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RESUMO

Esta pesquisa visou estabelecer valores de referéncia para a interpretacdo da reacdo
tuberculinica em ovinos experimentalmente inoculados com cepas padrfes de Mycobacterium
bovis AN, e Mycobacterium aviumD,, além de avaliar possiveis reagdes clinicas provocadas pela
resposta imuno-alérgica intradérmica a tuberculina. Utilizou-se 30 ovinos, distribuidos por 3
grupos de 10 animais cada, a saber: A - sensibilizados M. avium; B - sensibilizados M. bovis e C
—ndao sensibilizado (controle) — que receberam injecéo de solucdo fisiolégica. Apos 45 dias da
sensibilizacdo, realizou-se o Teste Cervical Comparativo (TCC) com reacdo medida pela
variagdo da espessura da pele com cutimetro de mola, nos seguintes momentos: antes da
aplicacdo das tuberculinas (PPDs -derivado protéico purificado), 12h, 24h, 48h, 72h e 96h apds
a aplicacdo. Em relacdo a reacdo ao PPD bovino, no Teste Cervical Simples (TCS), lido as 72h
(+ 6 horas) p6s-tuberculinizagéo (p. t.), considerou-se uma reagédo positiva, quando o aumento
da espessura da pele foi igual ou maior que 2,40 mm; como inconclusiva, com aumento entre
1,00 e 2,40 mm, e como reacgdo negativa, aumentos da espessura da pele inferiores a 1 mm. A
analise dos resultados da leitura do TCC, realizada as 72h p. t., permitiu concluir que o animal
podera ser considerado com resposta: positiva, quando a rea¢gdo ao PPD bovino superar aquela
ao aviario em pelo menos 2 mm; inconclusiva, quando a rea¢do ao PPD bovino for maior que
aquelaaoaviario,comdiferencaentre 1e 1,90 mm, e negativa quando areagéo bovinafor menor
que a aviaria ou maior em até 0,90 mm. Estes valores obtidos parao TCS e TCC sdo propostos
como padrédo de interpretagdo desses testes em ovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Tuberculose, diagndstico, Teste Cervical Comparativo, Teste Cervical
Simples, ovinos.

ABSTRACT

TUBERCULIN TEST IN EXPERIMENTALLY SENSITIZED SHEEP (OVIS ARIES). This study
aimed to establish the reference values for the interpretation of the skin test in sheep
experimentally inoculated with standard strains of Mycobacterium bovis AN, and Mycobacterium
aviumD,, and evaluated the clinical manifestations induced by the intradermicimmune-allergic
response to tuberculin. Thirty healthy sheep were separated in three groups: A) sensitized with
M. avium, n = 10; B) sensitized with M. bovis, n = 10; and C) control, n = 10, which were injected
with saline solution. After 45 days of inoculation, the Comparative Cervical Test (CCT) was
evaluated by the variation of dermal thickness measured by skinfold calipers carried out at the
following moments: before the administration of tuberculin (PPD - purified protein derivative)
and at 12, 48, 72 and 96 hours after PPD inoculation. In regard to the bovine PPD, the Single
Cervical Test (SCT), observed at 72 hours (+ 6 hours) post-tuberculinization (p.t.) the response
was considered as: positive, when skinfold thickness was equal or greater than 2.40 mm;
inconclusive, when skinfold thickness was between 1 and 2.40 mm; and negative, when skinfold
thickness was lower than 1 mm. Analyses of the results of the CCT performed at 72 hr p.t.
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indicated that the animal would be considered as: positive, when the bovine PPD response was
greater than the avian by at least 2.00 mm; inconclusive, when the PPD bovine reaction was
greater than the avian variation by between 1 and 1.90mm, and negative, when the response to
the bovine PPD was less than the avian or greater by up to 0.90 mm. These values obtained for
SCT and CCT are proposed as reference values for tests in sheep.

KEY WORDS: Tuberculosis, diagnostic, Comparative Cervical Tests, Single Cervical Test, sheep.

INTRODUCAO

A tuberculose foi considerada por muito tempo
rara nos ovinos, acreditando-se na resisténcia natu-
ral dessa espécie a infeccdo causada pelo
Mycobacterium ssp. (BArRTON; AcLAND, 1973; CoRrpEs et
al., 1981; Craic; Davies, 1938; CreecH, 1940; Hiepe,
1972; Luke, 1958; RaposTiTs et al., 2002; THoEN, 1988).
Este fato pode ser atribuido a diversos fatores, sendo
um deles o sistema de manejo ao qual as diferentes
espécies de ruminantes estdo submetidas (GrIFFITH,
1928; JENsEN; SwiFT, 1982). Os ovinos podem adquirir
aenfermidade quandoem contatocomanimais doen-
tes, sejam eles bovinos, bubalinos, caprinos ou ani-
mais silvestres (ALLEN, 1988; Davipson et al.,1981;
FouLErTON, 1902; M’FADYEAN, 1902).

A tuberculose ovina, quanto aos agentes causais
e sua patogenicidade, a forma clinica de apresenta-
cdo, freqUéncia, aspectos epidemioldgicos e
zoondéticos, apresenta uma grande semelhancga a tu-
berculose bovina Hiere, 1972; ENseN; Swirt, 1982;
MaLoNE etal., 2003; M arsH, 1965). Ha relatos da ocor-
réncia da enfermidade em ovinos em paises como
EUA, Inglaterra, Nova Zelandia, Africa, Irlanda, Ale-
manha e Brasil, sendo o diagndstico da tuberculose
realizado peloachado de lesBes tipicasem necropsias
ou analises histopatoldgicas, isolamento bacteriol6-
gico, em levantamentos da doen¢a em inspec¢éo nos
abatedourose por meio do teste tuberculinico (BARTON;
AcLAND, 1973; Benest, et al., 2006; Coroes et al., 1981;
Craic; Davies, 1938; CreecH, 1940; D avipson et al., 1981 ;
Luke, 1958; MaRrsH, 1965; M’FabYeaN, 1902; MuRrPHY,
1935; WHITTY; DEMPSEY, 1974).

A pecuaria destinada a criacdo de ovinos vem se
expandindo ha muito tempo e diversificando a sua
exploragdo. Emcondicdescriatorias brasileiras, anti-
gamente o0s ovinos eram utilizados apenas para a
subsisténcia familiar, particularmente para produ-
¢do de 1a e carne (BriTo, 2004). Com a evolugdo da
selecdo genética e o desenvolvimento tecnolégico
percebeu-se que esta espécie poderia ser uma fonte
valiosaderenda, ndosé pelacomercializagédo de seus
produtos tradicionais, mas também pela venda do
leite e seus subprodutos (Bencini; PuLiNa, 1997; BriTo
etal., 2006; PeeTers et al., 1992).

Para o controle e erradicacao da tuberculose ani-
mal, deveriadestacar-se ndoséosbovinosebubalinos,
mas também a importancia da realizagcdo do teste
tuberculinico em outras espécies animais de produ-

¢do, como caprinos e ovinos, além dos ruminantes
silvestres, pois estes espécimes poderiam atuar como
fonte de infecgdo datuberculose paraosbovinos. Esta
acao evitaria também que seres humanos, consumi-
dores de seus produtos e subprodutos, fossem afeta-
dos pela enfermidade (AnTUNEs et al., 2002).

A legislagdo nacional pertinente ao Programa
Nacional de Sanidade de Caprinose Ovinos (PNSCO)
ainda nao esta concluida para implantagdo, mas ja
existe, por parte dos técnicos da area e criadores, a
solicitacdo de que a tuberculose seja inserida no pro-
grama (BrasiL, 2004b). Em qualquer situacgao ressalta-
ria a necessidade de se determinar os valores de
referénciaparaoteste de tuberculinaemovinoscomo
ferramenta de programa especifico para combate e
erradicacao datuberculose nessaespécie animal (Bra-
siL, 2004a).

Diante da precariedade de dados nacionais sobre
adoencaem ovinos, daimportanciado temae aneces-
sidade de aprofundamento das técnicas de diagnésti-
co pertinente ao seu combate e erradicacao, este traba-
Ihofoidelineado paraavaliararespostaimuno-alérgi-
ca cuténea a tuberculina em ovinos (Ovis aries).

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se 30 ovinos adultos clinicamente sadi-
0s, negativos ao Teste Cervical Comparativo (TCC),
executado segundo as normas adotadas, no Brasil,
para as espécies bovina e bubalina (BrasiL, 2004a).

Aos 45 dias do teste tuberculinico de triagem
inicial, os ovinos foram distribuidos de forma homo-
génea, deacordocom peso e 0 sexo por 3grupos, cada
umcomdez animais, einoculados viaintramuscular
com 0,5 mL dos in6culos sensibilizantes com a con-
centracdo de 4mg/mL de suspensdo de M. avium
amostra D, morta pelo calor e em veiculo oleoso (no
grupo A) e suspenséo de M. bovisamostra AN, morta
pelo calor e em veiculo oleoso (no grupo B). O grupo
controle(C), ndo sensibilizado, recebeu 0,5 mL de
solucao fisiol6gica. Os indculos sensibilizantes pa-
drdes (partida 001/02) foram preparados pelo Labo-
ratorio de Referéncia Animal, do Ministério da Agri-
cultura, Pecuéria e Abastecimento - LARA- MAPA,
Pedro Leopoldo, Minas Gerais, preparados segundo
as recomendacdes do Centro Panamericano de
Zoonoses (CPZ, 1980). Decorridos 35 dias pos-
sensibilizagdo, efetuou-se o Teste de Tuberculina
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Cervical comparativoemtodososanimais, injetando-
se0,1 mL detuberculinaaviaria(0,5mg/mL)e0,1mL
de tuberculina bovina (1 mg/mL). A tuberculina
aviaria foi injetada cranialmente e a bovina
caudalmente, na regido cervical (tabua do pescoco),
em dois pontos distantes entre siem=+7 cm, utilizan-
do-se seringas tuberculinicas descartaveis calibra-
das. A espessura da dobra da pele foi medida com
cutimetrode mola*, nomomentoimediatamente ante-
rior aaplicacdo das tuberculinas e decorridas 12, 24,
48, 72 e 96h pos tuberculizancdo (p.t.).

Quanto a sua distribuicdo normal, os resultados
obtidos foram analisados utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov; quanto aanélise de variancia,
oteste F (ANOVA) g, quando esta anélise foi significa-
tiva, realizou-se umcontrasteentre médias pelotestede
Duncan. O nivel designificAnciaadotado foi de 5%. Os
intervalos de confianca (95%) das mensuracfes das
espessuras de pele, realizadas as 12, 24, 48, 72 e 96h,
foram calculados e comparados entre si (Savpai0,1998),
para avaliar as respostas homaologas, heterélogas e
reacdes mecanicas. Utilizou-se o programa estatistico
Graphpad Instat para a obtencéo destes intervalos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o experimento, os ovinos ndo apresenta-
ram alterac¢es clinicas notaveis no estado geral, com
as funcg@es vitais (freqliénciarespiratoria, batimentos
cardiacos, movimentos ruminais e temperatura) per-
manecendo dentro dos limites fisiolégicos de varia-
¢do paraaespécie ovina (PucH, 2005). Essas observa-
¢bes concordaram com a descrigdo da reacdo a
tuberculina como sendo caracterizada por uma res-
posta inflamatéria no local de aplicacéo, estimulan-
doumareacado de hipersensibilidade tardia (tipo 1V),
geralmente sem manifestagdes sistémicas (TizarD,
2002), além de reproduzirem os resultados obtidos
por SiLvaet al. (2006) em caprinos.

Os resultados do TCC em ovinos sensibilizados
experimentalmente estdo demonstrados na Tabela 1.
AsreagdestuberculinicasobtidascomousodosPPDs
bovino e aviario permitiram adistingéo entre reacdes
homologas e heterdlogas (SiLvacet al., 2006).

Areacdotuberculinicamedidaatravés doaumento
da espessura de pele atingiu maior magnitude as 48h
apo6sainjecdodo PPD (Figs. 1 e 2); ndo havendo porém
diferenca estatistica em relacdo a observada as 72h (£
6h) (Tabela 1). A evolugdo da intensidade da reacdo
esta em concordancia com as afirmacdes de Tizarp
(2002), que destacam que os animais infectados por M.
bovisapresentamumarespostainflamatériaque pode-
ria atingir maior magnitude entre 24 a 72h ap6s o

desencadeamento. De forma diversa, SaHoo (1951) e
Roxo et al. (1998) para em seus trabalhos, respectiva-
mente, com bovinos e bubalinos, determinaram que a
reacdo apresentava umamaior intensidade as 72h. Da
mesma forma que no presente estudo, SuTHER et al.
(1974) ndo encontraram variagcdo na resposta
tuberculinicaembovinos, observadasas48e 72h.SiLva
etal. (2006), por sua vez, em seu estudo em caprinos,
evidenciaram que o momento de maior intensidade foi
também constatado as 48h, e sem diferenca estatistica
em relagdo aquela observada as 72h (+ 6h). Deve des-
tacar-se que, amaioriados autores que trabalhou com
a espécie bovina, utiliza 72h (£ 6h) como momento
padréo para a leitura do teste tuberculinico (DurriELD
etal., 1985; GonzALEz LLamazare et al., 1999; LessLIE;
Heserty, 1975; Racassa; Avieni, 2001; SutHer et al.,
1974), e que o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento, através do PNCEBT, recomendaque a
leitura do teste tuberculinico, em bovinos e bubalinos,
também seja realizada as 72h (+ 6h) apds a aplicagéo
da tuberculina (BrasiL, 2004a).

Em relacéo aos ovinos, 0 momento ideal para a
leituradareacdo atuberculina, conformealiteratura,
obedece a mesma tendéncia de realizagdo as 72h,
considerando-se os trabalhos de Eosinson (1955),
Davipsonetal. (1981) e MaLonE et al. (2003), enquanto,
Hiere (1972) e Coropes et al. (1981) adotavam como
momento padrao de leitura o periodo de 72h as 96h.
Osresultados obtidos neste estudo, porapresentarem
valores semelhantes estatisticamente as 48 e 72h,
permitemaadocdo do ultimotempocomoaqueleaser
usado para a leitura do TCC (BrasiL, 2004a).

NoBrasil,alinfadenite caseosadosovinos, causa-
da por Corynebacteriumpseudotuberculosis, € importan-
te para os ovinocultores, pois esta disseminada nas
criacBes devendo ser diferenciada da tuberculose,
visto que RieT-Correactal. (2001), relataram umaalta
prevaléncia de 50 a 60% da linfadenite caseosa em
ovinos. Este fato reforca a importancia da realizacao
dotestetuberculinicocomo provaderotinaem peque-
nos ruminantes, por ter alta especificidade, com a
finalidade de realizar-se o diagndstico diferencial da
linfadenite caseosa com a tuberculose.

O TCC, por sua vez, é utilizado para a eliminacéo
de reacGes inespecificas e possivel confirmacdo de
positividade de animais que apresentaram umareagao
inconclusiva ou positiva, ao PPD bovino, no teste
intradérmico simples. No entanto, Corpes etal. (1981),
em trabalho realizado com ovinos, na Nova Zelandia,
determinaram uma especificidade de 99,6% e uma
sensibilidade de 81,6%, na utilizacdo do teste
intradérmico simples naregido internadacoxa, consi-
derando animais com aumento de espessura de pele
superior a2 mm como positivos para a tuberculose.

*Hauptner?
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Tabela 1 - Média aritmética e desvio padrdo (mm) dos aumentos de espessura da pele de ovinos induzidos pelas
tuberculinas aviaria e bovina e as diferencas (mm) entre a intensidade de reagéo as tuberculinas bovina e aviéria,
aplicadas na regido cervical, segundo o0s grupos experimentais e 0s momentos da leitura dos resultados.

Grupo Tuberculina aviaria
Oh (a.i.) 12h (p.i.) 24h (p.i.) 48h (p.i.) 72h (p.i.) 96h (p.i.)
A 4,44+0,66 aA  5,84+0,50 aAB  7,71+0,98aBC  8,44+1,70 aC 7,49+0,92 aBC  6,84+1,13aBC
B 4,33+0,85aA  5,24+0,80 aAB  6,39+1,02 aB 6,83+1,55abB  6,54+1,92 aB 5,93+1,77 aA
C 4,23+1,42 Aa  4,94+1,12 aA 5,89+1,53 aA 5,74+1,26 bA  5,92+1,37 aA 5,51+1,43 aA
Tuberculina bovina
A 4,90+1,09aA  5,88+0,68 aA 6,66+0,87 aA 6,34+1,03 aA 6,36+1,09 aA 6,05+1,11 aA
B 4,85+0,94aA  6,26+0,76 aAB  8,35+1,27aBC  9,98+2,59 bC 9,64+3,20 bC 9,26+3,29 bC
C 4,86+1,81aA  5,08+1,65aA 5,75+1,53 aA 5,33+1,48 aA 5,54+1,50 aA 5,34+1,37 aA
Diferenca PPD bovino e aviario
A 0,46+0,69aA  0,04+0,68 aA 1.05+0.79aAB  2,1+1,71aB 1,13+0,94 aA 0,79+0,76 aA
B 0,52+0,50 aA  1,02+0,48 aA 1,96+1,12 bAB  3,15+2,02 bB 3,10+2,61 bB 3,33+2,61 bB
C 0,63+0,79 aA  0,14+0,75 aA 0,14+0,69 aA 0,41+0,75 aA 0,38+0,97 aA 0,17+0,77 aA

Nota: Médiascom letras minUsculas diferentes, namesmacoluna, indicam diferenca estatistica entre os grupos dentro

do momento de leitura (p < 0,05).

Médias com letras maiusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre o0s momentos de leitura

dentro de cada grupo (p < 0,05).

a.i. =diferenca de medida da espessura da pele em mm, entre o local de aplicacdo do PPD bovino e 0 aviario, antes da

injecdo da tuberculina.

p.i. = diferenca de medida da espessura da pele em mm, entre o local de aplicacdo do PPD bovino e o aviario, apos a

injecdo da tuberculina.

Grupo A -sensibilizado (M. avium); Grupo B - sensibilizado (M. bovis) e Grupo C — ndo sensibilizado/controle.
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Fig 1 - Valores médios da espessura da pele de ovinos,
medidos em milimetros, no local da aplicacdo do PPD
aviario, segundo os grupos experimentais (Grupo A -
sensibilizado com M. avium; grupo B -sensibilizado com
M. bovis) e 0 momento da leitura do resultado do teste
cervical comparativo.

Considerando-se os valores mostrados na Tabela
1, com relacdo a reagdo ao PPD bovino, no teste
intradérmico simples naregido cervical, as 72 horas,
pode-se interpretar para ovinos uma reacao como:
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Fig. 2 - Valores médios da espessura da pele de ovinos,
medidos em milimetros, no local de aplicacdo do PPD
bovino, segundo os grupos experimentais (Grupo A-
sensibilizado com M. avium; grupo B-sensibilizado com
M. bovis ) e 0 momento da leitura dos resultados do teste
cervical comparativo.

negativa, comaobservacao de aumento de espessura
de pele inferior a 1 mm; inconclusiva, quando o au-
mento estiver entre 1 e 2,40 mm, e positiva quando for
maior ou igual a 2,40 mm. Estes valores recomenda-
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Fig.3-Valores médios dadiferencaentre aespessurada
pele de ovinos, medidos em milimetros, nos locais de
reacdo ao PPD bovino e ao PPD aviério, segundo os
grupos experimentais (Grupo A —sensibilizado por M.
avium; Grupo B —sensibilizado por M. bovis) eo momen-
to da leitura dos resultados do teste cervical compara-
tivo.

TZha

dos para a interpretacdo dos resultados do teste
intradérmico simples, naregido cervical, sdo diferen-
tes daqueles determinados por outros autores. Assim
sendo, Hiere (1972) usou a seguinte interpretacao
para o teste intradérmico simples na regiéo cervical:
negativo, se aespessurada pele for inferiora 1,4 mm;
inconclusivo, com aumento entre 1,5 a 3 mm, e posi-
tivo quando o aumento for superior a 3 mm. Por sua
vez, Corpes etal.(1981) consideraram exclusivamente
uma reagdo como positiva, quando a resposta for
maior ou igual a2 mm. MaLonE et al. (2003), com base
em padrao estabelecido para bovinos, consideravam
uma reagao positiva, quando arespostaao PPD bovi-
no fosse superior ao aviario em pelo menos 5 mm.

Essas diversidades de recomendacg@es por si sO
valorizam o objetivo desta pesquisa e 0 acerto em se
buscar oestabelecimentode padrdesde interpretacdo
particulares aos diferentes paises, considerando as
condicBes epidemioldgicas em que sdo criados o0s
animais, em especial manejo e ambiente.

Preocupados com a questédo da disseminacdo da
tuberculose emanimais ruminantes e comapossibi-
lidade de funcionarem como fonte de infeccdo para
0s bovinos, Roxo et al. (1998) estabeleceram um pa-
drdo de interpretacéo para o teste tuberculinico em
bufalos e SiLvaet al. (2006), com o uso de caprinos
experimentalmente sensibilizados, propuseramva-
lores limites padrdo para a interpretacdo do teste
tuberculinico. Em ruminantes silvestres, com o uso
de um padréo estabelecido experimentalmente por
CorriN et al. (1987), MackinTosH et al. (2004) realiza-
ram o teste tuberculinico em cervos (Cervus elaphus),
considerandocomo positivosaprovadetuberculina
0squeapresentassemaumentonaespessuradapele
em pelo menos 2 mm.

Os resultados encontrados neste experimento, a
partir dos quais propde-se um padrao de interpreta-
¢do para o teste tuberculinico (intradérmico simples
naregido cervical e o cervical comparativo) realizado
em ovinos, vem ao encontro dessas necessidades,
representando importante ferramentaa ser utilizada
no controle da tuberculose.

Os valores padrdes recomendados pelo BrasiL
(2004a) noPNCEBT, pararealizaraleituraeinterpre-
tacdo dos resultados obtidos no TCC em bovinos
apresentam medidas limites para positividade que
sdo superiores as estabelecidas para 0s ovinos neste
experimento. Assim,asimples utilizagcdo destesvalo-
res de bovinos para ovinos determinaria uma falsa
negatividade de ovinos a presenca da tuberculose,
invalidando o uso desses padrfes deinterpretacdo do
teste tuberculinico nesses pequenos ruminantes. Tal
fato também pode ser verificado quando se conside-
ram os valores padrfes de interpretacdo estabeleci-
dos paracaprinos porSiLva (2004) e SiLvaet al.(2006),
osquaisapresentam-seinferioresaquelesdebovinos.
Esses autores consideram os animais como positivos
quando o aumento da espessura da pele for igual ou
superior a 2,50 mm, tendo assim uma pequena dife-
renca em relacdo aos valores padrdes encontrados
neste experimento para ovinos (animais positivos
gquando o aumento da espessura da pele for igual ou
superior a2 mm), indicando néo ser recomendavel a
utilizacdo dos valores de interpretacao de bovinosou
de caprinos para a realizacdo do teste tuberculinico
nos ovinos.

CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados no experi-
mento, propde-se que, no teste intradérmico simples,
na regido cervical, realizado em ovinos, a reagdo a
tuberculina bovina seja considerada: negativa, quan-
do apresentar um aumento menor que 1 mm;
inconclusiva, quandooaumentosituar-seentre1e2,40
mm, e positiva quando for igual ou maior a 2,40 mm.

Para o teste cervical comparativo, a reacédo a
tuberculina bovina deve ser considerada: negativa,
quandooaumentodaespessurade peleformenorque
a aviaria ou maior em até 0,90 mm; inconclusiva,
quando for maior que aquelaaaviariacom aumentos
entre 1 e 1,90 mm, e positiva quando for superior a
aviaria em pelo menos 2 mm.

Os valores recomendados pelo PNCEBT - BrasiL
(2004a) para a leitura e interpretacdo do teste
tuberculinico cervical comparativo em bovinos e
bubalinos e os valores recomendados para caprinos
nao devem ser aplicados aos ovinos.

A resposta dos ovinos ao teste de tuberculina foi
mais intensa em animais sensibilizados pelo M.bovis
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guando comparadas ao grupo sensibilizado pelo M.
avium.Oaumentodaespessuradapeleinduzidopela
tuberculinabovinanosovinossensibilizados peloM.
bovis foi, em média, duas vezes superior ao aumento
induzido pela tuberculina aviaria.
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