1 mg/mL de tubérculo-proteinas, respectivamente, produzidos pelo Laboratério de
Referéncia Animal, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em Minas
Gerais- LARA-MAPA. Estes produtos pertenciam a partida 001/02, estando dentro

do prazo de validade estipulado pelo fabricante.

3.7 AMOSTRAS DE PELE

Para a avaliagdo histolégica do local em que se provocou a reacao
tuberculinica, foram colhidas amostras de pele, com uso de “punch®” de 3,0 mm de
didmetro, em cinco animais do grupo A, cinco do B e quatro do grupo C, as 96 horas
apoés injecao do PPD aviario e bovino. No entanto, para o controle, no momento
antes da aplicacao, foram retiradas amostras de pele somente dos animais do Grupo

C, com o intuito de demonstrar-se o aspecto histolégico normal da pele.

' Produzido pela HAUPTNER.
* BD- Becton, Dickinson Industrias Cirtrgicas Ltda.
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3.8 ANALISE HISTOLOGICA

Para exame histopatolégico, os fragmentos de pele foram colhidos e logo em
seguida fixados em formol a 10 % tamponado, incluidos em blocos de parafina e
cortados em micrétomo comum com 5 micrdmetro de espessura. A coloragcéao
obedeceu a metodologia da Hematoxilina-Eosina. A andlise dos cortes histoldgicos
foi realizada em Foto-microscépio de luz comum, marca Olympus e fotografados

com camera digital.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no estudo foram testados, inicialmente, quanto a sua
distribuicdo normal utilizando-se, para tanto, o teste de Kolmogorov — Smirnov. As
variaveis estudadas foram descritas por meio das respectivas medidas de tendéncia
central: médias e desvios — padréo (SAMPAIO, 1998).

Objetivando-se avaliar o efeito dos tempos de leitura (intragrupo), assim como
dos tratamentos propostos (intergrupo), os dados foram submetidos inicialmente a
analise de variancia pelo teste F (ANOVA) e, quando significativa, realizou-se
contraste entre médias pelo teste de Duncan, considerando-se o nivel de
significancia de 5% (SAMPAIO, 1998). Os dados foram tabulados e processados em

programa estatistico SAS — Statistical Analisys Sistem (SAS, 2000).
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Estabeleceram-se, também, os intervalos de confianga (95%) superior e
inferior para o tempo de 72 horas da leitura, em cada tratamento (SAMPAIO, 1998),
para avaliar as respostas homélogas, heterdlogas e reacées mecanicas. Foi utilizado
o programa estatistico Graphpad Instat (GRAPHPAD SOFTWARE, 1998) para a

obtencéo destes intervalos.
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