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RESUMO

Este trabalho demonstra a concordéincia existente entre o teste do interferon gama (INF v) e a
tuberculinizacdo intradérmica comparada no diagnostico da tuberculose bovina em condi¢des
brasileiras. Cento e dois animais provenientes de quatro rebanhos leiteiros no estado de Minas
Gerais foram tuberculinizados e os resultados obtidos foram entdo comparados com o teste de
interferon gama. Para deteccdio do INF y utilizou-se um kit comercial de ELISA, BOVIGAM™.
Os resultados demonstraram nao haver diferengas significativas entre as freqtiéncias de animais
positivos e negativos segundo os testes de tuberculinizagio intradérmica comparada e o teste de
interferon gama no dia zero e apos decorridas 72 horas da inoculagdo de tuberculina. A
concordancia entre os testes variou de 79,4 % a 85,3 % segundo o teste de Kappa. Nao foram
encontradas diferengas significativas entre os valores médios das densidades oticas entre os dois
dias de coleta.

Palavras-chave: Mycobacterium bovis, tuberculose bovina, interferon gama, tuberculinizagdo
intradérmica.




ABSTRACT

This paper show the agreement between the gamma interferon test (INF v) and the comparative
skin tuberculin test on the bovine tuberculosis diagnosis under field trials in Brazil. A total of
one hundred and two animals from four dairy herds in the State of Minas Gerais were tuberculin
tested and the results were compared with the gamma interferon test. The commercial kit of
ELISA, BOVIGAM™ was used to detection of INF y. There are no statistical differences
between the frequencies of positives and negatives animals skin tested and gamma interferon
tested in the first day and 72 hours after tuberculin inoculation. The agreement between both
tests had varied 79.4% and 85.3% in accordance with kappa test. The values of optic densities
observed at the second day were significant lower than the first day.

Key words: Mycobacterium bovis, bovine tuberculosis, gamma interferon, tuberculin test.




1. INTRODUCAO

A tuberculose bovina, cujo agente
etiologico € o Mycobacterium bovis, ¢
uma zoonose de distribuicio mundial.
Caracteriza-se pelo desenvolvimento de
lesdes nodulares e por ser uma doenga
de evolugdo cronica.

A introducdo do agente em um rebanho
ocorre na maioria das vezes pela
aquisi¢io de animais infectados,
propagando-se aos outros individuos
principalmente  pela inalagdo de
aerossois independentemente da raga,
sexo ou idade, no entanto a infecgdo
também pode ocorrer pela ingestdo de
material contaminado. A estabulagdo
proporciona um contato estreito e
freqliente entre os animais, o que
contribui para que a enfermidade se
propague com maior rapidez.

No inicio do século XX, obteve-se a
primeira prova definitiva da transmissio
da tuberculose bovina ao homem
decorrente da ingestdo de alimentos,
principalmente  pelo leite  sem
pasteurizacgdo.

Em 1908, Mantoux instituiu o teste
alérgico para diagndstico da tuberculose
bovina  através da  inoculagio
intradérmica da tuberculina de Koch
(old tuberculin). Em 1934, Dorset
descreveu um novo tipo de tuberculina
produzida em meio sintético sem oOs
inconvenientes  apresentados  pela
presenca de proteinas heterdlogas da
tuberculina de Koch.

Atualmente a tuberculina utilizada para
diagnostico da tuberculose bovina ¢é

conhecida como PPD (purified protein
derivate). As proteinas sdo separadas
em meio de cultura sintético e
purificadas por lavagens com acidos e
fosfatos.

Além de sua importincia como
zoonose, a tuberculose bovina acarreta
varios prejuizos como queda na
produgdo de leite, perda de peso dos
animais, descarte involuntario, morte de
animais acometidos e comprometimento
parcial, ou mesmo total, de carcacas nos
abatedouros. = Qutra  conseqiiéncia
comum € a perda de credibilidade da
propriedade, mesmo apos a erradicacio
da doenca.

A tuberculose bovina ocorre
principalmente  nos  paises em
desenvolvimento, ja que nos paises
desenvolvidos, o0s programas de
erradicacdo iniciaram-se ha varias
décadas. No Brasil, a inexisténcia de
politicas de  controle eficientes
contribuiram para disseminacdo da
doenga por todo o pais.

Trabalhando com dados parciais, o
Departamento de Defesa Animal do
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento apontou, em 1996, a
presenca de Tuberculose Bovina em
551 propriedades no pais computando
2.307 animais positivos, numeros
maiores quando comparados aos de
1995. Os dados no entanto ndo refletem
a realidade, ja que nem todos os
criadores testam o0s animais ou
comunicam a existéncia da doenga, que
¢ de notificagdo obrigatoria.

Dados da Organizacio Mundial de
Saude estimam que 1% dos bovinos




brasileiros estdo contaminados com o
Mycobacterium bovis e 5% das
fazendas do pais abrigam a doenc¢a em
seu plantel.

O Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA), responsavel pela saude animal
no estado de Minas Gerais, realizou no
ano de 1999 um levantamento da
situagdo da tuberculose bovina visando
a i1mplantagdo de um programa de
controle desta doenga. de acordo com o
trabalho realizado no Triangulo Mineiro
e nas regides do centro e sul de Minas
Gerais, envolvendo aproximadamente
1.600 propriedades e 23.000 animais,
foi estimada a prevaléncia aparente de
animais infectados em 0,8%. No mesmo
estudo foram detectados 5% das
propriedades com animais reagentes,
sendo i1mportante destacar que este
valor subiu a 15% no universo de
propriedades produtoras de leite com
algum grau de mecanizagio da ordenha
e de tecnificagdo da produgio.

Os métodos utilizados no diagnodstico da
tuberculose em bovinos podem ser
divididos em diretos e indiretos. Os
primeiros sio os que determinam a
presenca no animal do agente
etiologico. A Dbacteriologia, a
histopatologia e 0s metodos
moleculares como a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) correspondem a
esta categoria. Os métodos indiretos
detectam a resposta do animal ao agente
etiolégico. Essa resposta pode ser
humoral, pela produ¢do de anticorpos,
ou celular, mediada por linfdcitos e
macréfagos tal como na reacdo de
tuberculinizagio.

Devido a grande variabilidade de
sintomas, a lenta multiplicagdo do M.

bovis e o baixo nivel de anticorpos
durante o periodo inicial de infecgdo, o
diagnostico clinico, histopatoldgico,
bacteriolégico e sorolégico ndo tém
sido empregados na rotina dos
programas de controle. Nos casos
cronicos, os sinais clinicos apresentados
pelos animais acometidos incluem:
fraqueza, anorexia, dispnéia, aumento
dos linfonodos e tosse.

Técnicas de imunodiagndstico in vitro
para tuberculose vem sendo
desenvolvidas de forma promissora. Um
método rapido, simples e eficiente de
medida indireta da imunidade celular
foi desenvolvido por pesquisadores
australianos. Este teste se basela na
deteccdo do interferon gama (INF 7v)
produzidos por linfocitos T
provenientes de animais infectados pelo
M. bovis. Apdés a incubagdo das
amostras de sangue estimuladas com
PPD bovino e aviario, o interferon gama
pode ser detectado por uma prova de
ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) do tipo sanduiche.

Este trabalho teve como objetivo avaliar
o teste de interferon gama no
diagndstico da tuberculose bovina em
condi¢des brasileiras, mais
especificamente no estado de Minas
Gerais, comparando-o com o teste de
tuberculinizacdo comparada no dia da
inoculacio de PPD bovino e PPD
aviario e no dia da leitura, realizada 72
horas ap6és a inoculagdo das
tuberculinas. O trabalho visa também
avaliar a utilizacio do método de
interferon gama de forma seriada para
confiragdo do  diagndstico da
tuberculose bovina.
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A tuberculose bovina ¢ uma
enfermidade de evolucdo cronica,
caracterizada pela formacido de lesdes
do tipo granulomatoso e de aspecto
nodular. A principal forma de infecgao
em bovinos ocorre pelas vias aéreas e as
lesdes encontram-se
predominantemente em  linfonodos
mediastinicos (Mota et al., 1992).

Apesar dos recentes avancos no
diagnostico da tuberculose bovina nos
ultimos anos em funcdo do emprego de
novas biotécnicas, o seu diagndstico
tem sido baseado na deteccio da
imunidade celular, pois esta € a resposta
imune predominante nesta infecgdo
(Chan et al., 1994, Thoen et al., 1995).

A tuberculinizacio intradérmica
comparada, teste baseado na reacdo de
hipersensibilidade retardada
empregando o derivado protéico
purificado (PPD), ¢ reconhecida e
utilizada em todo o mundo por sua alta
especificidade e facilidade de execugao
(OIE, 2000).

No entanto, o teste de tuberculinizagdo
apresenta algumas desvantagens. Em
alguns rebanhos podem ocorrer reagdes
antigénicas cruzadas com micobactérias
atipicas (Pritchard, 1988). O tempo
exigido para a leitura do teste (72 horas)
também tem se apresentado como uma
desvantagem da técnica, ao que se
adiciona a necessidade de duas viagens
a propriedade para sua execu¢ao.

Do ponto de vista bioldgico, o maior
entrave da técnica € a necessidade de se
esperar de 42 a 60 dias para a realiza¢io

tuberculinizacdo apresentada por alguns
animais (Randunz & Lepper, 1985).

Wood et al. (1990a) desenvolveram um
ensaio celular in vitro baseado na
producdo de interferon gama a partir de
linfocitos sensibilizados. No grupo de
animais controle, o PPD bovino nio
estimulou a liberacio de interferon
gama de forma significativa.  Testes
subsequentes em um grande numero de
animais controle confirmaram esta
observacdo de que o PPD ndo induz a
liberagdo de interferon em culturas de
animais ndo infectados com o
Mycobacterium bovis. No entanto, 0
teste de proliferagio de linfécitos ndo
era especifico para interferon gama
bovino, podendo ter sua especificidade

diminuida pela presenga de interferon a

e B.

Wood et al. (1990b) produziram e
caracterizaram anticorpos monoclonais
especificos para interferon gama
bovino, INF-2 e INF-9, capazes de
reconhecer dois diferentes epitopos das
moléculas de interferon gama bovino
natural e recombinante.

Rothel et al. (1990) desenvolveram um
teste de ELISA do tipo sanduiche,
utilizando dois anticorpos monoclonais
para interferon gama bovino (IFN-2 e
I[FN-9). Os resultados demonstraram
ndo haver detecgdo de interferon o ou
B pelo método de ELISA. Este teste,
quando utilizado em conjunto com a
cultura de sangue total, demonstrou ser
sensivel, rapido e de facil execugdo.

Em ensaios realizados na Australia com
grande numero de animais (Wood et al.,




1991), o teste do interferon gama
apresentou maior sensibilidade (93,6%),
quando comparado a tuberculinizagdo
ano-caudal (65,6%). A especificidade
for de 96,3%, o que o levou a ser o
primeiro teste para o diagnodstico da
tuberculose bovina aceito na Australia
apos a introdugdo da tuberculinizagdo
em 1890 (Mylrea, 1990).

Wood er al. (1992) puderam comparar
em um estudo realizado a campo, os
testes de interferon gama,
tuberculinizag¢do intradérmica simples e
ELISA utilizando anticorpos contra a
proteina MPB-70. Os resultados mais
favoraveis foram os do ensaio com o
interferon gama nos quais a
sensibilidade encontrada foi de 81,8% e
a especificidade de 99,1%. A
tuberculinizagdo intradérmica simples
apresentou uma sensibilidade de 68,1%
e especificidade de 96,7%.

Rothel et al (1992) avaliaram as
condi¢cdes que afetam a produgdo de
interferon gama pela cultura de sangue
total. Os requisitos para uma produc¢do
otima de interferon gama foram o uso
de sangue heparinizado, incubado até o
periodo de oito horas apos a coleta. As
amostras devem ser armazenadas a
temperatura ambiente antes da cultura.
O periodo minimo de incubagdo foi de
dezesseis horas em estufa de CO; a 37°
C, em atmosfera umidificada. A
concentragdo de PPD no sangue total
teve pouco efeito na producdo de
interferon gama se utilizado 20 pg/ml
ou mais. No armazenamento do sangue
total por periodos maiores que oito
horas foram encontradas evidéncias de
decréscimo na produgdo de interferon
gama.

Este teste, além das caracteristicas de
rapidez, especificidade e sensibilidade,
ainda possui a vantagem de poder ser
realizado em intervalos curtos de tempo,
pois nenhum reagente ¢ inoculado no
animal, ndo induzindo assim a anergia
(Wood & Rothel, 1994).

Neill et al. (1994) detectaram pela
histologia e isolamento a presenca de
M. bovis em animais considerados
negativos segundo o teste de
tuberculinizagio intradérmica
comparada. Foram realizados testes
para deteccdo de anticorpos (ELISA),
proliferacdo de linfécitos e o teste de
interferon gama. De 196 animais
positivos no teste de interferon, 98
animais apresentaram resultados
negativos a tuberculiniza¢do. O teste do
interferon gama detectou uma resposta
mais precoce se comparado ao teste de
tuberculinizacdo sendo capaz de
detectar infecgdes recentes.

Buddle er al (1994) avaliaram o
desenvolvimento de patologias
similares as encontradas em infec¢des
naturais  inoculando  culturas de
Mycobacterium bovis com duas doses
distintas. Em separado foi utilizado um
grupo com animais gestantes inoculados
com altas doses de M. bovis. Ndo houve
evidéncias conclusivas que a gestagdo
aumenta a susceptibilidade ao M. bovis,
no entanto, os resultados do teste do
interferon gama pds-parto revelaram
uma queda na resposta celular em todos
os animais do grupo, retornando aos
niveis encontrados no pré-parto duas a
quatro semanas apés o parto. Pode-se
observar também que a dose
administrada afetou significativamente
as manifestacdes da doenga nos animais
tratados. A magnitude da resposta




celular para os trés grupos nido foi
estatisticamente significativa.
Entretanto, os niveis de interferon gama
em resposta ao PPD bovino foram
detectados mais cedo nos animais
inoculados com altas doses de M. bovis.
Uma  resposta  equivalente foi
encontrada pela resposta ao PPD aviario
aos 14 dias pds-inoculacao. Esta reagdo
cruzada nao foi observada em animais
inoculados com baixas doses de M.
bovis. ~ Nido  foram  encontradas
diferencas nos resultados do teste de
interferon gama realizados dez dias
apos  tuberculiniza¢do  intradérmica
quando comparado ao teste realizado
antes da tuberculinizagao.

Doherty er al. (1995) avaliaram a
redu¢do na capacidade de resposta da
tuberculinizagdo escapular comparada
apos sete dias transcorridos de uma
primeira inoculagdo de PPD bovino e
aviario em animais infectados com
Mycobacterium bovis. Foram
comparados também os efeitos da
inoculacio de tuberculina sobre a
resposta dos testes de interferon gama e
proliferacdo de linfocitos. Os resultados
demonstraram  haver uma queda
estatisticamente significativa da
resposta em uma segunda
tuberculinizagdo e da proliferagdo de
linfécitos in vitro sete dias apds a
inoculagdo, porém no teste do interferon
gama ndo ocorreram  alteragdes
significativas.

Goff (1996) demonstrou o efeito do
tratamento com dexametasona em
animais tuberculosos nos resultados do
teste de gama interferon dependendo do
critério de avaliagdo. O tratamento com
corticosterdides esta ligado a supressio
dos linfécitos T e diminui¢io da

producdo de interferon gama, podendo
levar ao aparecimento de resultados
falso negativos.

Doherty et al. (1996) avaliaram o efeito
da restrigdo alimentar sobre a resposta
celular em bovinos infectados com M.
bovis. Os resultados ndo demonstraram
diferencas  significativas entre os
animais controle (grupo A) e dos
animais  submetidos a  restrigdo
alimentar (grupo B) de acordo com o
teste de tuberculiniza¢io intradérmica
comparada. Nio foram encontradas
diferencas na producio de interferon
gama in vitro entre os grupos A e B do
experimento, 0 mesmo ocorrendo com a
magnitude da resposta da proliferagao
de linfocitos apds a estimulagdo pelo
PPD bovino e aviario.

Lilenbaum et al. (1999) compararam os
métodos de tuberculinizagdo
intradérmica simples utilizando PPD
bovino e o teste de interferon gama
bovino. A correlag@o entre os testes em
cada rebanho variou de 67 % a 100 %,
onde a sensibilidade foi de 88,3 % para
a tuberculinizagdo intradérmica e de
100 % para o teste de interferon gama.

Llamazares et al. (1999) compararam o
teste do interferon gama com a
tuberculinizacdo intradérmica simples
em 21 rebanhos do noroeste da
Espanha. Os resultados indicaram uma
sensibilidade de 84,9 % no teste de
interferon e 80,2 % para a
tuberculinizacdo. No entanto, o numero
de falsos positivos foi maior no teste de
interferon gama quando comparado a
tuberculinizagdo. Quando os dois testes
foram combinados o resultado da
sensibilidade obteve o melhor resultado,
92,9 %. A concordancia entre os dois
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testes foi de 90,8 % e o valor de x foi
de 0,63.

Scacchia er al. (2000) analisaram os
dados de 154 animais provenientes de
32 rebanhos infectados na Italia central.
Os resultados demonstraram uma
sensibilidade de 70,3 % para o teste de
tuberculinizagdo intradérmica e de 91,7
% para o teste do interferon gama. A
especificidade para este ultimo teste foi
de 84,3 %. O teste de interferon gama
demonstrou ser significativamente mais
sensivel quando comparado com o teste
de tuberculinizacio.

Ameni et al. (2000) determinaram e
compararam a sensibilidade e a

especificidade entre o teste de
interferon gama bovino e
tuberculinizagdo intradérmica

comparada em um  experimento
envolvendo 30 touros zebu. A
sensibilidade e a  especificidade
encontradas no teste de tuberculinizacio
intradérmica comparada foi de 90,9 % e
100 % respectivamente, enquanto que
para o teste de interferon gama a
sensibilidade encontrada foi de 95,5 % e
a especificidade de 87,7 %. Nido houve
diferenga significativa entre os dois
testes com relagdo a sensibilidade e
especificidade. Foi encontrada uma
correlagdo positiva de (r=0,76) entre a
espessura da pele apds a inoculagdo de
PPD bovino e a densidade Optica
(determinada a 650 nm) do teste de
interferon gama. Por outro lado, a
correlagdo (r=0,47) entre a espessura da
pele pos inoculagio de PPD aviaria e
densidade dptica do teste do interferon
gama foi relativamente fraca.

Ryan et al. (2000) avaliaram o teste de
gama interferon oito e vinte oito dias
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apos a tuberculinizacdo intradérmica
simples. Os resultados encontrados
demonstraram uma sensibilidade de 85
% e uma especificidade de 93 % para o
teste de interferon gama. Foram
avaliados também os resultados
encontrados quando a cultura do sangue
total foi realizada no dia da coleta e no
dia seguinte. Os resultados encontrados
nao demonstraram diferencas
significativas de  sensibilidade e
especificidade do teste. Com relacdo a
realizacdo do teste de interferon gama
nos dias 8 e 28 apos a tuberculinizacio
intradérmica, n3o houve diferenca
significativa na  sensibilidade e
especificidade do teste em nenhum dos
dois dias avaliados.

Rhodes er al (2000) avaliaram a
resposta do interferon gama e da
interleucina — 4 (IL — 4) em animais
infectados com M. bovis naturalmente e
experimentalmente.  Os  resultados
encontrados demonstraram haver um
aumento da produgdo das citoquinas,
interferon gama e IL — 4 pelos linfocitos
T sensibilizados nos tratamentos com
PPD bovina e com o antigeno ESAT- 6.
O aumento da producido de interferon
gama pelos linfocitos T em resposta ao
estimulo do PPD bovino e do antigeno
ESAT- 6, foi detectado a partir da
quarta semana apos a infecgdo
mantendo sua ascensdo até a sexta e
oitava semanas. Ja a resposta da IL - 4
induzida pelo PPD bovino foi
significativamente mais tardia em
compara¢do a resposta do interferon
gama, apresentando um pico entre a
sexta e oitava semana pos infeccdo e
declinando rapidamente.

Buddle er al. (2001) demonstraram a
viabilidade no uso do antigeno ESAT- 6
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no teste do interferon gama em bovinos
tuberculinizados  previamente. Dois
pontos de cortes distintos foram
utilizados para determinar a
sensibilidade e a especificidade do teste.
Encontrou-se uma alta correlacao (86,7
%) entre a resposta do interferon gama
ao antigeno ESTA- 6 e PPD bovino em
animais infectados por M. hovis. A
utilizagdo do ESAT- 6 aumentou
consideravelmente a especificidade do
teste do gama interferon, entretanto sua
sensibilidade decaiu (ponto de corte
maior, diferenca da DO > 0,1). A
sensibilidade do teste de interferon
gama em resposta ao ESAT- 6 foi
melhorada quando utilizou-se um ponto
de corte menor (diferenca da DO >
0,04), sem comprometer a sua
especificidade e consequentemente
diminuindo o numero de animais falso
positivos.

WIPPLE er al. (2001) demonstraram
haver diferencas significativas nas
densidades oOticas entre as amostras
tratadas com PPD bovino produzido nos
Estados Unidos, onde os valores foram
maiores. ¢ o PPD australiano (CSL).
Nio foram encontradas diferencas entre
as respostas nas amostras tratadas com
o PPD awviario produzidos pelos dois
paises. Os valores de densidade otica
foram maiores nas amostras apos 72
horas a primeira coleta efetuada
imediatamente ante da tuberculinizagio.
Os valores também foram maiores
quando comparados ao grupo controle
nao tuberculinizado.

O interferon gama foi escolhido pois: 1.
¢ a citoquina que predominantemente ¢
liberada apds estimulacdo antigénica
pelos linfocitos T; 2. parecia estar
envolvido na resposta imunolégica para

5]

Mycobacterium bovis, 3. era liberado
em quantidades suficientes em ensaios
in vitro para mensuracdo pelo método
de ELISA e 4. diferentemente da
Interleucina — 2, o Interferon Gamma
nio era aparentemente degradado
durante a cultura a curto prazo (Wood,
2001).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram avaliados os dados de 102
animais  provenientes de  quatro
rebanhos leiteiros do estado de Minas
Gerais. Dentre estes animais, foram
encontrados 29 animais  positivos
provenientes de propriedades com
histérico de tuberculose bovina, onde
animais positivos segundo a
tuberculinizacdo comparada ja haviam
sido necropsiados anteriormente com
presenca de lesdes macroscopicas
segundo os médicos veterindrios
responsaveis pelos rebanhos.  Outros
setenta e trés animais  foram
considerados negativos segundo o teste
de tuberculinizacio comparada, sendo
estes provenientes de propriedades com
histéorico negativo para tuberculose
bovina de acordo com os resultados de
sucessivas tuberculinizagdes.

O material oriundo dos animais com
resultados negativos a tuberculinizagao,
provenientes de propriedades onde
haviam sido encontrados animais
positivos, ndo foi analisado pela
possibilidade de interferéncia nos
resultados finais. Os animais que
apresentaram resultados inconclusivos
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segundo a tuberculinizagdo também
foram desconsiderados para realizacio
do presente trabalho pois so foi
realizado um  Unico teste de
tuberculinizagido comparada em cada
rebanho.

3.2 Tuberculiniza¢do Comparada

A tuberculinizagio comparada foi
realizada na regido da escéapula, sendo
0,1 ml (2.500 UI) de PPD aviaria e 0,1
ml (5.000 UI) de PPD bovina
inoculados na regido anterior e posterior
a espinha acromiana, respectivamente.
As tuberculinas bovina e aviaria
utilizadas  foram  fornecidas pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (lote N° 001 / 02).

Foram  empregadas seringas de
tuberculinizag@o com dosagens
automaticas (Mc Lintock, Glasgow,
Escocia). A espessura da dobra de pele
antes e 72 + 6 horas ap6s a inoculacido
das tuberculinas foi medida com
cutimetro de  mola  apropriado
(Hauptner, Alemanha). As
interpretagdes dos resultados foram
baseadas nas  especificacdes do
Programa Nacional de Controle e
Erradicac¢io da Brucelose € Tuberculose
(PNCEBT), sendo considerados
positivos os animais em que a diferenca
das medidas encontradas foram maiores
ou iguais a 4 mm.

3.3 Amostras de sangue

O teste de interferon gama foi realizado
a partir de amostras de sangue total
provenientes de duas coletas. Foram
coletadas amostras imediatamente antes

da inoculagdo do PPD bovino e aviario
para  realizacdo do teste de
tuberculinizacdo intradérmica
comparada. A segunda coleta foi
realizada no dia da leitura do teste de
tuberculinizacdo.

As amostras foram coletadas em tubos
estéreis heparinizados (Sarstedt,
Alemanha). Foram entdo transportadas
a temperatura ambiente (20°C a 30°C)
até o Laboratério de Bacteriologia
Aplicada da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais.
As amostras de sangue foram incubadas
no prazo maximo de 24 horas apods a
coleta.

Cada amostra de sangue foi dividida em
trés aliquotas de 1,5 ml e distribuidas
em placas de 24 pogos, perfazendo um
total de 8 animais por placa. Foram
entdo adicionados 100 pl de PPD
bovino no primeiro pogo, 100 pl de
PPD aviirio no segundo e 100 pl de
PBS (0,01 M/L, Ph 7,3) no terceiro
po¢o como controle. Apds uma leve
homogeneizagdo, as placas foram
incubadas em estufa de CO, a 38° C em
atmosfera umidificada por 24 horas
conforme descrito anteriormente por
Rothel er al. (1990).

Apo6s centrifugagdo a 500 G (4°C),
foram retirados 500 upl do plasma
sobrenadante de cada aliquota e
armazenados em tubos de
microcentrifuga, identificados com o
numero do animal e tratamento
recebido, sendo entdo congelados a -20°
Centigrados.
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3.4 Teste do interferon gama junto com o kit de ELISA, todo os %4 yFW

Para a dosagem do interferon gama foi
utilizado o kit Bovigam™ (CSL
Veterinary, Australia). As amostras
foram  processadas  segundo  as
recomendacdes do fabricante e o ponto
de corte utilizado para interpretacio dos
resultados seguiu a recomendacdo
australiana (0,050 — DO, filtro de 450
nm).

3.4.1 Interpretacdo do teste

Do mesmo modo que no teste de
tuberculinizacdo, sdo possiveis trés
interpretagdes distintas de acordo com o
teste de interferon gama, onde os
animais podem ser classificados como:
positivos, negativos e reagdo
inespecificas.

Foram calculadas as médias das
aliquotas de sangue estimuladas pelo
PBS (controle), PPD bovina e PPD
aviaria. Comparadas as absorvancias
das aliquotas estimuladas pelo PPD
bovino e controle negativo, fornecido

animais em que os valores da aliquota
estimulada pelo PPD bovino excederam
0,050 a absorvancia do controle
negativo do teste de ELISA foram
considerados positivos. Todos 0s outros
animais com valores inferiores a 0,050
foram considerados negativos segundo
a recomendagdo do fabricante (tab. 1).

As absorvancias das aliquotas PPD
bovina, aviaria € PBS foram entdo
comparadas nos animais positivos no
primeiro passo. Nos animais em que a
densidade optica da PPD bovina foi
superior ou igual ao PPD aviario e
superior ao controle com PBS,
confirmou-se a suspeita sendo estes
animais considerados positivos segundo
o teste de interferon gama. Se os valores
de densidade oOptica das aliquotas de
PPD aviario superaram os de PPD
bovino, estes animais eram entdo
considerados negativos, sendo
caracterizada uma reagdo inespecifica.

Tabela 1. Interpretacao dos resultados para o diagnostico da tuberculose bovina segundo

o teste Bovigam para tuberculose bovina.

INTERFERON GAMA INTERPRETACAO
5 PPD Bovino > Controle negativo do ELISA em
i 1° Passo 0.050
2° Passo Aliquota PBS < PPD Bovino > PPD Avidrio

Ponto de corte: 0,050 |

Negativo

PPD Aviério > PPD Bovino

CONTROLES ELISA

Positivo > 0,700

Negativo < 0,130
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3.4.2 Analise Estatistica

Para a comparag@o entre os resultados
do teste de interferon gama no dia zero
e 72 horas pds inoculacio de PPD
bovino e aviario e o teste de
tuberculinizagdo foi empregado o teste
de MacNemar (Siegel, 1975). A
concordancia entre os testes foi avaliada
pelo teste de Kappa (k) segundo Smith
(1994), utilizando-se o programa de
computador WIN Episcope 2.0.

A comparagdo entre os resultados de
densidade otica do teste de interferon
gama no dia zero e no dia da leitura da
tuberculinizagio foi feita utilizando-se o
teste de Wilcoxon (Siegel, 1975). Em
todos os testes foram considerados o =
0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 102 animais
tuberculinizados provenientes de 4
propriedades, foram selecionados 29
animais que apresentaram resultados
positivos (aumento da espessura da pele
> 40 mm) e 73 com resultados
negativos (aumento da espessura da
pele < 1,9 mm) apdés 72 horas a
inoculagdo. Do total de 73 reacdes
negativas, 39 animais apresentaram
reacdes inespecificas.

De acordo com as analises feitas pelo
método de interferon gama, 40 animais
apresentaram resultados positivos no
dia zero (dia da inoculagio de
tuberculina) e 36 animais nas 72 horas
apos a inoculagdo da tuberculina (dia da
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leitura do teste de tuberculinizagio)
(tab. 2).

Os animais positivos eram provenientes
de propriedades com historico de
tuberculose  bovina  baseado no
acompanhamento dos meédicos
veterinarios responsaveis, confirmado
pela presenca de lesdes macroscopicas
apos o sacrificio dos animais. Com
relagdo aos animais negativos, estes
eram provenientes de propriedades com
histérico negativo, onde o
acompanhamento da tuberculose ¢
realizado ha varios anos pelo método de
tuberculinizagdo comparada.

Dentre os 29 animais positivos
encontrados de acordo com o teste de
tuberculinizagio, 24 foram considerados
positivos e 5 apresentaram resultados
negativos segundo o teste de interferon
gama a partir do material coletado no
momento da inoculagio de PPD para
realizagdo do teste. Os resultados
encontrados a partir do sangue coletado
no segundo dia de coleta, ou dia da
leitura, pouco se alteraram quando
comparados aos do primeiro dia, sendo
que dos 29 animais positivos segundo a
tuberculinizacdo, 25  apresentaram
resultados positivos e 4 resultados
negativos segundo o teste de interferon
gama.




Tabela 2. Animais testados segundo os testes de interferon gama e tuberculinizacdo comparada.

Testes Realizados

Interferon Gama

Tuberculinizacio Comparada

Positivos * 40 B
S 5
Negativos * 62 Positivos 9
Total * 102 _
— -
Positivos ’ 36 Negativos 3
Negativos o 66
Total ° 102 Total 102

Momento da inoculacio a - y*McNemar =4,761, p=0,029, gi=1
Momento da leitura b - x> McNemar = 2,4, p=0,118, gi=1

Dos 73 animais com reagdes
caracterizadas como negativas segundo
o teste de tuberculinizacio, 16
apresentaram resultados positivos e 57
resultados negativos segundo o teste de
interferon gama realizados com as
amostras provenientes do primeiro dia
de coleta. Os resultados encontrados a
partir das amostras do segundo dia de
coleta, indicam uma reducio dos casos
de animais falso positivos, pois apenas
11 apresentaram resultados conflitantes
entre os testes e 62 foram caracterizados
como negativos em ambos os testes.

A concordancia encontrada entre os
testes de tuberculinizacio e interferon
gama no dia da inoculagdo foi de 79,4
% e o valor de x fo1 de 0,546. A
concordancia entre os testes no dia da
leitura foi de 85,3 % e o valor de k foi
de 0,663. Se os dados dos animais com
reagdes aviarias forem retirados das
analises, a concordincia entre os testes
passa a ser de 82,5 % no dia da
inoculagdo (x = 0,649) e de 85,7 %
sendo o valor de k igual a 0,713.

Segundo o teste de McNemar, nio
foram encontradas diferengas

significativas entre as freqiiéncias de
animais positivos e negativos nos testes
de tuberculinizagdo comparada e
interferon gama realizado no dia da
inoculag¢do de PPD e leitura do teste de
tuberculinizagdo.

Nio foram encontradas diferengas
significativas (o = 0,05) entre os
valores médios de densidade otica entre
o dia da inoculagio (INF y bov. =
1,1671) e 72 horas apdés a
tuberculinizacdo (INF y bov. = 0,9482)
segundo o teste de Wilcoxon (Grafico

).

As amostras provenientes de animais
que apresentaram reagdes inconclusivas
apos a leitura da tuberculinizagio foram
desconsideradas para realiza¢do das
analises. Os animais negativos oriundos
de rebanhos onde havia a presenca de
animais positivos também ndo foram
considerados para a realizagdo deste
trabalho. Estes animais poderiam
interferir nos resultados pois, em alguns
casos, infec¢des recentes poderiam ndo
ser detectadas pela tuberculinizacdo
além de casos onde os animais se
encontram num estado de anergia.
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No Brasil, este novo método poderia ser
utilizado de forma seriada apdés a
tuberculinizagdo  nos animais  que
apresentarem resultados positivos para
confirmag¢do do diagnodstico da tuberculose
bovina. Se for utilizado como método
confirmatério, haveria uma maximizagio da
especificidade e do valor preditivo positivo
do teste, proporcionando maior precisdo e
rapidez no diagnostico final. Dependendo
do numero de animais a serem testados
¢ da distancia entre a propriedade e o
laboratério mais proximo, o resultado
do teste pode se conhecido entre 24 ¢ 48
horas.

As amostras de sangue necessarias para
realizacdo do teste de interferon gama
podem ser coletadas logo apos a leitura
do teste de tuberculinizagdo, sendo
desnecessario o periodo minimo de 42 a
60 dias para confirmagdo destes casos
como ocorre na realizagdo de uma nova
tuberculinizagdo. Esta caracteristica do
teste reduziria a disseminagio do M.
bovis dentro de um rebanho pois
proporcionaria mais agilidade na
confirmagdo dos casos positivos € no
abate de animais positivos.

Com a implantacio do Programa
Nacional de Erradicagdo da Brucelose e
da Tuberculose (PNCEBT), seria viavel
a utilizacdo do teste de interferon gama
como teste confirmatério na
certificagdo das propriedades livres que
aderirem ao programa. As autoridades
responsaveis pelo programa teriam
maior seguranga e agilidade para
tomada de decisdbes em rebanhos
considerados problema.

No entanto, a incubacdo das amostras
obedecendo-se a recomendagdo inicial
de 8 horas sugeridas por Rothel er al.
(1992) dificultaria a realizagdo do teste
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no pais. A maior parte das propriedades
rurais se encontram longe dos grandes
centros de pesquisa e de laboratorios
capacitados para este tipo de analise, o
que dificultaria a remessa de amostras
ao laboratério num periodo inferior a 24
horas.

Segundo Whipple er al. (2001), os
valores de densidade otica foram
maiores nas amostras 72 horas apds a
tuberculiniza¢do, o que possibilitaria o
processamento das amostras num prazo
superior ao sugerido inicialmente,
podendo chegar a 30 horas. No presente
trabalho, o processamento das amostras
foi realizado 24 horas apds a coleta do
material, e de acordo com os resultados
encontrados, parece ndo ter havido
alteracdes na eficiéncia do teste de
interferon gama. Segundo o teste de
McNemar, nao foram encontradas
diferencas significativas (p < 0,05) entre
as freqiiéncias dos resultados de
tuberculinizagdo comparada e o teste de
interferon gama realizado no dia zero e
72 horas ap6s a inoculagdo.

Com estes achados, pode-se concluir
que nao houve interferéncia da
tuberculinizacio sobre a acurdcia do
teste do interferon gama realizado no
dia da leitura da tuberculinizag3o.

Se comparada a concordancia entre a
tuberculinizagdo e o teste do interferon
gama realizado no dia da inoculag@o, os
valores encontrados demonstram haver
uma concordancia aceitavel segundo
Smith (1994). Comparando-se os dois
testes 72 horas apos a tuberculinizagio,
os valores encontrados demonstram
haver uma boa concordancia entre os
testes (85,3 %, k = 0,663).




Quando comparadas as concordancias
entre os testes de tuberculinizacdo e
interferon gama sem a presenga dos
animais que apresentaram reagdes
aviarias a tuberculinizacio (39 animais),
0s valores das concordancias
encontrados sdo superiores aos das
analises realizadas com os 102 animais
negativos. Estes achados, sugerem que
talvez seja interessante a revisio do
ponto de corte a ser utilizado no Brasil.

Em outros paises, como no caso da
Nova Zelandia, o ponto de corte ¢
superior ao utilizado pelos australianos
que foi o mesmo adotado pelo presente
trabalho. Estes animais com reacdes
aviarias podem interferir nos resultados
pois com a inoculacdo de PPD, de 10
animais positivos no dia da inoculag¢do,
apenas 6 foram considerados positivos
pelo teste no dia da leitura.
Aumentando-se o ponto de corte
diminuiram-se o numero de casos falso
positivos.

Em paises onde os programas de
erradica¢do se encontram em estagios
avangados, ¢ comum o aparecimento de
animais falso positivos pois ha uma
diminui¢do na prevaléncia da doenca e
diminui¢do do valor preditivo positivo
do teste. A associacdo dos testes em
paralelo tem um papel importante nestes
casos pois, além do aumento da
sensibilidade, ha um aumento do valor
preditivo negativo do teste. Os testes de
interferon gama e tuberculinizagio,
quando associados, apresentaram maior
sensibilidade, 92,9 % (Llamazares et
al., 1999).

Uma grande vantagem que o teste
apresenta ¢ a facilidade no transporte
das amostras de sangue pois estas ndo
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devem ser resfriadas até o seu
processamento, sendo mantidas a
temperatura ambiente até o momento da
incubagdo. Para a realizagdo do teste, as
temperaturas podem variar de 4° a 37° C
sem alteragdes significativas (Rothel ez
al., 1992). Em um clima tropical como
o do Brasil, esta caracteristica do teste
tem uma grande importancia pois em
algumas situacdes o tempo gasto entre a
coleta e o processamento das amostras
pode chegar a 24 horas, o que
dificultaria no resfriamento durante todo
o periodo.

Outro ponto importante a ser discutido €
a detec¢do de animais infectados pelo
teste de interferon mais precocemente
quando comparado a tuberculinizacio,
possibilitando a detec¢do de infecgdes
recentes dentro de um rebanho.
Segundo Domingo et al.. (1995), o teste
do interferon gama €& capaz de
identificar animais recentemente
infectados com maior precocidade em
relagdo a tuberculinizagdo. Wood et al.
(2001) relataram ter identificado
animais infectados 14 dias pos
inoculagdo do M. bovis. Segundo Neill
(1994), 38 % dos animais positivos
segundo o teste do interferon
apresentaram resultados negativos a
tuberculinizagio.

Com a diminuigdo no manejo do
rebanho, o estresse no qual os animais
sdo submetidos durante agrupamento ¢
reduzido de forma consideravel pois
ndo € necessaria a realizacio de leitura
como no teste de tuberculinizagdo. O
risco de acidentes passa a ser menor
com a necessidade de conter os animais
uma unica vez. Em alguns rebanhos,
esta caracteristica do teste passa a ter
importancia  significativa pois o0s
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animais sao de dificill manejo e
naturalmente mais estressados quando
manejados em bretes e troncos de
contencdo. No Brasil, ¢ comum a
realizagdo de cruzamentos entre ragas
européias e zebuinas para obtengdo de
um grau de sangue intermediario,
visando uma boa produtividade mas
sem perder a rusticidade e adaptacdo ao
clima tropical. No entanto, estes
animais apresentam um comportamento
mais agressivo, o que dificulta a
realizacio de testess como a
tuberculinizagdo onde s3o necessarios
dois dias para sua realizagdo.
Principalmente nas pequenas
propriedades, as instalagdes sdo na
maioria das vezes inadequadas e a mao
de obra incapacitada, o que dificulta
ainda mais o0 manejo com 0s animais.

Uma limitagdo do teste € o seu alto
custo quando comparado com a
tuberculinizagdo. Em paises como o
Brasil que dependem da importagao dos
kits de ELISA para interferon gama
bovino cotados em Dédlar, esta situagdo
se toma ainda mais limitante em
conseqiiéncia do cambio e taxas de
importacdo. = No  diagndstico  da
tuberculose bovina feito pelo método de
interferon gama, este custo deve ser
quatro vezes maior quando comparado
com o valor cobrado pelos médicos
veterinarios para realiza¢ao do teste de
tuberculinizacdo. No entanto, os custos
podem ser amenizados se forem
consideradas a redug@o no manejo dos
animais e diminui¢do do risco de
acidentes, melhoria na sensibilidade.

Com relacdo aos bubalinos, o teste
também teria boa aplicabilidade em
nosso pais. Estes animais estdo
localizados principalmente na regido
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norte onde a criacio € extensiva e
muitas vezes, de dificil acesso.

6. CONCLUSOES

O teste de interferon gama provou ser
um método rapido e pratico no auxilio
do diagnéstico da tuberculose bovina.

Nio foram encontradas diferencas
significativas entre os resultados
encontrados « partir das analises das
amostras provenientes dos dois dias de
coleta, os testes apresentaram boa
concordancia entre si em ambos os dias.

O processamento das amostras apos 24
horas da coleta, viabilizara a utilizagio
do teste do interferon gama em
condicdes brasileiras.

O teste de interferon gama podera ser
utilizado de forma seriada para
confirmacdio do  diagndstico nos
rebanhos problema em uma fase mais
adiantada do programa de erradicagdo
da tuberculose bovina.

E necessaria a revisdo do ponto de corte
do teste de interferon gama a ser
utilizado no Brasil, assim como ocorre
na Nova Zelandia, para que ndo
ocorram casos de animais falso
positivos.
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