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RESUMO

A determinagdo dos niveis de adenosina deaminase (ADA) no soro
sanguineo, enzima produzida principalmente por células linfoides, tem sido
utilizada no diagnostico da tuberculose humana. A atividade de ADA foi
testada neste trabalho, como possivel método auxiliar no diagnéstico da
tuberculose bovina. Pela tuberculinizagdo intradérmica comparada,
empregando-se tuberculinas PPD bovina ¢ aviaria. foram caracterizados
dois grupos: animais reagentes (n=52), provenientes de propriedades onde
o M. bovis ja havia sido isolado, ¢ animais ndo reagentes (n=204),
provenientes de propriedades livres de tuberculose bovina. Soros destes
256 bovinos foram submetidos 4 determinagio de ADA, obtendo-se
valores séricos de 4,45 £ 2,33 U/l no grupo de animais reagentes ¢ de 6,12
+ 4,47 U/l naqueles ndo reagentes (p=0,008) a tuberculinizagdo. Quando
s¢ retiraram da analise os animais ndo reagentes a tuberculinizagio da
propriedade onde haviam sido confirmados casos clinicos de leucose
enzootica bovina, a média do grupo ndo reagente foi de 5,12 + 3,75 U/l
(p=0.28). Utilizando-se dois pontos de corte diferentes, 6,12 U/l e 15,00
U/l, ndo houve concordincia entre os dois métodos diagndsticos na
detec¢io de animais tuberculosos (kappa=-0,086 e kappa=-0082,
respectivamente). Pelos resultados. conclui-se que a determinagio da
atividade de ADA no soro de bovinos ndo foi um bom método auxiliar no
diagnostico da tuberculose bovina, uma vez que a dosagem da atividade de
ADA no soro nio permitiu distinguir animais reagentes de nio reagentes a
tuberculinizagio.

Palavras Chave: tuberculose bovina, diagnostico, adenosina deaminase
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1 INTRODUCAO

No mundo, o Mycobacterium tuberculosis, e também o Mycobacterium
bovis, tém sido responsaveis por mais morbi-mortalidade que qualquer
outro patdgeno bacteriano (Daborn & Grange, 1993).

O controle ¢ erradicagdo da tuberculose bovina sdo justificados para
diminuir as restrigdes comerciais sobre os produtos de origem animal,
pelos prejuizos potenciais causados na criagdo bovina e por motivos de
saude publica, devido ao fato de a tuberculose bovina constituir-se em
uma importante zoonose em varios paises criadores de bovinos (Kantor et
al., 1993).

No Brasil, a situagdo da tuberculose bovina nio é bem conhecida, pois nio
existe um levantamento que permita estimar a prevaléncia da doenca
(Mota, 1996).

O método diagnostico de triagem usado com sucesso no controle da
tuberculose bovina ¢ a tuberculinizagio. Entretanto, o desenvolvimento de
novos métodos de diagnostico e a melhora dos ja existentes podem auxiliar
nos programas de controle ¢ erradicagdo da tubercuiose bovina.

A adenosina deaminase (adenosina amino hidrolase - E.C.3.5.4.4. - ADA),
enzima envolvida no metabolismo das purinas (Giusti e Galanti. 1984), ¢
liberada em fluidos biolégicos durante a resposta imune celular na
tuberculose (L Hermunez, 1993), embora possa estar também aumentada
em outros processos patologicos (Chathoub et al.. 1996). Em humanos. a
detec¢do da atividade de ADA em diversos fluidos bioldgicos ¢ usada para
fins diagnosticos principalmente como método auxiliar no diagnéstico da
tuberculose extrapulmonar (L'Herminez, 1993), com alta sensibilidade e
especificidade (Chalhoub et al., 1996).
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Rodrigues et al. (1997) dosaram a atividade de ADA em soros de bovinos
objetivando estabelecer os valores séricos de normalidade desta enzima
para, em estudos posteriores, averiguarem a possibilidade do uso dos
valores séricos de atividade de ADA no diagndstico da tuberculose bovina.

No presente trabalho analisou-se, por espectrofotometria a atividade sérica
de ADA em bovinos reagentes e nio reagentes a tuberculimzagdo
intradérmica comparada como um possivel método auxiliar no diagnéstico
da tuberculose bovina.
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2 LITERATURA CONSULTADA
2.1 Tuberculose: velha doenca, novos problemas

A Organizagio Mundial de Saude declarou recentemente a tuberculose
como uma emergéncia global, pois aproximadamente um terco da
populagdo do mundo esta infectada (Suffys et al., 1997). Entre 1990 ¢
1999, a incidéncia estimada de casos de tuberculose humana totalizara 88
milhJes causando 30 milhGes de mortes neste periodo (Cosivi et al., 1998).

“Se a tuberculose epidémica continuar a ser negligenciada, futuras
geragoes se lembrardo desta década como uma época onde a humanidade
possibilitou um agente tido como morto tornar-se resistente a drogas ¢
ncurdvel por toda a parte do mundo” (Suffys et al., 1997). Os avangos no
diagnostico e técnicas quimioterapicas nio tém reduzido a prevaléncia da
tuberculose em paises em desenvolvimento. A epidemia de AIDS/infecgdo
pelo HIV. as migragdes e mobilidade da populagdo humana, bem como o
agravamento das condigdes socio-econdmicas em muitos paises nos
ultimos 15 anos sdo causas que se juntam para caracterizar a tuberculose
como reemergente. No Brasil a tuberculose ¢ a segunda doenga oportunista
mais importante em individuos infectados pelo virus HIV (Suffys et
al.,1997).

Dados sobre a parccla de contribuigdo do M. hovis nos casos humanos de
tuberculose sdo escassos tanto em paises desenvolvidos como em paiscs
em desenvolvimento. Costvi et al. (1998), em um trabalho de revisio,
apresentam algumas taxas de contribui¢io do M. hovis na tuberculose
humana, para evidenciar a sua importincia. Entre 1954 ¢ 1970 em
levantamentos realizados em diversos paises do mundo foi estimado que a
proporgio de casos humanos devidos ao M. bovis contribuiram para 3.1%
de todas as formas de tuberculose. Na Nova Zelandia de 1983 a 1990,
7.2% do total de casos de tuberculose em humanos foram devidos a0 M.
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bovis. A tuberculose zoondtica em humanos tem sido confirmada em
paises africanos com taxas de até 6,4%. No Egito nove de vinte pacientes
com peritonite tuberculosa selecionados ao acaso estavam infectados com
M. bovis, o restante por M. tuberculosis. Na América Latina estima-se
que 2% do total de casos de tuberculose pulmonar e 8% de casos de
tuberculose extrapulmonar sio causados pelo M. bovis.

No Brasil, Corréa & Corréa (1974) encontraram, entre diversos casos de
tuberculose humana, que 3,5% eram devidos ao M. bovis. Concluiram,
pois, que o M. bovis tem seu peso na etiologia da tuberculose humana no
Brasil e que. do ponto de vista preventivo, ¢ imprescindivel que o Brasil
estabelega rigorosa legislagdo meédico-veterinaria para o combate a essa
importante zoonose.

A AIDS/HIV tem também modificado a epidemiologia da infecgio pelo M.
bovis, aumentando o seu risco para a saude coletiva. Na Franca o agente é
responsavel por 1,6% dos casos de tuberculose em pacientes HIV
positivos, sendo todas as amostras isoladas resistentes a isoniazida.
Também foi notada uma disseminagdo homem a homem mais exacerbada
do M. bovis oriundo de pacientes com AIDS (Cosivi et al., 1998).

A grande maioria dos casos de tuberculose bovina em humanos ocorrera
em paises em desenvolvimento, em muitos dos quais as medidas de
controle da tuberculose bovina sdo ainda insuficientes e a higicne do leite
inadequada (Cosivi et al., 1998).

2.2 Tuberculose bovina

A tuberculose bovina ¢ uma doenga de distribuicio mundial. sendo sua
prevaléncia menor nos paises desenvolvidos, onde se encontra em fase
avancada de controle e erradicagio (OPS, 1970). Os programas de
controle e erradicagdo da tuberculose bovina implementado nestes paises,
juntamente com a pastcunizagio do leite, contribuiram para reduzir
drasticamente a incidéncia de M. bovis na populagio humana (Cosivi et
al,, 1998).
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Historicamente, a implantagdo de programas de controle da tuberculose
bovina sé comegou quando o risco da doen¢a para a satide humana foi
claramente estabelecido no inicio do século. Nos Estados Unidos da
Aménica, o reconhecimento de que 25% dos casos fatais de tuberculose
humana se deviam ao M. bovis, levou as autoridades veterinarias a
iniciarem um programa de controle da tuberculose bovina em 1917. Os
conceitos errdneos expressos por Koch em 1901, minimizando o carater
zoongtico da tuberculose, justificaram que no Reino Unido uma campanha
idéntica fosse adiada até 1935 (Pritchard, 1988).

No Brasil, a situagio da tuberculose bovina nio ¢ bem conhecida, pois nio
existe um levantamento que permita estimar a prevaléncia da doenga. Na
década de 80 foram notificados ao Ministério da Agricultura, do
Abastecimento e da Reforma Agraria, 7541 focos de tuberculose bovina
em todo o territorio nacional (Brasil, 1988). A ocorréncia da tuberculose
bovina durante o ano de 1993 foi estimada entre 0.5 e 2,7% de animais
reagentes, dependendo da regido, sendo que no mesmo periodo a taxa de
lesGes tuberculosas, foi de 0,14% (Mota & Lobato, 1998). Estes dados
ndo refletem a realidade, condiderando-se que no Brasil sio ordenhadas
aproximadamente 20 milhSes de vacas anualmente para uma produgio de
tuberculinas no mesmo periodo de um mithdo de doses (Mota & Lobato,
1998). Nota-se aqui uma falta de motivagdo para o problema pelos
médicos veterinarios, criadores ¢ autoridades sanitarias, acrescido ao fato
de que ndo existe na pratica um programa governamental especifico para
tuberculose bovina. Quando, por alguma razdo, o criador ¢ alertado para o
problcma da tuberculose, a prevaléncia no rebanho encontra-se
fregiientemente acima de 40% (Mota, 1996).

A legislagdo brasileira recomenda como método de controle da tuberculose
bovina o teste ¢ sacrificio dos bovinos reagentes 3 tuberculinizagio
intradérmica. Entretanto. a legislagdo vigente ndo prevé a total indenizacio
aos proprietarios pelas perdas decorrentes, a participagio do setor privado
no controle. bem como a criagdo de regras claras e de incentivos para os
recbanhos livres de tuberculose bovina. Dessa forma. ndo ha um
envolvimento dos pecuaristas ¢ suas associagdes ¢ da industria pecuaria no
financiamento e implantagde dos programas de controle.
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No Brasil, como em outros paises da América Latina, onde a febre aftosa
estad em vias de erradicagdo, o controle da tuberculose esta se tormando
prioritario devido ao seu impacto no comércio de animais ¢ produtos de
origem animal. A tuberculose, tal como a brucclose, constitui um fator
limitante do desenvolvimento da produgio pecuiria e inddstria de
derivados de produtos animais, bem como da sua expansdo em nivel
regional (Gongalves, 1998).

2.3 Diagnéstico da tuberculose bovina.

Exame clinico, anatomo-patolégico ¢ bacteriologico t€ém uma importincia
relativa no diagnodstico da tuberculose bovina. Os exames clinicos
individuais sio pouco praticos quando se trata de rebanho, além disso
bovinos infectados com o M. bovis nio apresentam necessariamente sinais
clinicos. O diagndstico anatomo patoldogico ¢ realizado em inspegio em
matadouros. sendo que sua sensibilidade e especificidade estio
relacionadas ao nivel de conhecimento do técnico. Os dados de inspegdo
podem ser utilizados para a triagem de rebanhos positivos para a
tuberculose bovina. O isolamento do M. bovis nem sempre ¢ possivel e,
além disso, o cultivo é¢ demorado (Thoen & Bloom, 1995}

Os planos de luta contra a tuberculose bovina consistem exclusivamente
em medidas de profilaxia sanitina ¢ o seu controle depende em grande
medida da eficicia de utilizagdo de um teste: a tuberculinizagio
(Gongalves, 1998). Por mais de 100 anos, testes de tuberculinizagio tem
sido usados com sucesso em varias partes do mundo para o diagnostico da
tuberculose em bovinos, possibilitando, dessa forma, a efetivagido dos
programas de controle ¢ erradicagio da tuberculose bovina (O’Reilly,
1995). Inicialmente se empregou a tuberculina “velha de Koch”. sendo
substituida pela tuberculina HCSM e, logo ap¢s. pela tuberculina PPD
{Monaghan et al., 1994). Posteriormente, a prova de tuberculinizagdo
ganhou em especificidade mediante a utilizagdo da prova comparada com
a tuberculina PPD bovina ¢ a PPD awvidna, diminuindo as possiveis
interferéncias ao teste de tuberculinizagio causadas pela infec¢do por
micobactérias outras que o M. bovis (Langenegger et al., 1981, Monaghan
et al.. 1994, O'Reilly, 1995). Melhoras na sua sensibilidade foram
adquiridas pela mudanga das amostras de M. ruberculosis para a amostra
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AN3 de M. bovis na produgdo da PPD bovina (Monaghan et al., 1994,
O’Reiliy, 1995).

A tuberculinizagdo ¢ um método de diagndstico da tubeculose bovina
basecado na medida da resposta de hipersensibilidade retardada que
acontece em animais infectados com M. bovis apos inoculagio de antigeno
micobacteriano especifico, a tuberculina. E um teste simples, possui boa
sensibilidade (68-95%) e especificidade (96-99%) individuais ¢ boa
sensibilidade de rebanho, sendo, portanto, considerado um bom
diagndstico de rebanho (Monaghan et al. 1994). O’Reilly (1995),
acrescenta que repetidos testes de tuberculinizagio de rebanhos infectados
em intervalos ndo menores que 60 dias podem aumentar significativamente
a sensibilidade do teste em nivel de rebanho e que animais que niio foram
detectados em um primeiro teste ou mesmo animais recentemente
infectados poderiam ser identificados em um segundo teste. Além disto, a
tuberculinizagdo pode detectar um bovino infectado desde 30 a 50 dias
apos infecgio.

Entretanto, a tuberculinizagdo apresenta algumas desvantagens. Alguns
animais, ainda que infectados, n3o respondem aos testes de
tuberculinizagio (O Reilly, 1995). Fatores como infecgdo recente, final de
gestagdo ¢ ma-nutrigio podem ocasionar falso npegativos a
tuberculinizagio. Em acréscimo, animais em estado avangado de infecgio
podem manifestar anérgicos diminuindo a sensibilidade do teste
(Monaghan et al., 1994). Apds a tuberculinizagdo, os animais apresentam
sua capacidade de responder a novas tuberculinizagdes diminuida. A
reatividade ¢ retomada em 42 a 60 dias (Monaghan et al., 1994).

A sensibilidade e a especificidade sdo caracteristicas inerentes aos testes
diagnoésticos. Ja o valor preditivo positivo (VPP), medida da probabilidade
que um animal com um teste positivo realmente esteja infectado com o M.
bovis, e o valor preditivo negativo (VPN), medida da probabilidade que
um amimal com um tcste negativo realmente esteja livre do M. bovis,
possucm relagdo direta e relagdo inversa, respectivamente, com a
prevaléncia da doenga {O'Reilly, 1995). Quando a tuberculose bovina é
erradicada de uma populagio. o VPP é zero ¢ o VPN ¢ 100%. A medida
que a prevaléncia de animais infectados pelo M. bovis decresce na
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populagdo, o VPP também decresce € o problema de animais rcagentes
falso-positivos assume maior importincia. A escolha de niveis aceitaveis
de especificidade podem depender da situagio epidemiologica da doenga.
Quando a prevaléncia de uma doenga € baixa ou em vias de erradicagdo,
uma boa pratica quando possivel ¢ a combinagdo de dois ou mais métodos
diagnosticos, sendo que um primeiro (mais sensivel que especifico)
funciona como triagem proporcionando uma elevagio artificial da
“prevaléncia” no grupo selecionado pelo primeiro teste 0 que conduz a um
aumento do VPP em um segundo teste utilizado (geralmente sensivel e
muito especifico). Em campanhas, em fase de erradicagdo, onde as
prevaléncias sdo muito baixas seria ideal um teste com uma sensibilidade
de 95% e uma especificidade de 99,9% (O Reilly, 1995).

Para que um programa de controle de tuberculose possa ser estabelecido
em uma regido, ¢ necessario que técnicas de diagnostico confiaveis e de
facil execugdo estejam disponiveis para a identificagdo dos individuos e
das populagdes infectadas pelas micobactérias {L'Herminez, 1993).

O método de diagndstico da tuberculose bovina considerado como padrio
internacional continua sendo a tuberculinizagio intradérmica simples ou
comparada, com leitura apds 72 horas da inoculagio (OIE, 1996). Os
outros métodos de identificacio de animais infectados pelo M. bovis sdo
considerados como auxiliares no diagnoéstico da tuberculose bovina em
condigdes especificas.

Devido a baixa prevaléncia de casos clinicos de tubercuiose em bovinos,
em varios paises que estio em fases avangadas de controle e erradicagio,
ha uma demanda de mudangas nas diferentes bases adotadas no passado.
incluindo o uso de outros testes diagndsticos muito especificos € com
sensibilidade aceitavel para identificagio de bowvinos recentemente
infectados (Collins. 1995). A conjugagio de testes em paralelo para
melhorar a sensibilidade ou de testes em série para melhorar a
especificidade tem sido propostas ¢m outras situagdes. As novas
necessidades impostas no controle da tuberculose bovina, entre outras as
restrigdes comerciais crescentes. evidenciam a necessidade de controle da
tuberculose bovina em paises onde este ainda ndo ¢ praticado por meio da
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tuberculinizagdo, ¢ impulsionam o desenvolvimento de novos testes
diagnosticos, bem como melhora nos ja existentes.

Atualmente, ecncontram-se em etapa experimental ou de avaliagdo,
algumas provas in vitro, que, determinadas sua eficicia e funcionalidade,
poderdo ser empregadas como provas complementares a tuberculinizagio,
como instrumentos de vigilincia epidemiologica, como confirmagio de
diagnostico ou em propriedades onde ndo seria possivel o retorno para a
leitura do teste alérgico.

Devido a natureza da resposta imune de bovinos infectados com M. bovis,
bem como o espectro clinico da doenga, algumas limitagdes no diagndstico
da infecgio pelo M. bovis podem ser esperadas, principalmente em
diagnosticos sorologicos baseados na detecgdo de anticorpos (Collins,
1995), que apresentam normalmente baixa sensibilidade devido a baixa
resposta imune humoral em animais em inicio de infecg¢io. Entretanto
experimentos mostram que detecgdo de anticorpos seria util na detecgdo de
animais em estagios avangados de infecgio ou em animais anérgicos
{Harboe, 1990).

Os testes que medem resposta celular “in vitro” para o M. bovis, embora
promissores possuem também algumas desvantagens. Os testes de
proliferagic de linfocitos, mesmo com sua alta sensibilidade ¢
especificidade, ndo se adequam a rotina do diagnodstico da tuberculose
bovina. pois utilizam reagentes radioativos (Wood & Rothel, 1994). O
teste de gama interferon, um ensaio “in vitro™ para detectar indirctamente
a resposta imune mediada por células contra antigenos de M. bovis,
recentemente desenvolvido na Australia, mostrou sensibilidade de 95.2% e
especificidade de 96,3% (Wood & Rothel, 1994). Entretanto, este teste
exige que o tempo entre coleta de amostra e execugdo do teste segja de, no
maximo, 12 horas.

Outras novas tecnologias. como o uso de sondas de DNA para a
demonstragdo do M. bovis em tecidos {Collins. 1995), bem como o uso de
amplificagdo de DNA para a ripida identificacdo do M. hovis, estio sob
investigagdo (Cousins et al., 1991). Estes métodos moleculares tem sido
utilizados principalmente na vigildncia epidemiolégica da infecgdo pelo M.
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bovis e possuem potencial como substituto do isclamento para a
confirmacdo das lesdes encontradas pela inspe¢io sanitiria como devidas
ao M. bovis.

A deteccio da adenosina deaminase (ADA) tem sido utilizada,
principalmente, para o diagnostico da tuberculose em efusdes pleurais
humanas, com alta sensibilidade e especificidade (L’Herminez, 1993). Foi
sugerido que a determinagio sérica desta enzima também pudesse ser
utilizada como prova complementar no diagnodstico da tuberculose bovina,
pois foram encontrados niveis aumentados de ADA em soros de dez
bovinos tuberculosos em relagdo a bovinos ndo reagentes a
tuberculiniza¢io intradérmica comparada (Rodrigues et al., 1997).

2.4 Adenosina deaminase (ADA): a¢iio metabdélica

A adenosina deaminase (adenosina amino hidrolase - E.C.3.5.4.4 - ADA)
¢ uma enzima envolvida no metabolismo das purinas, estando presente em
varios tecidos dos mamiferos (Koehler & Benz. 1962). E uma enzima de
média especificidade que catalisa a hidrolise de grupos aminicos,
hidroxilaminicos, halogénicos e metoxilicos, ligados ao carbono 6 do
nucleo puarico. Seu principal papel bioquimico € o de catalisar a
transformagio da adenosina em inosina, com consequente liberagdo de
amdnia (Giusti & Galanti., [984).

A ADA ¢ amplamente distribuida no homem, especialmente em tecidos
com células linfoides, tais como linfonodos, bago e timo (Edwards et al.,
1971), e participa da diferenciagdo de células linfoides (Barton et al., 1979
¢ Bothamley et al., 1995). Tanabe (1993) encontrou atividade de ADA em
tecidos e células de diversas espécies animats, inclusive bovinos.

Fisiologicamente a adenosina deaminase € uma enzima necessaria para o
catabolismo normal da adenosina (Ammann & Fudenberg, 1980), sendo
importante para o perfeito funcionamento do sistema imune, A deficiéncia
genetica desta enzima produz uma imunodeficiéncia combinada severa no
homem (ADA-SCID), em que os niveis de células T caem para um nivel
visto ordinariamente s6 em pacientes em fases finais de AIDS (Clark.
1995).
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A ADA ¢ liberada em fluidos biologicos durante a resposta imune celular
em Varios processos patologicos, inclusive tuberculose. (L’Herminez,
1993). As células e os mecanismos envolvidos na liberagio de ADA nio
estdo totalmente esclarecidos (Ungerer et al., 1992: Ungerer et al., 1994),

2.5 ADA e isozimas em fluidos biolégicos: células e mecanismos
envolvidos na produ¢io da enzima

A ornigem de ADA em lesSes, bem como no soro, e 0 mecanismo pelo qual
sua atividade estd aumentada em alguns processos patolgicos nio estio
bem esclarecidos (Ungerer et al., 1992; Ungerer ct al., 1994),

A atividade de ADA ¢ dez vezes maior em células linfociticas que em
eritrocitos € maior em linfocitos T que em linfocitos B. Varia ainda
durante a diferenciagio de células T, com significativos aumentos de seu
nivel em estados imaturos ou ndo diferenciados, sendo ainda relacionada a
proliferacdo de linfocitos (Hall, 1963). Carson & Seegmiller (1976)
encontraram que a inibicdo de ADA era acompanhada por uma restrigio
da blastogénese dos linfocitos.

Baganha et al. (1990) encontraram correlagdes positivas entre niveis de
ADA ¢ porcentagens de células T cD4" em todos os exsudatos pleurais
estudados. O aumento da atividade de ADA correspondia a um aumento
de linfocitos T CD4’ em efusdes tuberculosas, enquanto seu declinio
estava correlacionado com um aumento da percentagem de linfocitos T
CD8 " ¢ queda do numero de linfocitos T CD4™ em efusdes neoplasicas.
Entretanto, Ocaiia et al. (1988), Ungerer et al. (1992) ¢ Ungerer et al.
(1994) ndo encontraram correlagdo entre a contagem de linfocitos e a
atividade de ADA em efusdes pleurais.

Ungerer et al. (1992) estudaram as isoenzimas de ADA e a natureza do
aumento de ADA no soro. A ADA encontrada em eritrocitos foi ADAI
sendo csta isoenzima mais abundante em bago, linfécitos. monécitos e
neutréfilos. A ADA2 sé foi detectada em monocitos, os quais mostraram
82% de ADAI ¢ 18% de ADA2. Em todos os soros com aumento de
atividade de ADA. ADA2 predominou, exceto em pacientes com leucemia
linfoblastica aguda. nos quais parece ter prevalecido a produgio de ADAI
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pelos linfoblastos. Pelo fato de ADA2 s6 ter sido demonstrada em
mondcitos, foi assumido que a ADA2 presente no soro era originaria deste
tipo celular. ADA presente no soro de pacientes, especialmente ADA2,
pode ser um conveniente marcador para avaliar a imunidade mediada por
células.

Em cfusdes tuberculosas, um alto coeficiente de correlagdo (0,890} entre
atividade de ADA total ¢ ADA2 foi encontrado (Ungerer et al., 1994),
sendo a contribuigdo média de atividade ADA2 a atividade total de ADA
de 88%, sugerindo que a ADA em efusdes pleurais tuberculosas origina de
linhagem de células mondcito-macrofago. Em contraste, ADA1 causou
aumento de atividade ADA em efusdes pleurais parainfectivas, sendo
originada provavelmente da renovagdo de linfocitos e neutréfilos, ou
ambos.

2.6 Uso de determinagio da atividade de ADA para fins diagnésticos

Uma das primeiras referéncias a esta enzima (ADA) avaliaram seu papel
no diagnostico de cancer de pulmio (Nishihara et al., 1970).

Em 1973, Piras et al. (1973} demonstraram, pela primeira vez, aumento
significativo da atividade da ADA em liquor de pacientes com meningite
tuberculosa. Desde 1978, quando Piras et al. (1978) sugertram utilizagdo
da dosagem de ADA como auxiliar no diagnostico diferencial das efusdes
pleurais, determinagio de ADA tem sido usada no diagnostico de efusdes
pleurais tuberculosas.

Em humanos, a detecgdo da atividade de ADA por espectrofotometria €
usada principalmente em pacientes com efusdes pleurais e, em menor
escala. em pacientes com efusdes pericardicas ¢ com meningite e ascite
tuberculosas (L Herminez, 1993). A medida de atividade da adenosina
deaminasc (ADA) nestas efusdes corporais suspeitas ¢ uma técnica
simples ¢ altamente sensivel ¢ especifica (sensibilidade > 90% e
especificidade > 95%) para diagndstico de tuberculose (Chalhoub et al.,
1996).
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Entretanto, um aumento de atividade de ADA estd presente em varias
circunstincias em humanos: (1) em efusbes pleurais, pericardicas e
peritoniais de natureza tuberculosa; (2) em efusdes pleurais que
acompanham artrites reumatoides e infecgbes linfoproliferativas e,
também, em empiemas, embora com niveis usualmente menores que em
tuberculose; (3) em fluido cerebroespinal, em determinadas doengas
neurologicas; (4) em pacientes com leucemia linfoide aguda (Baganha et
al., 1990); (5) em vérias outras doengas como disfungdes do figado, febre
tifdide ¢ mononucleose infecciosa (Ungerer et al., 1992). Dessa forma,
serias dividas tem surgido sobre o uso de niveis de ADA no diagnéstico
da tuberculose pela possibilidade de resultados inespecificos.

Em geral, efusdes pleurais malignas apresentam menor nivel de ADA que
o0s encontrados em tuberculose. Entretanto, efusdes pleurais secundarias a
linfomas ¢ a leucemias estio geralmente associadas com maiores
atividades de ADA que disfungdes malignas. € podem ser confundidas com
efusdes tuberculosas pela atividade de ADA e pela taxa linfécito/neutrofilo
(L/N} (Burgess et al.. 1996).

No homem, a detec¢do dos niveis de ADA para fins diagnosticos da
tuberculose em efusdes pleurais, apresentou sensibilidade e especificidade
de 90% e 89%, respectivamente (Burgess et al.. 1995). A determinacio
dos niveis de ADA em fluidos pleurais mostrou-se¢ um método rapido ¢
acurado de diagnostico da tuberculose. A atividade de ADA foi maior
entre 0s pacientes com tuberculose pleural, embora condiges outras
também puderam estar associadas com aumento de atividade de ADA,
particularmente em infecgdes piogénicas. Deteminagio dos niveis de ADA
tem validade em regides onde as prevaléncias de tuberculose sdo altas ou
moderadamente altas (Burguess et al.,1995; Valdés et al., 1995; Valdés et
al.. 1996a). Por outro lado. ¢ de limitado valor em areas de baixa
prevaléncia de tuberculose (Van Keimpema et al., 1987).

Chalhoub ct al. (1996) estudaram a atividade de ADA e sua utilidade no
diagnéstico diferencial de derrames pleurais em nosso meio, onde a
prevaléncia de tuberculose em derrames pleurais ¢ alta. Com um ponto de
corte de 40 U/l de ADA. este teste apresentou sensibilidade de 93.3% ¢
especificidade de 93.5%. Embora o teste tenha se apresentado eficiente no
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diagnostico da tuberculose pleural, os mesmos ndo ¢ como substrtuto, mas
como complementar, aos outros métodos diagnosticos existentes. Valdés et
al.(1996b) analisaram as atividades de ADA total ¢ ADA2 em fluidos
pleurais objetivando clarear os mecanismos do uso diagnostico da
atividade de ADA. As eficiéncias entre os dois testes ndo foram
consideradas estatisticamente diferentes, porque a alta atividade de ADA
total em efusdes pleurais tuberculosas sdo devidas em grande parte a alta
atividade de ADA2.

Os estudos sobre determinagio da atividade de ADA em soro de humanos
com a finalidade de diagnostico da tuberculose sdo escassos ¢ os
resultados ndo sdo conclusivos. O conhecimento dos mecanismos
envolvidos no aumento de ADA no soro, bem como das células envolvidas
poderia aumentar a utilidade diagndstica das determinagdes de ADA. A
determinagio das isoenzimas de ADA pode ser util para diferenciar entre a
origem do aumento de ADA no soro, se de monocitos-macrofagos ou se de
linfocitos-linfoblastos (Ungerer et al., 1992).

Embora aumentos dos niveis séricos de ADA foram encontrados em
pacientes tuberculosos (Lakshimi et al.,1992, Rodrigues et al., 1993,
Rodrigues et al., 1994 ¢ Orphanidou et al., 1996), a sua dosagem no soro
nio tem validade comprovada no diagnodstico da tuberculose pleural..
Lakshimi et al. (1992) encontraram uma meédia sensibilidade na dosagem
sérica de ADA para diagnostico da tuberculose pleural. Em contraste.
Orphanidou et al. (1996) encontraram valor de sensibilidade baixo
dosando ADA sérica (33%) em comparagio a ADA pleural (70%) no
diagndstico da tuberculose pleural, sendo ainda constatada auséncia de
correlagio entre os niveis de ADA no soro ¢ no fluido pleural em todos os
grupos de pacientes estudados.

Lakshmi et al. (1992) encontraram niveis médios de ADA mais elevados
em pacientes que apresentavam baciloscopia positiva efou reagio
fortemente positiva a tuberculinizagio que em pacientcs negativos a
tubcrculimizagio ¢ baciloscopia. Estes resultados sugerem que em
humanos as dosagens de ADA no soro sdo influenciadas pelo estagio
clinico da tuberculose.
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Rodrigues et al. (1993) encontraram diferengas significativas nas médias
de valores séricos de ADA entre soros de individuos normais (21,2 + 9,3)
¢ pacientes tuberculosos (450 + 84.2) por meio de um "kit" para detecgdo
de ADA bascado no método colorimétrico descrito por Giusti ¢ Galanti
{1984).

A utilizagdo dos niveis de ADA para fins diagnosticos, principalmente de
tuberculose, t€m sido bastante estudado no homem, sendo, em
determinadas condigdes, utilizado na rotina clinica. Entretanto, ndo
existem muitos relatos da utilizagdo clinica da determinagio dos niveis de
ADA em medicina veterinaria (Yasuda et al., 1996).

Yasuda et al. (1996) determinaram a atividade de adenosina deaminase em
tecidos e soro de bovinos normais, de bovinos infectados e de bovinos com
sinais clinicos de leucose enzodtica bovina. A média de ADA no soro de
casos clinicos de feucose enzodtica bovina, animais infectados com o virus
da leucose enzodtica bovina (VLB) ¢ animais sadios foi 22.8 + 30,1 U/,
3.9+ 1,7 Ut e 3.9 + 1,9 U/, respectivamente. Os niveis de ADA foram
maiores nos bovinos com sinats clinicos de leucose enzodtica bovina, nio
sendo notada diferenga significativa nos niveis séricos de ADA entre os
animais infectados e os ndo infectados pelo VLB. A diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de ADA entre animais com sinais
clinicos de leucose enzodtica bovina e animais sem sinais clinicos
demonstra que flutuagdes nos niveis de ADA no soro podem depender da
gravidade das manifestagdes clinicas apresentadas pelos animais.

Rodnigues et al. (1997), avaliaram os valores séricos de ADA em bovinos
clinicamente sadios como referéncia de provavel normalidade da atividade
da ADA encontrando valores médios em 150 soros de 15,1 U/ (desvio
padrio de 6.7 U/l). No mesmo estudo, soros de dez bovinos tuberculosos
apresentaram medias de atividade de ADA significativamente maiores que
aquelas apresentadas pelo grupo negativo. Entretanto, o estagio clinico dos
animais tuberculosos nio foi mencionado.

O presentc trabalho teve por objetivo determinar a atividade da enzima
adenosina deaminase (ADA) no soro de bovinos reagentes ¢ nio reagentes
a prova de tuberculinizagdo intradérmica comparada e avaliar a utilizagdo
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dos valores séricos de ADA como método auxiliar no diagnéstico da
tuberculose bovina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os rebanhos bovinos, provenientes de seis propriedades produtoras de leite
do Estado de Minas Gerais, com animais reagentes ¢/ou nio reagentes a
tuberculinizagdo foram sinalizados ao Nucleo de Pesquisa em Saude
Animal do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de
Vetennaria da UFMG por veterinarios das regides onde estas propriedades
se encontram. Um total de trezentos e oitenta e trés animais adultos destas
propriedades, na sua maioria fémeas mesticas holandés/zebu, foram
submetidos a nova tuberculinizagdo intradérmica comparada em periodo
superior a 60 dias da ultima tuberculinizagdo. O resultado da
tuberculiniza¢do dos amimais destas propriedades pode ser observado na
Tabela 1.

Tabela 1. Distribuigdo dos animais submetidos A tuberculinizagio
intradérmica comparada, por propriedade

Propriedades Tuberculiniza.‘;ﬁol Total
Reag‘i NReagj

1 61 32 93

2 13 2 15

3 53 18 71

4 54 0 5

5 to4* 0 104

6 954 0 95
Total 3314 52 383

| - Tuberculinizagdo intradérmica comparada

2 - Reag —~ Animals reagentes a tuberculinizagdo intradérmica comparada

3 - NReag Animais nfio reagentes & tuberculinizagio intradérmica comparada

4 - Somente os 204 animais ndo reagentes 4 tuberculiniza¢do intradérmica comparada
provenientes de propriedades sabidamente livres de tuberculose bovina foram utilizados
na avaliagdo dos valores séricos de ADA no diagnéstico da tuberculose bovina.
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A partir dos resultados da tuberculinizagio intradérmica comparada, os
animais foram divididos em dois grupos:

Grupo I: constituido de 52 amimais reagentes a tuberculinizagio
intradérmica comparada, provenientes de trés propriedades onde o
M. bovis fora isolado de animais com sintomas de tuberculose
bovina;

Grupo 1II. constituido de 204 animais ndo reagentes a
tuberculinizagdo intradérmica comparada provenientes de trés
rebanhos livres de tubercuiose bovina.

Os 127 animais ndo reagentes a tuberculinizagio intradérmica comparada
provenientes de propricdades onde o M. hovis fora isolado foram
descartados do experimento para se evitar resultados falso-negativos da
tuberculinizagio escapular comparada.

Os animais envolvidos no estudo nio foram testados para a presenca de
outros agentes infecciosos.

3.2 Coleta de amostras

Aproximadamente 10 ml de sangue de cada amimal foram coletados em
tubos com vacuo sem anticoagulante, antes da inoculagio da tuberculina.
O sangue coletado sem anticoagulante foi deixado em repouso por, pelo
menos, duas horas para a coagulagio e entdo transportado em temperatura
ambiente até o laboratorto, num periode maximo de seis horas, para
p85tcrior separagdo do soro. Os tubos foram mantidos no laboratorio a
4°C. Apos a sep&ra(;io e a preparagdo de aliquotas, os soros foram
conservados a -207C até sua utiliza¢do no teste. O prazo entre a coleta e o
armazenamento a -207C sempre foi inferior a 20 horas.

Somente soros livres de hemodlise foram utilizados. devida a atividade de
ADA contida ¢m eritrocitos que pode. erroneamente. elevar os resultados
de ADA no soro (Giustt & Galanti, 1984}
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3.3 Tuberculinizagiio Intradérmica Comparada

Foi utilizada a tuberculinizag3o intradérmica comparada empregando PPD
bovina ¢ PPD aviaria (LARA - MAA - Pedro Leopoldo - MG) inoculadas
na regido escapular. A prova foi realizada ¢ interpretada segundo as
recomendagdes de Langenegger et al. (1981). Neste estudo a
tuberculinizagdo intradérmica comparada foi utilizada como teste de
referéncia para as anélises.

3.4 Pesquisa de ADA no soro bovino

A pesquisa da enzima ADA no soro de animais dos dois grupos foi
realizada empregando-sc o ADA-Kit (Biokits, Contagem - MG), segundo
as recomendagdes do fabricante. A metodologia empregada pelo ADA-Kit
¢ a descrita por Giusti & Galanti (1984) ¢ modificada por Rodrigues et al.
(1993). A ADA catalisa a transformagido da adenosina em inosina, com
conseqiiente liberagdo de aménia. A atividade da ADA pode ser avaliada
pela da determin%gio da amoénia, formada durante os 60 minutos de
incubagdo, a 37°C. A amoénia reage, em presenca do catalisador
nitrosilpentacianoferrato (III) de soédio, com o hipoclorito de sodio € o
fenol, em meio alcalino, para formar indofenol, intensamente colorido de
cor azul. A concentragic da aménia ¢ diretamente proporcional a
absorvancia do indofenol determinada por espectrofotometria a 650 nm
(620 a 650 nm). Uma unidade de ADA ¢ definida como a quantidade de
enzima requerida para liberar | micromol de aménia de adenosina por
minuto em condigdes de ensaio padrio (Giusti & Galanti, 1984),

A estabilidade da enzima ndo se constitui em proble(‘{na, pois ela é esté&el
no soro por pelo menos 24 horas a 25°C, 7 dias a 4°C ¢ 3 meses a -20°C
(Ellis et al.. 1970; Rodrigues et al., 1993).

3.5 Analise estatistica

As médias de atividade sérica de ADA entre os grupos reagentes e ndo
reagentes a tuberculiniza¢io intradérmica comparada foram comparadas
pelo teste t de Student, tomando-se P < 0,05 como significativo. Foi
determinada a correlagdo entre os valores de atividade de ADA ¢ os
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resultados da tuberculinizagio intradérmica comparada (Snedecor &
Cochran, 1980},

A dispersdo ¢ a freqiiéncia dos valores séricos de ADA entre os grupos
reagentes € ndo reagentes & tuberculinizagdo intradérmica comparada foi
avaliada graficamente.

Foram estabelecidos pontos de corte dos valores séricos de ADA para
detec¢gdo de animais tuberculosos € a determinacio dos niveis de
concordancia entre os pontos de corte dos valores séricos de ADA ¢ a
tuberculinizagio intradérmica comparada foi avaliada pela estatistica
Kappa (Smith, 1995).

Para a realizacdo das analises estatisticas forarn utilizados os programas
Epi Info (Dean et al., 1995), Minitab (Minitab for Windows, release 9.2,
Minitab Inc., USA) ¢ WinEpiscope (Frankena et al., 1990).
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4 RESULTADOS

A média + desvio padrio, a mediana ¢ os valores minimo ¢ maximo da
atividade sérica de ADA (U/1) nos bovinos reagentes e ndo reagentes a
tuberculinizagfio intradérmica comparada, bem como os valores globais
apresentados pelos dois grupos s3o apresentados na Tabela 2:

Tabela 2. Valores séricos de adenosina deaminase em bovinos reagentes e
ndo reagentes a tuberculinizagio intradérmica comparada.

Valores séricos de ADA (U/l)

Tuberculinizag:zio1 Meédiazdesvio padrio Minimo  Maiximo
Reagentes (n = 352) 4,45 +2 33 0,00 11,22
Nao reagentes (n = 204) 6,12 +447 0,00 23,52
Nio reagentes (n =100)? 5124375 0,00 23,52
Total (n = 256) 5,78 +4.24 0,00 23.52

1 - Tuberculinizagio intradérmica comparada
2 — Excluindo-se os animais da propriedade 5

Os valores de atividade de ADA ndo apresentaram uma distribuigdo
normal (Gaussiana). Dessa forma, para a realizagio das analises
estatisticas, foi realizada uma transformacdo logaritmica (base 10) nos
valores de atividlade de ADA acrescidos de uma unidade [log]g
(ADA+1}]. Apos a transformagio logaritmica, a média do grupo negativo
revelou-se significativamente (P = 0,008) maior que a do grupo positivo a
tuberculinizagdo escapular comparada pelo teste t de Student.

Os maiores valores séricos de ADA foram encontrados em animais
negativos 4 tuberculinizagio intradérmica comparada de duas
propriedades livres de tuberculose bovina. Quando retiramos da analise a
propriedade 5 que possuia a maior porcentagem (16,34%) de valores
séricos de ADA (U/l) superiores a 11,22 (maior valor sérico de ADA
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apresentado pelos bovinos positivos a tuberculinizagdo intradérmica
comparada), os resultados de média + desvio padrio, e os valores minimos
e maximos para o grupo negativo (n = 100) foram 5,12 + 3,75U/1, 0,00
U/l e 23,52 U/, respectivamente. Apos esta selegio ¢ efetuada a
transformacgdo logaritmica, a comparagdo das meédias ndo apresentou
diferenga significativa (P = 0,28) entre os grupos reagentes € nio reagentes
a tuberculinizagio escapular comparada pelo teste t de Student.

A dispersdo e a freqiéncia dos valores séricos de ADA entre 0s animais
reagentes ¢ ndo reagentes a tuberculinizagdo intradérmica comparada séo
mostradas na Figura | ¢ na Figura 2, respectivamente.
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Tuberculinizagio Intradérmica Comparada

Figura 1. Valores séricos de Adenosina Deaminase (U/l) entre animais nio
reagentes (204} ¢ reagentes (52) a tuberculinizagio
intradérmica comparada
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Figura 2. Freqiéncia dos valores de Adenosina Deaminase (U/1) entre os
animais reagentes ¢ ndo reagentes A tuberculinizagio
intradérmica comparada

Para a avaliagio dos niveis de concordincia entre os dois testes
diagnosticos (tuberculinizagdo intradérmica comparada e determinacdo
sérica de ADA) foram tragados dois pontos de corte: 6,12 U/l, valor sérico
médio de ADA encontrado no grupo nfo reagente a tuberculinizagdo
intradérmica comparada no presente estudo, ¢ 15,00 U/l, valor sérico
médio de ADA encontrado por Rodrigues et al. (1997) em bovinos livres
de tuberculose bovina no Estado da Bahia. Os valores de concordincia
(Kappa) foram -0,086 ¢ -0,082 utilizando-se o primetro ¢ o segundo ponto
de corte. respectivamente (Tabs. 3 e 4).
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Tabela 3. Tabela de contingéncia de atividade sérica de ADA (ponto de
corte 6,12 U/) e tuberculinizagdo intradérmica comparada
para obtengdo do grau de concordincia entre os dois métodos

diagnosticos
ADA Tuberculinizagio' Total
Pos” Negj
Pos” 15 82 97
Neg® 37 122 159
Total 52 204 256

1 - Tuberculinizagio intradérmica comparada (TIC)
2- Pos - animais reagentes 4 TIC

3 — Neg - animais ndo reagentes 4 TIC

4 — Pos - animais posilivos ao teste de ADA

5— Neg - animais negativos ao teste de ADA

Kappa=-0,086

Tabela 4. Tabela de contingéncia de atividade sérica de ADA (ponto de
corte 15 U/l) e tuberculinizagdo intradérmica comparada para
obtengdo do grau de concordancia entre os dois métodos
diagndsticos

ADA Tube-rculiniza(;zioI Total
) Pos” Neg”
Pos™ 0 12 12
Neg’ 52 192 244
Total 52 204 256

1 — Tuberculinizagio intradérmica comparada (TIC)
2— Pos - animais reagentes 4 TIC

3 — Neg - animais ndio reagentes 3 TIC

4 — Pos - animais positivos ao teste de ADA

5— Neg - animais negativos ao teste de ADA

Kappa=-0,082

A correlagdo entre os valores séricos de ADA e os da tuberculinizagio
intradérmica comparada foi baixa (=0,129).
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5 DISCUSSAO

O aumento de atividade de ADA em fluidos bioldgicos tem sido usado
para fins diagnosticos principalmente em pacientes com efusdes pleurais,
e, em menor escala, em pacientes com efusdes pericardicas ¢ em pacientes
com meningite ¢ ascite tuberculosas com boa sensibilidade e especificidade
(L’Herminez, 1993), principalmente em areas onde a prevaléncia de
efusdes tuberculosas excedem outras causas de efusdes (Burgess et al.,
1995)

Rodrigues et al.(1997) atentaram para a determinagio dos valores séricos
de ADA em bovinos nio reagentes a tuberculiniza¢do intradérmica como
referéncia de valores normais para futuros estudos, encontrando valores
médios de 15,1 U/l. A média de atividade de ADA encontrada nos animais
nic reagentes a4 prova de tuberculinizagio intradérmica comprada no
presente estudo foi menor que a encontrada por Rodrigues et al. (1997).
Estes menores valores encontrados no presente experimento, que sdo
comparaveis aos encontrados por Yasuda et al. (1996), podem ser devidos
a diferengas entre as populagdes estudadas.

No presente estudo, a comparagio das médias dos valores séricos de ADA
em bovinos foi. diferente do que se esperava, maior no grupo nio reagente
que no reagente a tuberculinizagio intradérmica comparada. A maior
média de valores séricos de ADA entre os animais nio reagentes a
tuberculiniza¢io intradérmica comparada se deveu & grande percentagem
(16,34%) de animais da propriedade 5 que apresentavam valores séricos
de ADA superiores a 11.22 U/l, maior valor apresentado pelos animais
positivos a tuberculinizagdo intradérmica comparada. Quando foi rctirada
da analise a propriedade 5. as médias dos valores de ADA entre os grupos
reagente ¢ ndo reagente a tuberculinizagdo intradérmica comparada ndo
apresentaram diferengas significativas.
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Os valores séricos de ADA elevados entre os animais da propriedade 5
poderiam se dever a infecgdo destes amimais por outro agente infeccioso
diferente do M. bovis como o virus da leucose bovina (VLB).
Posteriormente a analise, foi verificado que em alguns animais da
propriedade 5 ja haviam sido observados sinais clinicos de leucose
enzodtica bovina tendo a doenca sido confirmada naqueles animais por
histopatologia. A presenga de animais com sinais clinicos de leucose
enzodtica bovina na propriedade 5 justificaria a taxa de altos valores
séricos de ADA nos bovinos desta propriedade. Conforme observado por
Yasuda et al. (1996), animais com a forma clintca de leucose enzodtica
bovina apresentam niveis séricos de ADA muito elevados.

O espectro clinico e imunolégico apresentado pelos animais infectados
pelo M. bovis; a possibilidade de falta de correlagdo entre atividade
apresentada no soro € no local da infecgdo e de baixa sensibilidade do
método para diagnostico da tuberculose bovina; bem como diferengas na
produgio das isoenzimas de ADA durante a resposta imune nas diferentes
espécies € em resposta a diferentes estimulos patologicos poderiam
Justificar a auséncia de elevagdo significativa dos valores séricos de ADA
entre os animais reagentes em relagdo aos nio reagentes a tuberculinizagio
intradérmica comparada no presente estudo. Em humanos, a determinagio
da atividade de ADA no soro apresentou uma baixa sensibilidade em
relagio a determinagdo de ADA em fluido pleural no diagnéstico da
tuberculose, ndo sendo encontrada correlagio entre atividade de ADA nos
dois compartimentos (Orphanidou et al., 1996).

Tanto em bovinos sob estimulo do VLB (Yasuda et al., 1996), como no
homem sob estimulo do M. ruberculosis (Lakshimu et al., 1992), foi
demonstrado que a atividade de ADA sénca ¢ influenciada pelo estagio
clinico, scndo maior em estagios avangados da infecgdo ou doenga que em
periodos iniciais de infecgio. A dosagem de ADA no homem para fins
diagnosticos da tuberculose ¢ empregada geralmente quando ja se tem uma
suspeita clinica, ¢ serve como um diferencial clinico mais rapido para se
definir a terapéutica (Chalhoub et al.. 1996). Em outras palavras. o
diagndstico bascado na detecgdo de ADA, parece estar mais relacionado
com a detecgiio de doenga ou estagios avangados de infecgdo que de
infecgdo em estagios iniciais (Lakshmi et al., 1992},
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Animais infectados, sem smtomatologia clinica de tuberculose,
constituiram a maioria dos animais reagentes a tuberculimzagio
intradérmica comparada estudados neste trabalho. Esse fato possivelmente
explica a ndo elevagdo das concentragdes séricas de ADA no grupo de
animais reagentes a tuberculinizagdo mtradérmica comparada no presente
estudo.

Rodrigues et al. (1997) encontraram valores séricos de ADA aumentados
nos dez bovinos tuberculosos estudados. Entretanto, o estado clinico dos
animais n3o ¢ mencionado. E provavel que os dez animais por eles
estudados apresentassem sinais clinicos de tuberculose bovina. Isto
explicaria o aumento de atividade sérica de ADA naqueles animais e as
diferengas encontradas em relagdo aos niveis séricos de ADA dos animais
reagentes a tuberculinizagdo intradérmica comparada do presente trabalho.

Mesmo que a determinagio da atividade sérica de ADA possa diferenciar
animais tuberculosos do restante da populagio, ainda assim sua utilidade
seria limitada, uma vez que s6 a climina¢io de animais doentes nio
eliminaria a infecgdo do rebanho, pois animais infectados pelo M. bovis e
sem sinais clinicos de tuberculose permaneceriam no rebanho.

Apesar de no presente trabalho nio terem sido quantificadas as isoenzimas
de ADA. a aus€ncia de ADA?2 no soro de bovinos (Tanabe, 1993) pode
explicar a auséncia de aumento da atividade sérica de ADA nos amimais
reagentes a tuberculiniza¢do intradérmica comparada neste experimento,
pois. no homem, a isoenzima de ADA predominante no soro de pacientes
tuberculosos fot a ADA2 (Ungerer et al., 1992, Ungerer et al.. 1994),

Ungerer et al. (1992) ¢ Ungerer et al. (1994) concluiram que a atividade de
ADA, especialmente ADA2, no homem pode ser um conveniente marcador
da imunidade mediada por células. A tuberculimizagdo ¢ uma medida in
vivo de imunidade celular contra antigenos micobacterianos. A analise de
regressdo dos valores séricos de ADA em fungiio dos valores de aumento
de espessura da dobra de pele, medidos pela tuberculinizagio intradérmica
comparada. revelou uma auséncia de associagio entre estas duas variaveis
sugerindo que a atividade de ADA nio reflete a resposta imune celular
especifica contra M. bovis.
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A dispersio dos valores de ADA entre os animais reagentes e os nio
reagentes a tuberculinizagdo intradérmica comparada deixa clara a
dificuldade de estabelecimento de um ponto de corte visando distinguir
esses dois grupos de animais pela detecgdo sérica de ADA (Fig.1). O tipo
de distribuicio da populagio animal, reagentes e nd3o reagentes i
tuberculinizagio intradérmica comparada, com base nos valores séricos de
ADA no presente estudo foi do tipo unimodal, ou seja, uma populagido
confundiu-se com a outra (Fig. 2). Em distribui¢des onde ndo ha excessiva
confusdo entre windividuos infectados e ndo infectados, a escolha de um
determinado ponto de corte depende do objetivo epidemiolégico que se
quer alcangar com o método diagnostico, maior sensibilidade ou maior
especificidade, sendo que a escolha de uma alta sensibilidade geralmente
conduz a uma baixa especificidade ¢ vice-versa (Smith, 1995).

A analise de concordincia, realizada pelo teste de kappa, entre a
tuberculinizagdo intradérmica comparada e os valores séricos de ADA,
utilizando-se pontos de corte iguais a 6,12 U/l e 15 U/, demonstraram
uma discordincia quase total entre os dois métodos utilizados. Isto
impossibilitou a determinagio de um ponto de corte com algum objetivo
diagnostico ou epidemiologico, visto que os valores séricos de ADA das
populagdes reagentes ¢ ndo reagentes a tuberculinizagdo comparada se
confundem excessivamente (Figs. | ¢ 2).

A utilizagio da determinagdo da atividade sérica de ADA como teste
diagnostico da tuberculose bovina toma-se mais dificil quando se percebe
que, a semelhanga do que ocorre no homem (Chalhoub et al | 1996), outras
patologias. como a forma clinica da leucose enzootica bovina (Yasuda et
al., 1996), doenga que esta presente em nosso pais (Braga et al., 1997),
também podem acarretar um aumento de sua atividade.

Embora no presente trabalho a determinagdo de ADA em soro de bovinos
nio tenha se apresentado como um bom teste para o diagnostico da
tuberculose bovina. maiores estudos sobre esta enzima sio requeridos em
bovines; tanto aqueles que tratam de aspectos basicos (células produtoras.
mecanismos de produgdo. 1soenzimas produzidas) bem como aqueles que
tratam de sua determinagio em soro ¢ outros fluidos biologicos para fins
diagnosticos.
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6 CONCLUSOES

A atividade de adenosina deaminase ndo estava aumentada em soros de
bovinos reagentes em comparagdo ao soro de bovinos nio reagentes a
tuberculinizagdo intradérmica comparada;

A pesquisa de atividade de ADA no soro de bovinos ndo se constituiu em
um métode capaz de diferenciar animais reagentes de animais nio
reagentes a tuberculiniza¢io intradérmica comparada, ndo se revelando,
pois. como um bom método auxiliar no diagnéstico da tuberculose bovina.
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SUMMARY

The determination of serum levels of adenosine deaminase (ADA), enzyme
produced by monocytes/macrophages and lymphocytes, has been used in
the diagnosis of human tuberculosis. In the present study, serum activity of
ADA was tested as a complementary test in the diagnosis of bovine
tuberculosis. Two hundred fifty-six animals were classified by the
comparative skin test using bovine and avian PPD's in reactors (52
animals), from herds where the Mycobacterium bovis had previously been
isolated. and non-reactors (204), from tuberculosis-free herds. Mean ADA
serum values from reactor animals (4.45+2.33 U/l) were significantly
smaller (p=0.008) then those observed in sera from non-reactor animals
(6.12+4 .47 U/1). When non-reactor animals from a herd with clinical cases
of bovine enzootic leukosis were withdrawn from analysis, the mean ADA
serum values of the non-reactor group (5.12+3.75 U/l) was not different
from that of the reactor group (p=0.28). Using two different cutoff points,
6.12 U/l and 15 U/, there was no agreement between the determination of
ADA serum values and the comparative skin test in the detection of
tuberculous ammals (kappa = -0.086 and kappa = -0.082, respectively). In
conclusion, the determination of ADA serum activity was not a good
complementary test for bovine tuberculosis, because it was not possible to
distinguish skin test reactors and non-reactors by ADA serum levels.

Key-works: bovine tubercuiosis, diagnosis, adenosine deaminase
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