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RESUMO

O Estado do Pard corresponde a 26 % da regido Amazdnia brasileira e estima-se que o
rebanho de bufalos represente em torno de 45% da populagdo de bufalos do Brasil,
principalmente, localizados na ilha de Marajé. Este trabalho teve como objetivo comparar trés
diferentes tipos de testes tuberculinicos utilizados para o diagndstico da tuberculose em
bufalos de agua (Bubalus bubalis) e os resultados comparados com animais com € sem
tuberculose. Os resultados deste trabalho permitiram fazer as seguintes conclusdes: o teste
cervical simples em bufalos ndo é recomenddvel devido a baixa especificidade, produzindo
uma grande margem de erros (sacrificio de animais falsos positivos); a prova intradérmica
dupla tem baixa especificidade e com o inconveniente de aplicar duas vezes tuberculina,
sendo assim hd necessidade de trés visitas a fazenda, elevando o custo e manejo; o teste
cervical comparativo € o melhor método, pois possui alta especificidade e sensibilidade, pois
as reagdes a tuberculina em biufalos se caracterizam por elevado nimero de reacdes
inespecificas devido ao seu habito aquatico.
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COMPARISON OF THREE TUBERCULIN SKIN TESTS USED TO DIAGNOSE
TUBERCULOSIS IN WATER BUFFALOES IN MARAJO ISLAND

ABSTRACT

The state of Para corresponds to 26% of the Brazilian Amazon Region and contains a herd of
buffaloes that represent around 45% of the buffalo population in Brazil. This herd is located
especially in the Marajé Island. The aim of this study was to compare three different types of
tuberculin skin tests used for the diagnosis of tuberculosis in buffaloes (Bubalus bubalis) and
compare the results with infected and uninfected animals by tuberculosis. The results of this
study allows to the following conclusions: The single cervical test in buffaloes is not
recommended due to the low specificity, producing a large margin of error (sacrifice of false
positive animals); the double intradermal tuberculin test has a low specificity and the
inconvenience of applying twice tuberculin, therefore is necessary three visits in the farm,
raising the costs. The comparative cervical testis is the best method, because it has high
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specificity and sensitivity, and the reactions of tuberculin in buffaloes are characterized by a
high number of nonspecific reactions, due mainly to the buffalo aquatic habit.

Keywords: tuberculosis, Bubalus bubalis, tuberculin skin test.

COMRARACION DE TRES PRUEBAS DE TUBERCULINA UTILIZADAS PARA
DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS EN BUFALOS DE AGUA DE LA ISLA DE
MARAJO

RESUMEN

El estado de Para corresponde con el 26% en la region Amazonica brasilefia y se estima que
la manada de bufalos representa al rededor del 45% de la poblacién de bufalos de Brasil,
principalmente ubicados en la isla de Marajé. Este estudio tuvo como objetivo comparar tres
tipos distinto de pruebas de tuberculina utilizadas para el diagndstico de la tuberculosis en
bufalos de agua (Bubalus bubalis) y los resultados en comparacién con los animales con y sin
tuberculosis. Los resultados de este estudio proporcionan las siguientes conclusiones: la
prueba cervical en los bufalos no se recomienda debido a la baja especificidad, la produccion
de una gran margen de error (sacrificio de los animales falsos positivos ), la prueba
intradérmica doble tiene una baja especificidad y la inconveniencia de aplicar dos veces la
tuberculina, lo que no necesita de tres visitas al campo, elevando el costo y la gestion, la
prueba cervical comparativa es el mejor método, ya que tiene una alta especificidad y
sensibilidad, como las reacciones a la tuberculina en los bufalos se caracterizan por un alto
nimero de reacciones inespecificas debido a su habito acuético.

Palabras clave: tuberculosis, Bubalus bubalis, pruebas de tuberculina.
INTRODUCAO

O Estado do Para corresponde a 26 % da regido Amazonia brasileira e estima-se que o
rebanho de bufalos represente em torno de 45% da populagdo de bufalos do Brasil,
principalmente, localizados na ilha de Marajé (1). A tuberculose em bufalos é uma
enfermidade infectocontagiosa de cardter cronico, caracterizada pela formagao de granulomas
especificos, denominados tubérculos e seu principal agente etioldgico € o Mycobacterium
bovis (2).

As tuberculinas sao extratos de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis ou
Mycobacterium avium, que sdo utilizados em testes cutdneos para o diagndstico de
tuberculose, empregando-se varios tipos, porém, hoje o mais utilizado é o derivado proteico
puro de tuberculina (PPD) (3).

Sao utilizados varios métodos de reagdo de provas intradérmicas para o diagndstico da
tuberculose usando extratos de Mycobacterium spp. em cultivo como o PPD, sendo hoje os
métodos mais utilizados o teste cervical simples (TCS) e o teste cervical comparativo (TCC)
(4). Entretanto Corréa & Corréa (5) relatam a importancia do uso da prova intradérmica dupla
(PID) em bovinos, destacando que a mesma quando bem empregada € mais especifica que as
demais provas.

Entre os animais que sofrem de tuberculose, o btifalo é bastante comum, principalmente
no gado leiteiro (6), sendo os testes tuberculinicos muito utilizados em bovinos. Em
bubalinos, pouco estudo tem estado disponivel sobre o assunto (7). Por isso, este trabalho teve
como objetivo comparar a eficiéncia de trés diferentes tipos de testes tuberculinicos utilizando
o TCS, TCC e a PID comparando os resultados com animais com e sem tuberculose.
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MATERIAL E METODOS

Foram estudados 24 bifalos de dgua (Bubalus bubalis), fémeas, com idade superior a 24
meses e pertencentes a uma fazenda localizada no municipio de Salvaterra, na Ilha de Marajo,
Estado do Para, Brasil (00°45710”S 48°31°017). O TCS e TCC foram realizados como
recomendado por Brasil (4) e a PID foi realizada conforme recomendado por Corréa & Corréa
(5).

No local da criagdo, apds o abate e necropsia de todos os 24 animais estudados, foram
examinados seis pares de linfonodos entre os de cabeca (mandibulares, parotideos e
retrofaringeos), tordcicos (mediastinicos e bronquiais), mesentéricos e da carcaga (pré-
escapulares, iliacos, isquidticos, sacral e inguinal superficial), além de 6rgaos como pulmao,
figado, bago, rim, ubere e Orgaos genitais.

Para confirmacdo dos resultados da necropsia, foram coletados materiais para a
realizacdo do exame direto por impressao ou esfregaco corado pelo método de Ziehl-Neelsen
(5). Apéds serem triturados em gral estéril, eram feitos esfregacos em duas laminas que a
seguir eram fixadas ao fogo e coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, para observacdo em
microscépio no aumento de 1000 vezes e constatagdo da existéncia de bacilos dlcool-acido
resistentes.

Para os materiais que foram negativos para bacilos dlcool-acido resistentes no exame
direto o triturado era suspenso em partes iguais em dcido sulftrico a 8% e, apds mistura,
colocado em estufa a 37° C durante 20 minutos, e em seguida neutralizando com hidréxido de
s6dio a 8%. Foi entdo colocado em tubos estéreis e submetidos a 3000xg por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento, suspenso em liquido residual. Foram preparadas
duas laminas e coradas pelo método de Ziehl-Neelsen e examinadas a microscopia em
aumento de 1000 vezes.

Os resultados dos testes de tuberculina positivos e negativos foram comparados aos
achados post mortem e exame microscopico pela distribuicdo de probabilidade condicional,
usando o teste screening para estabelecer a sensibilidade, especificidade, falso-positivos,
falso-negativos, valor preditivo do teste positivo, valor preditivo do teste negativo e acurdcia.
Os testes de tuberculina que resultaram inconclusivos foram retirados deste calculo. Os
parametros foram calculados usando o programa BioEstat 5.3 (8).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A necropsia de 18 animais apresentou lesdes compativeis (granulomas) com o quadro
de tuberculose e todos mostraram exame microscépico positivo (presenca de bacilos dlcool-
acido resistentes) sendo considerados animais com tuberculose. Apenas seis animais nao
apresentaram lesodes, que foram considerados como animais sem tuberculose. As tabelas 1 e 2
demonstram os resultados dos diferentes testes realizados em animais com tuberculose e sem
tuberculose, respectivamente.

Os resultados do teste de screening estdo na tabela 3 e demonstram que nos bufalos
estudados o TCS apresenta alta sensibilidade, porém, baixa especificidade, produzindo grande
quantidade de animais falso-positivos, fato que estd de acordo com os resultados obtidos por
Kanameda et al. (9), fator preocupante para o teste, pois a eliminagdo de animais sadios causa
grave problema na economia da propriedade, assim como, a credibilidade do teste utilizado,
portanto o TCS nao deve ser utilizado em criacdes bubalinas com os parametros de corte, hoje
utilizados no Brasil, que sdo de 4 mm. Roxo et al. (7), Mota et al. (10) e Lopes et al. (11),
também, referem a necessidade de mudanga no critério de interpretacdo para esse teste, que €
amplamente utilizado em bovinos, mas que ndo produzem bons resultados em bufalos.
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Tabela 1. Resultado de trés diferentes testes de tuberculina em bufalos com tuberculose

TCS TCC PID
Resultado N % N % N %
Positivo 18 100 14 77.78 13 72.22
Negativo 00 00 00 00 05 27.78
Inconclusivo 00 00 04 22.22 00 00

Legendas: N= niimero de animais, %- percentual, TCS- teste cervical simples, TCC- teste cervical
comparativo, PID-prova intradérmica dupla

Tabela 2. Resultado de trés diferentes testes de tuberculina em bufalos sem tuberculose

TCS TCC PID
Resultado N % N % N %
Positivo 04 66.66 00 00 2 33.33
Negativo 01 16.66 02 33.33 3 50.00
Inconclusivo 01 16.66 04 66.66 1 16.66

Legendas: N= numero de animais, %- percentual, TCS- teste cervical simples, TCC-teste cervical
comparativo, PID-prova intradérmica dupla

Tabela 3. Resultados do Teste de Screening para trés diferentes testes de tuberculina em
buifalos

Parametros TCS TCC PID

Sensibilidade 100.00% 100.00% 72.22%
Especificidade  20.00% 100.00% 60.00%
Falso-Positivos  80.00% 0.00% 40.00%
Falso-Negativos 0.00% 0.00% 27.78%
VPTP 81.82% 100.00% 86.67%
VPTN 100.00% 100.00% 37.50%
Acuricia 82.61% 100.00% 69.57%

Legendas: TCS- teste cervical simples, TCC-teste cervical comparativo, PID-prova intradérmica dupla,
VPTP-valor preditivo do teste positivo, VPTN-valor preditivo do teste negativo.

Para Langenegger et al. (12), as reagdes cruzadas ocasionadas pela sensibilizacdo do
organismo por vdrias micobactérias e em distintas situacdes se tornam um problema que
dificulta a interpretacdo do diagndstico alérgico da tuberculose, tanto no homem como nos
animais. Essa questdo, provavelmente, se deve ao hdbito aqudtico dos bufalos, pois esses
animais tém maior contato com micro-organismos saprofitos de estrutura semelhante ao
Mycobacterium bovis, sendo entdo mais propensos a reagdes falso positivas que os bovinos
(13,14). Segundo Monaghan et al. (15), uma das mais potentes fontes de micobactérias
saprofitas é a dgua estagnada e isto deve merecer atencdo quando ocorrem reagentes
inespecificos. A especificidade também pode ser afetada pela tuberculina, o tipo de teste
utilizado e pelos critérios de interpretacdo (16).

Por outro lado, o TCC mostrou alta sensibilidade e especificidade, quando se
considerou apenas animais positivos e negativos, porém, 50% dos animais inconclusivos
apresentaram quadro de tuberculose e 50% ndo apresentaram a doenga. Portanto, os animais
inconclusivos nesse teste devem permanecer isolados do rebanho para realizagdo de outros
métodos diagndsticos ou abatidos.

O TCC pode ser utilizado para diferenciar os animais infectados pelo Mycobacterium
bovis daqueles expostos a outras micobactérias ou géneros afins (17). Segundo Von Reyn et
al.(18), o TCC pode, também, ser utilizado em pacientes humanos que sofrem de infeccao
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pulmonar por Mycobacterium avium ou Mycobacterium tuberculosis sendo esta técnica
bastante especifica (97%) em discriminar infec¢des causadas por esses agentes em infeccdes
pulmonares do homem.

E interessante notar que alta sensibilidade e especificidade do TCC neste trabalho
corroboram com o critério de interpretacdo do teste para bovinos e bufalos utilizados no
Brasil (4), portanto, ndo hd recomenda¢do da mudanca desses parametros como recomendado
por alguns autores (7,11), pois o aumento do critério de interpretacdo do TCC podera produzir
maior nimero de animais falsos negativos, comprometendo o controle da enfermidade.

No presente estudo, alguns animais apresentaram grandes reacdes que dificultaram a
leitura realizada pelo cutimetro (Figura 1), fato esse ja observado por Roxo et al.(7), Awad e
Mahamoud (19) e Shukla e Singh (20) e que chamaram atenc¢d@o para as reacdes a tuberculina
serem maiores em bufalos que em bovinos.

Figura 1. Reacdo tuberculinica em bifalo apds 72 horas de inoculacdo de PPD avidrio e
bovino (reacdo maior) no Teste Cervical Comparativo.

Por outro lado, muitos animais apresentaram pequenas reacdes que foram positivas
(>4mm) e em muitos animais negativos no TCC foi detectada reacdo a tuberculina avidria
superior a tuberculina bovina, demonstrando o grande niimero de reagdes inespecificas nessa
espécie, provavelmente por micobactérias saprofiticas que sdo mais comuns nessa espécie em
relagc@o aos bovinos (9).

A PID utilizada nesse trabalho teve sensibilidade de aproximadamente 72% e
especificidade de 60%, portanto, um teste em que, apesar da baixa especificidade, mostrou
melhores resultados que o TCS em detectar os animais falsos positivos, mas apresentou
resultados falsos negativos de aproximadamente 28%, podendo deixar muitos animais com
tuberculose no rebanho. Outro fator importante é que para realizar a PID sdo necessdrias trés
visitas a propriedade encarecendo e tornando esse teste mais laborioso. Por esses fatores, ndo
recomendamos a utiliza¢ao do referido teste em biifalos.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitem fazer as seguintes conclusdes: o TCS em bufalos
nao € recomendével devido a baixa especificidade, produzindo uma grande margem de erros
(sacrificio de animais falsos positivos); a PID tem baixa especificidade e com o inconveniente
de aplicar duas vezes tuberculina, sendo assim hd necessidade de trés visitas a fazenda,
elevando o custo e manejo; TCC é o melhor método, pois possui alta especificidade e
sensibilidade, pois as reagdes a tuberculina em bufalos se caracterizam por elevado niimero de
reacoes inespecificas devidas, principalmente, ao seu hédbito aquatico.
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