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RESUMO

Leucose Enzootica dos Bovinos (LEB) e Tuberculose dos Bovinos (TB) sdo doencas
infecciosas que causam grandes prejuizos a pecuéria leiteira devido ao descarte de animais,
condenacao de carcacas e servicos veterinarios. O objetivo com a realizacdo deste trabalho
foi avaliar o desempenho de kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) comerciais
importados (IDEXX®) no diagnostico e controle da LEB e TB em bovinos leiteiros
infectados naturalmente criados no estado de Pernambuco. O ELISA vem sendo
progressivamente testado para auxiliar o diagnostico de ambas as enfermidades, com a
finalidade de aumentar a sensibilidade dos resultados. Enquanto que na LEB visa-se a
substituicdo progressiva da imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) por uma técnica mais
sensivel, na TB a técnica poderia ser utilizada em conjunto com o teste da tuberculina, para
a deteccdo de animais em distintas fases da resposta imunoldgica ao agente etioldgico.
Amostras de soro sanguineo de 327 bovinos leiteiros do estado de Pernambuco foram
submetidas a IDGA e ao ELISA comercial importado CHEKIT-Leucose-serum, produzido
pelo laboratério IDEXX® para o diagnéstico da LEB. Descartadas 25 amostras
inconclusivas a um ou a ambos os testes, 302 amostras foram examinadas, sendo 24,1%
positivas (73/302) na IDGA e 45% (136/302) no ELISA. A falta de concordancia entre os
métodos diagnosticos ocorreu devido, provavelmente, a elevada sensibilidade do ELISA,
que possibilita detectar anticorpos mesmo em situacbes com baixos teores séricos. O
ELISA, em relacdo a IDGA, técnica considerada padrdo, sensibilidade de 98,6%,
especificidade de 72% e indice Kappa de 0.55. Em relagdo ao diagnostico da TB, foram
considerados 379 bovinos, sendo submetidos ao teste da tuberculina cervical comparado
(TCC) e amostras de soro sanguineo dos mesmos examinadas para identificacdo de
anticorpos anti-Mycobaterium bovis, com o0 uso do kit ELISA IDEXX® M. bovis Ab Test.
Dos 379 bovinos examinados, 16 (4,2%) apresentaram positividade ao TCC e 10 (2,6%) ao
ELISA. Os resultados obtidos associados a tuberculose, com 0 uso simultaneo dos dois
testes, possibilitariam o descarte de 26 bovinos infectados e ndo de 16, caso fosse usado o
TCC isoladamente, resultando na permanéncia de 10 bovinos potencialmente infectados e
disseminadores da doenga. Conclui-se que o ELISA é relevante no controle e erradicacdo da
LEB e da TB, podendo seu uso na LEB ocorrer em substituicdo a IDGA e na TB em

conjunto com o teste da tuberculina.

Palavras-chave: Sorodiagnostico; Ruminantes; Mycobacterium bovis; Virus da Leucose

Bovina.



Abstract

Enzootic Bovine Leukosis (EBL) and Bovine Tuberculosis (BT) are infectious diseases
that cause great losses to the dairy industry due to the discard of animals, carcasses
condemnation and veterinary services. The aim with this work was to evaluate the
performance of a commercial imported (IDEXX®) enzyme linked immunoassay Kits
(ELISA) on the diagnosis and control of EBL and BT in dairy cattle naturally infected
raised in the state of Pernambuco. The ELISA has being tested for assisting the
diagnosis of both diseases, with the purpose of increasing the results sensitivity. While
the efforts aim progressively to replacement of the agar gel immunodiffusion (AGID)
for a more sensitive technique on the EBL diagnosis, about the BT the technique could
be used in conjunction with the tuberculin test for the detection of animals at different
stages of the immune response to the etiological agent. Blood serum samples from 327
dairy herds in the state of Pernambuco were subjected to AGID and commercial
imported ELISA CHEKIT-leucosis-serum, produced by IDEXX® laboratory, for the
diagnosis of EBL. 25 samples that resulted inconclusive to one or both tests were
discarded. 302 samples were examined, resulting positive 24.1% (73/302) in the AGID
and 45% (136/302) in the ELISA. The lack of agreement between the diagnostic
methods was probably due to the high sensitivity of ELISA, which detects antibodies
even in situations with low serum levels. The ELISA in relation to the AGID,
considered the standard technique, had a sensitivity of 98.6%, specificity of 72% and
Kappa 0.55. About the TB diagnosis, 379 cattle were tested for cervical compared test
(CCT) and had blood serum samples examined for identification of anti-Mycobacterium
bovis antibodies throught the ELISA kit IDEXX® M. bovis Ab Test. From the 379
cattle examined, 16 (4.2%) were positive to CCT and 10 (2.6%) to ELISA. The results
associated to tuberculosis, with the simultaneous use of both tests, would allow the
discard of 26 infected cattle and not 16, if the CCT had been used alone, resulting in
remaining 10 potentially infected cattle and disseminators of the disease. It is concluded
that the ELISA is relevant in the control and eradication of EBL and BT, its application
on EBL diagnosis may replace the AGID, as well as in the TB, together with the

tuberculin skin test.

Keywords: Serodiagnosis; Ruminants; Mycobacterium bovis; Bovine leukemia virus.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura leiteira vem desenvolvendo-se, ano ap6s ano, com elevadas
taxas de producdo mundial. Dados da Organizacdo das Nag¢Oes Unidas para Agricultura
e Alimentagéo (FAO, 2015), mostram que no ano de 2013, 635 bilhdes de litros de leite
foram produzidos em todo o mundo. Nesse concorrido mercado, o Brasil € 0 sexto
maior produtor, atingindo uma producéao de 34 bilhdes de litros nesse mesmo ano.

A crescente demanda por aumento na produtividade pecuéria, associada a
inadequada situacdo sanitaria a que os rebanhos sdo frequentemente submetidos,
comprometem a salde e, consequentemente, o desempenho produtivo dos animais.
Nesse contexto, inserem-se diversas enfermidades, dentre elas a Leucose Enzootica dos
Bovinos (LEB) e a Tuberculose Bovina (TB), que sdo afeccbes que coexistem nos
rebanhos brasileiros e em especial no estado de Pernambuco (MELO, 1999; MELO et
al., 2010; FERNANDES et al., 2011; MENDES et al., 2011), sendo ambas responsaveis
por grandes perdas, como diminui¢do da producdo, condenacdo de carcacas e aumento
dos gastos com animais de reposicdo, assisténcia veterinaria e restricdo na exportacao
de animais ou derivados (D’ ANGELINO; GARCIA; BIRGEL, 1998).

Tanto a LEB quanto a TB parecem ter uma maior difusdo em racas de
exploracéo leiteira devido a0 manejo intensivo ou semi-intensivo e a maior permanéncia
dos animais nos rebanhos nestes tipos de exploracdo (LORENZ & STRAUB, 1987;
RADOSTITS et al., 2007)

A LEB ¢é uma doenga infecto-contagiosa de carater crbnico causada por um
retrovirus, o Virus da Leucose Bovina (VLB), e que além de causar perdas diretas,
possui grande importancia no desencadeamento de doencas oportunistas, com destaque
inclusive para a TB, pelo carater imunossupressor do VLB (BURNY e
MAMMERICKX, 1987; AZEDO, 2007; AZEDO et al, 2008 e 2011; FRIE &
COUSSENS, 2015).

A TB, causada principalmente pelo Mycobacterium bovis, € uma doenca de
carater cronico gque apresenta sinais como emaciacdo progressiva e proliferacdo nodular
granulomatosas (RADOSTITS et al., 2007)

Para o diagnéstico da LEB e da TB as técnicas mais utilizadas sdo a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA), ja utilizada ha mais de 40 anos (MILLER e VAN
DER MAATEN, 1977; BIRGEL et al., 1982), e o teste da reacdo imunoalérgica,
preconizado no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2006), respectivamente.
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O ensaio imunoenzimatico (ELISA) vem sendo progressivamente testado para
auxiliar diagnéstico de ambas as enfermidades, com o objetivo de se aumentar a
confiabilidade dos resultados, porém com objetivos distintos. Enquanto que na LEB
visa-se a substituicdo progressiva da IDGA por uma técnica mais sensivel, em etapas
mais avancadas em programas de controle e erradicacdo da doenca (YEON CHOI, LIU
& BUEHRING, 2002), na TB, a técnica é utilizada em conjunto com o teste
imunoalérgico, para a detec¢do de animais em diferentes fases da resposta imunoldgica
ao agente etioldgico, quer seja na resposta imune do tipo celular (tuberculinizacéo), ou
na resposta humoral (ELISA) (BRASIL, 2006; MEDEIROS et al., 2010).

Nesse contexto, o desenvolvimento do presente estudo justifica-se pela
necessidade de avango no controle e erradicacdo de doencas de grande importancia
clinico-epidemiolégica, como a LEB e a TB, com o emprego de técnicas auxiliares ao

diagnostico mais eficazes.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Avaliar o desempenho de kits de ensaio imunoenzimético (ELISA) comerciais
importados (IDEXX®) no diagnéstico e uso no controle da LEB e TB em rebanhos

leiteiros criados no estado de Pernambuco.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar 0 uso de kit ELISA CHEKIT-Leucose-serum (IDEXX®) com a
Imunodifusdo em Gel de Agar em bovinos naturalmente infectados pelo VLB
criados no Estado de Pernambuco;

e Avaliar o desempenho e aplicabilidade do kit ELISA Mycobacterium bovis Ab
Test (IDEXX®) em bovinos naturalmente infectados criados no Estado de

Pernambuco.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leucose Enzoética dos Bovinos

A LEB é uma doenca insidiosa, de natureza infectocontagiosa e de evolucéao
crdnica, cosmopolita, causada pelo VLB, um Deltarretrovirus exdgeno linfotrépico B,
que compromete primariamente o sistema linfoide do bovino infectado, determinando
processos desorganizativos dos seus tecidos e 6rgdos, especialmente linfonodos, que
perdem as caracteristicas primarias e vao sendo progressivamente substituidos por um
novo tecido, de natureza neoplasica, formador de linfossarcomas, podendo haver ou nao
leucemizacdo (International Comittee on Bovine Leucosis, 1968; STOBER, 1970;
FRANCKI et al., 1991; MELO, 1991; MURPHY, 1999; JAIN, 1993; LEITE et al,,
2001; FRIE & COUSSENS, 2015).

A etiologia viral da LEB foi definitivamente estabelecida por Miller e Olson, em
1972, que isolaram o virus em cultura de linfocitos bovinos com sintomas aparentes ou
ndo da doenca, determinando, através da microscopia eletrbnica, a presenca de
particulas virais.

Estudos citogenéticos e imunossoroldgicos demonstraram haver uma sequéncia
nuclear homéloga entre o VLB e viroses linfotrépicas T humanas, assim como a
ocorréncia de reacOes cruzadas de anticorpos entre soros bovinos e humanos infectados
(MARUYAMA et al., 1989; MATSUOKA e JEANG, 2007), levaram o Comité
Internacional sobre Taxonomia de Viroses a inclui-lo no género VLTH-VLB (virus
linfotrépicos de células T Humanas + Virus linfotropicos de células B), espécie Virus
da Leucemia Bovina (FRANCKI et al., 1991), até a designacao atual mais apropriada de
VLB.

A ocorréncia da LEB é determinada, com seguranca, quando ha registro no
histérico do individuo ou de seu rebanho de origem da coexisténcia dos aspectos
nosologicos (expressdo clinica da doenca), hematoldégico (ocorréncia de leucocitose por
linfocitose, associada a atipias destas células) e imunoldgico (deteccdo soroldgica de
anticorpos anti-VLB). Essas foram as configuracGes apresentadas por Varios
pesquisadores, como sendo necessarias para a afirmacdo da ocorréncia da LEB em um
individuo ou no rebanho (GOTZE et al.; 1954; ROSENBERGER, 1961 e 1968;
MAMMERICKX et al., 1976; RESSANG et al., 1976).

Na cadeia epidemioldgica da LEB, infeccdo e doenca representam a mesma

importancia (BIRGEL et al., 1982), aspecto este que torna 0s animais portadores do
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VLB, além de fonte natural, agentes de alta infecciosidade e precursores da génese da
LEB em uma populacéo de bovinos.

Observa-se uma maior disseminacdo do VLB entre animais de exploracéo
leiteira, em relacdo aos animais destinados a producdo de carne, sendo essa maior
susceptibilidade associada a variagdes de manejo e a maior permanéncia dos animais
nos rebanhos (LORENZ & STRAUB, 1987).

Os aspectos de transmissibilidade do VLB tém sido exaustivamente estudados
durante anos, demonstrando que a transmissdo natural do virus pode ocorrer horizontal
ou verticalmente (GOTZE et al., 1954; ROSENBERGER, 1961 e 1968; FERRER ¢
DIGLIO, 1976; VAN DER MAATEN e MILLER, 1979; MAMMERICKX et al., 1978;
WILESMITH et al., 1980; BUXTON et al., 1982; BIRGEL et al., 1982; BRIGHTLING
e RADOSTITS, 1983; EVERMANN et al, 1987; LORENZ e STRAUB, 1987,
STEWART et al., 2015). O fato das particulas virais livres serem bastante instaveis
torna as células infectadas, como linfécitos-B, mondcitos e macréfagos presentes no
sangue ou leite os principais veiculos na transmissao natural do VLB (KETTMANN et
al., 1994).

A transmissdo horizontal do VLB € favorecida pelo convivio intimo e
prolongado de animais que vivem em constantes condigdes de estresse, como a rotineira
mudanca do pasto para estabulacdo, podendo ocorrer quando expostos ao leite ou
colostro de animais infectados, secrecdes (salivar, nasal, genital) e excrecdes (urina e
fezes) (ROSENBERGER, 1961 e 1968; MAMMERICKX et al., 1978; WILESMITH et
al., 1980; TSUTSUI et al., 2010).

A transmissdo iatrogénica € certamente a via de maior difusdo do VLB, sendo
necessarios, apenas 2.500 linfécitos (0,05 pL de sangue) para, atraves de inoculagéo,
determinar-se a infeccdio (VAN DER MAATEN e MILLER, 1979). Normas
inadequadas de palpacdo retal, vacinacdo, tratamento sistémico utilizando injecdes
intramusculares, subcutaneas ou intravenosas contaminadas com sangue, colheitas ou
transfusbes de sangue, além de fémites contaminados usados em procedimentos
cirargicos, podem difundir intensamente o VLB em um rebanho (BIRGEL et al., 1982;
BRIGHTLING e RADOSTITS, 1983; LORENZ e STRAUB, 1987; KOHARA et al.,
2006).

Verticalmente, por via placentaria, o0 VLB pode infectar linfocitos fetais, o que
caracterizaria uma infeccdo intrauterina, que ocorre entre 8 e 20% dos casos de contagio

estando associado a uma imunossupressdo temporaria que ocorre na vaca durante a
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prenhez, e com riscos maiores para bezerros nascidos de vacas com linfocitose
persistente (FERRER, 1979; EVERMANN et al., 1987; AGRESTI, 1993). A
transmissdo vertical via colostro também é citada na literatura como possivel
(TSUTSUI et al., 2010), porém, Nagy et al. (2007) ao estudarem a transmissao por esta
via sugeriram que bezerros alimentados com colostro de vacas VLB positivas
apresentaram uma menor taxa de infeccdo.

A maioria dos animais infectados pelo VLB ndo apresentam sintomatologia
clinica, cerca de 30% destes apresentam um quadro de linfocitose persistente e apenas 1
a 5% desenvolvem linfossarcoma (KOHARA et al., 2006; TSUTSUI et al., 2016). No
contexto da transmissdo do VLB tanto os animais assintomaticos quando os que
desenvolvem sintomatologia merecem atencdo. O primeiro por se caracterizar como
uma fonte silenciosa de transmissdo no rebanho e o segundo, por apresentar elevada
carga viral com maior chance de transmissdo (KOHARA et al., 2006; JULIAREMA et
al., 2007; TSUTSUI et al., 2016).

A doenca teve sua ocorréncia pioneiramente registrada em Pernambuco nos
achados clinico-hematoldgicos e histopatologicos de Cavalcante et al. (1969), em
bezerros procedentes do Agreste. Mais tarde, em 1991, Melo confirmou
sorologicamente (IDGA) a ocorréncia da doenca no estado, verificando uma prevaléncia
de 15,1% (67/443) em rebanhos de Garanhuns e municipios circunvizinhos. Mendes
(2002) encontrou uma incidéncia de 14,7 % (39/265) de bovinos reagentes a IDGA, em
rebanhos examinados no estado de Pernambuco. Em dados mais recentes, Fernandes et
al. (2011) apresentaram frequéncia de 24% (343/1.421) de bovinos VLB positivos em
rebanhos localizados em municipios pernambucanos do Agreste, Sertdo, Zona da Mata
e Regido Metropolitana do Recife.

Os testes soroldgicos tém sido a metodologia recomendada para a identificacao
precoce de focos da LEB, destacando-se o ELISA e a IDGA (MILLER e OLSON,
1972; MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; ALTANER et al., 1982; TRONO et al.,
2001; GUTIERREZ et al., 2009; TIRZIU et al., 2014).

O ELISA possui algumas vantagens quando comparada a IDGA, como um
menor tempo requerido para a realizacdo do teste, possibilidade da realizacédo de pools e
maior sensibilidade, sendo bem aplicado em casos de baixos titulos de anticorpos
(BRENNER et al., 1994; TRONO et al., 2001; OIE, 2008; EL-HAFEIZ et al., 2010;
TIRZIU et al., 2014). Tais beneficios estdo levando alguns paises a substituir a IDGA
pelo ELISA em seus programas de erradicacgito (MAMMERICKX et al., 1985;
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MOLLOY et al., 1990; KLINTEVALL et al., 1091; GIBSON, 1995; MARESCA et al.,
2015).

Admite-se que a LEB seja um fator de risco para a ocorréncia de enfermidades
oportunistas, com destaque para a TB, sendo a intercorréncia entre as duas doengas nos
rebanhos leiteiros registrada em diversas situagdes (MELO, 1999; MELO et al., 2010;
FERNANDES et al,, 2011; MENDES et al.,, 2011; FRIE & COUSSENS, 2015),

demandando atencdo de pesquisadores e autoridades sanitarias.

3.2 Tuberculose Bovina

A TB é uma doenca transmissivel causada pelo Mycobacterium bovis, sendo
caracterizada pela evolucéo crénica, desenvolvimento progressivo de lesdes nodulares
(tubérculos) em diversos oOrgdos ou tecidos e considerada uma das zoonoses mais
importantes para a saude publica (ROSENBERGER, 1983; CORREA e CORREA,
1992; ROXO, 1996; COSIVE et al., 1998; DIRKSEN et al., 2005; RADOSTITS et al.,
2007; WATERS et al., 2014).

A doenca é um grave problema nos rebanhos leiteiros dos paises em
desenvolvimento, especialmente quando as criagdes sdo submetidas a um manejo mais
intensivo e falho em seus aspectos sanitarios, condicdes estas que acarretam queda na
produtividade e condenacao de carcacas em matadouros, gerando, em decorréncia disso,
expressivos prejuizos econdémicos aos produtores (ROSENBERGER, 1983; COSIVE et
al., 1998; RADOSTITS et al., 2007).

A TB caracteriza-se clinicamente por possuir evolugdo crénica, com o0s
acometidos manifestando emagrecimento progressivo, proliferacbes nodulares
granulomatosas (em forma de “tubérculos’), com aumento de volume de linfonodos por
todo o corpo, podendo haver comprometimento de 6rgdos como pulmao, figado,
intestino, baco e peritbnio. Entre os bovinos € comum a presenca de portadores
inaparentes de infeccdes com trés a seis semanas desde o contato inicial com o M. bovis
(FRANCIS et al., 1978; ROSENBERGER, 1983; CORREA e CORREA, 1992; ROXO,
1996; COSIVE et al., 1998; DIRKSEN et al., 2005; RADOSTITS et al., 2007).

O diagnostico da TB é estabelecido pelo exame clinico dos animais,
coadunando-se parametros da anamnese (historico do caso) e fisicos (sinais) com
exames complementares, que incluem o0s testes tuberculinicos, o0s exames

anatomopatoldgicos (post mortem e histopatolégicos) e bacterioldgicos, bem como pela
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interpretacdo dos achados epidemioldgicos (OPAS, 1962; DIRKSEN et al., 1993;
DIRKSEN et al., 2005; SCHILLER et al., 2010).

A técnica preconizada no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2006) é o teste da reacdo imunoalérgica. Porém em algumas
situacOes, ocorre o fato de animais infectados serem negativos aos testes baseados na
resposta imune celular (BRASIL, 2006; LILENBAUM & FONSECA, 2006;
MEDEIROS et al., 2010; PRAKASH et al., 2015; RAMOS et al., 2015).

A auséncia de resposta aos testes baseados na resposta imune mediada por
células, como a tuberculinizacdo, € um aspecto importantissimo no estudo da
epidemiologia da tuberculose, e tem sido motivo de investigacdes. Admite-se que
infeccdo precoce (LEGG e MAUNDER, 1941), doenca em estagio avancado,
caracterizado por lesdes em fase de cura ou alteracGes imunopatoldgicas (KLEEBERG,
1960), estresse associado ao parto, infeccdo intercorrente, desnutricdo, exaustdo e
transporte (LEGG e MAUNDER, 1940a, b; MAUNDER, 1948) podem reduzir o grau
de reatividade aos testes tuberculinicos e, consequentemente, possibilitar aparecimento
de falso-negativos em alguns rebanhos (LILENBAUM & FONSECA, 2006;
PRAKASH et al., 2015). Sendo assim, € crescente a ideia de que um unico metodo
diagnostico é incapaz de detectar todos os animais tuberculosos, sendo necessaria a
utilizacdo de outras ferramentas simultaneamente (SALFINGER e PFYFFER, 1994;
WHO, 1994; LILENBAUM & FONSECA, 2006; JEON et al., 2010; MEDEIROS et al.,
2010; PRAKASH et al., 2015; RAMOS et al., 2015).

Outras técnicas para a deteccdo de bovinos infectados incluem a reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) (WARDS et al., 1995; DE PAULA JUNIOR et al., 2011),
0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) (DE ANDA et al., 1996; GOFF et al., 1996; JEON
et al., 2010; SCHILLER et al., 2010; WATERS et al., 2011) e o ensaio de interferon-
gama (CEPANZO, 1988; RIET-CORREA e GARCIA, 2001; SCHILLER et al., 2010).
Existem outras ferramentas como a fixacdo do complemento, imunoflorescéncia,
aglutinacdo bacteriana direta, precipitina e testes de hemaglutinacdo, porém estes
possuem menor valor para a rotina (BIER, 1984; DOMINGO et al., 1995; WHIPPLE et
al. 1995; RADOSTITS et al., 2007; SCHILLER et al., 2010).

A elaboracdo de um kit ELISA mais acurado para a deteccdo de anticorpos anti-
M. bovis tem sido considerado por alguns autores uma tarefa ardua (SCHILLER et al.,
2010). Isto reside no fato de que a primeira célula do sistema imunol6gico a interagir

com o M. bovis sdo os macrdfagos. Porém tais células possuem papel dicotbmico na
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infeccdo. Se por um lado, sdo importantes no efetivo combate ao patdgeno, por outro
sdo as células alvo preferidas pelo M. bovis para serem albergados. A debelacdo ou ndo
da infeccdo depende de complexas interacbes entre os macr6fagos e o patdgeno
(POLLOCK e NEILL, 2002).

Caso a micobactéria se evada dos mecanismos citados, e estabeleca-se no
interior de macrdfagos, este inicia 0 processamento e secrecdo de antigenos,
apresentando-os aos linfocitos T. Esta interacdo macréfago - linfécito T é o marco
inicial da resposta imune adquirida, onde linfocitos T irdo iniciar a expansao policlonal
e diferenciagdo, criando assim a “memoria imunologica” (POLLOCK e NEILL, 2002).

Apenas com o avangar da doenca, os linfocitos B ganham destaque, com a
producdo de anticorpos (Fig. 1), que apesar de possuir importancia imunolégica
limitada, ja se admite importdncia na protecdo conferida por eles (GLATMAN-
FREEDMAN e CASDEVALL, 1998; WATERS et al., 2014; PRAKASH et al., 2015),

ganhando importancia nesta fase os testes sorologicos.
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Figura 1. Diagrama representativo da resposta imune em relagdo a progressao
da tuberculose bovina (BAPTISTA FILHO, 2012).

A TB ganha dimensdo destacada na saude publica (MICHEL et al., 2010;
WATERS et al, 2014). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) alerta para a
perspectiva de que entre os anos 2000 e 2020, um bilhdo de pessoas estardo infectadas,
e 20% destas adoecerdo, com 35 milhGes indo a Obito, principalmente nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2011). Destes casos, uma proporcdo potencialmente

importante ocorrera devido ao M. bovis, na chamada Tuberculose Zoonoética, entidade
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clinica incluida no grupo das doencas infecciosas emergentes (COSIVE et al., 1998;
WATERS et al., 2014).

A tuberculose zoonética é transmissivel do gado para humanos ou vice-versa,
diretamente pela via aerdgena, mediante a inalacdo do Mycobacterium suspenso no ar, e
indiretamente, pelo consumo de leite e de produtos lacteos ndo fervidos ou
pasteurizados (GRANGE e YATES, 1994; WHO, 1994). Assim, materiais bioldgicos
como o produto de tosse, espirro e expectoracdo, corrimento nasal, leite, urina, fezes,
secrecOes vaginais e uterinas, sdo considerados potentes meios de contaminagédo entre
homens, animais, e entre homens e animais. Nesse contexto, 0s principais grupos de
risco sdo os tratadores de animais, funcionarios de matadouros ou laticinios, e
individuos que mantém o habito de consumir leite in natura ou derivados lacteos que
ndo sofreram prévio tratamento térmico (SOUZA et al., 2002). Desta forma, instala-se o
ciclo zoonotico mediante a estreita relagcdo entre homens e animais (FERNANDES,
2002; MELO et al., 2004; WATERS et al., 2014).
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5. ARTIGOS

5.1 Artigo 1 - AVALIACAO DO DESEMPENHO DE ELISA IMPORTADO NO

SORODIAGNOSTICO DA LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA EM REBANHOS DO
ESTADO DE PERNAMBUCO

Revista: Arquivos do Instituto Biologico
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Avaliacdo do desempenho de ELISA importado no sorodiagnostico da Leucose

Enzodtica Bovina em rebanhos do estado de Pernambuco

Resumo: A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma doenga infecciosa de distribuicéo
cosmopolita e carater cronico causada por um virus da familia Retroviridae, o Virus da
Leucose Bovina (VLB). A situacdo epidemioldgica da LEB no Brasil vem motivando
estudos para o aprimoramento do diagnostico da mesma, tendo como base as técnicas
soroldgicas recomendadas: a imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) e o Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay (ELISA). Com isso, objetivou-se avaliar comparativamente o
kit ELISA CHEKIT-Leucose-serum (IDEXX®) com a IDGA em bovinos leiteiros
naturalmente infectados pelo VLB. Amostras de soro sanguineo de 327 bovinos
leiteiros do estado de Pernambuco foram submetidas a IDGA e ao ELISA comercial
importado CHEKIT-Leucose-serum, produzido pelo laboratério IDEXX® para 0
diagnostico da LEB. Descartadas 25 amostras inconclusivas a um ou a ambos o0s testes,
302 amostras foram examinadas, sendo 24,1% positivas (73/302) na IDGA e 45%
(136/302) no ELISA. A falta de concordancia entre os métodos diagndsticos ocorreu
devida, provavelmente, a elevada sensibilidade do ELISA, que possibilita detectar
anticorpos mesmo em situacdes com baixos teores séricos. O ELISA, em relacdo a
IDGA, técnica considerada padrdo, teve sensibilidade de 98,6%, especificidade de 72%
e indice Kappa de 0.55. Apesar da IDGA se mostrar até 0 momento um teste eficiente,
em etapas mais avancadas de um programa de controle e erradicacdo da LEB, com
baixos indices de prevaléncia, 0 ELISA apresentara melhor rendimento, por possuir
maior sensibilidade, evitando-se a permanéncia animais disseminadores da doenca nos

rebanhos.

Palavras-chave: Bovinos, VLB, imunodifusdo, sorologia.
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Performance assessment of imported ELISA in the serodiagnosis of the Enzootic

Bovine Leucosis in herds of state Pernambuco

Abstract:

The enzootic bovine leucosis (EBL) is an infectious disease of worldwide distribution
and chronic condition caused by a virus of the Retroviridae family, the Bovine
Leukemia Virus (BLV). The epidemiological situation of EBL in Brazil has motivated
studies to improve the diagnosis of the same, based on the recommended serologic
techniques: immunodiffusion agar gel (AGID) and enzyme-linked immunoabsorbent
Assay (ELISA). It aimed with this study comparatively evaluate the ELISA Kit
CHEKIT-leucosis-serum (IDEXX®) with AGID in dairy cattle naturally infected by
BLV. Blood serum samples were collected from 327 dairy herds in the state of
Pernambuco and subjected to AGID and commercial ELISA imported CHEKIT-
leucosis-serum produced by IDEXX® laboratory for the diagnosis of EBL. 25 samples
that result inconclusive to one or both tests were discarded, 302 samples were
examined, resulting positive 24.1% (73/302) in the AGID and 45% (136/302) in the
ELISA. The lack of agreement between the diagnostic methods was probably due to the
high sensitivity of ELISA, which detects antibodies even in situations with low serum
levels. The ELISA in relation to the AGID, considered the standard technique, had a
sensitivity of 98.6%, specificity of 72% and Kappa 0.55. Despite the AGID show yet an
efficient test, in more advanced stages of a control and eradication program of the EBL,
with low prevalence rates, the ELISA will present better performance, by having greater

sensitivity, avoiding the permanence disseminators of the disease in herds.

Keywords: Bovines, BLV, immunodiffusion, serology.
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INTRODUCAO

A Leucose Enzootica Bovina (LEB) é uma doenca transmissivel, cosmopolita e
de evolucdo cronica, de natureza infectocontagiosa, causada pelo Virus da Leucose
Bovina (VLB), um Deltarretrovirus exogeno linfotropico B, que compromete
primariamente o sistema linfoide do bovino infectado, especialmente linfonodos, que
podem ser progressivamente substituidos por tecido de natureza neoplasica, podendo
causar ou ndo leucemizacdo (Melo, 1991; Leite et al., 2001; OIE, 2012; Frie; Coussens,

2015).

Sabe-se, com a realizagdo de estudos prévios, que a LEB atua como fator de
risco para a ocorréncia de enfermidades oportunistas, com destaque para a tuberculose
bovina, sendo a intercorréncia entre as duas doencas registrada em diversas situacoes
(Melo, 1999; Melo et al., 2010; Fernandes et al., 2011; Mendes et al., 2011; Frie;
Coussens, 2015), demandando atencdo ainda maior de pesquisadores e autoridades

sanitarias.

A LEB é associada a grandes perdas econémicas e estudos a cerca de sua
prevaléncia demonstram sua ampla distribuicdo em rebanhos leiteiros brasileiros,
sobretudo em Pernambuco, com alarmante prevaléncia de 24%, considerada a maior da
regido Nordeste, o que caracteriza o estado de enzootia no qual se encontram 0s

rebanhos do estado (Fernandes et al., 2011).

A situacdo epidemioldgica da LEB no Brasil vem motivando estudos para o
aprimoramento do diagnostico da mesma, tendo como base as técnicas soroldgicas
recomendadas pela Organizacdo Mundial de Satde Animal (OIE): a imunodifusdo em
gel de 4gar (IDGA) e 0 Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) (El-Hafeiz et

al., 2010; Dias et al., 2012; Tirziu et al., 2014; Maresca et al., 2015).



40

O ELISA possui algumas vantagens quando comparada a IDGA no diagndstico
da LEB, como o resultado em um menor tempo para realizagdo do teste e a
possibilidade da avaliagdo de pools sorolégicos no monitoramento de rebanhos. Além
disso, 0 mesmo destaca-se pela elevada sensibilidade possibilitando a identificacdo de
animais com baixa titulacdo sérica de anticorpos (Brenner et al., 1994; Trono et al.,
2001; EL-Hafeiz et al., 2010; Thrusfield, 2013; Tirziu et al., 2014). Estes beneficios
estdo levando alguns paises a substituir a IDGA pelo ELISA em seus programas de
erradicacdo (Mammerickx et al., 1985; Klintevall et al., 1991; Gibson, 1995; Maresca et

al., 2015).

Considerando-se a relevancia da LEB nos rebanhos do estado de Pernambuco,
objetivou-se avaliar comparativamente o kit ELISA CHEKIT-Leucose-serum

(IDEXX®) com a IDGA em bovinos leiteiros naturalmente infectados pelo VLB.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados no estudo 327 bovinos leiteiros, em idade produtiva, oriundos
de rebanhos localizados em municipios da Regido Metropolitana do Recife, Zona da

Mata, Agreste e Sertdo pernambucano, escolhidos por conveniéncia.

Para a realizacdo do sorodiagndéstico da LEB foram colhidas amostras de sangue
por venopuncdo jugular em tubos sem anticoagulante e processadas no Laboratorio
Clinico de Animais de Producdo da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(LACAP/UFRPE) para obtencdo do soro e posterior armazenamento a - 20° C.

O teste imunoenzimatico foi realizado utilizando o kit comercial importado
ELISA CHEKIT-Leucose-serum produzido pelo laboratério IDEXX®, sendo aplicadas
as recomendacdes do fabricante. As leituras das microplacas foram realizadas em leitor

Thermo® Multiskan, ajustado com filtro de 450nm.
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Para a realizagdo da imunodifusdo em gel agar, foi utilizada a técnica da

Imunodifuséo Radial Dupla de Ouchterlony (Miller; VVan der Maaten, 1977).

De forma a homogeneizar os grupos amostrais foram desconsideradas as
amostras inconclusivas a um ou ambos os testes. Os resultados foram avaliados
estatisticamente quanto a sensibilidade e especificidade do ELISA e concordancia entre

os dois testes (Kappa), considerando a IDGA como a técnica padrdo (Thrusfield, 2013).

O experimento foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob licenga nimero 010/2013.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostragem foi definida com 302 amostras, tendo em vistas que 25 foram

desconsideras por apresentarem resultados inconclusivos, seis ao ELISA e 19 a IDGA.

Com relacdo ao ELISA, 45% das amostras reagiram positivamente (136/302),
enquanto que na IDGA foram observados 24,1% de amostras positivas (73/302). Das 73
amostras consideradas positivas a IDGA, apenas uma (1,36%) ndo foi detectada

também pelo ELISA (Tab. 1).

Tabela 1. Associacdo dos resultados da imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e o ensaio imunoenzimético
(ELISA) no diagnostico da Leucose Enzodtica Bovina em bovinos leiteiros naturalmente infectados criados
no estado de Pernambuco.

IDGA
Positivo Negativo Total
Positivo 72 64 136
ELISA Negativo 1 165 166
Total 73 229 302

Kappa = 0.55
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Desta forma, com o ELISA foi possivel identificar como sororreagentes 64
amostras que ndo haviam sido identificadas na IDGA. A identificacdo dos animais
reagentes ao ELISA, que ndo foram identificados pela IDGA, deve-se, provavelmente, a
elevada sensibilidade do teste, que possibilita a identificacdo de anticorpos mesmo em
situacBes com baixos teores séricos (Brenner et al., 1994; Trono et al., 2001; El-Hafeiz

et al., 2010; Thrusfield, 2013; Tirziu et al., 2014).

ReacOes falso-negativas na IDGA, associadas aos baixos teores séricos de
anticorpos, podem ser comumente observadas em situagdes como infec¢des incipientes,
quando ainda ndo houve a soroconversdo, e no periodo pré e pos-parto, quando ha o
recrutamento das imunoglobulinas para a producdo do colostro, diminuindo o nivel
sérico das mesmas. Nesse contexto, a incidéncia de animais falso-negativos alerta a
necessidade de estudos mais aprofundados acerca da confirmacdo destes resultados, e
dos impactos destes resultados no controle da LEB em rebanhos leiteiros,
principalmente no que concerne a consequéncia da manutencdo desses animais em um

rebanho (Flores et al., 1989; Tsutsui et al., 2016).

Ao analisar os resultados do ELISA, de forma comparada a IDGA, técnica ja
consolidada e considerada padréo, foi constatada uma sensibilidade de 98,6% e uma
especificidade de 72%. O indice Kappa encontrado foi de 0.55, sendo a concordancia

considerada “substancial” (Thrusfield, 2013).

A especificidade do kit ELISA ressalta a necessidade de ajustes, de forma a
elevar a mesma, e de estudos in vitro que possibilitem o acompanhamento de animais
sabidamente positivos e negativos, para elucidar questionamentos acerca de resultados
falso-negativos e positivos. A concordancia entre os testes foi considerada substancial

provavelmente, pela maior capacidade de deteccdo do ELISA (Brenner et al., 1994;
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Trono et al., 2001; El-Hafeiz et al., 2010; Thrusfield, 2013; Tirziu et al., 2014), gerando

discordancia entre os testes.

O resultado encontrado demonstra ainda a importéancia do uso de ambos os testes
(ELISA e IDGA) em diferentes situacdes epidemioldgicas da LEB, considerando que
em uma fase de elevadas prevaléncias a IDGA, por sua elevada especificidade (Mille &
Van der Maaten, 1977; Martin et al., 2001) tera melhor eficiéncia, e em momento
posterior o ELISA seria aplicado, inserido em uma situagdo com um maior controle e

menores prevaléncias, pela sua elevada sensibilidade.

CONCLUSOES

O kit ELISA CHEKIT-Leucose-serum (IDEXX®) demonstra valores de
sensibilidade, especificidade e concordancia satisfatorios, principalmente em relacédo a
sensibilidade, porém ha a necessidade de estudos comparativos com testes de maior
especificidade, com o objetivo de esclarecer possiveis casos de falso-positivos e

negativos.

Apesar da IDGA se mostrar até 0 momento um teste eficiente, em etapas mais
avancadas de um programa de controle e erradicacdo da LEB, com baixos indices de
prevaléncia, 0 ELISA apresentara melhor rendimento, por possuir maior sensibilidade,

evitando-se a permanéncia animais disseminadores da doenca nos rebanhos.
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5.2 Artigo 2 - USO SIMULTANEO DO TESTE DA TUBERCULINA E DO ELISA
PARA O DIAGNOSTICO E CONTROLE DA TUBERCULOSE BOVINA EM
REBANHOS LEITEIROS DO ESTADO DE PERNAMBUCO
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Uso simultaneo do teste da tuberculina e do ELISA para o diagndstico e
controle da tuberculose bovina em rebanhos leiteiros do estado de
Pernambucol

Luiz C.F. Baptista Filho?*, Artur C.C. Fernandes3, Tamyres I.B. Silva* e Lucio E.H. Melo3

ABSTRACT.- Baptista Filho L.C.F., Fernandes A.C.C,, Silva T.I.B. & Melo L.E.H. 2016. [Simultaneous
use of tuberculin test and ELISA for the diagnosis and control of bovine tuberculosis in dairy
cattle of the state of Pernambuco] Uso simultaneo do teste da tuberculina e do ELISA para o
diagndstico e controle da tuberculose bovina em rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco,
Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Instituto Federal do Sertdo Pernambucano (IF
Sertdo) - Campus Santa Maria da Boa Vista, Brasil. Rua Doutor Souza Filho, s/n, Santa Maria da Boa
Vista, PE 56380-000 *Autor para correspondéncia: luiz.baptista@ifsertao-pe.edu.br

In view of the continuing need to increase the effectiveness of diagnostic tools for control
and eradication of tuberculosis programs aimed to with the work was to evaluate the use of ELISA
in the control of bovine tuberculosis in dairy cattle raised in Pernambuco. Was used 379 cattle from
dairy herds in the state of Pernambuco, which were tested for compared cervical tuberculin test
(CTT) and serology for identification of anti-Mycobacterium bovis antibodies, using the ELISA
IDEXX® M. bovis Ab Test kit. Of 379 bovine animals tested, 32 (4.2%) were positive to CTT and 10
(2.6%) to ELISA. None of the positive cattle to CTT was positive to the ELISA. The results of this
study showed that in a sanitation program, is recommend the simultaneous use of the two tests,
since 10 negative animals to CTT were detected by ELISA, allowing the disposal of 26 potentially
infected cattle and disseminators of the disease. It is concluded that the ELISA used simultaneously
to CTT enhances sanitation of dairy herds in the state of Pernambuco, eliminating animals that
serve as a source of infection and shortening the bovine tuberculosis-free herd certification time.
INDEX TERMS: Bovine, serology, Mycobacterium bovis.

RESUMO.- Tendo em vista a continuada necessidade de se aumentar a eficacia de ferramentas
diagndsticas em programas de controle e erradicacdo da tuberculose, objetivou-se com o trabalho
avaliar o uso do ELISA no controle da tuberculose bovina em rebanhos leiteiros criados em
Pernambuco. Foram utilizados no estudo 379 bovinos que foram submetidos ao teste da
tuberculina cervical comparado (TCC) e a sorologia, para identificacdo de anticorpos anti-
Mycobacterium bovis, com o uso do kit ELISA IDEXX® M. bovis Ab Test. Dos 379 bovinos
examinados, 16 (4,2%) apresentaram positividade ao TCC e 10 (2,6%) ao ELISA. Nenhum dos
bovinos positivos ao TCC resultou positivo ao ELISA. Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que, em um programa de saneamento, é recomendavel o uso simultineo dos dois
testes, uma vez que 10 animais negativos ao TCC foram detectados pelo ELISA, possibilitando o
descarte de 26 bovinos potencialmente infectados e disseminadores da doenga. Conclui-se que o
ELISA usado simultaneamente ao TCC potencializa o saneamento dos rebanhos leiteiros do estado
de Pernambuco, eliminando animais que serviriam como fonte de infec¢do e abreviando o tempo de
certificacdo de rebanho livre de tuberculose bovina.

TERMOS DE INDEXACAO: Bovino, sorologia, Mycobacterium bovis.

INTRODUCAO

A Tuberculose Bovina (TB) é uma enfermidade causada pelo bacilo Mycobacterium bovis,
caracterizada pela evolucdo crénica e carater oportunista da infeccdo, responsavel por
emagrecimento progressivo, aumento de volume de linfonodos por todo o corpo e presenca de

. Recebido em .....ccccneueene
Aceito para publicagdo em .......cccoeeeur..
Instituto Federal do Sertdo Pernambucano (IF Sertdo) - Campus Santa Maria da Boa Vista, Brasil. Rua Doutor Souza Filho,
s/n, Santa Maria da Boa Vista, PE 56380-000 *Autor para correspondéncia: luiz.baptista@ifsertao-pe.edu.br
Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Av. Dom Manuel de
Medeiros, s/n, Recife, PE  52171-900, Brasil.
4 Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Natureza, Universidade Federal do Acre (UFAC), BR 364, Km 4, s/n, Distrito Industrial,
Rio Branco, AC 69915-900, Brasil.



mailto:lucio@dmv.ufrpe.br

49

proliferacdes nodulares granulomatosas, podendo acometer diversos 6rgdos (Roxo 1996, Cosive et
al. 1998, Dirksen & Griinder 2005, Radostits et al. 2007).

A doenga possui distribuicdo cosmopolita, porém sua difusdo é maior em paises em
desenvolvimento, especialmente quando as criacdes sdo submetidas a um manejo mais intensivo e
falho em seus aspectos sanitarios, condigdes estas 49 que acarretam queda na produtividade e
condenacdo de carcacas em matadouros, gerando grandes prejuizos (Cosive et al. 1998, Radostits et
al. 2007).

A situacdo da enfermidade no estado de Pernambuco é preocupante, uma vez que estudo
recente demonstrou incidéncia de 11% (99/920) de bovinos infectados e de 44,8% dos rebanhos
(13/29) estudados apresentando pelo menos um animal positivo (Fernandes et al. 2011).

A baixa acuracia das ferramentas auxiliares tem sido implicada como um dos principais
entraves em programas de controle e erradicacdo da enfermidade (Shiller et al. 2010). Estas
ferramentas, complementares ao exame clinico, incluem técnicas como a prova tuberculinica,
exames anatomopatolégicos, biomoleculares, bacteriolégicos e sorolégicos, possuindo grande
importancia por ser comum entre os bovinos a presenca de portadores assintomaticos (Radostits et
al. 2007, Schiller et al. 2010, De Paula Juinior et al. 2011, Waters et al. 2011, Casal et al. 2014).

No Brasil, o teste da tuberculina é preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para o diagnostico da doenca e se baseia na resposta imune mediada por
células (RIMC) e classificada como reacdo de hipersensibilidade retardada do tipo IV (Brasil 2006).
Contudo, sabe-se que parte dos animais tuberculinizados, embora infectados, resultam negativos,
como demonstrado em estudo recente em que 24,3% (768/3161) tuberculinizados somente foram
identificados como infectados no exame post-mortem (Alvarez et al. 2014).

Embora se saiba que a RIMC tenha papel relevante na TB (Lyashchenko et al. 1998, Pollock
& Neill 2002), bovinos submetidos a diferentes situagdes fisiopatologicas, como infec¢do em estagio
avancado, doencas intercorrentes, estresse associado ao parto, desnutri¢do, exaustdo e transporte
(Maunder 1948, Kleeberg 1960, Alvarez et al. 2014) podem reduzir o grau de resposta ao teste
tuberculinico e, consequentemente, possibilitar aparecimento de resultados falso-negativos em
alguns rebanhos. Neste sentido, é crescente a ideia de que um Unico método diagndstico é incapaz
de detectar todos os animais infectados de um rebanho, sendo necessaria para isso a utilizagdo
combinada de mais de um teste (Salfinger & Pfyffer 1994, WHO 1994; Lilenbaum & Fonseca 2006,
Jeon et al. 2010, Medeiros et al. 2010, Waters et al. 2011, Casal et al. 2014).

No estagio mais avancado da doenca, admite-se que a resposta humoral, caracterizada pela
producdo de anticorpos especificos pelos linfécitos B (Adams 2001, Pollock & Neill 2002), é a base
do sorodiagnéstico por meio de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (Lilenbaum & Fonseca 2006,
Jeon et al. 2010, Waters et al. 2011). A elaboragdo de um kit ELISA mais acurado para a detecgdo de
anticorpos anti-M. bovis tem sido considerada por alguns autores uma tarefa ardua (Shiller et al.
2010). Os estudos geralmente apontam baixa sensibilidade dos kits, fato que exige o seu uso em
conexao com técnicas baseadas na RIMC (Ruggiero et al. 2007, Fraguas et al. 2008, Waters et al.
2011, Casal et al. 2014).

Tendo em vista a continuada necessidade de se aumentar a eficacia de ferramentas
diagndsticas em programas de controle e erradicacdo da tuberculose, objetivou-se com o trabalho
avaliar o uso do ELISA no diagnéstico e controle da tuberculose bovina em rebanhos leiteiros de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados no estudo 379 bovinos leiteiros, em idade produtiva, oriundos de 12 rebanhos
localizados em municipios da Regido Metropolitana do Recife, Zona da Mata, Agreste e Sertdo
pernambucano, escolhidos por conveniéncia.

Os animais foram tuberculinizados pela técnica cervical comparada (TCC), segundo protocolo
estabelecido pelo MAPA (Brasil 2006), fazendo-se uso das proteinas purificadas derivadas do
Mycobacterium avium e do Mycobacterium bovis. Simultaneamente, amostras de sangue foram
colhidas por venopuncio jugular em tubos sem anticoagulante e processadas no Laboratério
Clinico de Animais de Producdo da Universidade Federal Rural de Pernambuco (LACAP/UFRPE)
para obtencdo do soro e armazenadas a - 202 C.

O sorodiagnostico foi realizado mediante o uso do kit ELISA IDEXX® M. bovis Ab Test,
seguindo-se recomendac¢des do fabricante, previamente padronizadas por Waters et al. (2011),
baseado na deteccdo de anticorpos especificos anti-M. bovis contra duas proteinas presentes no
bacilo: a MPB83 e MPB70 (Waters et al. 2011). As leituras das microplacas foram realizadas em
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leitor Thermo® Multiskan, ajustado com filtro de 450nm. Os resultados foram analisados
estatisticamente de forma descritiva.

0 estudo foi previamente aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco sob licenca nimero 010/2013.

RESULTADOS

Dos 379 bovinos examinados, 16 (4,2%) foram positivos no TCC e 10 (2,6%) no ELISA.
Nenhum dos bovinos positivos no TCC resultou positivo ao ELISA (Tab. 1). As discrepancias de
resultados observadas entre os dois testes podem ser explicadas pelo fato de que o TCC detecta a
RIMC, fendmeno biolégico observado mais precocemente, enquanto que o ELISA identifica a
resposta mediada por anticorpos mais tardiamente (Adams 2001, Pollock & Neill 2002). Porém,
outros estudos comparativos evidenciaram concordancia de resultados, ainda que baixa, entre os
dois testes (Lilenbaum & Fonseca 2006, Casal et al. 2011, Waters et al. 2011, Casal et al. 2014), em
decorréncia, provavelmente, do uso da tuberculinizagdo simples, considerado um teste de menor
especificidade do que o utilizado neste estudo (TCC), o que possibilitou a deteccdo de um maior
contingente de bovinos reagentes e, consequentemente, a intersec¢do de resultados.

Adicionalmente, esta convergéncia de resultados pode estar associada a uma fase
imunoldgica de transicdo, presente nos bovinos reagentes aos dois testes, caracterizada pela
ocorréncia simultdnea das respostas imunes mediada por células, identificada pelo TCC, e humoral,
pelo ELISA (Pollock & Neill 2002, Waters et al. 2010).

Estudos associados a presenca de animais negativos ao teste da tuberculina e positivos em
outros testes diagndsticos tém sido relatados. A permanéncia desses animais em seus rebanhos de
origem poderiam servir como fonte de infeccdo para novos casos. Neste sentido, Lilenbaum e
Fonseca (2006) realizaram estudo em que animais negativos ao teste tuberculinico foram
detectados pelo ELISA, sendo a positividade confirmada pelos exames anatomopatolégicos. Em
outro estudo, realizado por Casal et al. (2011), em que foi usado o mesmo kit deste experimento,
foram identificados quatro bovinos nido detectados pelo teste tuberculinico em 56 animais
sabidamente infectados por M. bovis.

Ruggiero et al. (2007), Fraguas et al. (2008), Waters et al. (2011) e Casal et al. (2014) ndo
recomendam a utilizacdo do ELISA de forma isolada para o diagnéstico da TB, sugerindo o seu uso
em conexdo com uma ferramenta baseada na RIMC. O uso de testes paralelos, portanto, é uma
estratégia relatada para se aumentar a capacidade de detec¢do em diferentes situagdes (Thrusfield
2007).

O diagnostico de uma enfermidade infecciosa pode ser potencializado pelo uso de duas ou
mais técnicas, sendo esta estratégia recomendada em programas de controle e erradicacdo de
doengas infecciosas, principalmente em locais com baixa prevaléncia, visto que a possibilidade da
manutencao desses animais como fonte de infeccdo no rebanho é quase anulada (Lillenbaum &
Fonseca 2006).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que, em um programa de saneamento, é
recomendavel o uso simultdneo dos dois testes, uma vez que 10 animais negativos ao TCC foram
detectados pelo ELISA, possibilitando o descarte de 26 bovinos potencialmente infectados e
disseminadores da doenca. Esses bovinos que apresentaram positividade ao ELISA sdo provaveis
portadores de lesdes caracteristicas da tuberculose (Lilenbaum & Fonseca 2006, Casal et al. 2011,
Waters et al. 2011).

O controle da tuberculose pode ser efetivo mediante a tuberculinizacdo em mais trés testes
sucessivos dos bovinos negativos ao TCC e ao ELISA (Fig. 1), em conformidade com o PNCEBT
(Brasil, 2006). Porém, ndo se recomendada o uso do ELISA em etapas mais avancadas de um
programa de saneamento, visto que praticamente todos os bovinos infectados ja teriam sido
eliminados do rebanho com uso simultdneo dos dois testes, além da possivel influéncia do TCC no
ELISA resultando na identificacdo de falsos positivos.

CONCLUSAO

Conclui-se que o kit ELISA, utilizado simultaneamente ao TCC potencializa o saneamento
dos rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco, eliminando animais que serviriam como fonte de
infecgdo e abreviando o tempo de certificacdo do rebanho como livre da tuberculose bovina.

Agradecimentos.- Agradecemos a Universidade Federal Rural de Pernambuco pelo apoio as atividades do grupo de
pesquisa, em especial ao Laboratério de Viroses do Departamento de Medicina Veterindria da UFRPE, ao CNPq e Capes, pelo
apoio financeiro.
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Legendas das Figuras

Fig. 1. Esquema representativo de programa de saneamento de rebanho com o uso simultaneo do
teste cervical comparado (TCC) e o ELISA para o diagnéstico e controle da tuberculose bovina.
*Os rebanhos deverdo apresentar trés resultados negativos consecutivos de todos os animais
testados no rebanho para ser certificado como livre da tuberculose bovina. Recife, 2016.
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Quadro 1. Bovinos leiteiros positivos ao Teste Cervical
Comparativo (TCC) ou ao ELISA criados no estado de
Pernambuco

Rebanho  Animal  Resultado TCC Resultado ELISA

1 Positivo Negativo

2 22 Positivo Negativo
44 Negativo Positivo

4 6 Negativo Positivo
11 Negativo Positivo

5 14 Negativo Positivo
5 Negativo Positivo

7 10 Positivo Negativo
13 Positivo Negativo

23 Positivo Negativo

9 28 Positivo Negativo
33 Positivo Negativo

38 Negativo Positivo

4 Positivo Negativo

7 Positivo Negativo

9 Positivo Negativo

18 Negativo Positivo

20 Positivo Negativo

23 Positivo Negativo

12 24 Positivo Negativo
25 Negativo Positivo

40 Positivo Negativo

41 Positivo Negativo

43 Inconclusivo Positivo

50 Positivo Negativo

62 Inconclusivo Positivo

Total 26 16 10
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As situacBes epidemiologicas da LEB e da TB em Pernambuco sdo
preocupantes, demandando maior atencdo dos 6rgaos de vigilancia animal do
estado;

O uso do ELISA pode auxiliar o controle das enfermidades em questéo,

aumentando a eficacia dos programas saneamentos dos rebanhos;

O ELISA pode substituir a IDGA no diagnéstico da LEB, especialmente em

etapas mais avancadas em programas de controle e erradicacéo da doenca;

Em relacdo a TB, o ELISA se presta para uso simultaneo com o teste da
tuberculina para a deteccdo de animais em diferentes fases da resposta
imunolégica ao Mycobacteriuim bovis: mais precocemente, pelo teste
tuberculina, associado a resposta imune do tipo celular; ou tardiamente, pelo

ELISA, na resposta humoral.
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7. APENDICES

APENDICE A - Resultados de ELISA Idexx® CHEKIT LEUCOSE
SERUM X IDGA



Resultados de ELISA Idexx® CHEKIT LEUCOSE SERUM X IDGA
Responsavel: Luiz Carlos Fontes Baptista Filho — CRMV-PE: 3745

Placa |Rebanho|Animal| OD 1 | OD 2 | OD Média| Valor (%) RESEIHS?SO R(isgjcl;tzdo
1 | 019 |0,185| 011875 | 8,887190083 | Negativo | Negativo
2 12,399 |2,252| 23255
3 | 2,717 |2,732| 2,7245
4 |2895[2878 2,8865
5 2,009 2,032| 2,0205
R1 | 6 | 0479]0418| 04485
7 3,187 |3267| 3,227 ~ Positivo | Positivo |
1 8 |3,168|3,128| 3,148 ~ Positivo | Positivo |
9 | 1,88 |1672| 1776 DRPGSIVONN  Negativo
10 | 3,17 |3,265| 32175  Inconclusivo
11 | 3,261 [3,334| 32975 ~ Positivo  Positivo |
1 0644 [0621| 06325 ~ Positivo
- 2 1212|0877 10445 |
3 | 165 1862 1,756  Inconclusivo
4 1538 |1,633| 1,5855 | Negativo




s (2260 208 | 21745 | TOEEOSNGRESE
6 00940092 0093 |-0,562809917 | Negativo | Negativo
7 | 016 [0166| 0163 | 6437190083 | Negativo | Negativo
8 1455 1,434 14445 |JISASSHCOINNNEOSIEVONN Negativo
9 01210116 0,1185 | 1,987190083 | Negativo | Negativo
10 [0186/0178| 0,182 | 8337190083 | Negativo | Negativo
11 |0137[0,146| 01415 | 4287190083 | Negativo | Negativo
12 3,233 | 3,413 3,323 Inconclusivo
13 | 3,094 2,878 2,986 Negativo
14 [2579 [4462| 35205 Negativo
15 [1,481219| 1,1835 Inconclusivo
16 |0,128 [0,127| 0,1275 | 2,887190083 | Negativo | Negativo
17 |005/0239| 0172 | 7,337190083 | Negativo | Negativo
18 [0133] 013 | 01315 | 3287190083 | Negativo | Negativo
19 [2319 [2,362] 2,3405 Negativo
20 |0,138|0134| 0,136 | 3,737190083 | Negativo | Negativo
21 |0,183 /0,188 0,1855 | 8,687190083 | Negativo | Negativo
22 | 2495|2573 2,534

23 [ 2,089 2,043 2,066 Negativo
24 | 2,62 |2,337| 2,4785

25 | 1,262 |1233] 1,2475 Negativo
26 | 0,05 0,109 00795 |-1,912809917 | Negativo | Negativo




27 11,001 1,026 1,0585 [JEEIOEIIC00GNINEOSINONN 'nconclusivo
28 10,081 0,112| 0,0965 |-0,212809917 | Negativo | Negativo

29 |0,722 0672 0697 [JEEESHIO00SIINEOSIEVORN 'nconclusivo
30 /01630183 0173 | 7,437190083 | Negativo | Negativo

31 /0124 0124| 0124 | 2537190083 | Negativo | Negativo

32 |0,0910,093| 0092 |-0,662809917 | Negativo | Negativo

33 1,737 | 1,707 1,722 Inconclusivo
34 | 1745|072 | 1,2325 Inconclusivo
35 /00840128 0106 | 0737190083 | Negativo | Negativo

36 | 00710083 0077 |-2,162809917 | Negativo | Negativo

37 101830261 0222 | 9840837696 | Negativo | Negativo

s | 12261402 130 |
39 /01330131 0132 | 0,840837696 | Negativo | Negativo

40 | 3,06 |2942] 3,001

41 3,143 2,818 2,9805 Negativo

42 0125|013 | 01275 | 0,390837696 | Negativo | Negativo

43 0114 |0115| 01145 |-0,909162304 | Negativo | Negativo

4 313 (2011 30205 |EEDSMESERESSO
45 0,102 0,05 0,035 |-2,009162304 | Negativo | Negativo

46 |0103[0,105| 0,04 |-1,959162304 | Negativo | Negativo

47 1491|1345 1418 |CCHEIOSSININEOSHNONN Negativo

48 |0112[0,111] 01115 |-1,209162304 | Negativo | Negativo




49 10101/0,107| 0,04 |-1,959162304 | Negativo | Negativo
50 | 1,699 | 1,774 17265 | GSOSEOSNONGaN
51 | 008 |0,082| 0,081 |-4,259162304 | Negativo | Negativo
52 /0,082 /0,081 00815 |-4,209162304 | Negativo | Negativo
53| 2939 3073) 3000 |EEEEENCREOSo
54 0,223 |0,218| 0,2205 | 9,690837696 | Negativo | Negativo
s | 1676|1013 1s045 | OORGTERSORNEoS o
56 | 0,072 |0,069| 0,705 |-5309162304 | Negativo | Negativo
57 0221|0252 0,2365 | 11,2908377 | Negativo | Negativo
58 | 0,095 |0,086| 0,0905 |-3,309162304 | Negativo | Negativo
59 0127 |0112| 01195 |-0,409162304 | Negativo | Negativo
60 | 2071 /1,936| 2,0035 |
61 |2145/1,985| 2,065 |
62 |0122(0118| 012 | -0,359162304 Negativo
63 |3,008 |3227| 3,1175 |
64 3308|2072 2,69 |
65 | 1695|1672 1,6835  Inconclusivo
66 | 1,723 |1767| 1,745 |
67 | 1462|1323 1,3925  Inconclusivo
68 | 1576 |2,771| 21735 |
69 | 2,368 |2,345| 2,3565 |

R-3 1 [0,097]0093| 0095 |-2,859162304 | Negativo | Negativo




2 0113 /0,098 0,055 |-1,809162304 | Negativo | Negativo
s |2628 232 2476 | ESEMRSSONNGaN
4 10,092 |0,093| 00925 |-3,109162304 | Negativo | Negativo
5 | 009 /0091 00905 |-3,309162304 | Negativo | Negativo
6 |0222|0172| 0,197 | 7,340837696 | Negativo | Negativo
7 0106 0,113| 0,1095 | -1,409162304 | Negativo | Negativo
8 |0122]0,137| 0,295 | 0,590837696 | Negativo | Negativo
9 2271|2209 2,24 Negativo
10 | 0,255 |0,792| 0,5235 | 39,9908377 |Inconclusivo
11 | 0,12 |0,117| 0,1185 |-0,509162304 | Negativo | Negativo
12 01380118 0,128 | 0,440837696 | Negativo | Negativo
13 [ 1,825 1719 1,772 | Negativo
1 |3251| 35 | 33755 |
2 1,786 |2,093| 1,9395 BRRGSHIVONN Negativo
3 |1576|1634| 1,605 ~ Positivo | Positivo |
4 1,398 |1,462| 1,43 |

nd 5 10104 /0,02| 0,103 -4,55 Negativo
6 |0,909 0906 0,9075 Negativo
7 3,196 |2,793| 2,9945 |
8 0,094 | 0,068 | 0,081 , Negativo Negativo
9 |0,165[0199 0,182 3,35 Negativo | Negativo
10 [2929 (2,836 28825 ﬁlnconclusivo




11 [2992 | 2,04 | 2516 Negativo
12 [1207 ] 082 | 1,0135

13 [ 0,086 0,091 0,0885 -6 Negativo | Negativo
14 [0,093[0,085| 0,089 5,95 Negativo | Negativo
15 | 2966 |2,875| 2,9205 277,2 Negativo | Negativo
16 2,099 | 2,209 2,154 Negativo
17 0,145 | 0,133 0,139 Negativo
18 [0,078[0,076| 0,077 7,15 Negativo | Negativo
19 [ 1729|1747 1738 [ ISCRSINECNON Negativo
20 0,076 0,07 | 0,073 -7,55 Negativo | Negativo
21 | 06810593 0637 | ECESIIIECSHNON Negativo
22 | 0,068 0,067 0,0675 8,1 Negativo | Negativo
23 | 0,096 0,087 0,0915 5,7 Negativo | Negativo
24 |0,0740,068| 0,071 7,75 Negativo | Negativo
25 | 0,069 0,073| 0,071 7,75 Negativo | Negativo
26 | 1564 1516 1,54 Negativo
27 | 2,98 [3,076| 3,028

28 0,097 0,088| 0,0925 Negativo | Negativo
29 | 0,061 0,06 | 0,0605 -8,8 Negativo | Negativo
30 | 3,02 |3132] 3,076

31 |3,241 3,096 | 3,1685

32 | 3,099 3,066 3,0825 Negativo




33 | 0,065|0,072| 0,0685 -8 Negativo | Negativo
34 |0,073/0,075| 0,074 -7,45 Negativo | Negativo
35 |0,081|0,077| 0,079 -6,95 Negativo | Negativo
36 | 0,114 |0,104| 0,109 -3,95 Negativo | Negativo
37 | 0,076 | 0,067 | 0,0715 7,7 Negativo | Negativo
38 | 0,065 0,066 | 0,0655 -8,3 Negativo | Negativo
39 |0,072/0,071| 0,0715 7,7 Negativo | Negativo
40 |0,112/0,107| 0,095 -3,9 Negativo | Negativo
1 0,074 | 0,071 0,0725 -7,6 Negativo Negativo
2 0,111 | 0,089 0,1 -4,85 Negativo Negativo
3 041 ]039| 04 Negativo | Negativo
4 2,066 1967 2,0165 Negativo
5 |2159 2,202 | 2,1805
6 |1657|1,351| 1,504

ns 7 10,078]0,071| 0,0745

) 8 | 2,47 [2,448| 2,459 ~ Positivo |
9 1331352 1341 DRPOSIVONN  Negativo
10 |1,886|2166| 2,026 ~ Positivo | Positivo |
11 | 1,98 [2,064| 2,022 . Positivo  Positivo |
12 |2,504 [2,229| 2,3665 |
13 | 2,27 |2,436| 2,353 |
14 | 1474|1526 15 | Negativo




15 [2573[2588] 25805
16 [ 2349 [2455| 2,402 Negativo
17 1,891 | 1,75 1,8205 Negativo
18 | 0,086 |0,085| 00855 |-2,411904762 | Negativo | Negativo
19 [0114[0115| 01145 | 0488095238 | Negativo | Negativo
20 04270445 0436 | 32,63809524 |Inconclusivo| Negativo
21 | 21 [2178] 2,139 Negativo
22 1983|214 | 20615
23 | 1634|1,704| 1,669
24 [ 1,707 | 19 | 1,8035
25 1,977 1,831] 1,904
26 |0,108 0,098 0103 |-

27 [ 2,793 |2,748| 2,7705

ne |28 0089009 00895 Negativo
29 | 0555 0,658 0,6065 Negativo
30 [0084]0091| 00875 |-2,211904762 | Negativo | Negativo
31 |0,081[0067| 0074 |[-3,561904762 | Negativo | Negativo
32 | 0,077[0078| 00775 |[-3,211904762 | Negativo | Negativo
33 | 0,088|0,086| 0,087 |-2,261904762 | Negativo | Negativo
2 1950 1201 1325 | EOSS RS
35 | 01 |0109| 0,045 |-0,511904762 | Negativo | Negativo
36 | 1275[1299| 1,287 |NCO00CCRINEOCHNONN Negativo




37 [0,139[0,139| 0,139 | 2938095238 | Negativo | Negativo
8 12643 3120 2560 | EIGROSONESON o
39 0,089 023 01595 | 4988095238 | Negativo | Negativo
40 1594|1626 161 |HSOISEOSSERNNPCSINGNN Negativo
1 |0,073]0082| 00775 |-3,211904762 | Negativo | Negativo
2 1,416 | 1,198 1,307 Negativo
3 [23892255| 2322 |
4 | 027 |0247| 0,2585 | 14,88809524
5 [3,067 (3,691 3,379 |
6 |1,998|1,966 1,982 |

R-7 7 0243[0,214]| 0,2285 | 11,88809524 | Negativo | Negativo
8 [0102[0,156| 0,129 | 1938095238 | Negativo | Negativo
9 | 0,08 0,095 0,0875 |-2,211904762 | Negativo | Negativo
10 |0,103 |0,105| 0,104 |-0,561904762 | Negativo | Negativo
11 | 1,622 |1,419] 1,5205
12 | 0,494 |1,064| 0,779
13 1,959 |2,135| 2,047
1 |0433/0355 0,394
2 |1,006] 111 1,058

R-8 3 0,01 |0,102| 0,1015
4 | 335 |3508| 3,429 |
5 1,981 | 1,985 1,983 Negativo




6 0,089 | 0,093 0,091 -0,888714734 | Negativo Negativo
7 2,519 | 2,548 2,5335
8 2,862 [ 2997 | 2,9295
9 0,086 | 0,082 0,084 -1,588714734 | Negativo Negativo
0 299 202 a00c [N
11 0,094 | 0,099 | 0,0965 -0,338714734 | Negativo Negativo
12 0,103 | 0,103 0,103 0,311285266 Negativo Negativo
13 0,13 | 0,161 0,1455 4561285266 Negativo Negativo
14 0,087 | 0,093 0,09 -0,988714734 | Negativo Negativo
15 0,166 | 0,165 0,1655 6,561285266 Negativo Negativo
16 2724 279 27015 |GGG
17 0,098 | 0,103 0,1005 0,061285266 Negativo Negativo
18 0,138 | 0,131 0,1345 3,461285266 Negativo Negativo
19 0,124 | 0,119 0,1215 2,161285266 Negativo Negativo
20 0,095 | 0,088 0,0915 -0,838714734 | Negativo Negativo
21 0,468 | 0,45 0,459 35,91128527 |Inconclusivo| Negativo
22 0,107 | 0,106 0,1065 0,661285266 Negativo Negativo
23 0,149 | 0,129 0,139 3,911285266 Negativo Negativo
R-9 24 0,191 | 0,163 0,177 7,711285266 Negativo Negativo
25 0,085 | 0,082 0,0835 -1,638714734 | Negativo Negativo
26 0,27 |0,297 0,2835 18,36128527 Negativo Negativo
27 0,306 | 0,322 0,314 21,41128527 Negativo Negativo




28 101130107 011 | 1,011285266 | Negativo | Negativo
29 0,095 0,094 00945 |-0,538714734 | Negativo | Negativo
30 /0,102 0,091 00965 |-0,338714734 | Negativo | Negativo
31 0,094 0084 0089 |-1,088714734 | Negativo | Negativo
32 00880082 0085 |-1,488714734| Negativo | Negativo
33 |0,075/0,082| 00785 |-2,138714734 | Negativo | Negativo
34 101040088 0096 |-0,388714734 | Negativo | Negativo
35 00850089 0087 |-1,288714734| Negativo | Negativo
36 | 0,086 0,099 00925 |-0,738714734 | Negativo | Negativo
37 00910083 0087 |-1,288714734| Negativo | Negativo
38 10142 /0124| 0133 | 3311285266 | Negativo | Negativo
39 /0106 0,103 0,045 | 0461285266 | Negativo | Negativo
40 0,550,122 | 0,1385 | 3,861285266 | Negativo | Negativo
1 [0093]0082| 00875 |-1,238714734| Negativo | Negativo
2 (30223128 3175 |
3 101230122 01225 | 2,261285266 | Negativo | Negativo
4 10823]0,782| 08025 Negativo
R10 | 5 01070097 0102 | 0,211285266 | Negativo | Negativo
6 01020101 0,015 | 0,161285266 | Negativo | Negativo
7 100930095 0094 |-0,588714734 | Negativo | Negativo
8 100740076 0075 |-2,488714734 | Negativo | Negativo
9 0,146 | 0,151 | 0,1485 | 4,467868676 | Negativo Negativo




10 | 1,408 | 1,376 1,392 Negativo
11 | 2,016 | 2,04 2,028
12 | 0,159 | 0,165 0,162 5,817868676 | Negativo Negativo
1 | 257 [2,267| 24185 |ESINICICOOIMINECSIVON Negativo
2 0,08 | 0,082 0,081 -2,282131324 | Negativo Negativo
3 0,122 | 0,148 0,135 3,117868676 | Negativo Negativo
4 296 |2,865| 29125 Negativo
5 0,081 | 0,096| 0,0885 |-1,532131324 | Negativo
6 0,076 | 0,071 | 0,0735 |-3,032131324 | Negativo Negativo
7 0,073 10,088 | 0,0805 |-2,332131324 | Negativo Negativo
8 1,822 | 1,633 | 1,7275 162,3678687 | Negativo Negativo
9 0,123 | 0,119 0,121 1,717868676 | Negativo Negativo
R-11 10 | 0,075 0,08 0,0775 | -2,632131324 | Negativo Negativo
11 | 0,067 | 0,073 0,07 -3,382131324 | Negativo Negativo
12 0,484 1 0,485| 10,4845 38,06786868 |Inconclusivo| Negativo
13 | 1,513 1,385 1,449 Negativo
14 2,682 | 2,774 2,728 Negativo
15 3,222 | 3,4 3,311 Negativo
16 | 0,795 /0,898 | 0,8465 Negativo
17 10,862 | 0,907 | 0,8845 Negativo
18 | 0,069 | 0,073 0,071 - Negativo
19 0,52 10,513 0,5165 Negativo




20 10,604 |0,617| 0,6105 Negativo
21 | 2,848 |3,115| 12,9815 Negativo
22 | 2,178 | 2,325| 2,2515 Negativo
23 | 2,508 | 2,574 2,541 Negativo
24 0,097 10,092 0,0945 |-0,932131324 | Negativo Negativo
25 10,083|0,084| 0,0835 |-2,032131324 | Negativo Negativo
1 0,068 | 0,071 0,0695 | -3,432131324 | Negativo Negativo
2 0,097 1 0,093| 0,095 -0,882131324 | Negativo Negativo
3 0,086 | 0,083 | 0,0845 |-1,932131324 | Negativo Negativo
4 0,066 | 0,085| 0,0755 | -2,832131324 | Negativo Negativo
5 0,064 | 0,063| 0,0635 | -4,032131324 | Negativo Negativo
6 0,086 | 0,076 0,081 -2,282131324 | Negativo Negativo
7 0,084 10,083 | 0,0835 | -2,032131324 | Negativo Negativo
8 0,071 10,068 | 0,0695 | -3,432131324 | Negativo Negativo
R-12 9 0,082 10,093| 0,0875 |-1,632131324 Negat!vo Negat!vo
10 10,074 0,078 0,076 -2,782131324 | Negativo Negativo
11 0,1 |0,099| 0,0995 |-0,432131324 | Negativo Negativo
12 | 0,062 | 0,082 0,072 -3,182131324 | Negativo Negativo
13 0,07 |0,071| 0,0705 |-3,332131324 | Negativo Negativo
14 | 0,072 | 0,078 0,075 -2,882131324 | Negativo Negativo
15 | 0,065 | 0,075 0,07 -3,382131324 | Negativo Negativo
16 | 0,095 | 0,095 0,095 -0,882131324 | Negativo Negativo
17 0,071 |10,078| 0,0745 |-2,932131324 | Negativo Negativo
18 | 0,072 /0,072 0,072 -3,182131324 | Negativo Negativo




19 | 0,067 0,078 0,0725 |-2,515408253 | Negativo Negativo
20 | 0,081 | 0,099 0,09 -0,765408253 | Negativo Negativo
21 | 0,064 | 0,088 0,076 -2,165408253 | Negativo Negativo
22 1,399 1,266| 1,3325 Negativo
23 0,151 (0,148 | 0,1495 5,184591747 | Negativo Negativo
24 10,104 | 0,109 | 0,1065 0,884591747 | Negativo Negativo
25 10,075(0,072| 0,0735 | -2,415408253 | Negativo Negativo
26 | 0,074 | 0,064 0,069 -2,865408253 | Negativo Negativo
27 |0,085|0,082| 0,0835 |-1,415408253 | Negativo Negativo
28 | 0,077 10,085 0,081 -1,665408253 | Negativo Negativo
29 | 0,069 |0,062| 0,0655 | -3,215408253 | Negativo Negativo
30 0,06 [0,058| 0,059 -3,865408253 | Negativo Negativo
31 10,077 {0,077 0,077 -2,065408253 | Negativo Negativo
32 10,074{0,078| 0,076 -2,165408253 | Negativo Negativo
33 10,077 {0,072 0,0745 | -2,315408253 | Negativo Negativo
34 10,072 {0,067 0,0695 |-2,815408253 | Negativo Negativo
35 [0844 0813 0,8285 [SISISONENINESHNGN Negativo
36 |0,091{0,098| 0,0945 |-0,315408253 | Negativo Negativo
37 10,125 0,137 0,131 3,334591747 | Negativo Negativo
38 10,083/0,084| 0,0835 |-1,415408253 | Negativo Negativo
39 |0,0720,073| 0,0725 |-2,515408253 | Negativo Negativo
40 10,171]0,222| 0,1965 9,884591747 | Negativo Negativo
41 0,147 10,269 0,208 11,03459175 | Negativo Negativo
42 10,104 {0,083 | 0,0935 |-0,415408253 | Negativo Negativo
43 | 0,077 {0,086| 0,0815 |-1,615408253 | Negativo Negativo




44 10,116 | 0,098 0,107 0,934591747 | Negativo Negativo
45 10,093 {0,101 0,097 -0,065408253 | Negativo Negativo
46 0,07 | 0,064 0,067 -3,065408253 | Negativo Negativo
47 10,218 10,249 | 0,2335 13,58459175 | Negativo Negativo
48 | 0,287 | 0,239 0,263 16,53459175 | Negativo Negativo
49 10,082 0,083 0,0825 |-1,515408253 | Negativo Negativo

50 0,102 | 0,092 0,097 -0,065408253 | Negativo Negativo
51 [0,619]0,646| 0,6325 Negativo
52 0,097 | 0,07 | 00835 |-1,415408253 | Negativo | Negativo
53 [1,219 1,138 1,785 |HISIOSISONINEOSHENG Negativo

54 10,101 |0,105| 0,103 0,534591747 | Negativo Negativo
55 10,082 {0,085 0,0835 |-1415408253 | Negativo Negativo
56 |0,106 | 0,113 | 0,1095 1,184591747 | Negativo Negativo
57 10,098 {0,085| 0,0915 |-0,615408253 | Negativo Negativo
58 | 1,064 | 1,006 1,035 Negativo
59 10,098 {0,109| 0,1035 | 0,584591747 | Negativo Negativo
60 |0,093{0,099| 0,096 -0,165408253 | Negativo Negativo
61 |0,083|{0,081| 0,082 -1,565408253 | Negativo Negativo
62 |0,082|0,089| 0,0855 |-1,215408253 | Negativo Negativo

1,488 11,526 | 1,507 |OISUSOIIINEOIVON 'nconclusivo

0,275 | 0,085 0,18 8,234591747 | Negativo Negativo
0,099 | 0,104 | 0,1015 | 0,384591747 | Negativo Negativo
2,416 | 2,125 | 2,2705
2,83 | 3,047 | 2,9385

R-13

O WINF




6 |3607)373| 36685 |

7 0936|0994 0,965

8 ]1,185|098 | 10825 | Negativo
9 /01050109 0,107 | 1,806519967 | Negativo | Negativo
10 1,157 | 1,213 1,185 Negativo
11 |0,091|0,088| 0,895 | 0,056519967 | Negativo | Negativo
12 10,088|0091| 00895 | 0,056519967 | Negativo | Negativo
13 2,905 2,898 2,9015 Negativo
14 /0179|0173 0,176 | 8,706519967 | Negativo | Negativo
15 3,214 | 2,96 3,087 Negativo
16 0126 0,107 01165 | 2,756519967 | Negativo | Negativo
17 | 3,067 |3,544| 3,3055 Negativo
18 1808|2592 2.2 Negativo
19 11520932 1,042 Negativo
20 1013|092 | 0,9665 Positivo
21 0072|0073 | 00725 |-1,643480033  Negativo | Negativo
22 0,754 {0,795 | 10,7745 Negativo
23 | 1509 1,397 1453 | Inconclusivo
24 10,613 0,586 | 0,5995

25 0402 /0,383| 03925 | 30,35651997 |Inconclusivo| Negativo
26 0,083 /0,091 0,087 |-0,193480033 | Negativo | Negativo
27 | 1525]1,453| 1,489 ﬁlnconclusivo




28 2037|221 | 21235 |

29 0134 |0112| 0,123 | 3

30 | 2,867 3,102| 2,9845

31 1,186 |1,055| 1,1205

32 0,791 0,75 | 0,7705

33 | 2,115 |2,256| 2,1855

34 1,163 |1,162| 1,1625 Negativo
35 0,126 /0,207 | 0,1165 Negativo
36 | 1,036 |0,999| 1,0175 Negativo
37 |1,074|0992| 1,033 Negativo
38 |0,088 (0,086 0,087 |-0,193480033 | Negativo | Negativo
39 |0,085[0,086| 0,0855 |-0,343480033 | Negativo | Negativo
40 1,843 |1,715| 1,779

41 | 2,738 |2,871| 2,8045

42 | 2456 |2814| 2,635

43 1,769 1,787 | 1,778

44 10,09 0,114| 0,1115 | 2,256519967 | Negativo | Negativo
45 0,089 0,087| 0,088 |-0,093480033 | Negativo | Negativo
46 |0,15)0,108| 0,1115 | 2,256519967 | Negativo | Negativo
47 0,096 |0,084| 009 | 0,106519967 | Negativo | Negativo
48 10,091 0085 | 0,088 |-0,093480033  Negativo | Negativo
49 0316 0,288| 0,302 | 21,30651997 | Negativo | Negativo




50 | 0,074 /0,074 0074 |-1,493480033 | Negativo | Negativo
51 | 3,01 |3,009

52| 009 | 0l
53 | 2,505 | 1,507 |

54 | 1,626 1,618 |

55 |0126 0,118 0,122 | -2,193382353 | Negativo | Negativo
56 | 0,131 /0,108 01195 | -2,443382353 | Negativo | Negativo
57 |0172 /0,199 0,855 | 4,156617647 | Negativo | Negativo
58| 2,703 2696 2690 | aaGe ARSI
50 0,219 |0,204| 02115 | 6,756617647 | Negativo | Negativo
G0 | 1458 1508] 1500 [EEEOGGIRNECSEVORNEOSa
61 00830088 00855 |-5843382353 | Negativo | Negativo
62 | 0412 0405 04085 | 2645661765 | Negativo | Negativo
63 /01010101 0101 |-4,293382353 | Negativo | Negativo
64 | 203 (1,936 1,983 |JIESIO0CCIGIINPOSIEVGNN Negativo




APENDICE B - Resultados de ELISA Idexx® anti-Mycobacterium bovis X TCC



ECAP

Resultados de ELISA ldexx® anti-Mycobacterium bovis X TCC
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Placa 1 UFRPE
Absorbancia Interpretacao
Rebanho Amostra 1 Absorbancia2 Absorbancia Média S/P Ratio ELISA Resultado TCC
Controle + 0,582 0,699 0,6405
Controle - 0,13 0,104 0,117
1 0,093 0,078 0,0855 -0,06017 Negativo Negativo ‘
2 0,115 0,107 0,111 -0,01146 Negativo Inconclusivo
3 0,071 0,078 0,0745 -0,08118 Negativo Negativo
4 0,105 0,088 0,0965 -0,03916 Negativo Negativo
5 0,08 0,078 0,079 -0,07259 Negativo Negativo
1 6 0,17 0,092 0,131 0,026743 Negativo Negativo
7 0,124 0,089 0,1065 -0,02006 Negativo Negativo
8 0,095 0,103 0,099 -0,03438 Negativo Negativo
9 0,094 0,095 0,0945 -0,04298 Negativo Negativo
10 0,124 0,102 0,113 -0,00764 Negativo Negativo
11 0,121 0,116 0,1185 0,002865 Negativo Negativo
1 0,118 0,089 0,1035 -0,02579 Negativo
2 0,083 0,086 0,0845 -0,06208 Negativo Negativo
3 0,14 0,102 0,121 0,007641 Negativo Negativo
4 0,1 0,096 0,098 -0,03629 Negativo Negativo
5 0,135 0,112 0,1235 0,012416 Negativo Negativo
2 6 0,098 0,109 0,1035 -0,02579 Negativo Negativo
7 0,099 0,107 0,103 -0,02674 Negativo Negativo
8 0,08 0,089 0,0845 -0,06208 Negativo Inconclusivo
9 0,108 0,106 0,107 -0,0191 Negativo Inconclusivo
10 0,091 0,113 0,102 -0,02865 Negativo Negativo
11 0,11 0,088 0,099 -0,03438 Negativo Negativo




12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

0,084
0,065
0,096
0,082
0,154
0,127
0,144
0,105
0,156
0,058
0,117
0,095
0,106

0,12
0,096
0,079
0,087
0,098

0,12
0,085
0,103

0,12
0,108
0,131

0,067
0,112
0,201
0,062
0,119
0,116
0,094
0,078
0,091

0,07
0,112

0,11
0,121
0,112
0,097
0,101
0,083
0,125
0,073
0,111
0,087
0,122
0,115
0,088

0,0755
0,0885
0,1485
0,072
0,1365
0,1215
0,119
0,0915
0,1235
0,064
0,1145
0,1025
0,1135
0,116
0,0965
0,09
0,085
0,1115
0,0965
0,098
0,095
0,121
0,1115
0,1095

-0,07927
-0,05444
0,060172
-0,08596
0,037249
0,008596

0,00382
-0,04871
0,012416
-0,10124
-0,00478

-0,0277
-0,00669
-0,00191
-0,03916
-0,05158
-0,06113
-0,01051
-0,03916
-0,03629
-0,04202
0,007641
-0,01051
-0,01433

Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Inconclusivo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Inconclusivo
Negativo Negativo




Placa 2

Absorbancia Absorbancia Interpretacao Resultado
Rebanho Amostra 1 Absorbancia2 Meédia S/P Ratio ELISA TCC
Controle + 0,816 0,922 0,869
Controle - 0,086 0,074 0,08
36 0,06 0,078 0,069 -0,01394 Negativo Negativo
37 0,136 0,118 0,127 0,059569 Negativo Negativo
38 0,113 0,109 0,111 0,03929 Negativo Negativo
39 0,109 0,139 0,124 0,055767 Negativo Negativo
40 0,085 0,087 0,086 0,007605 Negativo Negativo
41 0,11 0,121 0,1155 0,044994 Negativo Negativo
42 0,136 0,106 0,121 0,051965 Negativo Negativo
43 0,101 0,089 0,095 0,019011 Negativo Negativo
44 0,367 0,422 0,3945 0,398606 Negativo
45 0,094 0,12 0,107 0,034221 Negativo Negativo
46 0,105 0,077 0,091 0,013942 Negativo Negativo
47 0,091 0,089 0,09 0,012674 Negativo Negativo
2 48 0,127 0,096 0,1115 0,039924 Negativo Negativo
49 0,072 0,093 0,0825 0,003169 Negativo Negativo
50 0,103 0,085 0,094 0,017744 Negativo Negativo
51 0,074 0,071 0,0725 -0,00951 Negativo Negativo
52 0,097 0,111 0,104 0,030418 Negativo Negativo
53 0,121 0,417 0,269 0,239544 Negativo Negativo
54 0,073 0,069 0,071 -0,01141 Negativo Negativo
55 0,056 0,072 0,064 -0,02028 Negativo Negativo
56 0,058 0,064 0,061 -0,02408 Negativo Negativo
57 0,084 0,091 0,0875 0,009506 Negativo Negativo
58 0,074 0,082 0,078 -0,00253 Negativo Negativo
59 0,072 0,087 0,0795 -0,00063 Negativo Negativo
60 0,114 0,136 0,125 0,057034 Negativo Negativo
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0,074
0,074
0,056
0,088
0,16
0,085
0,095
0,085
0,068
0,113
0,172
0,16
0,083
0,145
0,1
0,074
0,086
0,174
0,142
0,11
0,091

0,064
0,072
0,058
0,105
0,201
0,076
0,1
0,12
0,074
0,079
0,087
0,094
0,076
0,158
0,08
0,064
0,109
0,155
0,138
0,097
0,122

0,069
0,073
0,057
0,0965
0,1805
0,0805
0,0975
0,1025
0,071
0,096
0,1295
0,127
0,0795
0,1515
0,09
0,069
0,0975
0,1645
0,14
0,1035
0,1065

-0,01394
-0,00887
-0,02915
0,020913
0,127376
0,000634

0,02218
0,028517
-0,01141
0,020279
0,062738
0,059569
-0,00063
0,090621
0,012674
-0,01394

0,02218
0,107098
0,076046
0,029785
0,033587

Negativo Negativo
Negativo Inconclusivo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo




Placa 3

Absorbancia Interpretacao Resultado
Rebanho Amostra 1 Absorbancia2 Absorbancia Média S/P Ratio ELISA TCC
Controle + 0,643 0,528 0,5855
Controle - 0,102 0,063 0,0825

3 13 0,057 0,068 0,0625 -0,039761 Negativo Negativo
1 0,065 0,078 0,0715 -0,021869 Negativo Negativo

2 0,119 0,1 0,1095 0,0536779 Negativo Negativo

3 0,1 0,097 0,0985 0,0318091 Negativo Negativo

4 0,078 0,082 0,08 -0,00497 Negativo Negativo

5 0,111 0,137 0,124  0,082505 Negativo Negativo

6 0,268 0,209 0,2385 0,3101392 Negativo

7 0,087 0,076 0,0815 -0,001988 Negativo Negativo

8 0,142 0,132 0,137 0,1083499 Negativo Negativo

9 0,075 0,066 0,0705 -0,023857 Negativo Negativo

10 0,119 0,125 0,122 0,0785288 Negativo Negativo

11 0,954 0,958 0,956 1,7365805 POSITIVO Negativo

12 0,1 0,084 0,092 0,0188867 Negativo Negativo

4 13 0,083 0,121 0,102 0,0387674 Negativo Negativo
14 0,113 0,086 0,0995 0,0337972 Negativo Negativo

15 0,057 0,069 0,063 -0,038767 Negativo Negativo

16 0,085 0,078 0,0815 -0,001988 Negativo Negativo

17 0,072 0,1 0,086 0,0069583 Negativo Negativo

18 0,085 0,081 0,083 0,000994 Negativo Negativo

19 0,066 0,096 0,081 -0,002982 Negativo Negativo

20 0,083 0,088 0,0855 0,0059642 Negativo Negativo

21 0,083 0,078 0,0805 -0,003976 Negativo Negativo

22 0,108 0,072 0,09 0,0149105 Negativo Negativo

23 0,096 0,112 0,104 0,0427435 Negativo Negativo

24 0,092 0,08 0,086 0,0069583 Negativo Negativo




25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

u b WN -

0,088
0,176
0,107
0,145
0,065
0,132
0,088
0,081
0,102
0,115
0,075
0,078
0,076
0,076
0,077
0,088
0,089
0,065
0,086
0,098
0,075

0,073
0,094
0,107
0,132
0,088
0,081
0,084
0,084
0,083
0,114
0,082
0,077
0,081
0,094
0,064
0,063
0,082
0,085
0,083

0,11
0,087

0,0805
0,135
0,107

0,1385

0,0765

0,1065
0,086

0,0825

0,0925

0,1145

0,0785

0,0775

0,0785
0,085

0,0705

0,0755

0,0855
0,075

0,0845
0,104
0,081

-0,003976
0,1043738
0,0487078
0,111332
-0,011928
0,0477137
0,0069583
0
0,0198807
0,0636183
-0,007952
-0,00994
-0,007952
0,0049702
-0,023857
-0,013917
0,0059642
-0,014911
0,0039761
0,0427435
-0,002982

Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Inconclusivo
Negativo Negativo
Negativo Negativo




Placa 4

Absorbancia Interpretacao Resultado
Rebanho Amostra 1 Absorbancia 2 Absorbancia Média S/P Ratio ELISA TCC
Controle + 0,435 0,481 0,458
Controle - 0,1 0,092 0,096

6 0,118 0,103 0,1105 0,040055 Negativo Negativo

7 0,112 0,118 0,115 0,052486 Negativo Negativo

8 0,075 0,081 0,078 -0,04972 Negativo Negativo

9 0,074 0,072 0,073 -0,06354 Negativo Negativo

10 0,123 0,102 0,1125 0,04558 Negativo Negativo

11 0,078 0,137 0,1075 0,031768 Negativo Negativo

12 0,075 0,059 0,067 -0,08011 Negativo Negativo

5 13 0,075 0,093 0,084 -0,03315 Negativo Negativo
14 0,563 0,505 0,534 1,209945 POSITIVO Negativo

15 0,1 0,117 0,1085 0,03453 Negativo Negativo

16 0,164 0,157 0,1605 0,178177 Negativo Negativo

17 0,076 0,071 0,0735 -0,06215 Negativo Negativo

18 0,062 0,063 0,0625 -0,09254 Negativo Negativo

19 0,108 0,116 0,112 0,044199 Negativo Negativo

20 0,065 0,076 0,0705 -0,07044 Negativo Negativo

21 0,06 0,057 0,0585 -0,10359 Negativo Negativo

22 0,059 0,081 0,07 -0,07182 Negativo Negativo

23 0,078 0,111 0,0945 -0,00414 Negativo Negativo

24 0,082 0,084 0,083 -0,03591 Negativo Negativo

25 0,075 0,053 0,064 -0,0884 Negativo Negativo

6 26 0,183 0,074 0,1285 0,089779 Negativo Negativo
27 0,071 0,075 0,073 -0,06354 Negativo Negativo

28 0,113 0,073 0,093 -0,00829 Negativo Negativo

29 0,09 0,084 0,087 -0,02486 Negativo Negativo

30 0,06 0,077 0,0685 -0,07597 Negativo Negativo
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0,075
0,118

0,07
0,072
0,103

0,08
0,083
0,074
0,073

0,07
0,075
0,062
0,093

0,08
0,532
0,129
0,081
0,082
0,115
0,109
0,147

0,084

0,06
0,075
0,053
0,098
0,075
0,081
0,089
0,112
0,087
0,061
0,078
0,069

0,08
0,492
0,078
0,087
0,085
0,101
0,116

0,13

0,0795
0,089
0,0725
0,0625
0,1005
0,0775
0,082
0,0815
0,0925
0,0785
0,068
0,07
0,081
0,08
0,512
0,1035
0,084
0,0835
0,108
0,1125
0,1385

-0,04558
-0,01934
-0,06492
-0,09254
0,012431

-0,0511
-0,03867
-0,04006
-0,00967
-0,04834
-0,07735
-0,07182
-0,04144

-0,0442
1,149171
0,020718
-0,03315
-0,03453
0,033149

0,04558
0,117403

Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
POSITIVO Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo m
Negativo Negativo




Placa 5

Absorbancia Absorbancia Interpretacao Resultado
Rebanho Amostra 1 Absorbancia2 Meédia S/P Ratio ELISA TCC
Controle + 0,629 0,603 0,616
Controle - 0,083 0,088 0,0855
12 0,068 0,087 0,0775 -0,01508 Negativo Negativo
13 0,084 0,073 0,0785 -0,0132 Negativo
1 0,104 0,093 0,0985 0,024505 Negativo Negativo
2 0,075 0,063 0,069 -0,0311 Negativo Negativo
3 0,093 0,088 0,0905 0,009425 Negativo Negativo
4 0,119 0,081 0,1 0,027333 Negativo Negativo
5 0,076 0,071 0,0735 -0,02262 Negativo Negativo
6 0,065 0,071 0,068 -0,03299 Negativo Negativo
7 0,08 0,057 0,0685 -0,03205 Negativo Negativo
8 0,055 0,061 0,058 -0,05184 Negativo Negativo
9 0,138 0,117 0,1275 0,079171 Negativo Negativo
10 0,067 0,091 0,079 -0,01225 Negativo Negativo
11 0,11 0,077 0,0935 0,01508 Negativo Negativo
12 0,072 0,056 0,064 -0,04053 Negativo Negativo
13 0,053 0,059 0,056 -0,05561 Negativo Negativo
14 0,08 0,068 0,074 -0,02168 Negativo Negativo
15 0,081 0,089 0,085 -0,00094 Negativo Negativo
16 0,112 0,084 0,098 0,023563 Negativo Negativo
17 0,074 0,066 0,07 -0,02922 Negativo Negativo
18 0,059 0,058 0,0585 -0,0509 Negativo Negativo
19 0,072 0,11 0,091 0,010368 Negativo Negativo
20 0,084 0,093 0,0885 0,005655 Negativo Negativo
21 0,06 0,093 0,0765 -0,01697 Negativo Inconclusivo
22 0,066 0,061 0,0635 -0,04147 Negativo Negativo
23 0,054 0,095 0,0745 -0,02074 Negativo
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
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0,066
0,058

0,06

0,06
0,063
0,067

0,07
0,075
0,069
0,108
0,067

0,07

0,06
0,057

2,93
0,069
0,066
0,078
0,069
0,086
0,088

0,062
0,064
0,074
0,068
0,073
0,065
0,064
0,058

0,08
0,079
0,067
0,066
0,062
0,062
3,008
0,063
0,065
0,073
0,082
0,098
0,082

0,064
0,061
0,067
0,064
0,068
0,066
0,067
0,0665
0,0745
0,0935
0,067
0,068
0,061
0,0595
2,969
0,066
0,0655
0,0755
0,0755
0,092
0,085

-0,04053
-0,04618
-0,03487
-0,04053
-0,03299
-0,03676
-0,03487
-0,03582
-0,02074

0,01508
-0,03487
-0,03299
-0,04618
-0,04901
5,435438
-0,03676

-0,0377
-0,01885
-0,01885
0,012253
-0,00094

Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Inconclusivo
Negativo Negativo
Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo POSITIVO
Negativo Inconclusivo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo




Placa 6

Absorbancia Absorbancia Interpretagdo Resultado
Rebanho Amostra 1 Absorbancia2 Meédia S/P Ratio ELISA TCC
Controle + 0,857 0,585 0,721
Controle - 0,091 0,08 0,0855

5 0,068 0,094 0,081 -0,00708 Negativo Negativo

6 0,082 0,083 0,0825 -0,00472 Negativo Negativo

7 0,126 0,085 0,1055 0,031471 Negativo Negativo

8 0,068 0,088 0,078 -0,0118 Negativo Negativo

9 0,099 0,066 0,0825 -0,00472 Negativo Negativo

10 0,086 0,075 0,0805 -0,00787 Negativo Negativo

11 0,088 0,075 0,0815 -0,00629 Negativo Negativo

12 0,088 0,09 0,089 0,005507 Negativo Negativo

13 0,09 0,086 0,088 0,003934 Negativo Negativo

14 0,078 0,091 0,0845 -0,00157 Negativo Negativo

15 0,092 0,097 0,0945 0,014162 Negativo Negativo

11 16 0,086 0,089 0,0875 0,003147 Negativo Negativo
17 0,09 0,08 0,085 -0,00079 Negativo Negativo

18 0,084 0,099 0,0915 0,009441 Negativo Negativo

19 0,139 0,093 0,116 0,047994 Negativo Negativo

20 0,095 0,082 0,0885 0,004721 Negativo Negativo

21 0,087 0,086 0,0865 0,001574 Negativo Negativo

22 0,093 0,105 0,099 0,021243 Negativo Negativo

23 0,098 0,101 0,0995 0,02203 Negativo Negativo

24 0,235 0,089 0,162 0,120378 Negativo Negativo

25 0,08 0,078 0,079 -0,01023 Negativo Negativo

26 0,081 0,095 0,088 0,003934 Negativo Negativo

27 0,096 0,09 0,093 0,011802 Negativo Negativo

12 1 0,099 0,082 0,0905 0,007868 Negativo Negativo
2 0,074 0,092 0,083 -0,00393 Negativo Negativo
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

0,105
0,085
0,1
0,103
0,165
0,099
0,09
0,121
0,185
0,107
0,089
0,116
0,101
0,15
0,099
0,121
0,268
0,115
0,094
0,089
0,189

0,143
0,111
0,094
0,104
0,175
0,087
0,104
0,085
0,213
0,118
0,087
0,096
0,108
0,176
0,105
0,084
0,108
0,104
0,096
0,089
0,163

0,124
0,098
0,097
0,1035
0,17
0,093
0,097
0,103
0,199
0,1125
0,088
0,106
0,1045
0,163
0,102
0,1025
0,188
0,1095
0,095
0,089
0,176

0,060582
0,01967
0,018096
0,028324
0,132966
0,011802
0,018096
0,027537
0,1786
0,042486
0,003934
0,032258
0,029898
0,121951
0,025964
0,026751
0,16129
0,037766
0,014949
0,005507
0,142408

Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo




Placa 7

Absorbancia Interpretacao Resultado
Rebanho Amostra 1 Absorbancia2 Absorbancia Média S/P Ratio  ELISA TCC
Controle + 0,489 0,532 0,5105
Controle - 0,067 0,067 0,067

24 0,072 0,112 0,092 0,05637 Negativo Negativo
25 0,071 0,125 0,098 0,069899 Negativo Negativo
26 0,085 0,066 0,0755 0,019166 Negativo Negativo
27 0,114 0,114 0,114 0,105975 Negativo Negativo
28 0,109 0,1 0,1045 0,084555 Negativo Negativo
29 0,08 0,066 0,073 0,013529 Negativo Negativo
30 0,045 0,053 0,049  -0,04059 Negativo Negativo
31 0,097 0,074 0,0855 0,041714 Negativo Negativo
32 0,076 0,096 0,086 0,042841 Negativo Negativo
33 0,059 0,062 0,0605 -0,01466 Negativo Negativo
34 0,057 0,062 0,0595 -0,01691 Negativo Negativo
35 0,091 0,082 0,0865 0,043968 Negativo Inconclusivo

12 36 0,243 0,12 0,1815 0,258174 Negativo Negativo
37 0,07 0,324 0,197 0,293123 Negativo Negativo
38 0,078 0,064 0,071 0,009019 Negativo Negativo
39 0,077 0,071 0,074 0,015784 Negativo Negativo
40 0,221 0,16 0,1905 0,278467 Negativo Negativo
41 0,109 0,14 0,1245 0,129651 Negativo Negativo
42 0,106 0,083 0,0945 0,062007 Negativo Negativo
43 0,08 0,075 0,0775 0,023675 Negativo Negativo
44 0,091 0,066 0,0785 0,02593 Negativo Negativo
45 0,074 0,065 0,0695 0,005637 Negativo Negativo
46 0,054 0,066 0,06 -0,01578 Negativo Negativo
47 0,089 0,137 0,113 0,10372 Negativo Negativo
48 0,069 0,073 0,071 0,009019 Negativo Negativo




13

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
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0,08
0,057
0,067
0,072
0,109
0,079
0,083
0,074
0,067
0,065
0,123
0,104
0,077
0,079
0,083
0,159

0,12
0,086
0,092
0,066
0,134

0,071
0,065
0,057
0,088
0,086
0,082
0,067
0,072
0,074
0,053
0,095
0,093
0,073
0,088
0,072
0,081
0,112

0,07
0,079
0,074
0,113

0,0755
0,061
0,062

0,08

0,0975

0,0805
0,075
0,073

0,0705
0,059
0,109

0,0985
0,075

0,0835

0,0775

0,12
0,116
0,078

0,0855

0,07

0,1235

0,019166
-0,01353
-0,01127
0,029312
0,068771

0,03044
0,018038
0,013529
0,007892
-0,01804
0,094701
0,071026
0,018038
0,037204
0,023675
0,119504
0,110485
0,024803
0,041714
0,006764
0,127396

Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Inconclusivo
Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo




Placa 8

Absorbancia Interpretacao Resultado
Rebanho Amostra 1 Absorbancia2 Absorbancia Média S/P Ratio ELISA TCC
Controle + 0,659 0,77 0,7145
Controle - 0,098 0,07 0,084

8 0,091 0,067 0,079  -0,00793 Negativo Negativo

9 0,066 0,084 0,075  -0,01427 Negativo
10 0,087 0,07 0,0785  -0,00872 Negativo Negativo
11 0,076 0,058 0,067 -0,02696 Negativo Negativo
12 0,063 0,069 0,066  -0,02855 Negativo Negativo
13 0,065 0,267 0,166 0,130056 Negativo Inconclusivo
14 0,135 0,084 0,1095 0,040444 Negativo Negativo
15 0,064 0,063 0,0635 -0,03251 Negativo Negativo
16 0,057 0,065 0,061 -0,03648 Negativo Negativo
17 0,071 0,078 0,0745 -0,01507 Negativo Negativo
18 0,767 0,643 0,705  0,984933 POSITIVO Negativo
19 0,065 0,073 0,069  -0,02379 Negativo Negativo

13 20 0,093 0,098 0,0955  0,018239 Negativo m

21 0,108 0,13 0,119 0,055511 Negativo Inconclusivo
22 0,239 0,29 0,2645 0,286281 Negativo Inconclusivo
23 0,063 0,094 0,0785  -0,00872 Negativo
24 0,2 0,204 0,202 0,187153 Negativo POSITIVO
25 2,145 2,185 2,165 3,300555 POSITIVO Negativo
26 0,052 0,067 0,0595 -0,03886 Negativo Negativo
27 0,068 0,1 0,084 0 Negativo Negativo
28 0,075 0,098 0,0865 0,003965 Negativo Negativo
29 0,062 0,073 0,0675 -0,02617 Negativo Inconclusivo
30 0,106 0,08 0,093 0,014274 Negativo Negativo
31 0,072 0,062 0,067 -0,02696 Negativo Inconclusivo
32 0,094 0,058 0,076 -0,01269 Negativo Inconclusivo




33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

0,061
0,071
0,071
0,061
0,077
0,088
0,068
0,064
0,116
0,067
2,019
0,071
0,075
0,256
0,092
0,072
0,111
0,051

0,09
0,069
0,098

0,073
0,072
0,075
0,077
0,109
0,072

0,06
0,059
0,069
0,081

1,91
0,093
0,141
0,251
0,059
0,062
0,155

0,06
0,067
0,085
0,105

0,067
0,0715
0,073
0,069
0,093
0,08
0,064
0,0615
0,0925
0,074
1,9645
0,082
0,108
0,2535
0,0755
0,067
0,133
0,0555
0,0785
0,077
0,1015

-0,02696
-0,01983
-0,01745
-0,02379
0,014274
-0,00634
-0,03172
-0,03569
0,013481
-0,01586
2,982554
-0,00317
0,038065
0,268834
-0,01348
-0,02696
0,077716

-0,0452
-0,00872

-0,0111
0,027756

Negativo Negativo
Negativo Inconclusivo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo POSITIVO
Negativo POSITIVO
Negativo Negativo
m Inconclusivo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo




Placa 9

Interpretacao
Rebanho Amostra Absorbancial Absorbancia 2 Absorbancia Média S/P Ratio ELISA Resultado TCC
Controle + 0,874 1,02 0,947
Controle - 0,091 0,084 0,0875
54 0,143 0,166 0,1545 0,0779523 Negativo Inconclusivo
55 0,175 0,116 0,1455 0,0674811 Negativo Negativo
56 0,086 0,103 0,0945 0,0081443 Negativo Negativo
57 0,102 0,07 0,086 -0,001745 Negativo Negativo
58 0,113 0,532 0,3225 0,2734148 Negativo Negativo
13 59 0,149 0,091 0,12 0,0378127 Negativo Negativo
60 0,123 0,096 0,1095 0,0255963 Negativo Negativo
61 0,084 0,079 0,0815 -0,006981 Negativo Inconclusivo
62 0,643 0,472 0,5575 0,5468296 Inconclusivo
63 0,097 0,074 0,0855 -0,002327 Negativo Negativo
64 0,133 0,124 0,1285 0,0477022 Negativo Negativo
Conclusao

e Dos 379 bovinos estudados, 10 foram positivos ao ELISA (2,6%);

e Dos mesmos bovinos, 16 foram positivos ao teste cervical comparativo - TCC (4,2%);

e Nenhum animal positivo ao TCC resultou positivo também ao ELISA;

e Dois animais que obtiveram resultado inconclusivo ao TCC, foram positivos ao ELISA.




