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RESUMO

YURI, D. M. R. S. Estudo da resposta alérgica a tuberculina em ovinos (Ovis
aries) experimentalmente sensibilizados, conforme a regidao corpérea e a dose
de PPD utilizada. [Study of the allergic response to tuberculin in sheep (Ovis aries)
experimentally sensitized, according to body region and PPD’s dose used]. 2010. 80
f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Diante da importancia do tema, a pobreza de dados nacionais sobre a tuberculose
em ovinos e a necessidade de aprofundamento de conhecimento sobre a aplicagao
das técnicas de diagndstico pertinentes ao combate e erradicagdo da tuberculose
animal, foi delineado o presente estudo. Esta pesquisa visou avaliar a melhor regido
corpérea e dose de derivado protéico purificado (PPD) bovino a ser aplicada em
ovinos (Ovis aries) experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis ANs
para diagnostico de tuberculose. Utilizou-se 15 ovinos clinicamente sadios e
negativos a prova de Tuberculina Cervical Comparativa (TCC), segundo os padrbes
estabelecidos por Cyrillo et al. (2007), em duas fases: primeira etapa — avaliagdo do
melhor local de aplicagdo do PPD bovino em ovinos; segunda etapa — a partir do
melhor local de aplicagcdo, a dose de PPD bovino a ser aplicada. Imediatamente
apos a leitura do TCC de triagem inicial, os ovinos foram sensibilizados com o
in6culo inativado de M. bovis estirpe ANs, e apds um periodo de dessensibilizagao
de 60 dias entre aplicagdes, realizou-se a avaliagdo de cinco regides corporeas, com
a mensuragao da espessura da dobra de pele efetuada nos momentos antes (0h) e
apos aplicagao (12h, 24h, 48h, 72h e 96 horas). As analises estatisticas mostraram
uma significancia para os melhores locais de aplicagao, a saber: regides toracica
dorsal, seguida da cervical média e abdominal dorsal em 48 e 72 horas apos
aplicacdo de PPD bovino. Eleita a regido toracica dorsal (p=0,94) como o melhor
local de aplicagéo, os resultados da reagao frente as diferentes doses (0,05 mL; 0,1
mL e 0,2 mL), expressos em espessura da dobra de pele, indicaram que nao houve
diferencas significantes entre as doses e momentos de leitura, sendo recomendada

a aplicacédo de 0,1 mL de PPD bovino e leitura com 72 horas apos aplicagéo.

Palavras-chave: Tuberculose. PPD. Regiao corpérea. Dose. Ovinos.



ABSTRACT

YURI, D. M. R. S. Study of the allergic response to tuberculin in sheep (Ovis
aries) experimentally sensitized, according to body region and PPD’s dose
used. [Estudo da resposta alérgica a tuberculina em ovinos (Ovis aries)
experimentalmente sensibilizados, conforme a regido corpérea e a dose de PPD
utilizada)]. 2010. 80 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&do Paulo, 2010.

Given the importance of the topic, the paucity by National data of tuberculosis in
sheep, and the need to deepen knowledge about diagnostic techniques application
relevant to combat and eradication of animal tuberculosis, the present study was
designed. This study aimed to evaluate the best body region and dose of bovine
purified protein derivative (PPD b) to be used in sheep (Ovis aries) experimentally
sensitized to Mycobacterium bovis ANs to tuberculosis diagnoses. It was used 15
clinically healthy sheep and negative to the Comparative Cervical skin Test (CCT),
according to standards established by Cyrillo et al. (2007), in two phases: first part -
assessment of the best application area of bovine PPD in sheep; second part - from
the best sites for the application, the best dose of bovine PPD to be applied.
Immediately after reading the initial screening CCT, the animals were sensitized with
the inoculation of inactivated M. bovis strain ANs, and after a 60 days period of
desensitization between applications, was carried out an assessment of five body
regions, the skin fold thickness was measured before (Oh) and after injection (12h,
24h, 48h, 72h and 96 hours). Statistical analysis showed significance to the best site
of application: dorsal thoracic region, followed by middle cervical and dorsal
abdominal, according to 48 and 72 hours after injection of bovine PPD. Chosen the
thoracic region (p = 0.94) as the best site for the application, results of reaction from
different doses (0.05 mL, 0.1 mL, and 0.2 mL), expressed as skin fold thickness
showed no significant differences between doses and times of measurement, it was
recommended the application of 0.1 mL of bovine PPD and measure at time 72

hours after injection.

Keywords: Tuberculosis. PPD. Body region. Dose. Sheep.
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1 INTRODUGAO

O crescimento da ovinocultura brasileira no periodo de 1998-2008 foi de
16,5%, sendo o rebanho ovino estimado no ano de 2008, em 16.628.571 cabecas
(IBGE, 2009); podemos atribuir esse crescimento ao aumento da demanda por
produtos de origem ovina, como queijos e carnes, adotados para consumo pela
populacao brasileira.

O aumento no consumo de carne ovina ocorre no Brasil e no mundo,
tornando promissor este segmento do mercado consumidor; dai a necessidade da
adocédo de praticas que se comprometam com a oferta de qualidade voltada para o
produto final (VALENTE, 2009).

Para se obter um produto de qualidade, toda a cadeia produtiva deve ser
monitorada, a comegar da criagdo, com os cuidados direcionados a sanidade do
rebanho. Dentro deste contexto, cada vez mais a prevencédo se torna importante
devido as grandes consequéncias econémicas advindas de surtos de doencas em
rebanhos animais (VALENTE, 2009).

Das zoonoses que acometem os ruminantes domésticos, destaca-se a
tuberculose, considerada desde a pré-histéria (LEITE; TELAROLLI JUNIOR, 1997)
como uma doenca infecciosa crbnica e transmissivel entre os mamiferos.

Koch, em 1882, isolou o bacilo da tuberculose, ressaltando o papel dos
seres humanos e animais domésticos como as principais fontes de infeccao
(COLLINS; GRANGE; YATES, 1985). A tuberculose nos humanos €& considerada
pela “World Health Organization” (WHO) como sendo doenga de “emergéncia
global”. No ano de 2007 foram confirmados 9,27 milhdes de tuberculosos no mundo
(WHO, 2009) dos quais, 0,93% (86.891 casos notificados) foram de brasileiros
(BRASIL, 2009).

Os agentes causadores da tuberculose nos animais sao o Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, e o Mycobacterium avium (SHINNICK; GOQOD,
1994; WARDS; COLLINS; LISLE, 1995; MILTGEN et al., 2002; BRASIL, 2006),
tendo diferentes caracteristicas de cultura e patogenicidade (ROBINSON, 1983;
THOEN, 1988; RADOSTITIS et al., 2002; SMITH, 2006).

A prevaléncia da doenga em bovinos, zoonose causada pelo

Mycobacterium bovis, € maior em paises em desenvolvimento e menor nos paises
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desenvolvidos, onde programas de erradicacao ja foram adotados ha algum tempo
(DOLPHIN; RAVIGLIONE; KOCHI, 1994). Em 2001 foi langcado no Brasil, o
Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) cujo objetivo € diminuir a prevaléncia e a incidéncia de novos casos
dessas enfermidades em bovinos e bubalinos, além de erradica-las, identificando
propriedades livres, incentivando a participagdo por meio da certificagdo daquelas
que oferecem ao consumidor produtos de baixo risco sanitario (BRASILIA, 2004),
promovendo dessa forma uma maior competitividade da pecuaria nacional através
do aumento da qualidade dos produtos de origem animal oferecidos no mercado
(CYRILLO, 2006).

Para ovinos e caprinos, ha também uma legislacdo pertinente ao
Programa Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos (PNSCO), ainda n&o esta
concluida para implantacdo, porém com anseio por parte dos criadores e técnicos
que a tuberculose seja inserida neste programa (CYRILLO, 2006; SAO PAULO,
2010).

O Artigo 5° do Decreto 45.781 de 27 de abril de 2001, que regulamenta a
defesa sanitaria animal, reza prevenir, combater, controlar, erradicar e sacrificar
animais acometidos por zoonoses, entre elas a tuberculose, cuja base diagndstica é
a avaliagdo por meio do alergoteste da tuberculina (SAO PAULO, 2001; BRASILIA,
2004). Essa recomendacao ressalta a necessidade de se validar os valores de
referéncia propostos por Cyrillo et al. (2007), j& que nao existe oficialmente a
indicacdo de um padrao de leitura da prova imunoalérgica utilizada no diagndstico
da doenga em ovinos.

Testes imunoalérgicos aplicados ao diagnostico da tuberculose em
bovinos e bubalinos sdo mundialmente difundidos e aceitos, ndo ocorrendo o
mesmo para 0s pequenos ruminantes (caprinos e ovinos), devido a inexisténcia de
consenso quanto aos valores de referéncia a serem utilizados para a prova da
tuberculina (CORDES et al.,1981; DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981; JENSEN;
SWIFT, 1982; MALONE et al., 2003). Silva et al. (2006) padronizou os valores para a
leitura da reagdao a aplicagao intradérmica do PPD em caprinos; Corréa (2008)
avaliou a resposta alérgica a tuberculina em caprinos (Capra hircus) em diferentes
regides corpéreas e Cyrillo et al. (2007) padronizaram os valores da leitura do

alergoteste da tuberculina em ovinos (Ovis aries).
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Marcondes (2007) encontrou correlagdo entre os resultados dos testes
imunoalérgicos com aqueles obtidos em cultivos e exames histopatoldgicos dos
animais reagentes a prova de tuberculina, segundo o padrao sugerido por Cyrillo et
al. (2007), validando a utilizagdo do mesmo. Entretanto, a semelhanca de outras
espécies animais, algumas duvidas persistem na escolha do local de aplicagao e da
dose da tuberculina a ser utilizada.

Diante da importéancia do tema, a pobreza de dados nacionais sobre a
tuberculose em ovinos, a necessidade de aprofundamento de conhecimento sobre
aplicacao das técnicas de diagndstico pertinentes ao combate e erradicagédo da
doencga, e dando continuidade a uma linha de pesquisa implantada na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, foi delineado o
presente estudo que pretende avaliar a melhor regido corpérea e dose de PPD

bovino a ser aplicada em ovinos (Ovis aries).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Em estimativas feitas pela “Food and Agriculture Organization for the
United Nations” (FAO) para o ano de 2008, a produgao de carne ovina no Brasil foi
de 79,3 mil toneladas, decorrente do abate de 4.950.000 cabecgas, indicando um
crescimento de 17% no volume de abate e 16,9% no numero de animais abatidos no
periodo de 1998-2008 (FAO, 2010). Para o mesmo periodo, o efetivo de ovinos,
estimado em 16.628.571 cabecgas (IBGE, 2009), cresceu 16,5% (Tabela 1), sendo
91,7% na regiao Sudeste; 69,8% no Centro-Oeste; 66,5% no Norte e 34,4% no
Nordeste, com queda de 18,2% na regido Sul. Apesar de o Sudeste brasileiro ter o
maior crescimento para o periodo, seu efetivo de ovinos ndo € o maior, possuindo
(alojando) apenas 4,6% do rebanho nacional; mais da metade do efetivo nacional

(56,4%) se encontrava na regido Nordeste do pais.

Tabela 1- Efetivo do rebanho ovino brasileiro, em ndmero de animais, por regido e ano — Séo
Paulo — 2009

Ano Norte Nordeste Sudeste Sul Centro-Oeste Total pais

1998 321.079  6.972.422 399.146  5.921.838 653.902 14.268.387
1999 338490  7.336.985  402.611 5.648.906 672.968 14.399.960
2000 360.141 7.762.475 399.925  5.568.574 693.843 14.784.958
2001 372.027  8.060.619 435586  5.047.811 722.882 14.638.925
2002 367.373  8.012.130  457.368  4.687.119 753.071 14.277.061
2003  407.643  8.233.014 493478  4.622.365 799.984 14.556.484
2004  429.025  8.712.287 543.693  4.515.766 857.067 15.057.838
2005  481.528  9.109.668 606.934  4.452.498 937.413 15.588.041
2006  496.755  9.379.380 664.422  4.491.523 987.090 16.019.170
2007 521.640  9.286.258 742.078  4.603.241 1.086.238 16.239.455
2008 534.478  9.371.905 764.971 4.846.667 1.110.550 16.628.571
Fonte: IBGE, 2009.
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2.1 HISTORICO DA TUBERCULOSE HUMANA E ANIMAL

A interacdo do homem com os animais tornou-se mais intensa
(RADOSTITIS et al., 2002) decorrente da crescente demanda por alimentos de
maior qualidade nutricional e sanitaria pelos mercados consumidores (VALENTE,
2009)

Considerada uma das doengas transmissiveis mais antigas, a tuberculose
afeta o homem desde a pré histéria (LEITE; TELAROLLI JUNIOR; 1997). Foi
mencionada por Hipocrates e por Aristdteles e afirmada como contagiosa e de
grande incidéncia no povo grego (CORREA; CORREA, 1992).

No inicio do século XIX foi levantada a suspeita de que a tuberculose
pudesse ser transmitida pelo leite de vacas infectadas e, em 1846, Klenke
reproduziu a doenga em coelhos inoculados com leite de vacas afetadas (ANERIK,
1974; CHALMERS; JAMIESON; RAFFERTY, 1996).

Em 1865 Villemin descobriu que as tuberculoses humana e bovina,
podiam ser transmitidas a cobaias e coelhos por inoculagdes, mas sem a certeza de
ser uma doenga infecciosa (KOCH, 1882) e em 1866 demonstrou definitivamente o
carater infeccioso da tuberculose caracterizando-a como uma doencga especifica
produzida por agente inoculavel transmissivel do homem ou do bovino para outras
espécies de animais susceptiveis (ANERICK, 1974).

O médico alemao Robert Koch, em 24 de margo de 1882 isolou o bacilo,
corando-o pela fucsina-anilina e denominando-o de Tuberkelbacillen (bacilo da
tuberculose). Koch ressaltou o papel dos seres humanos e animais domésticos
como as principais fontes de infecgao (COLLINS; GRANGE; YATES, 1985).

M’Fadyean [1902] declarou que a causa da tuberculose intestinal de
criangas na Escocia era decorrente dos “tubérculos bovinos” de vacas leiteiras e
Ravenal, em 1902, obteve a primeira prova definitiva da transmissao da tuberculose
bovina ao homem, através da ingestao de leite ndo fervido (DANKNER et al., 1993;
FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997). Com o uso da pasteurizagdo do leite
(COTTER et al., 1996; ROXO, 2008), a prevencédo da doenga nos individuos mais
jovens ganhou eficiéncia; na Irlanda de 1983 a 1992, a tuberculose tornou-se um

problema de saude publica emergente em pessoas mais idosas sugerindo ser
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decorrente da ingestao de leite ndo pasteurizado quando criangcas (COTTER et al.,
1996).

Relatérios da WHO (2009) indicaram que haviam cerca de 9,27 milhdes
de pessoas no mundo com tuberculose no ano de 2007. A maioria dos casos de
tuberculose foi registrada na Asia (55%) e Africa (31%), com pequenas proporgdes
de casos na regiao leste do Mediterraneo (6%), Europa (5%) e Américas (3%).

Em levantamento do ano de 2007, os cinco principais paises, dentre
cingiienta considerados, em nimero total de casos de tuberculose foram: india (2,0
milhdes); China (1,3 milhdes); Indonésia (0,53 milhdes); Nigéria (0,46 milhdes) e
Africa do Sul (0,46 milhdes). O Brasil ocupa o décimo quarto lugar, com 0,92 milhdes
de casos (WHO, 2009). De acordo com o Sistema de Informacdo e Agravos de
Notificagdo (SINAN Net) do Ministério da Saude / Sistema de Vigilancia em Saude
(BRASIL, 2009), o Brasil confirmou aproximadamente 87 mil casos humanos para o
ano de 2007. Para o ano de 2009, foram 55.557 casos confirmados de tuberculose
notificados no SINAN Net (Tabela 2). Dos 9,27 milhdes de casos mundiais de
tuberculose em 2007, 15% (1,37 milhdes) eram HIV positivo; 79% dos casos HIV

positivos estavam na regido da Africa e 11% no sudeste asiatico (WHO, 2009).

Tabela 2 - Tuberculose: casos confirmados notificados no Sistema de Informagédo de Agravos de
Notificagdo — Sinan Net — Sao Paulo — 2009

Diagnéstico

Ano Pulmonar  Extrapulmonar Pulmonar + extrapulmonar  Outros Total

2000 2.394 548 129 5 3.076

2001 72.703 11.526 2.770 223 87.222
2002 76.958 12.593 3.028 262 92.841
2003 77.566 12.765 3.063 344 93.738
2004 76.895 12.716 3.043 298 92.952
2005 76.252 12.326 2.903 209 91.690
2006 71.248 11.536 2.636 204 85.624
2007 72.057 11.777 2.914 143 86.891
2008 69.566 11.363 2.838 1 83.768
2009 46.517 7.391 1.649 - 55.557

Fonte dos dados brutos: Brasil. Ministério da Satde / SVS — Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagdo — Sinan
Net, 2009.
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Chegou-se a conclusao definitiva de que bovinos tuberculosos
representavam risco para a saude publica e algo precisava ser feito, uma vez que os
dados das doengas nos animais eram alarmantes em 1911. Além do bovino, que é o
hospedeiro primario, o homem e diversos mamiferos domésticos e silvestres podem
ser susceptiveis ao bacilo (PRITCHARD, 1988).

As perdas econbmicas causadas pela tuberculose nos animais estao
relacionadas principalmente a baixa produtividade e a condenagao de carcagcas em
matadouros. Um animal tuberculoso pode apresentar de 10 a 25% de queda na
capacidade produtiva, além de ser uma fonte de infeccdo para outros animais e para
o homem (KANTOR; RITACCO, 1994; ROXO, 1996a). Além dos possiveis prejuizos
ao comércio internacional, a tuberculose esta amplamente distribuida no territério
brasileiro. A transmissao da tuberculose bovina ocorre principalmente as pessoas
que lidam diariamente com os animais vivos ou aos trabalhadores dos abatedouros,
os magarefes (VALENTE, 2009).

2.2 ETIOPATOGENIA DA TUBERCULOSE

Entre as espécies causadoras de doencas em homem e animais,
destacam-se as incluidas no complexo Mycobacterium tuberculosis, que
compreende o M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti € M. canetti (BIER,
1978; ARANAZ et al., 1996; ABRAHAO, 1999; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).
Ambos, M.tuberculosis e M. bovis, sdo patogénicos para o homem (COUSINS;
WILTON; FRANCIS, 1991).

Os agentes causadores da tuberculose nos animais sao o Mycobacterium
tuberculosis (tipo humano), Mycobacterium bovis (tipo bovino) e o Mycobacterium
avium (tipo aviario) (SHINNICK; GOOD, 1994; WARDS; COLLINS; LISLE, 1995;
MILTGEN et al., 2002; BRASIL, 2006), tendo diferentes caracteristicas de cultura e
patogenicidade (ROBINSON, 1983; THOEN, 1988; RADOSTITIS et al.,, 2002;
SMITH, 2006).

O Mycobacterium avium é o causador da tuberculose em varias espécies
de aves e ¢é integrante do complexo MAIS (Mycobacterium avium, M. intracellulare e

M. scrofulaceum), causador de linfadenite granulomatosa em suinos (BRASIL,
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2006). As bactérias do complexo MAIS n&o sédo patogénicas para os bovinos e
bubalinos, com excecao de Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, causador
da doencga de Johne (BIET et al., 2005); entretanto, provocam reagdes inespecificas
a tuberculinizagdo, dificultando o diagndstico da tuberculose nessas espécies
(BRASIL, 2006).

Apesar de em 1958, Luke ter afirmado que a tuberculose era uma doencga
rara nos ovinos, ha relatos de casos ingleses datados de 1900 e 1902 por
M’Fadyean, sendo ambos os quadros causados pelo tipo bovino. Nos Estados
Unidos da América (EUA), Harshfield, Roderick e Hawn (1937), relataram 19 casos
de tuberculose em ovinos de origem aviaria. Em 1938, Carmichael identificou em
Uganda, 12 casos de ovinos com tuberculose, provocados pelo agente bovino em 11
animais e em um deles por agente humano (Mycobacterium tuberculosis). Jubb e
Kennedy (1993) assinalam que os ovinos e caprinos nao apresentam nenhuma
resisténcia ao bacilo, exceto, possivelmente ao do tipo humano.

Adicionalmente, ha baixa ocorréncia de relatos de tuberculose, na maioria
das vezes observados por ocasido do abate (MALONE et al., 2003) e a suposta
resisténcia dos ovinos a infeccdo causada pelo Mycobacterium bovis,
Mycobacterium avium e Mycobacterium tuberculosis (CRAIG; DAVIES, 1938;
FELDMAN; BAGGENSTOSS, 1938; FRANCIS, 1958; LUKE, 1958; HIEPE, 1972;
KUMMENEJE; FODSTAD, 1976; ALLEN, 1988), poderiam ser atribuidos ao erro
diagndstico de outras enfermidades mais comuns que acometem os ovinos, como a
linfadenite caseosa e as micobacterioses, os agentes que podem provocar lesdes
granulomatosas semelhantes as da tuberculose (CORREA; CORREA, 1992; SMITH,
2006), justificando-se assim que paises como Nova Zelandia, Inglaterra, EUA,
Marrocos e Irlanda identificassem poucos casos de tuberculose na espécie ovina,
tornando-se entdo necessario o diagnostico diferencial preciso para tuberculose
(HARSHFIELD et al., 1937; ALLEN, 1988).

As infec¢des por micobactérias ocorrem na maioria das vezes, através da
via digestdria ou respiratoria, respectivamente pela ingestdo ou por inalagdo dos
aerossois contaminados pelos bacilos (MARCONDES, 2007).

Quando inalados, estes bacilos sdo fagocitados pelos macrofagos dos
alvéolos pulmonares, e se multiplicam até causarem a destruicdo da célula
hospedeira, sendo liberados e fagocitados novamente, até que ocorra a resposta

imune mediada por linfécitos T, caracterizando a reacao de hipersensibilidade tardia
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(tipo 1V). Nesta fase, inicia-se a necrose de caseificagdo, como forma de limitacdo do
crescimento das micobactérias. Com o recrutamento de outras células de defesa
como os macroéfagos, histiocitos, células gigantes, células epitelidides, linfocitos e
fibroblastos, ha a formagdo do granuloma. O granuloma €& constituido pela parte
central (com necrose de caseificagédo) circundada pelas células de defesa recrutadas
(MARCONDES, 2007). O “complexo primario” é formado a partir da lesao inicial no
parénquima pulmonar e outro granuloma € formado no linfonodo satélite (COLLINS,
2002; BRASIL, 2006). Quando as micobactérias s&o ingeridas, a lesao inicial da-se
nos 6rgaos digestivos e o0 “complexo primario” nos linfonodos mesentéricos.

A generalizacdo da doenca pode ocorrer de duas formas: miliar (entrada
de grande numero de micobactérias na circulagdo) ou protaida (disseminagéo dos
bacilos pela via linfatica ou sanguinea) forma mais comum, atingindo com maior
freqiéncia os linfonodos (mediastinicos, mesentéricos, retrofaringeos, parotideos,
cervicais e inguinais superficiais), pulmdes e figado (ABRAHAO, 1999; COLLINS,
2002).

2.3 SINTOMAS DA TUBERCULOSE

Os sintomas evidenciados no quadro de tuberculose sao: emagrecimento
e enfraquecimento progressivo, debilidade, apetite seletivo, tosse discreta, dispnéia
e descarga nasal persistente (MARSH, 1965; HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT, 1982;
SMITH; SHERMAN, 1994; AYELE et al., 2004; PUGH, 2005; SMITH, 2006).
Usualmente a doencga apresenta uma evolucéo crénica com efeito debilitante, porém
pode assumir em alguns casos, um carater agudo e ter curso rapido (CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988; KANTOR; RITACCO, 1994; HAAGSMA,
1995).

Nos ovinos, € uma enfermidade insidiosa, progressiva e de carater
crénico com evolugédo longa, podendo se desenvolver por muitos meses a anos
(JENSEN; SWIFT, 1982). A inespecificidade dos sintomas da infeccdo causada pelo
Mycobacterium bovis pode causar a ndo percepg¢ao da infeccdo nos ovinos, sendo
entdo considerados perigosos a saude dos demais animais e seres humanos
(HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT, 1982; SMITH; SHERMAN, 1994; SMITH, 2006).
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Os sintomas especificos do trato respiratério sdo mais comuns, tendo
forma variavel. Os ovinos infectados apresentam: tosse crbénica e discreta;
dificuldade respiratdria nos casos em que as lesdes atingiram os lobos pulmonares e
a pleura (HIEPE, 1972; JENSEN; SWIFT, 1982; SMITH, 2006); ruidos pulmonares
com presenca de crepitagao e sibilos; dispnéia ou taquipnéia nos casos de estagio
terminal da doenca (PUGH, 2005; SMITH, 2006). Ulceras intestinais e diarréias
podem estar associadas aos quadros de tuberculose quando a porta de entrada do
agente for a via digestiva (MARSH, 1965; SMITH, 2006).

2.4 PREVALENCIA

Proporcionalmente a grande prevaléncia da tuberculose nos bovinos, ha
um pequeno numero de relatos isolados de tuberculose em ovinos (M'FADYEAN,
[1902]; CORDES et al.,, 1981; ALLEN, 1988; MALONE et al., 2003), gerando
controvérsia quanto a importancia da doenca nos ovinos.

A prevaléncia da doenga nos bovinos, zoonose causada pelo
Mycobacterium bovis, € maior em paises em desenvolvimento e menor nos paises
desenvolvidos, onde programas de erradicacdo estdo avangados, deflagrados no
inicio do século XX (DOLPHIN; RAVIGLIONE; KOCHI, 1994). A erradicagédo dessa
doencga foi atingida em varios paises; Dinamarca em 1980; Holanda, Finlandia e
Suiga em 1995; Alemanha e Luxemburgo em 1997; Austria e algumas regides da
Italia em 1999; Franca em 2001 e Bélgica em 2003. Outros paises desenvolvidos
ainda enfrentam problemas para a completa erradicagcdo. Nos EUA, no final de 2007,
49 Estados (dos 50) eram livres, sendo o Estado de Michigan o unico que ainda
apresentava animais reagentes (UNITED STATES OF AMERICA, 2008). O Reino
Unido, devido a presenga do texugo europeu (espécie protegida), hospedeiro da
bactéria e transmissor aos animais de produgdo, vem tendo dificuldades na
erradicacao (PAVLIK, 2006).

Ha estimativas mundiais de que 70% dos sistemas de producido de
bovinos estejam em areas de alta prevaléncia de tuberculose e aproximadamente
17% em areas livres (KANTOR; RITACCO, 2006). Na América Latina e Caribe

existem areas com prevaléncia que ultrapassa 1% (BRASIL, 2006). Com relagéo a
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tuberculose bovina no Brasil, os escassos dados de notificacdo oficiais de 1989 a
1998, indicavam uma prevaléncia media nacional de 1,3% de animais reagentes a
tuberculina (BRASIL, 2006). Belchior (2001) encontrou prevaléncia geral de 5% de
rebanhos com animais reagentes, subindo para 15% no universo das propriedades
leiteiras, com algum grau de mecanizagao da ordenha, no estado de Minas Gerais.

Na Nova Zelandia no ano de 1981, testes de 597 ovinos que pastavam
com um rebanho bovino com tuberculose, apontou pelo teste intradérmico simples,
reatividade de 108 animais, com 61% de lesbes sugestivas de tuberculose a
necropsia de 70 animais abatidos (DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981). Cordes et
al. (1981), também na Nova Zelandia, isolaram Mycobacterium bovis de 32 ovinos
de um total de 43 animais abatidos com lesdes suspeitas de tuberculose,
provenientes de um rebanho de 15.000 animais de uma fazenda com histérico de
tuberculose em bovinos e marsupiais silvestres.

No periodo de 1986 a 1987, dos 9,9 milhdes de cordeiros e 1,97 milhdes
de ovinos adultos abatidos nesse pais, 35 animais apresentaram lesdes sugestivas
de tuberculose, porém sem o isolamento de Mycobacterium bovis (ALLEN, 1988).
Na Irlanda do Norte em 1991, dos 65 mil ovinos abatidos e submetidos a inspecao,
22 animais apresentaram lesdes sugestivas de tuberculose, porém sem confirmagéao
histopatoldgica e bacteriologica (MALONE et al., 2003).

Davidson, Alley e Beatson (1981) pontuaram que um teste intradérmico
simples realizado em 597 ovinos indicou 108 animais reativos apds 72 horas.
Cordes et al. (1981) recuperou o bacilo Mycobacterium bovis de 32 (74,4%) dos 43
ovinos com lesdes caracteristicas de tuberculose, de um rebanho de 15.000 ovinos.
Em relato recente, Javed et al. (2010) realizou um levantamento de 2002 a 2006 no
Paquistao, sobre a porcentagem de ovinos e caprinos reativos ao PPD bovino e
aviario, conforme protocolo padrao da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
de 2004, com a extrapolacdo dos valores bovinos segundo Ameni et al. (2008). Os
resultados coletados apontaram que 86% das propriedades de ovinos estudadas
continham animais reativos, sendo eles um total de 2,4%.

Diferentemente das consideracdes de Cordes et al. (1981) onde
indicavam que os ovinos sao susceptiveis a infecgdes pelo bacilo Mycobacterium
bovis, Javed et al. (2010) afirma que ha uma possibilidade de resisténcia genética de
alguns ovinos a tuberculose, porém Sharp (2007) argumentou sobre a raridade da

ocorréncia da tuberculose em ovinos, nédo pela resisténcia natural dos ovinos ao
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bacilo da tuberculose, mas sim devido a falta de oportunidade de exposicdo as
infeccoes, decorrente de fatores ambientais e de manejo dos rebanhos.

Os rebanhos estudados por Davidson, Alley e Beatson (1981) e por
Cordes et al. (1981) indicavam o pastejo de ovinos em areas comuns a rebanhos
bovinos persistentemente infectados com o Mycobacterium bovis. A mesma
consideracgao foi feita por Javed et al. (2010), que observaram que ovinos mantidos
junto aos bovinos tiveram maior porcentagem de reacdo. Essa possibilidade sugere
que 0s pequenos ruminantes adquirem a infecgcdo a partir dos bovinos e eles
préprios ndo dispersam a doenca. Porém segundo o autor, estudos moleculares

necessitam ser feitos para confirmarem essa suspeita (JAVED et al., 2010).

2.5 DIAGNOSTICO, CONTROLE E PREVENGAO DA TUBERCULOSE

A tuberculose causada por Mycobacterium bovis € clinicamente
indistinguivel daquela causada por Mycobacterium tuberculosis e a baciloscopia do
escarro humano, metodologia empregada usualmente no Brasil para o diagnostico
da doenga no homem, é ineficaz para distinguir o bacilo humano do bacilo bovino.
Essa discriminagdo somente se torna possivel pelo emprego de meios de cultivo
especificos, como o meio de Stonebrink, isento de glicerol, toxico para o cultivo de
Mycobacterium bovis (LATINI et al., 1990; KANTOR; RITACCO, 1994; USABIAGA,
2001).

Testes imunoalérgicos aplicados ao diagnostico da tuberculose em
bovinos e bubalinos sdo mundialmente difundidos e aceitos, ndo ocorrendo o
mesmo para 0s pequenos ruminantes (caprinos e ovinos), devido a inexisténcia de
consenso nos valores padrao a serem utilizados (CORDES et al.,1981; DAVIDSON
ALLEY; BEATSON, 1981; JENSEN; SWIFT, 1982; MALONE et al., 2003).

O diagnéstico presuntivo da tuberculose bovina € realizado por meio de
testes tuberculinicos. Tais testes foram desenhados para determinar a infecgao
especie-especifica pelo M. bovis. Por essa razdo, a inoculagdo intradérmica de
pequenas quantidades de antigenos micobacterianos gera em 24-72 horas uma
reacao inflamatéria local naqueles animais que responderam imunologicamente a

infeccao prévia por Mycobacterium bovis. O teste tuberculinico também é utilizado
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na espécie ovina para o diagnostico da tuberculose (HIEPE, 1972; CORDES et al.,
1891).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) langou em
10 de janeiro de 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicacado da Brucelose
e Tuberculose (PNCEBT), com o objetivo de diminuir a prevaléncia e a incidéncia de
novos casos de brucelose e tuberculose, assim como criar propriedades certificadas
que oferecam ao consumidor produtos de baixo risco sanitario, visando promover a
qualidade dos produtos de origem animal oferecidos ao consumidor e contribuir para
modernizar as cadeias produtivas do leite e da carne (BRASIL, 2006).

Silva et al. (2006) desenvolveram experimentalmente, em condigdes
brasileiras, a padronizagdo do alergoteste da tuberculina para caprinos e o0 mesmo
ocorreu para a espeécie ovina (CYRILLO et al., 2007). Corréa (2008) efetuou o
estudo da reacdo ao PPD conforme a localizagdo corporea do alergoteste a
tuberculina em caprinos, indicando que as melhores regides de realizagdo do teste
tuberculinico sdo a abdominal e toracica dorsais e cervical caudal.

O Programa Nacional de Controle e Erradicagcdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) em bovinos e bubalinos no Brasil recomenda o teste
tuberculinico para a identificagcdo dos animais infectados. Em bovinos da pecuaria
leiteira, emprega-se o Teste Cervical Simples — TCS (ter¢co médio do pescog¢o) como
teste de triagem para a identificagdo de animais positivos, e para os animais da
pecuaria de corte, o Teste da Prega Caudal — TPC, ambos com a tuberculina bovina.
Decorridos 60 a 90 dias da triagem os animais poderao ser submetidos ao exame
confirmatorio com o Teste Cervical Comparativo — TCC, que pode ser empregado
tanto em animais suspeitos, como em positivos no teste de triagem. Quando da
ocorréncia de animais positivos no exame confirmatério esses animais serao
encaminhados de imediato (até 30 dias) para eutanasia, mas, se os resultados
forem inconclusivos, poderdo ser re-testados apdés um intervalo de 60 a 90 dias
(BRASIL, 2006), condenando-se, entdo, ao abate os animais que reagirem
novamente de forma inconclusiva a este teste.

Em 2004, foi aprovado no Brasil o regulamento técnico do Programa
Nacional de Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO) que tem por objetivo
“controlar ou erradicar a ocorréncia de doencgas de caprinos e ovinos, por meio de
acdes sanitarias e de vigilancia epidemiolégica definidas pelo Departamento de

Defesa Animal e executadas pelos servicos oficiais e médicos veterinarios
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cadastrados” (BRASILIA, 2004), porém ainda sem contemplar a questdo da
tuberculose nos pequenos ruminantes. Conforme os técnicos do MAPA (BRASILIA,
2004) “Nao existem dados sobre tuberculose ovina e caprina no Brasil que
justifiquem a implantacdo de medidas especificas visando ao controle sistematico da
doenca em pequenos ruminantes”.

Os testes de tuberculina em ovinos, em alguns paises, eram realizados
somente para determinar o valor da venda dos animais. A prova era efetuada no
membro posterior € a medigao feita com o auxilio de um compasso especial, as 72 e
as 96 horas. Os ovinos que apresentassem um aumento de pele superior a 2 mm
eram considerados positivos a prova. Recomendava-se em concomitancia, quando
0s animais eram positivos ao teste tuberculinico que fossem submetidos a necropsia
(CORDES et al., 1981; MALONE et al., 2003). Alguns autores destacam a
possibilidade da realizagdo do alergoteste em ovinos na pele da face interna do
membro posterior, acreditando que se obtenha uma melhor resposta para a prova
(CORDES et al.,, 1981; DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981; JENSEN; SWIFT,
1982).

Davidson, Alley e Beatson (1981) submeteram ovinos da Nova Zelandia a
testes com tuberculina sintética produzida com o Mycobacterium tuberculosis; os
testes foram feitos na pele da parte interna do membro posterior injetando-se 0,1 mL
da tuberculina sendo a leitura realizada 72 horas apés aplicacdo, com a observagao
do aumento de volume no local da aplicacdo. Devido a falta de padroes para analise
da resposta tuberculinica, considerava-se qualquer tipo de inchago como sinal de
animal reativo (HIEPE, 1972; DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981; MALONE et al.,
2003). Hiepe (1972) observou que a regido ano-caudal em ovinos, é a mais sensivel
e reativa a tuberculina do que a regiao cervical, pois as reagdes tuberculinicas foram
de uma a duas vezes maiores que aquelas da regiao cervical.

Nao ha, todavia, padrdes validados para a interpretacdo da resposta a
prova de tuberculina comparativa em ovinos criados em condicdes brasileiras. Além
deste fato, a literatura apresenta divergéncia quanto ao local ideal da superficie
corpérea para a realizagao dessa prova em ovinos.

A tuberculose animal é de notificagdo obrigatoria, merecendo medidas

sanitarias de controle inclusive em pequenos ruminantes.
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia do tema, a pobreza de dados nacionais
sobre a tuberculose em ovinos e a necessidade de aprofundamento de estudos das
técnicas de diagnostico pertinentes, este trabalho teve por objetivos:

e Avaliar a resposta imunoalérgica cutanea ao PPD bovino em diferentes
regides corporeas dos ovinos, para determinar o melhor local de aplicagao.

o Verificar a correlacao entre as doses e o melhor local de aplicagao.

e Determinar o melhor momento de leitura do teste simples para o melhor

local de aplicagéo.



32

4  MATERIAL E METODOS

Com base e adaptagdo da metodologia utilizada por Mota (2003) e por
Corréa (2008) para a determinacao da intensidade de resposta alérgica a tuberculina
segundo o local de aplicacédo em bovinos e caprinos respectivamente, estabeleceu-

se o delineamento experimental deste estudo.

4.1 ANIMAIS

Foram selecionados 15 ovinos adultos higidos perante avaliagédo clinica
(SMITH; SHERMAN, 1994; PUGH, 2005) e com resposta negativa ao Teste Cervical
Comparativo (TCC) conforme estabelecido por Cyrillo et al. (2007), procedentes de
uma propriedade de Descalvado (S&o Paulo).

Os animais foram mantidos, durante toda a fase experimental, em
piquetes durante o dia, e fechados em aprisco durante a noite, recebendo agua “ad

libitum” e alimentacéo a base de concentrados e volumosos.

4.2 EXAME FiSICO

Para a selecéo e inclusdo dos ovinos nos grupos experimentais, durante a
sensibilizagcdo experimental e o periodo de avaliagdo da prova tuberculina (as Oh,
12h, 24h, 48h, 72h e 96 horas), todos os animais foram submetidos ao exame fisico
(SMITH; SHERMAN, 1994; PUGH, 2005), através da avaliacdo do estado geral, das
mucosas aparentes e da monitoracdo das fungdes vitais (frequéncias dos
batimentos cardiacos, dos movimentos respiratérios e ruminais, intensidade do
tébnus ruminal e temperatura corporal), segundo critérios estabelecidos por Dirksen,
Grinder e Stober (1993).
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O objetivo destas avaliagdes foi garantir a higidez dos animais utilizados e
observar indicios de possiveis reagdes adversas decorrentes da sensibilizagdo ou

da tuberculinizagao.

4.3 EXAMES COMPLEMENTARES

Todos os exames foram realizados no Laboratério do Hospital Veterinario
(HOVET) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo, em Pirassununga (Sao Paulo), para a confirmagéo da higidez dos animais a
serem incluidos no experimento (Apéndice A).

A determinagdo do volume globular foi realizada utilizando-se do
micrométodo aplicado a uma amostra sanguinea colhida em tubo de Vacutainer®
com EDTA e processada em microtubo capilar padrdo, submetido a centrifugacéo
com 11.000 rpm (rotagdes por minuto) durante 5 minutos (BIRGEL, 1982).

A determinacdo das proteinas plasmaticas totais por refratometria do
plasma obtido do microtubo capilar, pelo método de Jain (1986).

A contagem de ovos por grama de fezes (OPG) pelo método de flutuagao
de ovos leves em solucdo salina saturada, utilizando-se camaras de Mc Master
(UENO; GONCALVES, 1998).

4.4 TESTE TUBERCULINICO

Neste experimento, para avaliacdo e triagem inicial dos ovinos foram
utilizados os valores padrdes do teste tuberculinico, Teste Cervical Comparativo
(TCC), estabelecidos por Cyrillo et al. (2007) (Quadro 1).
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Teste Cervical Comparativo Diferenga Resultado em relagao a
(reacéao) AB—-AA (mm) tuberculose
AB<AA <0 negativo
AB=AA 0,00 a 0,99 negativo
AB>AA 1,00 a2 1,99 inconclusivo
AB>AA =2,00 positivo

Nota: A B = diferenga das medidas de espessura de pele frente a reagdo ao PPD bovino
A A = diferenga das medidas de espessura de pele frente a reagdo ao PPD aviario

Quadro 1 - Valores de referéncia do Teste Cervical Comparativo para ovinos, padronizado por
Cyrillo et al. (2007) — Sao Paulo — 2009

4.5 DERIVADO PROTEICO PURIFICADO (PPD)

Foram utilizados derivados protéico purificado (PPD) aviario e bovino

contendo 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL de tubérculo-proteinas respectivamente (Figuras 1

e 2), todos produzidos pelo Instituto Bioldgico, da Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Agéncia Paulista de Tecnologia dos

Agronegécios (APTA), localizado em Sao Paulo (SP), partida n° 001/09 e 001/09

respectivamente.

O PPD aviario foi utilizado somente na triagem inicial dos ovinos que

foram submetidos ao TCC. Para as demais etapas experimentais, utilizou-se apenas

o PPD bovino.



Figura 1 -

Figura 2 -
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BERCULINA PPD AV

Concentracho 0.5 mpimi (50000 /0 g8

USO VETERINARIO

Derivado protéico purificado (PPD) aviario contendo 0,5 mg/mL de tubérculo-proteina,
partida 001/09, Instituto Bioldgico, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado
de Sao Paulo, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA) — Sédo Paulo —
2009

{UBERCULINA PPD 8ol

Concentragio: 1,0 mgfmi (31502
USO VETERINARIO

Derivado protéico purificado (PPD) bovino contendo 1,0 mg/mL de tubérculo-proteina,
partida 001/09, Instituto Biologico, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado
de S&o Paulo, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA) — S&do Paulo —

2009
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4.6 SENSIBILIZANTE E SENSIBILIZACAO DAS UNIDADES EXPERIMENTAIS

Imediatamente apds a leitura do TCC utilizado na triagem inicial, em todos
0s animais negativos foram aplicados 0,5 mL do sensibilizante bovino (Figura 3), de
concentracdo 4,0 mg/mL, pela via intramuscular, no membro posterior, conforme
orientacdo do Laboratério Nacional Agropecuario — LANAGRO/MG (Anexo A).

O inéculo sensibilizante padrao (n° IB 01/09 — fabricagcdo em maio/2009 e
vencimento em maio/2011) foi preparado pelo LANAGRO/MG do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), localizado em Pedro Leopoldo,
Minas Gerais, consistindo em uma suspensao de Mycobacterium bovis estirpe ANs
preparada seguindo recomendacbes do Centro Panamericano de Zoonoses
(CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988).

itirs Pecudria
Scenal Agropect

W*da partida: 1B 01/09

[
|: IN.* da a8 )
i i Maio/08 Validade: Maiol!

k E 5o: Maisl 8 d
'*:. ann\f"zﬁ:e |;5'- ®ne 100 mL  Industria Brasiel® -!
— : - ."L.T‘\'".-
Figura 3 - Indculo inativado de Mycobacterium bovis ANs, com concentragdo de 4,0 mg/mL, partida

IB 01/09, Laboratério Nacional Agropecuario — LANAGRO/MG, Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — Sdo Paulo — 2009
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4.7 TUBERCULINIZAGAO

No presente estudo, foram realizadas duas etapas experimentais: a
primeira para avaliar o melhor local de aplicagdo e a segunda, a partir do local
selecionado, a dose a ser aplicada. Em ambos os momentos, houve um periodo de
dessensibilizagdo de 60 dias entre as aplicagdes.

Apds a contencdo e identificacdo do animal, o local da aplicacédo
intradérmica do PPD bovino foi demarcado por tricotomia e a espessura da dobra da
pele, em cada local, foi medida com o auxilio de cutimetro (Hauptner® mola n°
33865) antes (0h), e 12h, 24h, 48h, 72h e 96 horas apos aplicagao.

Partindo do principio de que todos os animais eram reativos
(sensibilizados ao PPD bovino), os resultados foram obtidos calculando-se a
diferengca de aumento das dobras de pele provocadas pelas inoculagbes do PPD

bovino (A PPD bovino), nos momentos avaliados.

4.7.1 Primeira etapa

Na primeira etapa do experimento, foram feitas as aplicagbes de PPD
bovino (0,1 mL/dose) com seringas de insulina descartaveis (marca BD®), em cinco
diferentes regides corporeas do mesmo animal, do lado esquerdo: cervical média,
toracica dorsal, abdominal dorsal, prega da cauda e face medial proximal do

membro pélvico — face interna da coxa (Figura 4).
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Figura4 - Figura esquematica assinalando as regides da superficie corpérea do animal que foram
submetidas a verificagdo da regido corpdrea ideal para tuberculinizagdo. Regido ()
cervical média, (ll) toracica dorsal, (lll) abdominal dorsal, (IV) prega da cauda e (V) face
medial proximal do membro pélvico — face interna da coxa. Lado esquerdo: aplicagao do
PPD bovino; lado direito: aplicagao da solucgéo fisiolégica — Sao Paulo — 2009

Cada animal teve o lado direito como o grupo controle. O procedimento
descrito anteriormente também foi adotado nas aplicagdes feitas com solugao

fisiolégica (0,1 mL/dose).

4.7.2 Segunda etapa

Dos quinze ovinos iniciais foram selecionados doze para constituir
aleatoriamente trés grupos de quatro animais. Para a determinagdo da dose ideal,
considerou-se o local de melhor resultado para a tuberculinizagcdo realizada na
primeira etapa.

O procedimento descrito anteriormente também foi adotado nas

aplicacgoes feitas com as trés diferentes doses de PPD bovino (lado esquerdo) e de
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solucao fisiologica (lado direito): 0,05 mL; 0,1 mL e 0,2 mL. Cada dose testada foi

aplicada em um grupo experimental.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a verificagdo da normalidade dos resultados entre os grupos controle
e experimental, obtidos durante as fases de determinacédo da localizacdo corporea
com melhor alergoreacdo e melhor dose a ser aplicada, utilizou-se o teste de
normalidade de Anderson-Darling, considerando a diferenga significativa, nos casos
em que “p” foi menor que 0,05. Os parametros com comportamento normal foram
comparados entre si através do teste t-pareado e o0s parametros com
comportamento nao-normal foram comparados entre si através do teste Mann-
Whitney.

A interpretacao estatistica dos resultados foi efetuada utilizando-se o
método preconizado por Zar (1984). Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando-se o programa Minitab® 15 (Minitab® Inc., 2007).
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5 RESULTADOS

Durante todo o periodo experimental, os ovinos nao apresentaram
alteragdes notaveis no estado geral ou nas mucosas aparentes. As fungdes vitais e
outros parametros considerados na avaliagdo, exceto as possiveis reagdes de
hipersensibilidade cutanea, mantiveram-se dentro dos limites fisioldgicos de variagao
estabelecidos para a espécie ovina descritos por Smith e Sherman (1994) e Pugh
(2005).

5.1 PRIMEIRA ETAPA

Os resultados individuais do teste tuberculinico expressos em espessura
da dobra de pele, em milimetros, nas regides cervical média, toracica dorsal,
abdominal dorsal, prega da cauda e face medial proximal do membro pélvico, podem
ser visualizados nos apéndices B a F. Os resultados da reagao imunoalérgica do
teste tuberculinico das regides avaliadas, também expressos em espessura da

dobra de pele, em milimetros, podem ser visualizados nos apéndices G a K.

5.1.1 Espessura da pele normal nas diferentes regioes

A espessura da pele inicial (Oh) nos diferentes locais de aplicagao foi
calculada e as médias obtidas de ambos os lados (lateral e contra-lateral) do animal

estdo demonstrados na tabela 3 e grafico 1.
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Tabela 3- Valores (mm) da espessura da pele de ovinos, conforme o lado (esquerdo e direito) e a

regido corporea — Sao Paulo — 2009

Regido corpérea

Lado
Cervical Toracica Abdominal Prega da Face interna
média dorsal dorsal cauda da coxa
Direito 1,88 2,05 1,93 1,75 1,45
Esquerdo 1,82 2,01 1,91 1,87 1,43
Média 1,85 2,03 1,92 1,81 1,44
DP 0,53 0,69 0,43 0,36 0,37
Nota: DP = desvio padréao
3
25 1
2 4 ]
o
15 +
1 4
05 +
0 f | :
Cervical Toracica Abdominal Prega da Face interna

cauda

da coxa

Grafico 1 - Médias e desvios padrdo da espessura de pele (mm) de ovinos segundo a regido
corpoérea — Sao Paulo — 2009

N&o houve diferenga estatistica (p<0,05) nas mensuragdes feitas entre os

lados direito e esquerdo do animal, para o mesmo local.

Na tabela 3 podemos observar uma variacdo de espessura de pele entre

os diferentes locais de aplicagdo no momento Oh (antes da aplicagao intradérmica),

porém essa diferenga n&o foi estatisticamente significante (p<0,05).
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5.1.2Espessura da pele apos aplicacao nas diferentes regides corpdreas de

ovinos

No presente estudo constatou-se que as regides cervical média,
abdominal dorsal e da prega da cauda foram as que ofereceram mais facil acesso,
favorecendo a aplicagao; a regido toracica dorsal, embora de facil acesso, teve a
aplicacao dificultada quando o animal ndo era contido adequadamente, levando a
um tensionamento da pele, prejudicando a leitura efetuada com o cutimetro. Um
fator que deve ser considerado nas regides cervical média, toracica e abdominal
dorsais € a necessidade da tricotomia nas ragas lanadas, procedimento adicional
que poderia ser considerado uma desvantagem quando comparados as regides da
prega da cauda e da coxa.

Na aplicacédo da solucéo fisiolégica ou do PPD bovino na regiao da face
interna da coxa, foi observado a dificuldade decorrente da menor espessura de pele
que, por ser muito pequena, favorecia aos erros de aplicacdo, subcutadnea ao invés

de intradérmica, e de mensuracao.

5.1.2.1 Mensuragao ap6s aplicagao de solugao fisioldgica

Na observacdo da tabela 4, detecta-se a variagdo dos valores obtidos
(mm) com a mensuragdo da pele apds a aplicagdo da solugéo fisioldgica nos
diferentes momentos por regiao (p<0,05).

Para os momentos 12h e 96 horas, houve diferencas estatisticas (p=0,04
e p=0,05, respectivamente) nas diferentes regides estudadas, provavelmente
decorrentes dos baixos valores da mensuragao e da descaracterizacdo do processo
inflamatorio.

Quando se avalia, nas diferentes regides de aplicagado, os valores obtidos
por momento (Tabela 4 e Grafico 2), ndo se observa diferenga estatisticamente
significante (p<0,05).

Estes resultados corroboram com a inocuidade da solugado fisiolégica

utilizada como controle.
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Valores (mm) das médias, desvios padrdo e “p” (pelo teste de normalidade) da
espessura de pele obtidos com a aplicagdo da solugédo fisiolégica em ovinos
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme a
regido e os momentos de leitura — Sao Paulo — 2009

Tabela 4 -

Momentos de leitura

Regido corpérea  ~ q2p (pi)  24h (p.i)  48h(p.i)  72h(p.i)  96h (p.i)
As.f. As.f. As.f. As.f. As.f. p
Cervical média 1,07+049 1,13+041 1,09+049 1,09+0,50 1,08+0,50 0,16
Toracica dorsal 1,03+0,70 091+0,50 0,89+0,54 091+048 0,95+0,56 0,14
Abdominal dorsal 0,96+0,33 0,90+0,37 0,81+0,30 0,91+0,30 0,95+0,31 0,30
Prega da cauda 0,09+0,67 0,01+£0,52 0,03+0,59 0,25+0,47 -0,05+0,44 0,39
Face interna da coxa 0,02+0,31 -0,06+0,25 -0,05+0,24 -0,01+0,32 -0,19+0,34 0,37
p 0,04* 0,09 0,15 0,17 0,05*
Nota: p.i. = pés injecéo
h = horas
A s. f. = diferenga da espessura de pele apos e antes da aplicagdo de solucéo fisiolégica
p = probabilidade calculada pela aplicagéo do teste estatistico
* = distribuigdo ndo normal
Solucéo fisiolégica
1,25 ~ -
Regido corporea
{/’\.—.\. —— Cervical
—— Torécica
1,00+ T~ o Abdominal
P — — g — — = —& - Pregadacauda
Coxa
’E“ 0,754
3
©
5 0,50
(9]
4
@ 0,25 //\\
A g N
0,00 gmez—z¥ N
'0,25 T T T T T
12hs (p.i.) 24hs (p.i.) 48hs (p.i.) 72hs (p.i.) 96hs (p.i.)
Momentos de leitura
Grafico 2 - Valores (mm) médios da espessura de pele obtidos com a aplicacdo da solugao

fisiologica em ovinos experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
AN, conforme a regido e os momentos de leitura — Sdo Paulo — 2009
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5.1.2.2 Mensuragao apoés aplicagao de PPD bovino

Quando os diferentes momentos sdo avaliados (Tabela 5), observa-se

diferenca estatisticamente significante para as 48h e 72 horas (p=0,02 e p=0,03,

respectivamente), indicando que houve uma maior intensidade da alergoreacédo nos

diferentes

Tabela 5 -

locais de aplicacéo, em relacédo a pele normal.

Valores (mm) das médias, desvios padrdo e “p” (pelo teste de normalidade) da
espessura de pele obtidos com a aplicagio do PPD bovino em ovinos
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme a
regido e os momentos de leitura — Sdo Paulo — 2009

Momentos de leitura

Regido corporea 12h (p.i)  24h(p.i)  48h(pi)  72h (p.i) 96h (p.i)

APPDb A PPDb APPDb APPDb APPDb p

Cervical média 1,80+£039 1,85+0,38 233+1,16 2,31+£0,97 221+£094 0,13
Toréacica dorsal 1,93+0,76 1,73+0,48 2,72+094 2,73+0,85 2,61+0,88 0,09
Abdominal dorsal 1,563+£059 1,57+049 230+1,10 2,38+121 219+1,19 0,11
Prega da cauda 066+056 123+062 217+140 2,10+133 1,75+1,16 0,48

Face internadacoxa 0,15+0,36 0,21+048 0,10+0,25 0,07+039 -0,11+0,41 0,44

p

0,33 0,15 0,02* 0,03* 0,07

Nota: p.i. = pds injecéo
h = horas
A PPD b = diferenga da espessura de pele apés e antes da aplicagdo de derivado protéico purificado
p = probabilidade calculada pela aplicagéo do teste estatistico
* = distribuigdo n&o normal

estatistica

Quando se consideram os locais de aplicagdo, ndo se observa diferenga

(p<0,05), indicando que ha um comportamento semelhante do processo

inflamatorio em todas as regides (Grafico 3).
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Grafico 3 - Valores (mm) médios da espessura de pele obtidos com a aplicagdo do PPD bovino em
ovinos experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe ANs,
conforme a regido e os momentos de leitura — Sdo Paulo — 2009

Correlacionando os diferentes momentos de leitura para as regides
corpdreas estudadas, a partir das analises estatisticas do teste t-pareado para as
distribuicdes normais e teste de Mann-Whitney para as distribuicbes n&do normais
(Tabela 6), obteve-se que:

e Na regiao cervical média ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,05), exceto entre os momentos 12h versus 48h e 72 horas, e 24h
versus 72 horas.

e Nas regides toracica e abdominal dorsais houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,05), exceto entre os momentos 12h versus 24
horas, 48h versus 72h e 96 horas para ambas as regides; para a regidao abdominal
dorsal, houve também diferenga estatistica (p=0,01) para o momento 72h versus 96
horas.

e Na regido da prega da cauda, ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,05 no teste de Mann-Whitney), exceto entre os momentos 12h
versus 24h-48h-72h-96 horas.
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¢ Na regido da face interna da coxa, ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,01), exceto entre os momentos 12h-24h-48h-72 horas versus 96
horas.

e Os melhores momentos de leitura (p<0,01) para todas as regides

estudadas estao entre 48h e 72 horas.

Tabela 6 - Valores de “p” (pelo teste de normalidade) do PPD bovino em ovinos experimentalmente
sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe ANs5, segundo a regido e os momentos
de leitura — Sao Paulo — 2009

Momentos de leitura

Cervical média 12h (p.i.) 24h (p.i.) 48h (p.i.) 72h (p.i.)
24h (p.i.) 0,68

48h (p.i.) 0,04* S 0,06

72h (p.i.) 0,03*$ 0,05* 3 0,84

96h (p.i.) 0,07 0,08 0,33 0,24
Toracica dorsal 12h (p.i.) 24h (p.i.) 48h(p.i.) 72h (p.i.
24h (p.i.) 0,39

48h (p.i.) 0,02*$ 0,00* $

72h (p.i.) 0,01*§ 0,00* ¢ 0,94

96h (p.i.) 0,03*$S 0,00* $ 0,27 0,12
Abdominal dorsal 12h (p.i.) 24h (p.i.) 48h (p.i.) 72h (p.i.)
24h (p.i.) 0,74

48h (p.i.) 0,00* 8 0,01* 8

72h (p.i.) 0,01*$ 0,01*$ 0,61

96h (p.i.) 0,02*§ 0,02*§ 0,51 0,01*$
Prega da cauda 12h (p.i.)  24h (p.i.) 48h(p.i.)  72h (p.i.)
24h (p.i.) 0,01*§

48h (p.i.) 0,00* $ 0,13

72h (p.i.) 0,00* 3 0,07 0,87

96h (p.i.) 0,00* 0,37 0,51 0,33
Face internadacoxa 12h(p.i.) 24h(p.i.) 48h(p.i.)  72h (p.i.)
24h (p.i.) 0,61

48h (p.i.) 0,48 0,22

72h (p.i.) 0,28 0,18 0,70

96h (p.i.) 0,01*§ 0,00* ¢ 0,01*8 0,02* §

Nota: p.i. = pds injegao
h = horas
* = distribuigdo n&o normal
$= valores de p < 0,05 pelo teste de normalidade
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Observando-se a tabela 7, as 72 horas de leitura, se observa diferencga
estatisticamente significante para a regido toracica dorsal com as regides cervical
média (p=0,01) e prega da cauda (p=0,03). Também se observa diferencas
estatisticamente significantes na regido da face interna da coxa quando comparada

aos demais locais (p=0,00).

Tabela 7 - Valores de “p” (pelo teste de normalidade) obtidos através da leitura as 72 horas apos
aplicacdo do PPD bovino em ovinos experimentalmente sensibilizados com
Mycobacterium bovis estirpe AN5, segundo as regides — Sdo Paulo — 2009

Regido corpérea

72h Cervical média Toracica dorsal Abdominal dorsal Prega da cauda
Toracico dorsal 0,018

Abdomina dorsal 0,52 0,06

Prega da cauda 0,34* 0,03* § 0,48*

Face interna da coxa 0,00° 0,00° 0,00° 0,00*$

Nota: p.i. = pds injegao
h = horas
* = distribuigdo ndo normal (teste de Mann-Whitney)
$= valores de p < 0,05 pelo teste de normalidade

Baseado nos valores de “p” obtidos as 48h e 72 horas (Tabela 6), da
regides toracica dorsal (p=0,94), pela diferenca estatistica as 72 horas de leitura
entre a regido toracica dorsal com as regides cervical média (p=0,01) e prega da
cauda (p=0,03) (Tabela 7) e pela maior média de espessura da dobra de pele da
regido toracica dorsal (média=2,73) as 72 horas (Apéndice H), optou-se por essa
regido como local de eleicdo para assim proceder-se a aplicagao de diferentes

doses de PPD bovino proposta na segunda etapa no presente estudo.

5.2 SEGUNDA ETAPA

Os resultados individuais e da reacao frente as diferentes doses de PPD

bovino (0,05 mL; 0,1 mL e 0,2 mL) expresso em espessura da dobra de pele, em
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milimetros, da regido toracica dorsal, obtidos das leituras efetuadas nos momentos
antes (0 hora) e 12h, 24h, 48h, 72h e 96 horas apds aplicagdo, podem ser

visualizados no apéndice L e apéndice M, respectivamente.

5.2.1Espessura da pele apdés aplicagcao de diferentes volumes de solugao

fisiolégica na regiao toracica

A intensidade individual da reagado expressa em espessura da dobra da

pele da regido toracica, em milimetros, frente a aplicagado de solucgéo fisiologica, se

[ el

encontra no apéndice M; e as médias, desvios padrio e os valores de “p”, pelo teste

de normalidade, podem ser visualizadas na tabela 8 e grafico 4.

Tabela 8 - Valores (mm) das médias, desvios padrdo e “p” (pelo teste de normalidade) da
espessura de pele da regido toracica dorsal obtidos com a aplicacdo da solugéo
fisiolégica em ovinos experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
ANs, conforme as doses e os momentos de leitura — Sao Paulo — 2009

Momentos de leitura

Dose 12h (p.i) 24h (p.i) 48h (p.i) 72h (p.i) 96h (p.i)
As.f. As.f. As.f. As.f. As.f. p
0,05mL 0,50+0,14 1,05+ 0,31 0,60 + 0,41 0,40 +£ 0,41 0,30 +£ 0,36 0,275
0,1 mL 0,63 +0,22 1,43 £0,49 1,05+0,27 0,78 £ 0,36 0,50+ 0,22 0,637
0,2mL 0,63 £ 0,46 1,23 + 0,49 0,90 £ 0,36 080 + 0,46 0,75+ 0,44 0,384
p 0,057 0,626 0,487 0,085 0,609

Nota: p.i. = pds injegéo
h = horas

A s. f. = solucéo fisiolégica

DP = desvio padrao
p = probabilidade calculada pela aplicagéo do teste estatistico
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Solucao fisiolégica

Doses
—&— 0,06 mL
—&—  01mL
0,2mL

1,4

1,2

1,0

0,8

Espessura (mm)

0,61

0,41

0,2

12hs (p.i.)  24hs (p.i.) 48hs (p.i.) 72hs (p.i.)  96hs (p.i.)
Momentos de leitura

Grafico 4 - Valores (mm) médios da espessura de pele da regido toracica dorsal obtidos com a
aplicagdo de solugdo fisioldgica em ovinos experimentalmente sensibilizados
Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme as doses e os momentos de leitura — S&do
Paulo — 2009

A partir dos valores obtidos do grupo controle (Tabela 8 e Grafico 4),
podemos observar que ndo houve diferenga estatistica (p<0,05) para os momentos e

doses de solucgao fisioldgica, devido a sua inocuidade.

5.2.2Espessura da pele apo6s aplicagao de diferentes volumes de PPD bovino

na regiao toracica

A intensidade individual da reacdo expressa em espessura da dobra da
pele da regido toracica, em milimetros, frente a aplicagdo do PPD bovino, se

encontra no apéndice M; e as médias, desvios padrao e os valores de “p”, pelo teste

de normalidade, podem ser visualizadas na tabela 9 e grafico 5.
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Tabela 9- Valores (mm) das médias, desvios padrédo e “p” (pelo teste de normalidade) da
espessura de pele da regido toracica dorsal obtidos com a aplicagdo do PPD bovino em
ovinos experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe ANs,
conforme as doses e os momentos de leitura — Sdo Paulo — 2009

Momentos de leitura

Dose 12h (p.i) 24h (p.i) 48h (p.i) 72h (p.i) 96h (p.i)
APPD b APPD b APPD b APPD b APPD b p
0,05mL 1,98+0,70 3,35+0,24 4,20+ 1,48 4,63 +2,25 4,10 + 2,54 0,289
01MmL 2,20£0,12 3,25+0,82 4,97 +2,21 4,73+2,18 4,15+ 1,85 0,561
02mL 223+1,17 2,85+ 1,58 4,03 + 2,88 3,98 + 2,81 3,28 +2,17 0,547
p 0,143 0,249 0,220 0,158 0,090
Nota: p.i. = pds injecéo

A PPD b = diferenga da espessura de pele apos e antes da aplicagado do derivado protéico purificado bovino

DP = desvio padrao

p = probabilidade calculada pela aplicagéo do teste estatistico

PPD bovino
570_ Doses
/'\ —~—_ —e— 0,05mL
/ B N —B—  0lmL
45 0,2mL
T 4,04
=
N
S 35-
[}
0
g
] 3,01
2,5
2,01
12hs (p.i.)  24hs (p.i.) 48hs (p.i.) 72hs (p.i.)  96hs (p.i.)
Momentos de leitura

Gréfico 5 -

Valores (mm) médios da espessura de pele da regido toracica dorsal obtidos com a

aplicacdo do PPD bovino em ovinos experimentalmente sensibilizados com
Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme as doses e os momentos de leitura — S&do
Paulo — 2009

Na tabela 9 e grafico 5, pode observar-se que nao houve diferenca

estatistica (p<0,05) para os momentos e doses de PPD bovino utilizadas. Em
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comparagao aos valores do grupo controle (Tabela 8), podemos identificar que as
médias da espessura de pele da regido toracica dorsal foram maiores em todas as

doses e momentos de leitura.
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6 DISCUSSAO

Até o momento, a literatura evidencia que as pesquisas direcionam-se
principalmente ao estudo da tuberculose em bovinos e bubalinos, sendo poucos os
trabalhos que avaliaram a alergoreagcao do PPD bovino em pequenos ruminantes
(CORDES et al.,, 1981; DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981; JENSEN; SWIFT,
1982; MALONE et al., 2003).

Neste trabalho foi possivel estudar as diferentes respostas alérgicas a
tuberculina em ovinos (Ovis aries) em diferentes regides corporeas, frente as
diferentes doses de PPD utilizada.

A importancia deste trabalho reside particularmente em suprir a escassez
de pesquisas brasileiras sobre o assunto, uma vez que em geral foram focadas na
avaliagdo em outras espécies. Mundialmente, a tuberculose €& reconhecida como
zoonose de suma importancia (LEITE; TELAROLLI JUNIOR, 1997), considerada

uma doenca infecciosa crénica e transmissivel entre os mamiferos.

6.1 PRIMEIRA ETAPA

Nao houve diferenca estatistica de espessura da pele normal entre os
diferentes locais de aplicacdo ou entre os lados direito e esquerdo do animal, para o
mesmo local (p<0,05), embora a regido de menor espessura tenha sido a face
interna da coxa, média=1,44 (Tabela 3), podendo tal fato levar a uma dificuldade de
aplicagao e mensuragao do teste de PPD bovino.

Comportamento similar foi observado nos trabalhos desenvolvidos com a
espécie bovina (MOTA, 2003) e caprina (CORREA, 2008). Estes dados possibilitam
a livre escolha do lado do corpo na hora da aplicacéo intradérmica, entretanto, se
forem seguidas as normas determinadas pelo PNCEBT (BRASIL, 2006), a aplicagao
do PPD devera ser feita no lado esquerdo do animal.

Embora no teste tuberculinico, as mensuracbes feitas nos varios

momentos exijam a exclusdo da medida de espessura da pele obtida as Oh, a maior
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ou menor espessura pode ter reflexo na facilidade ou dificuldade de aplicacdo do
antigeno.

No presente estudo constatou-se que as regides cervical, abdominal e da
prega da cauda foram as que ofereceram mais facil acesso, favorecendo a
aplicacao; a regiao toracica, embora de facil acesso, teve a aplicagao dificultada
quando o animal n&do era contido adequadamente, levando a um tensionamento da
pele, prejudicando a leitura efetuada com o cutimetro. Um fator que deve ser
considerado nas regides cervical, toracica e abdominal € a necessidade da
tricotomia nas racgas lanadas, procedimento adicional que poderia ser considerado
uma desvantagem quando comparados as regides da prega da cauda e da coxa.

Em ovinos, Hiepe (1972) utilizou a regido ano-caudal; Cordes et al.
(1981), Davidson, Alley e Beatson (1981) aplicaram o PPD bovino na regido medial
da coxa. Em nossos estudos, foi observada a dificuldade da aplicagao da solugao
fisiolégica ou do PPD bovino nas regides da prega da cauda e face interna da coxa,
decorrente da menor espessura de pele que, por ser muito pequena, favorecia aos
erros de aplicacdo, subcutanea ao invés de intradérmica, e de mensuracao.

Javed et al. (2010) utilizaram o teste cervical comparativo (TCC) em seus
estudos. Silva et al. (2006); Marcondes (2007); Cyrillo et al. (2007); Pinheiro et al.
(2007); Benesi et al. (2008); Almeida (2009); Pignata et al. (2010) e Higino (2010)
adotaram a regido cervical para a aplicagdo do PPD em pequenos ruminantes,
justificados pela auséncia de padronizagao de condutas.

Diferentemente encontrado nos estudos de Hiepe (1972); Cordes et al.
(1981), Davidson, Alley e Beatson (1981), que utilizaram as regides ano-caudal e
regido medial da coxa, os melhores locais de aplicagdo do PPD bovino em nossos
estudos foram as regides toracica dorsal (p=0,94), cervical média (p=0,84) e
abdominal dorsal (p=0,61). Achados semelhantes foram observados nos trabalhos
de Mota (2003) e Corréa (2008), onde seus estudos demonstraram que as melhores
regides foram a cervical média e abdominal e toracica dorsais e cervical caudal.

A evolucao da intensidade da reacao observada apds a aplicagcao de PPD
bovino intradermicamente em ovinos esta em concordancia com as afirmacgdes de
Tizard (2004), que destaca que os animais infectados por Mycobacterium bovis
apresentam uma resposta inflamatéria no teste tuberculinico que poderia atingir
maior intensidade entre 24h e 72 horas apdés o desencadeamento da reacido de

hipersensibilidade tardia.
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De forma semelhante ao encontrado no presente estudo, Suther, Franti e
Page (1974) e Doherty et al. (1996) determinaram que a reagcdo obteve maior
intensidade apds 48 e 72 horas, ndo observando variagdo na resposta tuberculinica
em bovinos para esses momentos.

Silva et al. (2006), em seu estudo com caprinos e Cyrillo et al. (2007) em
ovinos, determinaram que o momento de maior intensidade foi constatado as 48
horas, no entanto sem diferenca estatistica em relacdo aquela observada as 72
horas (£ 6 horas). De forma diversa, Sahoo (1951) e Roxo (1996b), em seus
trabalhos respectivamente com bovinos e bubalinos, evidenciaram que a reagao
apresentava uma maior intensidade as 72 horas.

Adicionando os autores que trabalharam com bovinos (ROSWURM,;
KONYHA, 1973; LESSLIE; HEBERTY, 1975; DUFFIELD; NORTON; STREETEN,
1985; RANDUZ; LEPPER, 1985; WOOD et al., 1992; GONZALEZ LLAMAZARES et
al., 1999; RAGASSA; AMENI, 2001; MOTA, 2003), bubalinos (ROXO, 1996b),
caprinos (LESSLIE; FORD; LINZELL, 1960; THOREL; GAUMONT, 1977; COUSINS
et al., 1993; GUTIERREZ; TELLECHEA; GARCIA MARIN, 1998; LIEBANA et al.,
1998; ARELLANO et al., 1999; SEVA et al., 2002; SILVA et al., 2006; PINHEIRO et
al., 2007; BENESI et al., 2008) e ovinos (DAVIDSON; ALLEY; BEATSON, 1981;
MALONE et al.,, 2003), e obedecendo as recomendagdes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2006) para bovinos e bubalinos,
adotou-se as 72 horas como momento padrao de leitura do teste tuberculinico.

6.2 SEGUNDA ETAPA

Para a espécie ovina, até o momento, ndo foi encontrada na literatura
consultada, relatos de testes avaliando-se dose de PPD versus reagao
imunoalérgica, em diferentes momentos. Este tema merece estudos mais
consistentes uma vez que ha divergéncias na qualidade dos PPDs utilizados
internacionalmente; ha paises (LEPPER; MACKAY; LORD, 1979; KANTOR et al.,
1984) onde a concentragao de unidades protéicas € diferente da utilizada no Brasil

(1,0 mg/mL), seguidor das normas da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE).
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Os valores da reagao imunoalérgica obtidos com o PPD bovino (Tabela 9)
foram maiores quando comparados com os valores obtidos para a mesma regiao
(primeira etapa) na dose de 0,1 mL (Tabela 5). Tal fato poderia ser atribuido ao
maior tempo de sensibilizagdo do animal, e ao fato da segunda exposi¢édo ao PPD
bovino no intervalo de 60 dias. Para as espécies bovina e bubalina, o PNCEBT
(2006) recomenda um intervalo minimo de 60 dias entre os testes. Convém ressaltar
gue a regido escolhida também apresentou significancia p=0,09 quando comparadas
as demais regides (Tabela 5).

Na auséncia de diferengas significantes (p<0,05) dos valores obtidos na
comparacgao entre doses e momentos de leitura da regido escolhida, recomenda-se
a leitura com 72 horas e a dose de 0,1 mL, para n&o conflitar com as diretrizes do
PNCEBT para bovinos e bubalinos. A dose de 0,2 mL representaria um maior
consumo de antigeno, além de que a superexposicdo dos animais ao PPD possa
levar a um aumento do periodo de dessensibilizagdo, superior a 60 dias, como se
observa em bovinos. A dose 0,05 mL poderia levar a uma dificuldade de aplicacao e

maiores erros, ja que se trata de uma dose muito pequena.
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7 CONCLUSAO

Nas condi¢cdes de realizagdo do referido trabalho, os resultados obtidos
permitem as seguintes conclusoes:

e Todas as regides corpdéreas estudadas apresentaram reagéo
imunoalérgica ao PPD bovino.

e O melhor local de aplicagédo foi a regido toracica dorsal, seguida da
cervical média e abdominal dorsal, embora ndo tenha sido observada significancia
estatistica.

e Ha restrigbes quanto a aplicagdo nas regides da prega da cauda e face
interna da coxa.

e Embora n&o haja diferenca estatistica entre 48 e 72 horas, recomenda-se
a leitura da reagao tuberculinica as 72 horas como tempo padrao para leitura final, a
semelhanca de bovinos e bubalinos.

e Nao houve diferenca estatistica entre a resposta obtida com uso das
diferentes doses e momentos de leitura para a regido toracica dorsal. Muito embora,
ndo se tenha avaliado o impacto dessas no periodo de dessensibilizacado

imunoalérgica a tuberculina nesses animais.
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ANEXO A — Instfcrugéc;\ I\?e uso de indculo inativado de Mycobacterium bovis
estirpe 5, conforme o Laboratério Nacional Agro ario —
LANAGRO/MG Sropectane

INOCULO INATIVADO M. bovis AN5

Composicao: O inoculo inativado Mycobacterium | Responsavel Técnico: ANDREA PADILHA DE|
bovis AN5, & uma suspensdo de 4mg/mL, obtida de [ ALENCAR — CRMV MG 6702

cultura da amostra AN5 do M. bovis, em meio de ) )
cultura Lowenstein Jensen e oleo mineral, inativada LABORATORIO NACIONAL AGROPECUARIO
LANAGRO/MG

sob vapor fluente por 30 minutos.
Indicagao: inoculo inativado M. bovis ANS tem a CNPJ: 003968950062-47

producdo e distribuicao  controlada  pelo Industria Brasileira

LABORATORIO NACIONAL AGROPECUARIO - |Av. Rémulo Joviano, s/n®- CP. 35e 50
CEP: 33600-000- Pedro Leopoldo/MG

LANAGRO/MG, para uso exclusivo em:
- laboratorios: sensibilizagdo de cobaias, para | Tel. 0 xx 31 3660-9622/Fax: 0 xx 31 3661-2383
posterior avaliagao de poténcia relativa de tuberculina. | laratub-mg@agricultura.gov.br

- instituicdes de ensino efou pesquisa: sensibilizagao
de bovinos, para treinamenio e capacitagao de
médicos  veterinarios em teste alergico para
diagnostico de tuberculose.

Observagao: Os bovinos uma vez sensibilizados, com
o indculo inativado de M. avium ou M. bovis, nao
poderdo ser submetidos a tesie tuberculinico para
efeito de diagnostico, uma vez que serdo reagentes.
Conservagao: 2° a 8°C ao abrigo da luz solar.
Validade: 02 (dois) anos apés a data de fabricagao.
Apresentacéao: liquido, oleoso, incolor, tornando-se

ligeiramente turvo apos agitagéo.

MODO DE USAR

Preparo do material:

Agitar o conteudo do frasco até total solubilizag&o do
inoculo. Melhor homogeneizagéo ocorre entre 20°C e
25°C.

Dosel/Aplicagao:

Bovinos: 2,5mlL subcutanea (barbela). A seringa
devera ser carregada com a dose Unica no momento
da inoculagdo. O animal devera ser tuberculinizado no
minimo B0 dias apos. Para obtengéo de reagbes mais
acentuadas, o animal devera ser sensibilizado e
tuberculinizado uma unica vez.

Cobaias: 0,5mL intramuscular (perna). Pode-se
carregar a seringa com 2 doses. Para obtencao de
reacbes satisfatorias os animais deverao ser utilizados

entre 5 a 7 semanas apos.




APENDICE A —Resultados dos exames  complementares
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
ANs, conforme o animal e exames complementares — Sao Paulo —
2009

Id Exames complementares
o Ht pt

animal (%) (gldL) OPG
10 24 5,6 1050
14 33 6,0 200
22 13 54 200
41 30 6,0 750
57 30 5,6 300
59 28 54 600
64 24 5,8 0
68 26 5,6 400
81 30 6,0 200
89 18 4,6 1600
100 31 5,6 275
103 18 5,0 950
124 26 5,2 650
1F 28 6,2 1200

Bicudo 28 6,2 150

Dalmata 28 6,2 50

Nota: Id. = identificagao

Ht = hematdcrito
% = porcentagem

pt = proteinas plasmaticas totais

g/dL = grama por decilitro

OPG = ovos por grama de fezes
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APENDICE B - Espessura da espessura da pele (mm) na regido cervical média de ovinos, experimentalmente sensibilizados com uma
suspensao de Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme o animal e o momento de leitura antes e apds aplicagéo de
PPD bovino e solugao fisiolégica — S&o Paulo — 2009

L Oh 12h 24h 48h 72h 96h
dentificacao (a.i.) (p. i) (p. i) (p. i) (p. i) (p- i)
do animal
PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f.
10 1,30 1,30 3,90 2,90 3,00 3,00 3,80 2,30 3,50 2,50 3,20 2,40
14 2,00 2,10 4,00 3,50 3,40 3,60 5,20 2,70 5,40 2,90 4,80 3,50
22 1,30 1,30 2,80 1,80 3,20 1,90 2,40 2,80 2,00 1,80 2,00 1,40
41 2,00 2,00 3,30 3,30 3,40 3,30 3,00 3,30 3,20 3,20 3,50 3,20
57 1,70 1,50 3,70 2,90 3,80 2,90 4,00 2,70 4,20 2,90 4,10 3,10
59 1,70 1,90 3,40 2,70 3,60 3,00 3,90 3,00 4,70 3,10 4,20 3,00
64 2,10 2,10 4,20 3,70 3,90 3,50 4,20 3,80 4,10 3,70 4,00 3,50
68 2,00 2,00 3,60 3,00 3,30 3,00 3,30 2,80 3,40 2,50 3,00 2,50
81 2,00 2,00 3,50 3,20 4,00 3,50 4,20 3,50 4,00 3,40 3,80 3,60
89 1,30 1,90 3,00 3,00 3,20 3,00 3,00 3,40 3,10 3,50 3,20 3,20
100 1,90 1,60 3,50 3,50 4,30 3,20 4,70 3,30 4,70 3,50 5,20 3,20
103 0,80 0,80 1,90 1,00 2,00 1,50 1,50 1,30 2,00 1,40 2,00 1,40
1F 1,80 2,00 3,80 2,50 4,10 2,70 5,50 3,30 5,00 3,50 5,00 3,40
BICUDO 2,40 3,00 4,70 3,50 4,60 3,30 5,70 3,00 5,40 3,20 5,50 3,20
DALMATA 3,00 2,70 5,00 3,70 5,20 3,70 7,80 3,40 7,20 3,40 7,00 3,80
Média 1,82 1,88 3,62 2,95 3,67 3,01 4,15 2,97 4,13 2,97 4,03 2,96
DP 0,52 0,54 0,75 0,74 0,75 0,61 1,53 0,60 1,36 0,66 1,33 0,73
ICi 1,56 1,61 3,24 2,58 3,29 2,70 3,38 2,67 3,44 2,64 3,36 2,59
ICs 2,08 2,15 4,00 3,32 4,05 3,32 4,92 3,27 4,82 3,30 4,70 3,33
Nota: a.i. = medida da espessura da pele em mm, antes da aplicagdo de PPD b ou s. f. h = horas
p.i. = medida da espessura da pele em mm, apos da aplicagdo de PPD b ou s. f. DP = desvio padréao
PPD b = derivado protéico purificado bovino IC i = intervalo de confianga inferior (95%)

s. f. = solugéo fisiolégica IC s = intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE C - Espessura da espessura da pele (mm) na regi&o toracica dorsal de ovinos, experimentalmente sensibilizados com uma
suspensao de Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme o animal e o momento de leitura antes e apds aplicagéo de
PPD bovino e solugao fisiolégica — S&o Paulo — 2009

Identificagéo Oh 12!‘ 24!‘ 48!‘ 72!‘ 96!‘
4o animal (a.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.)
PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f.
10 1,30 1,30 3,40 3,00 3,20 2,10 4,60 2,40 4,20 2,20 4,00 2,30
14 2,30 2,00 5,50 4,00 4,20 3,00 5,60 3,20 5,40 3,20 5,40 3,20
22 1,30 1,30 3,20 2,40 2,90 2,20 2,90 2,50 3,00 2,10 2,40 1,60
41 2,00 2,20 5,00 4,00 3,90 2,80 4,40 3,20 4,00 3,10 4,20 3,30
57 1,70 2,00 4,70 3,70 3,10 2,90 5,00 3,10 5,00 3,30 4,90 3,20
59 2,00 2,00 4,20 3,70 4,40 3,50 5,00 3,20 5,70 3,40 5,40 3,20
64 2,10 2,10 3,00 3,20 4,20 3,70 4,60 3,50 4,50 3,20 4,60 3,20
68 2,00 2,00 4,00 3,50 3,20 3,20 4,00 3,00 4,00 2,70 3,90 3,00
81 2,50 2,20 3,20 2,40 3,50 3,10 4,00 3,30 4,50 3,40 4,20 3,70
89 1,60 2,00 4,00 2,50 2,70 3,30 3,30 2,70 3,50 3,20 3,60 3,20
100 1,50 1,70 3,30 2,20 3,60 3,30 4,90 3,40 5,00 3,30 5,50 3,70
103 0,80 0,80 2,30 1,70 2,40 1,50 2,20 1,50 2,20 1,50 2,20 1,50
1F 2,70 2,70 4,00 3,50 4,70 3,20 5,70 3,10 6,00 3,40 5,50 3,50
BICUDO 2,50 2,80 4,30 2,80 5,10 3,30 7,00 2,80 6,60 3,20 6,30 3,10
DALMATA 3,90 3,60 5,00 3,50 5,10 3,30 7,80 3,20 7,50 3,20 7,20 3,20
Média 2,01 2,05 3,94 3,07 3,75 2,96 4,73 2,94 4,74 2,96 4,62 2,99
DP 0,74 0,67 0,88 0,71 0,85 0,59 1,45 0,51 1,38 0,58 1,35 0,67
ICi 1,64 1,71 3,49 2,71 3,32 2,66 4,00 2,68 4,04 2,67 3,94 2,65
ICs 2,38 2,39 4,39 3,43 4,18 3,26 5,46 3,20 5,44 3,25 5,30 3,33
Nota: a.i. = medida da espessura da pele em mm, antes da aplicagdo de PPD b ou s. f. h = horas
p.i. = medida da espessura da pele em mm, apos da aplicagdo de PPD b ou s. f. DP = desvio padrao
PPD b = derivado protéico purificado bovino IC i = intervalo de confianca inferior (95%)

s. f. = solugéo fisiolégica IC s = intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE D - Espessura da espessura da pele (mm) na regido abdominal dorsal de ovinos, experimentalmente sensibilizados com
uma suspensao de Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme o animal e o momento de leitura antes e apos aplicagao
de PPD bovino e solugéo fisiolégica — Sao Paulo — 2009

Identificagéo oh 12'-1 24'-1 48'-1 72'-1 96'-1
4o animal (a.i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.)
PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f.
10 1,30 1,30 3,20 2,70 3,60 2,30 3,50 2,30 3,90 2,50 3,40 2,50
14 2,00 2,30 3,90 3,50 3,80 3,10 5,80 3,40 5,40 3,40 5,00 3,60
22 1,30 1,30 3,00 2,70 2,90 2,40 3,10 2,00 2,20 2,10 2,00 1,40
41 2,10 2,00 3,00 3,20 3,00 2,60 3,00 2,50 3,00 2,60 3,20 2,70
57 2,00 1,60 3,50 2,50 3,00 2,40 4,10 2,70 4,00 2,40 3,60 2,60
59 2,10 2,20 3,50 2,90 3,80 3,20 4,40 3,00 5,00 3,00 4,60 3,20
64 2,10 2,10 2,70 3,40 3,50 3,60 3,70 3,20 3,60 3,20 3,30 3,20
68 2,20 2,00 3,50 3,00 3,40 3,50 3,40 2,60 3,60 2,50 3,40 2,70
81 2,10 2,00 4,50 2,70 3,90 2,70 4,60 2,60 4,30 3,20 4,10 3,10
89 1,70 1,80 2,20 2,80 2,90 2,30 3,00 2,90 3,00 3,00 2,90 2,90
100 1,70 2,20 4,20 3,20 4,20 3,60 4,90 3,60 5,10 3,70 5,60 3,60
103 1,00 1,00 2,00 1,90 1,80 1,90 1,70 1,50 2,00 2,00 2,00 2,00
1F 2,00 2,30 3,70 2,90 3,70 2,50 5,90 2,80 6,00 3,00 5,50 3,20
BICUDO 2,30 2,30 4,20 3,20 4,00 3,20 6,50 3,00 6,00 3,00 5,80 3,20
DALMATA 2,70 2,50 4,50 2,70 4,60 3,10 5,50 2,90 7,20 3,00 7,00 3,20
Média 1,91 1,93 3,44 2,89 3,47 2,83 4,21 2,73 4,29 2,84 4,09 2,87
DP 044 0,44 0,77 0,40 0,68 0,54 1,33 0,53 1,48 0,48 1,45 0,59
ICi 1,69 1,71 3,05 2,69 3,13 2,56 3,54 2,46 3,54 2,60 3,36 2,57
ICs 2,13 2,15 3,83 3,09 3,81 3,10 4,88 3,00 5,04 3,08 4,82 3,17
Nota: a.i. = medida da espessura da pele em mm, antes da aplicagdo de PPD b ou s. f. h = horas
p.i. = medida da espessura da pele em mm, apos da aplicagdo de PPD b ou s. f. DP = desvio padrao
PPD b = derivado protéico purificado bovino IC i = intervalo de confianga inferior (95%)

s. f. = solugéo fisiolégica IC s = intervalo de confianga superior (95%)



72

APENDICE E - Espessura da espessura da pele (mm) na regido da prega da cauda de ovinos, experimentalmente sensibilizados com
uma suspensao de Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme o animal e o momento de leitura antes e apos aplicagao
de PPD bovino e solugéo fisiolégica — Sao Paulo — 2009

Identificagéo oh 12'-1 24'-1 48'-1 72'-1 96'-1
4o animal (a.i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.)
PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f.
10 1,80 1,80 2,20 2,00 3,40 1,70 3,40 2,10 3,10 2,00 3,00 2,00
14 2,20 1,80 2,30 2,50 3,20 1,60 5,60 2,00 4,90 2,40 4,00 1,10
22 1,70 1,30 3,20 1,80 3,70 1,30 3,20 1,20 3,00 1,50 2,90 1,30
41 2,30 2,00 2,30 1,30 2,00 1,30 3,10 2,00 3,50 2,10 2,60 1,90
57 1,20 1,30 3,00 2,60 2,80 1,50 4,50 1,80 3,40 1,50 2,90 1,20
59 1,90 2,20 2,00 1,80 2,50 2,00 3,30 1,80 4,40 2,20 4,10 2,00
64 2,10 2,20 3,20 2,00 3,20 2,30 3,20 1,80 3,50 2,80 3,00 2,40
68 2,10 2,10 3,10 1,20 2,80 1,30 3,30 0,50 3,20 1,50 3,00 1,30
81 2,20 2,20 2,20 1,50 3,90 2,20 4,20 2,20 3,50 2,20 3,20 2,00
89 1,70 1,90 2,70 1,70 3,00 1,70 2,20 1,90 2,20 2,00 2,50 1,50
100 2,00 2,10 2,70 1,50 3,40 1,60 5,10 2,00 4,80 1,50 4,70 1,80
103 1,20 1,20 1,30 1,80 2,00 1,30 1,70 1,60 2,70 2,20 2,70 2,20
1F 1,90 1,30 2,50 2,00 3,70 1,70 6,40 1,40 6,20 1,70 5,50 1,60
BICUDO 2,10 1,50 2,90 2,10 3,30 2,40 5,00 2,10 4,00 2,20 3,80 1,40
DALMATA 1,70 1,30 2,40 1,80 3,70 2,40 6,50 2,30 7,20 2,20 6,40 1,70
Média 1,87 1,75 2,53 1,84 3,1 1,75 4,05 1,78 3,97 2,00 3,62 1,69
DP 0,33 0,39 0,52 0,39 0,59 0,41 1,44 0,46 1,34 0,39 1,14 0,39
ICi 1,70 1,55 2,27 1,64 2,81 1,54 3,32 1,55 3,29 1,80 3,04 1,49
ICs 2,04 1,95 2,79 2,04 3,41 1,96 4,78 2,01 4,65 2,20 4,20 1,89
Nota: a.i. = medida da espessura da pele em mm, antes da aplicagdo de PPD b ou s. f. h = horas

p.i. = medida da espessura da pele em mm, apos da aplicagdo de PPD b ou s. f.
PPD b = derivado protéico purificado bovino
s. f. = solugéo fisiolégica

DP = desvio padrao
IC i = intervalo de confianga inferior (95%)
IC s = intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE F - Espessura da espessura da pele (mm) na regido da face medial do membro pélvico proximal de ovinos,
experimentalmente sensibilizados com uma suspensdo de Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme o animal e o
momento de leitura antes e apos aplicagdo de PPD bovino e solugao fisiologica — Sdo Paulo — 2009

Identificagéo OIT 12!‘ 24!‘ 48!‘ 72!‘ 96!‘
4o animal (a.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.)
PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f. PPD b s. f.
10 1,00 1,00 1,70 1,70 2,40 1,50 1,50 1,30 1,20 1,10 1,60 1,50
14 1,40 1,50 2,00 1,70 1,60 1,50 1,70 1,70 1,90 1,60 1,30 1,40
22 0,90 1,20 1,30 1,30 1,20 1,10 1,40 1,00 1,10 1,30 0,90 0,90
41 1,50 2,00 1,80 1,30 1,60 1,80 1,60 1,80 1,60 1,80 1,30 1,20
57 1,30 1,50 1,50 1,50 1,40 1,40 1,30 1,50 1,30 1,30 1,60 1,40
59 1,00 1,00 1,30 1,20 1,10 1,20 1,10 1,30 1,30 1,40 1,00 1,20
64 1,70 1,50 1,50 1,50 2,00 1,70 1,70 1,60 1,60 1,60 1,40 1,20
68 1,70 1,50 1,40 1,40 1,50 1,40 1,80 1,40 1,40 1,40 1,20 1,20
81 1,80 2,00 1,30 1,70 1,90 1,40 1,70 1,70 1,30 1,30 1,30 1,30
89 1,50 1,50 1,90 1,90 1,30 1,40 1,50 1,30 1,60 1,40 1,20 1,20
100 1,30 1,30 1,80 1,80 2,10 1,60 1,50 1,30 2,00 1,60 1,60 1,60
103 0,90 1,20 0,90 0,90 1,30 0,90 0,90 0,80 1,00 1,00 1,00 1,00
1F 1,50 1,10 1,80 1,50 1,40 1,30 1,50 1,50 1,60 1,60 1,30 1,40
BICUDO 1,50 1,50 1,40 1,40 2,10 1,60 1,80 1,60 2,00 1,80 1,70 1,70
DALMATA 2,50 2,00 2,20 2,00 1,80 1,60 2,00 1,60 1,70 1,60 1,40 1,40
Média 1,43 1,45 1,59 1,52 1,65 1,43 1,53 1,43 1,51 1,45 1,32 1,31
DP 0,42 0,34 0,34 0,29 0,39 0,23 0,28 0,27 0,31 0,23 0,24 0,21
ICi 1,22 1,28 1,42 1,37 1,45 1,31 1,39 1,29 1,35 1,33 1,20 1,20
ICs 1,64 1,62 1,76 1,67 1,85 1,55 1,67 1,57 1,67 1,57 1,44 1,42
Nota: a.i. = medida da espessura da pele em mm, antes da aplicagao de PPD b ou s. f. h = horas
p.i. = medida da espessura da pele em mm, apés da aplicagdo de PPD b ou s. f. DP = desvio padrao
PPD b = derivado protéico purificado bovino IC i = intervalo de confianga inferior (95%)

s. f. = solugéo fisioldgica IC s = intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE G - Valores (mm) individuais, médios e desvios padrdo da reacdo

imunoalérgica cutédnea da regido cervical média de ovinos
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
ANs, conforme o animal e os momentos de leitura apds aplicagéo —
Sé&o Paulo — 2009

Momentos de leitura

12h 24h 48h 72h 96h
Id. animal (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.)

APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f.

10 260 160 1,70 170 250 100 220 120 1,9 1,10
14 200 140 140 150 320 060 340 080 280 1,40
22 150 050 19 060 1,10 150 070 050 070 0,10
41 130 130 140 130 100 130 120 120 150 120
57 200 140 210 140 230 120 250 140 240 1,60
59 1,70 080 19 1,10 220 1,10 300 1,20 250 1,10
64 210 160 180 140 210 170 2,00 160 1,90 1,40
68 160 100 130 100 130 080 140 050 100 050
81 1,50 120 2,00 150 220 150 200 1,40 180 160
89 1,70 1,10 19 1,10 170 150 180 160 19 130
100 160 190 240 160 28 170 28 1,9 330 160
103 110 020 120 070 070 050 120 060 120 0,60
1F 200 050 23 070 370 130 320 150 320 1,40

Bicudo 2,30
Dalmata 2,00

0,50 2,20 0,30 3,30 0,00 3,00 0,20 3,10 0,20
1,00 2,20 1,00 4,80 0,70 4,20 0,70 4,00 1,10

Média 1,80 1,07 1,85 1,13 2,33 1,09 2,31 1,09 2,21 1,08
DP 0,39 0,49 0,38 0,41 1,12 0,49 0,97 0,50 0,94 0,50
ICi 1,60 0,82 1,66 0,92 1,76 0,85 1,82 0,83 1,74 0,83
ICs 2,00 1,31 2,04 1,33 2,89 1,34 2,80 1,34 2,69 1,33
Nota: Id. = identificagdo

h = horas
p.i. = pos injegao

DP = desvio padréao

A s.f. = diferenca da espessura de pele apos e antes da aplicagédo da s. f.

s. f. = solugéo fisiolégica

A PPD b = diferenga da espessura de pele apoés e antes da aplicagdo do PPD b
PPD b = derivado protéico purificado bovino

ICi = intervalo de

confianga inferior (95%)

ICs=intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE H - Valores (mm) individuais, médios e desvios padrdo da reacdo

imunoalérgica cutanea da regido toracica dorsal de ovinos
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
ANs, conforme o animal e os momentos de leitura apds aplicagéo —
Sé&o Paulo — 2009

Momentos de leitura

12h 24h 48h 72h 96h
Id. animal (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.) (p-i.)

APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f.

10 210 170 190 080 330 110 29 090 270 1,00
14 320 200 19 100 33 120 310 120 310 1,20
22 1,90 1,10 160 090 160 120 170 080 1,10 0,30
41 300 18 19 060 240 100 200 090 220 1,10
57 300 170 140 09 330 110 330 130 320 1,20
59 220 1,70 240 150 3,00 120 3,70 140 340 1,20
64 090 110 210 160 250 140 240 110 250 1,10
68 200 150 120 120 200 100 200 070 19 1,00
81 070 020 100 09 15 1,10 2,00 120 1,70 1,50
89 240 050 1,10 130 1,70 070 1,90 120 200 1,20
100 1,80 050 210 160 340 1,70 350 160 4,00 200
103 150 090 160 070 140 070 140 070 140 070
1F 130 080 200 050 300 040 330 070 280 080
Bicudo 1,80 000 260 050 450 0,00 410 040 380 0,30
Dalmata 110 -010 120 -030 39 -040 360 -040 3,30 -0,40
Média 1,93 1,03 1,73 091 272 089 273 0,91 2,61 0,95
DP 076 070 048 050 094 054 08 048 087 0,56

ICi 1,54 0,67 1,49 0,66 2,24 0,62 2,29 0,67 2,16 0,66

ICs 2,31 1,38 1,98 1,17 3,20 1,17 3,16 1,16 3,05 1,23

Nota: Id. = identificagdo

h = horas

p.i. = pos injegao

DP = desvio padréao

A s.f. = diferenca da espessura de pele apos e antes da aplicagédo da s. f.

s. f. = solugéo fisiolégica

A PPD b = diferenga da espessura de pele apoés e antes da aplicagdo do PPD b
PPD b = derivado protéico purificado bovino

ICi = intervalo de confianga inferior (95%)

ICs=intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE | - Valores (mm) individuais, médios e desvios padrdo da reacdo
imunoalérgica cutédnea da regido abdominal dorsal de ovinos
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
ANs, conforme o animal e os momentos de leitura apds aplicagéo —

Sao0 Paulo — 2009

Momentos de leitura

12h 24h 48h 72h 96h
Id. animal (p.1i.) (p. i.) (p. i.) (p. i.) (p. i.)
APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f.
10 1,90 140 230 1,00 220 1,00 260 1,20 210 1,20
14 190 1,20 1,80 080 380 1,10 340 1,10 3,00 1,30
22 1,70 140 160 1,10 1,80 0,70 090 080 0,70 0,10
41 090 120 09 060 09 050 09 060 110 070
57 150 0,90 1,00 080 210 1,10 2,00 0,80 1,60 1,00
59 140 0,70 1,70 1,00 230 080 290 080 250 1,00
64 060 130 140 150 160 110 150 110 120 1,10
68 1,30 1,00 1,20 150 120 060 140 050 1,20 0,70
81 240 070 180 070 250 060 220 120 200 1,10
89 050 100 120 050 13 110 130 120 120 1,10
100 250 100 250 140 320 140 340 150 390 140
103 1,00 090 080 090 070 050 1,00 1,00 1,00 1,00
1F 1,70 060 1,70 020 390 050 400 070 350 0,90
Bicudo 190 090 1,70 090 420 070 370 0,70 350 0,90
Dalmata 1,80 020 1,90 060 280 040 450 050 430 0,70
Média 1,53 09 157 09 230 081 238 091 219 095
DP 059 032 049 037 110 030 121 030 119 0,31
ICi 1,23 0,80 1,32 0,71 1,74 0,65 1,77 0,76 1,59 0,79
ICs 1,83 1,12 1,81 1,09 2,86 0,96 2,99 1,06 2,79 1,11

Nota: Id. = identificacdo
h = horas
p.i. = pos inje¢éo
DP = desvio padrao
A s.f. = diferenga da espessura de pele apos e antes da aplicagéo da s. f.
s. f. = solugéo fisiologica
A PPD b = diferenga da espessura de pele apds e antes da aplicagdo do PPD b
PPD b = derivado protéico purificado bovino
ICi = intervalo de confiancga inferior (95%)
ICs=intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE J - Valores (mm) individuais, médios e desvios padrdo da reacdo
imunoalérgica cutanea da regido da prega da cauda de ovinos
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
ANs, conforme o animal e os momentos de leitura apds aplicagéo —
Sé&o Paulo — 2009

Momentos de leitura

12h 24h 48h 72h 96h

Id. animal (p.1i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.)
APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f.
10 0,40 0,20 1,60 -0,10 1,60 0,30 1,30 0,20 1,20 0,20
14 0,10 0,70 1,00 -020 3,40 0,20 2,70 0,60 1,80  -0,70
22 1,50 0,50 2,00 0,00 1,50 -0,10 1,30 0,20 1,20 0,00
41 0,00 -0,70 -0,30 -0,70 0,80 0,00 1,20 0,10 0,30 -0,10
57 1,80 1,30 1,60 0,20 3,30 0,50 2,20 0,20 1,70  -0,10
59 0,10 -0,40 0,60 -0,20 1,40 -0,40 2,50 0,00 2,20 -0,20
64 1,10 -0,20 1,10 0,10 1,10 -0,40 1,40 0,60 0,90 0,20
68 1,00 09 070 -080 120 -160 1,10 -060 0,90 -0,80
81 0,00 -0,70 1,70 0,00 2,00 0,00 1,30 0,00 1,00 -0,20
89 1,00 -0,20 1,30 -0,20 0,50 0,00 0,50 0,10 0,80 -0,40
100 0,70 -060 140 -050 3,10 -010 280 -060 2,70 -0,30
103 0,10 0,60 0,80 0,10 0,50 0,40 1,50 1,00 1,50 1,00
1F 0,60 0,70 1,80 0,40 4,50 0,10 4,30 0,40 3,60 0,30
Bicudo 0,80 0,60 1,20 0,90 2,90 0,60 1,90 0,70 1,70  -0,10
Dalmata 0,70 0,50 2,00 1,10 4,80 1,00 5,50 0,90 4,70 0,40
Média 0,66 0,09 1,23 0,01 2,17 0,03 210 0,25 1,75 -0,05
DP 0,56 0,66 0,62 0,52 1,40 0,59 1,33 0,47 1,16 0,45
ICi 0,38 -0,24 0,92 -0,26 1,46 -0,26 1,43 0,02 1,16 -0,28
ICs 0,94 0,43 1,55 0,27 2,88 0,33 2,77 0,49 2,33 0,17

Nota: Id. = identificacdo

h = horas

p.i. = pos injecao

DP = desvio pad

réao

A s.f. = diferenga da espessura de pele apos e antes da aplicagéo da s. f.
s. f. = solugéo fisiologica

A PPD b = diferenga da espessura de pele apos e antes da aplicagéo do PPD b

PPD b = derivado protéico purificado bovino
ICi = intervalo de confiancga inferior (95%)
ICs=intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE K - Valores (mm) individuais, médios e desvios padrdo da reacdo
imunoalérgica cutanea da regido da face interna da coxa de ovinos
experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis estirpe
ANs, conforme o animal e os momentos de leitura apds aplicagéo —
Sé&o Paulo — 2009

Momentos de leitura

12h 24h 48h 72h 96h
Id. animal (p.1i.) (p. i.) (p. i.) (p. i.) (p. i.)
APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f
10 070 070 140 050 050 030 020 010 060 050
14 060 020 020 000 03 020 050 010 -0,10 -0,10
22 040 010 030 -010 050 -020 020 010 000 -0,30
41 03 -070 010 -020 010 -020 0,10 -0,20 -0,20 -0,80
57 020 000 010 -010 000 000 000 -020 030 -0,10
59 030 020 010 020 010 030 030 040 000 020
64 020 000 030 020 000 010 -010 0,10 -0,30  -0,30
68 030 -010 -020 -010 0,0 -010 -0,30 -0,10 -0,50  -0,30
81 050 -0,30 010 -060 -010 -0,30 -050 -0,70 -0,50  -0,70
89 040 040 -020 -010 000 -020 010 -0,10 -0,30  -0,30
100 050 050 08 030 020 000 070 030 030 030
103 000 -030 040 -030 000 -040 0,10 -020 0,10 -0,20
1F 030 040 -010 020 000 040 010 050 -0,20 0,30
Bicudo 010 -010 060 010 030 010 050 0,30 020 0,20
Dalmata  -0,30 0,00 -070 -040 -050 -040 -080 -040 -1,10 -0,60
Média 015 007 021 -003 010 -003 007 000 -011 -0,15
DP 036 036 048 029 025 026 039 032 041 0,39
ICi -0,03 -0,11 -0,03 -0,17 -0,03 -0,16 -0,12 -0,16 -0,32 -0,34
ICs 0,34 0,25 0,46 0,12 0,23 0,10 0,27 0,16 0,10 0,05

Nota: Id. = identificacdo

h = horas

p.i. = pos injecao

A PPD b = diferenga da espessura de pele apos e antes da aplicagéo do PPD b

DP = desvio padrao
A s.f. = diferenga da espessura de pele apos e antes da aplicagéo da s. f.
s. f. = solugéo fisiologica

PPD b = derivado protéico purificado bovino
ICi = intervalo de confiancga inferior (95%)
ICs=intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE L - Espessura da espessura da pele (mm) na regi&o toracica dorsal de ovinos, experimentalmente sensibilizados com uma
suspensao de Mycobacterium bovis estirpe ANs, conforme a dose, o animal e 0 momento de leitura — Sdo Paulo — 2009

Dose Id. Oh (a. i.) 12h (p. i.) 24h (p.i.) 48h (p. i.) 72h (p. i.) 96h (p. i.)
animal PPD b s.f. PPD b s.f. PPD b s.f. PPD b s.f. PPD b s.f. PPD b s.f.
10 2,10 1,30 4,50 1,90 5,70 210 5,80 1,80 5,70 1,50 5,00 1,40
59 2,90 2,00 5,60 2,60 6,40 3,50 6,40 3,20 6,50 3,00 5,50 2,80
n 89 2,30 1,60 3,90 2,10 5,50 2,50 5,50 2,00 5,60 1,90 5,30 1,90
UE) Dalmata 4,80 3,90 6,00 4,20 7,90 4,90 11,20 4,20 12,80 4,00 12,70 3,90
=3 Média 3,03 2,20 5,00 2,70 6,38 3,25 7,23 2,80 7,65 2,60 7,13 2,50
e DP 1,23 1,17 0,97 1,04 1,09 1,25 2,68 1,12 3,46 1,13 3,72 1,10
ICi 1,82 1,05 4,05 1,68 5,31 2,03 4,60 1,70 4,26 1,49 3,48 1,42
ICs 4,24 3,35 5,95 3,72 7,45 4,47 9,86 3,90 11,04 3,71 10,78 3,58
41 3,50 2,00 5,60 2,80 5,80 4,00 6,10 3,20 6,00 3,10 5,70 2,60
68 2,40 2,00 4,50 2,70 5,50 3,40 6,00 3,00 5,70 2,70 5,50 2,50
100 2,70 1,50 5,00 2,20 6,00 3,00 9,30 2,80 8,70 2,50 7,70 2,20
_EI Bicudo 3,20 2,50 5,50 2,80 7,50 3,30 10,30 3,20 10,30 2,80 9,50 2,70
S Média 2,95 2,00 5,15 2,63 6,20 3,43 7,93 3,05 7,68 2,78 7,10 2,50
DP 0,49 0,41 0,51 0,29 0,89 0,42 2,20 0,19 2,21 0,25 1,88 0,22
ICi 2,47 1,60 4,65 2,35 5,33 3,02 5,77 2,86 5,51 2,54 5,26 2,28
ICs 3,43 2,40 5,65 2,91 7,07 3,84 10,09 3,24 9,85 3,02 8,94 2,72
14 2,90 2,30 5,80 3,00 6,30 4,00 7,30 3,20 7,10 3,20 6,10 3,20
57 1,00 1,70 2,00 2,90 2,00 3,30 2,00 3,10 2,00 3,10 2,00 3,00
B 81 2,70 2,50 4,20 2,60 5,00 3,30 5,60 3,10 5,70 3,00 5,40 3,00
IS 1F 2,40 2,70 5,90 3,20 7,10 3,50 10,20 3,40 10,10 3,10 8,60 3,00
g- Média 2,25 2,30 4,48 2,93 5,10 3,53 6,28 3,20 6,23 3,10 5,53 3,05
DP 0,86 0,43 1,82 0,25 2,24 0,33 3,42 0,14 3,36 0,08 2,72 0,10
ICi 1,41 1,88 2,70 2,69 2,90 3,21 2,93 3,06 2,94 3,02 2,86 2,95
ICs 3,09 2,72 6,26 3,17 7,30 3,85 9,63 3,34 9,52 3,18 8,20 3,15
Nota: a.i. = medida da espessura da pele em mm, antes da aplicagdo de PPD b ou s. f. h = horas
p.i. = medida da espessura da pele em mm, apos da aplicagdo de PPD b ou s. f. DP = desvio padrao
PPD b = derivado protéico purificado bovino IC i = intervalo de confianga inferior (95%)

s. f. = solugéo fisiolégica IC s = intervalo de confianga superior (95%)
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APENDICE M - Valores (mm) da reacg&o imunoalérgica da regi&o toracica dorsal de
ovinos experimentalmente sensibilizados com Mycobacterium bovis
estirpe ANs, conforme a dose de PPD bovino ou solugao fisiologica e
0s momentos de leitura — Sdo Paulo — 2009

Momentos de leitura

Dose Id. 12h (p. i.) 24h (p. i.) 48h (p. i.) 72h (p.i.) 96h (p. i.)

animal  Apppb As.f. APPDb As.f APPDb As.f. APPDb As.f. APPDb As.f.

10 2,40 0,60 360 080 370 050 360 020 29 0,10

59 2,70 0,60 3,50 1,50 3,50 1,20 3,60 1,00 2,60 0,80

89 1,60 0,50 3,20 0,90 3,20 0,40 3,30 0,30 3,00 0,30

= Dalmata 1,20 030 310 1,00 640 030 800 010 7,90 0,00
§. Média 1,98 0,50 3,35 1,05 4,20 0,60 4,63 0,40 4,10 0,30
DP 0,69 0,14 0,24 0,31 1,48 0,41 2,25 0,41 2,54 0,36

ICi 1,62 0,43 3,23 0,89 3,45 0,39 3,48 0,19 2,82 0,12

ICs 2,33 0,57 3,47 1,21 4,95 0,81 5,77 0,61 5,38 0,48

41 2,10 0,80 2,30 2,00 2,60 1,20 2,50 1,10 2,20 0,60

68 2,10 0,70 3,10 1,40 3,60 1,00 3,30 0,70 3,10 0,50

100 2,30 0,70 3,30 1,50 6,60 1,30 6,00 1,00 500 0,70

T Bicudo 230 030 43 08 710 070 7,10 030 630 0,20
;- Média 2,20 0,63 3,25 1,43 4,98 1,05 4,73 0,78 4,15 0,50
DP 0,12 0,22 0,82 0,49 221 026 218 036 1,85 0,22

ICi 2,14 0,51 2,83 1,18 3,86 0,92 3,62 0,59 3,21 0,39

ICs 2,26 0,74 3,67 1,67 6,09 1,18 5,83 0,96 5,09 0,61

14 2,90 0,70 3,40 1,70 4,40 0,90 4,20 0,90 3,20 0,90

57 1,00 1,20 1,00 1,60 1,00 1,40 1,00 1,40 1,00 1,30

81 1,50 0,10 2,30 0,80 2,90 0,60 3,00 0,50 2,70 0,50

TE' 1F 3,50 0,50 4,70 0,80 7,80 0,70 7,70 0,40 6,20 0,30
g- Média 2,23 0,63 2,85 1,23 4,03 0,90 3,98 0,80 3,28 0,75
DP 1,17 0,46 1,58 049 288 0,36 2,81 045 2,17 0,44

ICi 1,63 0,39 2,05 0,98 2,57 0,72 2,55 0,57 2,18 0,53

ICs 2,82 0,86 3,65 1,47 5,48 1,08 5,40 1,03 4,37 0,97

Nota: Id. = identificagdo

h = horas

p.i. = pos injegéo
DP = desvio padréao

A s.f. = diferenca da espessura de pele apds e antes da aplicagédo da s. f.
s. f. = solugéo fisiolégica

A PPD b = diferenga da espessura de pele apds e antes da aplicagdo do PPD b
PPD b = derivado protéico purificado bovino
ICi = intervalo de confianga inferior (95%)
ICs=intervalo de confianga superior (95%)





