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1 INTRODUCAO

1.1 Definicao detuberculose bovina

A tuberculose bovina éuma entidade nosol 6gicainfecto-contagiosa de evolucéo crénica
e desenvovimento de lesBes granuomatosas caraderisticas. O agente dioldgico € o
Mycobacterium bovis, que forma, junto a outras micobadérias, o complexo Mycobacterium
tuberculosis dos mamiferos acmetendo especialmente o0 sistema respiratério dos
hospedeiros infectados. O fato desta doenca afetar além dos bovinos, diversas espédes
animais, tanto damésticas como silvestres, a transforma em um importante problema,
provocando [reuizos a peauaria bovina, suscitandorisco a salde pulicaface & seu aspedo
zoondico (Grange & Yates, 1994 Acha & Szyfres, 2003 Coallins, 2001)).

1.2Historico

O Myoobacterium bovis ja provocava, antes da ocupagcdd humana, a tuberculose em
animais das regifes que d@uamente crresponcem a Europa. No entanto, somente g06s o
proces de domesticagdo dos bovideos, ocorrido entre 8000-4000 a.C. € que surgem
evidéncias arqueoldgicas de infeccd humana por M. bovis através da observacéo de lesbes
tuberculosas em mimias de individuaos que viveram durante o periodo reoliti co, encontradas
na Alemanha. A origem de taislesbes foi atribuida, provavelmente, ainteragcéo ambiental dos
humanos com animais infedados e @ consumo de leite mntaminado (Dormandy, 2002
Reichman & Tanne, 2003.

Na Africa, algumas mimias dos Farads da dinastia Ramsés, que reinaram ha trés mil
ancs antes da @a aista no Egito antigo, apresentaram sinais compativeis com a tuberculose
Osea Na sociedade antiga, Hipocrates definiu a tuberculose como uma doenca natural
denominando-a de tisica, do grego phtysis, ou sga, que traz consumpcdo, devido ao
esgotamento fisico, freqlentemente gresentado pelos individuos afetados. Posteriormente,
Aristotel es também mencionoua ocorréncia da doenca na popuagéo grega, trés £aulos antes
da ga aistd. Na Franca ena Inglaterra, por volta do seaulo XVI, pacientes com tuberculose
ganglionar eram contemplados com o “toque real” pelos reis desses paises, 0 que, muitas
vezes era seguido de melhora dos sntomas, atribuindo-se tal efeito & essepsia do ambiente
onde os doentes permanedam aguardando o referido ritual. Também sdo antigos os relatos

desta enfermidade em animais abatidos na comunidade judaica, ao porto do Talmud, o livro



sagrado das judeus, proibir o consumo das carcaca de animais que gresentasem lesdes
pumonares, quando abatidos em matadouos ou submetidos ao sacrificio ritualistico
sugerindo ge os hebreus nos primordios da era cristd, no séaulo I, jA wnhedam as lesdes
presuntivas de tuberculose em ruminantes (Michalany, 1995 Corréa & Corréa, 1992
Dormandy, 2002.

Nos fallos XVII e XVIII, com o inicio da exploracd® anatbmica dos puimdes de
humanos, Frangois de la Boe, identificou em padentes mortos pelatisica estruturas anormais
gue lembravam tubérculos, do latin tuberculum ou sga noddo, dando aigem a
terminologia tuberculose. No século XVIII, esta doenca @a cnhecida por peste branca,
citada brevemente por Giovanni Morgagni, pai da anatomia patologica, e descrita am
detalhes por René Laennec (Dunlop & Willi ans, 1996 Ferreira Neto & Bernardi, 1997.

Em 1751 oRe Fernando VI da Espanha aiou uma lei que obrigava os médicos a
notificaeem todos os casos de tuberculose, afastando-se os doentes da comunidade,
gueimando-se todos os pertences dos padentes que vinham a falecer. A partir de meados do
seaulo XVl aRevolugéo Industrial na Inglaterra promoveu, além do desenvolvimento, uma
grande epansdo da polreza que, asociada & condgdes snitarias ruins, favoredam a
diseminac® de enfermidades, entre das a tuberculose, que acometia quase metade da
popuac® inglesa. Apesar de toda esta historia, a mmpreensdo da doenca sd ocorreu a partir
de 1810, gando Carmichad, um cientista inglés, olbservou que havia relagéo entre
tuberculose noduar ou escrofula, em criangas, e mnsumo de leite de vacapel as mesmas. Na
época ée oncluiu equivocadamente que adoenca ga desencadeada por fatores nutricionais
(Dunlop & Willi ans, 1996 FerreiraNeto & Bernardi, 1997%.

Entre 1865 e 1868, Jean Antoine Villemim demonstrou experimentamente a
transmisgbili dade da tuberculose humana e de bovinos a @welhos e wbaias. Em 24 de
marco de 1882, Robert Koch, descobriu o agente infecdoso da tuberculose, corando-o pela
fucsina-anilina e isolando-o em meio de alltura daborado a partir de humor vitreo de
bovinos de @atedouros, denominando-o, em 1884, tuberkdbacill en ou tacil o da tuberculose.
Em 1885, Roentgen descobre o raio X, dando impulso aos estudcs da enfermidade, método
posteriormente desonerado noBrasil, quando Manoel de Abreu imprimiu as radiografias em
filme de 35 milimetros, criando assm a dreugrafia (Grange & Yates, 1994 Michalany,
1995 Roxo, 1997.

Euférico com sua descoberta, Koch tentou podwzir uma vadna anti-tuberculose
utilizando extrato glicéico de bacilos, a0 qual denominou old tuberculin, ou tuberculina
velha. Os resultados foram ineficazes, mas a tentativa ndo foi em véo, permitindo-lhe a

descoberta do fendmeno alérgico em pesas que haviam tido contato prévio com o badlo.



Esta reacd foi melhorada por Charles Mantoux em 1908, tornando-se universal (Grange &
Y ates, 1994 Michalany, 19%).

A vadna anti-tuberculose utili zada hodernamente en humanos, foi desenvalvida entre
1908e 1919 po dais cientistas franceses, Calmette e Guérin, a partir de altura de M. bovis
com viruléncia denuada ou Bacilo de Camette e Guérin (BCG). Naguela época, 0
tratamento preconizado para a tuberculose en humanos limitava-se a isolamento do
padente associado ao repouso, ar livre eboa dimentacdo. Algumas vezes estas medidas eram
reforcadas com a aministragd de quinino, Cacio, creosoto, Enxofre, Ouro e Bismuto.
Neste interim, havia acrenca generaizada no meio cientifico, inclusive cmmpartil hada por
Koch, de que «istia gpenas um tipo ¢k badlo da tuberculose acometendo & humanos e os
animais. Poucos ® dreviam a discordar dessa idéia, tamanho o pestigio e aedibili dade de
Koch a éoca Entre os que se opurham a ete anceito, haviam cdebridades coevas da
medicina veterindria, a exemplo de Ravanel, M’ Fadyean e Bang (Grange & Yates, 1994
Michalany, 1995 Roxo, 1997.

Em 1897, Theobald Smith, nos Estados Unidos da América (EUA), observando que o
badlo gue acometia bovinos era menor, crescia mais lentamente in vitro e ga menaos sensivel
as modificagdes dos meios de ailtura do que o bacilo que aometia humanos, levantou
dividas ©bre ateoria da existéncia de um unico bacilo e descreveu a diferenciacéo entre os
badl os, denominado-os Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis e Mycobacterium
avium(Pritchard, 198§.

O séalo XIX foi, em funcd da tuberculose, de desdento para a sociedade
contemporanea. A humanidade perdia precocemente seus icones e ddadaos em geral. Como
exemplo poce-se dtar Frédéric Chopn, compositor classco que, vitimado pela tuberculose,
chegou a ser isolado em um monastério na ilha de Mall orca onde mmpés uma de suas mais
belas obras, Preltdios. Por volta de 1900, tantas eram as duvidas acerca da doenca, afetando
tanto os humanos quanto os animais, principamente m relagdo ao posdvel aspedo
zoondico da tuberculose boving, que o governo inglés decidiu nanea uma comissio para
estudar o asunto (Pritchard, 1988 Dormandy, 20(@).

Foi entdo criada a Royal Comnisdon on Tuberculosis, que, ao invés de limitar-se &
opinides de espedalistas, resolveu desenvolver um extenso programa de pesquisa, visando a
geracéo de anhedmentos que esclareceseem definitivamente a duvidas obre atuberculose
em bowvincs e sua relagédo com a doenga en humanaos. Essa Comissio trabalhou dce 1901 a
1911, dspondo @& um laboratério e uma fazenda experimental, e dhegou a mnclusdo de que

bovinos tubercul osos representavam risco para asalude pulica eque dgo deveria ser feito,



pois a ocorréncia da doenca nesses animais era an numero aarmante (Pritchard, 1988
Corréa& Corrég 1992.

A patogénese da enfermidade ea anda cnfusa, quandoem 1917,Karl Ranke comparou
0 seu desenvalvimento com o dasifili s, determinando trés periodas distintos, isto &, infeazdo
primaria, diseminacdo e lesdo organica isolada. Posteriormente essa Ultima forma, pasou a
ser denominada @mo tuberculose priméria, a partir da qual poderia ocorrer evolucéo para
tuberculose de redivacé enddgena ou de reinfeccd exogena (Pritchard, 1988 Grange &
Y ates, 19949.

Entre o fim do séaulo XIX einicio doséculo XX, atuberculose aometia entre 20 e 40%
dos bovinos de muitos paises da Europa. A partir de entdo ficaram patentes os problemas
sociais e emndmicos dewrrentes da doenca e o0s paises desenvolvidos iniciaram a
implantac@® de programas para cntrole eerradicagdo. ApGs vérias décadas, muitos paises
europeus, da Oceania e da América do Norte, alcancaram boa parte de seus objetivos,
apresentando atualmente baixissmas taxas de incidéncia eprevaléncia da tuberculose bovina
(Corréa& Corréa 1992 FerreiraNeto & Bernardi, 1997).

No Brasl em 1938, Torres e Pade isolaran 0 Mycobacterium bovis de |lesbes
humanas, tratando-se da primeira pulicacd ma literatura médica nadonal sobre o asaunto
(Souza @ d., 1999.

Até 1970 o badlo da tuberculose bovina @a @nsiderado uma variante do
Myacobacterium tuberculosis e denominado M. tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis
subespéde bovis. A proposta para sua dassficagéd como espéde individua denominada
Mycobacterium bovis foi feita por Karlson e Lessel em 1970 (Ferreira Neto & Bernardi,
1997).

Quanto ao tratamento, até 1940as pesas tuberculosas eram tratadas como nas tempaos
passados, existindo informagdes inclusive da utilizac&® de intervencdes cirdrgicas, como no
cas0 de reseccdo do puméo comprometido e de indugdo de pneumotérax com fins
terapéuticos. SO em meados do séallo XX howe o incremento terapéutico através da
utilizac® da estreptomicina, da rifampicina, e daisoniazida, esta Ultima descrita en 1912,a
qual, em 1945 teve sua dicAda mmprovada en laboratério, atuando sobre os addos
micoli cos da parede cdular das micobactérias. A partir da década de 1960, até os dias atuais,
foi preconizado otratamento de humanos tubercul osos por meio da utili zag& de um coquetel
com os antibi6ticos adma mencionados (Corréa & Corrég 199).

No ambito peaiario, a tergpéutica anda € discutivel, pds a legislagcédo sanité&ria da
maioria dos paises que dcancaram bors niveis de @ntrole, ndo a premnizam, em

contrapartida existem pesquisas indicando tratamento para bovinos em doses diérias e



intervaladas utilizando pincipamente aisoniazida (Langenegger et a., 1991 Corréa &
Corréa 1992 Mota d al., 2009.

Hodiernamente areaudescéncia da tuberculose a configura como dcencga infecaosa
humana que mais mata en todo omundo,sobretudo em paises em desenvolvimento da
Asia, Africa eAméricalatina, os quais possiem respedivamente 94%, 82% e 60% de suas
popuagdes humanas em éreas rurais correndo pdencial risco de ntrair a tuberculose
zoondica Deve-se mnsiderar também o irrefutdvel aspecto de enfermidade ocupacional,
guando trabalhadores envalvidos na calela produiva da cane e do leite sGo expostos ao
risco de ontrair a infec@®. Além destes fatores, também sdo consideraveis 0s prejuizos a
bovinocultura, justificandoa glicacéo de medidas emergenciais de cntrole da enfermidade,
precnizadas desde 1911(Cosive d a., 1999.

1.3 Aspedos cio-eamndmicos

Estimava-se que d@é o final do seallo XX esta zoonee estaria erradicada dos paises
desenvalvidos, mas ndo foi o que ocorreu, inclusive ocorrendo como doenca reemergente,
principalmente por fatores tais como, advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), o surgimento de cepas de micobactérias multiresistentes aos coquetéis de
antibioticos, e espedalmente, nas paises em desenvolvimento, as cond ¢des de vida precrias
das popuagies (Cosive ¢ a., 1998 Reichman & Tanne, 2003.

Nos paises desenvalvidos, os programas de cntrole eerradicacé da tuberculose bovina
basearam-se no emprego de varios métodas tais como, o sacrificio de animais diagnosticados
como pasitivos, a investigacdo epidemiol bgica retrospectiva apartir do monitoramento de
cacacas de animais com lesbes presurtivas de tuberculose en matadouros-frigorificos,
asciados a implantagdo de um eficiente proces de pasteurizagdo do leite, reduzindo
drasticamente aincidéncia da doenga caisada por M. bovis em bovideos e humanos. Apesar
do pincipal agente dioldgico da tuberculose humana ser o Mycobacterium tuberculosis, em
torno e 5 a 10% das infecgdes em humanos sdo decorrentes da infeccdo pa M. bovis.
Ambos microrganismos prodwem doenca indistinglivel clinica radiolégica e
patol ogicamente (Wedlock et al., 2003.

Ja an 1993, wganismos da Organizacé@® das Nagbes Unidas (ONU), como no caso da
Organizacd® Munda de Salde (World Health OrganzationWHO), e a Organizacé® das
Nagdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura (Food andAgricultural Organzation-FAO)
dedaravam a tuberculose mwmo emergéncia mundal, e promoveram, em conunto com a
Organizacd® Munda de Salde Anima (World Organsation for Animal Health-OIE),

pesquisas objetivando o asenvavimento de vadnas para animais e humanos mais eficientes



gue aBCG. No mundo, atualmente sdo estimados cerca de trés milhdes de Obitos anuais,
causados por tuberculose an humanos. Este nimero € maior que o total de mortes causadas
pela AIDS, malé&ria eoutras doencas tropicas (WHO, 1994 Cosive 4 a., 1998 Kaufmann,
2001D.

Ha estimativa de que um terco da populac@® humana estgja infectada com o badlo da
tuberculose. Entretanto isto nfo se detiva an um problema de dta gravidade ja que, apenas
10% das pesas imunoccompetentes, infedadas com Mycobacterium desenvolvem a doenca
Os 90% restantes, ndo adoecem e dificilmente transmitem a tuberculose (Kaufmann, 20Q).

Ainda mncernente a aspedo zoondico da doenca, suaimportancia no ambito da salde
pubica e apresencadesta enfermidade an rebanhos bovinos traduz-se an risco iminente a
salide humana, sgja na forma de doenca ocupacional, ou através do consumo de produos de
origem animal contaminados com o bacil 0, sobretudoleite ederivados lacteos consumidaosin
natura. Estima-se que 90% do leite prodwido ncs paises africancs, da regido abaixo do
Deserto do Saara, € mnsumido in naura ou em forma de walhada. Aliés, o emprego do
proces Oe pasteurizacd® de leite dnda é uma redidade distante en muitos paises em
desenvolvimento. A carne bovinan&o pode, arigor, ser imputada @mo via de transmissio da
tuberculose, pelo menos em paises onde da é consumida g6s coccd e, adém do mais é
muito raro o encontro do badlo na musculatura. A inspecdo sanité&ria en matadouros-
frigorificos, pa prudéncia, faz a @mndenacd percial ou total de caceacas de animais
portadoras de lesbes presuntivas de tubercul ose, constituindo-se um excdente instrumento de
vigiléncia da doenca amparado legalmente (Corréa& Corréa 1992 Cosive, 1998 Abrahdo,
1999.

Os prguizos na caleia produiva da cane e do leite, em fungéo da tuberculose,
estimados entre 10 e 25%, estdo vinculados as perdas diretas resultantes da morte de animais,
a reducdo gradativa dos indices zootémicos e & condenagdes de cacagas em matadouros-
frigorificos b inspecdo sanitéaria. Além dis, a presencada enfermidade nos rebanhas torna
0 produo, resultante da pecuaria, vulneravel a barreiras snitarias, impaostas pelo mercado
internadonal. Destarte, diminui-se a credibili dade e competitividade dos produos, pas
trata de uma zoonase que integra alista da OIE. Devido a estes fatores, os prejuizos na
peauariamundal, em funcéo datuberculose, sdo de aproximadamente trés bil hdes de ddlares
por ano(Lage € al., 1998 Garnier et a., 2003.

As exigéncias crescentes no que diz respeito a seguranca dimentar, faz com que a
inspecd sanitaria de produos de origem anima situe na vanguarda da vigil ancia sanitéria
visando a protecdo da salde dos consumidores. Por is® a globalizacdo da econamia tem

implementado o rigor da inspecdo de dimentos em respeito a0 mercado interno, mas



principamente an atendimento a mercados externas, extremamente exigentes no que tange

a qualidade sanitéria dos produos por eles importados. Tais exigéncias $0 amparadas por
organismos internadonais, como por exemplo, a Organizagdo Munda do Comeércio (World
Trade OrganzationWTO). Este omportamento dos mercados motivou s paises
exportadores a revisarem suas paliticas de seguranca dimentar e alotarem as normas do
Codex Alimentarius, criado em 1963, como base tecnico-cientifica para garantir que os
alimentos consumidos pela popuacé® tenham cond¢bes sanitarias e higiénicas apropriadas.
A situag® Oe seguranga einocuidade dimentar no mundofoi amplamente discutida na 53
Asembléia da Organizacd® Munda de Salide (World Health OrganizationrWHO) em maio
de 2000.A partir dessa discussio foi emitida uma resolucéo, estabelecando que aseguranca
e inocuidade dimentar sdo prioridades globais, reamendando aos Estados Membros, entre
eles 0 Brasil, gque revisem suas pdliti cas de salide pulica(WHO, 2005.

Apesar do Brasl deter o maor rebanho bowno comercial do mundo, com
aproximadamente 195 milhdes de cdecas, distribuidas em quase 2,5 milhGes de
propriedades rurais; de haver mais de 4.500 estabeleamentos com inspecé induwstria e
sanit&ria an nivel federal e de @nfigurar-se cmo o pincipa pais exportador de crne
bovinain naura, ha anda o paradoxo doabate dandestino resporsavel pela metade do total
de bovinos abatidos no Pais, para @nsumo no mercado interno. N&o olstante, quase metade
da producéo brasileira de leite ndo recebe um processamento adequado antes de ser forneddo
para apopuacd® (Alves, 2002 Pardo et al., 2002 Brasil, 2002 Leite @ a. 2003.

1.4Etiologa

A tuberculose bovina tem como agente dioldgico a espéde Mycobacterium bovis, uma
badéria pertencente aordem Actinomycetales, e afamilia Mycobacteriaceae, descrito pa
Robert Koch em 1882. E uma das éspécies causadoras da tuberculose en mamiferos, que
constituem um grupo de cinco micobactérias fil ogeneticamente relacionadas, o complexo
Mycobacterium tuberculosis de mamiferos (MTB), a saber: M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. microti e o M. canettii (Grange & Yates, 1994 Biet et al., 2005.

Outro grupo e micobactérias genatipicamente diferentes das constituintes do complexo
MTB, formam o complexo Mycobacterium aviuntintracdlulare (MAC), o qua inclui duas
espédes (M. avium e M. intracdlulare). O M. avium é subdvidido em quatro subespéaes
(s9.): sp. avium, s9. paratuberculosis, s9. silvaticum e recentemente s. hominisauis.
Séo badérias que, em bovinos, provocam reacd® cruzada nos testes de hipersensibili dade a
derivados proteicos purificados (Dvorska d a., 2009.



M. avium spp avium € o agente da tuberculose am varias especies de aves e asociado
aos quadros de linfadenites granulomatosas em suinos. M. avium spp paatuberculosis é
causador da doenca de Johne an ruminantes e foi encontrado em tecido ce humanos com
doengcade Crohn(Dvorska ¢ al., 2004 Biet et al., 2005.

Micobadérias sprofitas ou “atipicas’, com potencial patogénico, tém sido identificadas
como causadoras de doencgas, que ndo a tuberculose, em animais e no hanem. Estas fazem
parte do complexo micobadérias outras que ndo as causadoras de tubercul ose (mycobacteria
other thantubercle-MOTT) incluindo-se entre das, o M. fortuitum, M. pHei, M. smegmatis e
M. chelonae, causadoras de infeccbes e quadros morbidos, denominados genericamente de
micobaderioses (Thoen et a., 1981 Lage  al., 1998).

As micobadérias ainda podem ser agrupadas quanto a patogenicidade en complexos
com espédes classcas (patogénicas) e dipicas (ndo patogénicas). As espédes classcas S0
reconhecidas como causas de doencas em seres humanos e aiimais e @nstituem-se dos
badlos Mycobacterium bovis, M. avium, M. tuberculosis, M. paatuberculosis, M. leprae.
As demais espécies 0 classficadas como atipicas, ndo causadoras de doengas (Blood &
Radostits, 1989.

Existem mais de 70 espédes no ¢género Mycobacterium, classficadas b dversos
critérios. O diagnastico “padréo-ouro”, no caso de M. bovis é o isolamento definitivo da
badéria, sendo oliido pa meio de alltivo. A importancia de dassficar a micobactéria
envolvida na infecc® € de aunho epidemioldgico, profildaico e para asaide pudica A
andli se quimicade diferentes grupos funcionais de acdos micdlicostipol, I, 11, IV, V e VI,
presentes na parede das micobadérias € uma forma de dasdficagcdo, e posshilita a
identificac® da espécie ewvalvida, uma vez que acompaosicédo dos grupcs moleaulares é
espedfica. O complexo MTB, do qu o Mycobacterium bovis faz parte, apresenta en sua
parede céular os grupcs I, Il e IV de &édos micdlicos. Ese método tem sido Uilizado no
Brasil como umatécnicade rotina para aidentificacdo de micobadérias desde 1992 (Leite &
a., 1999.

Morfologicamente os badlos da espéde M. bovis sdo curtos, intraceulares facultativos,
agobhicos, iméveis, ndo esporulados, ndo flagelados, ndo capsulados e ndo produores de
toxinas. Tém como propriedade tintorial caraderistica a dcodl-acido resisténcia, em funcéo
da cgaddade de formar complexos com os derivadaos de trifenilmetano, resistindoa a;do do
alcod-addo. Apresenta-se en formato de bastonete reto, encurvado ou ainda ramificado,
medindo ce 0,3a0,6 micrometros (um) por 1 a4 um. Contudo sdo propriedades que também
estdo asciadas a outros géneros tais como Nocardia, Rhodacoccus e Corynebacterium
(CPZ, 1988 Corner, 1994 Lage d a., 1998).



Também sdo caracteristicas peauliares a0 M. bovis um periodo c& geracéo longo,
demandando & 16 a 20 haas, dependendo ch oferta de Oxigénio e de nutrientes. Posaui
estreita relac® filogenética @m o Mycobacterium tuberculosis, cujos genomas, ambaos
descritos por completo, apresentam mais de 99,9%% de similaridade. Esta Ultima espéde de
micobadéria, poswui quase 250 genes envalvidos no metaboismo de addos graxos
(Kaufmann, 2001 Garnier et a., 2003.

Os mecaiismos imunoptogénicos da infeacdo pa M. bovis estdo dretamente
reladonados a mmposicédo da parede cedular do badlo. Esta € complexa, e posai dta
concentrac@® de lipideos, corresponcendo a cerca de 20 a 40 % do peso seco do ladlo,
conferindo-lhe resisténcia @ sistema imune do haspedeiro e as desinfetantes addos e
dcdis. Esta @raderistica torna sua parede ceéular hidrofébica eimpermeavel a corantes
agquasos, quando réo submetidos ao aguedmento (Pollock & Nelll, 2002).

A parede cdular das micobadérias é formada seqienciamente, da parte interna
adjacente a citosol, para 0 meio externo, pela membrana dtoplasmética seguida de uma
camada intermediaria de peptideoglicanos, como pa exemplo, o glucolil -murémico, ligados
a0 agica arabinogaladano e estes a0 addo micdlico correspordente apor¢éo externa da
parede baderiana, denominada complexo micolil arabinogalactano. Esse mmplexo atua ammo
uma camada de cera, que impermeabili za asuperficie da micobactéria tornando-a altamente
resistente as compostos hidrofilicos e a desscagdo, aém de dificultar a catacd de
nutrientes retardando oseu crescimento (Collins, 1994 Lage ¢ al., 1998 Nelll et al., 200).

Os principais grupcs de li pideos livres presentes na parede celular das micobadérias s0
os addos micdli cos, resporsavels pela caracteristica dcool-addo resisténcia. Tal propriedade
€ observada en métodos de mloragcd a exemplo do Kinyoun e do Ziehl-Neelsen e suas
modificages por Faraco e Wade (Behmer et al., 1979.

JA os glicolipideos ou micosideos do complexo micolil arabinogaladano, como a
lipoararbinomana, sdo resporsaveis pela toxicidade, pelo estimulo a resposta inflamatoria
granulomatosa e pela resisténcia das micobactérias fagocitadas, além de duarem na
permeabili dade céular e resisténcia asubstancias desinfetantes. O fator corda ou dmicolato
de tredose, € resporsavel pela craderistica de aescimento colonial das micobactérias
virulentas, e os allfoli pideos de trealose que estdo locdizados na periferia da parede céular,
também atuam como fatores de viruléncia. Todos lipideos da parede cdular adma
mencionados corrobaram com a resisténcia do kecilo a atdo enzimética dos macréfagos,
atuando ra inibi¢éo da fusdo dofagossomo com o lisossomo, o que eplica parciamente o

fato de que estes microrganismos tenham éxito no meio intracdular. Além diss, existem



outros mecanismos bioquimicos e moleaulares que auam inibindo a fusdo dcs fagossomos
aos lisossomos nointerior dos maaofagos (Colli ns, 1994 Pollock & Neill, 2002.

No aspedo de resisténcia e sensibili dade, as micobadérias patogénicas apresentam, em
funcd principamente aconstituicdo da sua parede cdular rica ean lipideos, resisténcia a
varios agentes fisicos e quimicos. As espécies causadoras de tuberculose mantém sua
viabili dade an condc¢bes de umidade, temperatura e @ abrigo da luz solar, ncs estabulos e
aviarios por quatro ancs, em pastos por dois anos e en matéria organica en estado e
putrefacd pa periodcs de seis meses até quatro anacs, na agua por até um ano, e en produos
de origem animal por até dez meses. Resistem bem as baixas temperaturas e ao pH acido,
contudosdo sensiveis aluz solar direta por agdo das raios ultravioleta, e agentes desinfetantes
como fendis a 5% por trés horas, formol a 3%, e hipoclorito de S6dio a 5%. No entanto, as
ages dos desinfetantes podem ser afetadas pela @ncentrac® dos produos, tempo e
eXposicén, temperatura e presenca de matéria organica Compaostos de anénio quaternario e
clohexidine ndo destroem o badlo (Carter, 1988 Morriset a., 1999.

As micobadérias S0 polco resistentes ao cdor, morrendo Elo aqguedmento até a
fervura en poucos minutos. A pasteurizac®, consistindo no tratamento do leite a 62,8
65,6 por 30 min ou 71,7€ por 15 segundcs, mata dém das micobactérias, a maioria dos

microrganismos ndo esporulados (Roxo, 1997.

1.5Epidemiologa

A tuberculose foi perpetuada aravés dos milénios, principalmente por trés hospedeiros,
0 bovno, o hanem e @ aves, que ntribuiram para amanutencdo do Mycobacterium na
natureza. Mycobacterium bovis posaui um elevado gau de viruléncia tanto para os animais
quanto para 0 hanem, em contraste @m 0 agente da tuberculose humana, Mycobacterium
tuberculosis, o qual é virulento para 0 hanem, e é menos patogénico para 0 bovino que,
guandoinfedado por essa micobadéria, poce desenvalver doenca de carater auto-limitante,
ndo sendo olservada transmissio entre bovinas ou e bovinos para humanos. A infecgéo de
bovinos por Myocobacterium avium ndo é frequiente, padendo desenvolver lesdes ao nivel de
linfonodes, que raramente generalizam, no entanto, como as demais micobadérias do
complexo MAC, provocan sensibilizagdes alérgicas inespedficas, interferindo no
diagndstico da tuberculose bovina (O'Reilly & Daborn, 1995 Moda d a., 1996 Lage et d .,
1998.

M. bovis é um patdgeno uhqlitério, e tem um abrangente leque de hospedeiros,
tornando seu modelo epidemioldgico de transmissio um dos mais complexos dentre os

microrganismos patogénicos. Apesar de muitas espédes frem suscetivels a este badlo,



pouwcas atuam como haospedeiros mantenedores da infecgéd, conseguindo transferi-la
efetivamente para outras espédes, a exemplo das bovinos Bos taurus e Bos indicus, no
mundo inteiro, bdfalos Bubdus bubdis espedamente na Austrdlia e Syncerus caffer na
Africa euatorial, o bisdo Bison kison na América do Norte, e os cervos Odocoil eus
virginianus e Cervus elaphus na Nova Zelandia e América do Norte. O marsupial
Trichosurus vulpeaula na Nova Zelandia eo furéo Meles meles no Reino Unido e Irlanda
mantém a infecgéo dentro de suas popuagdes através da transmissio pseudo-vertical entre
mae efilhate, e horizontal durante o acasalamento, entretanto a interag&o atipica destas duas
Ultimas espédes de animais slvestres dao especial importancia natranslagédo doM. bovis, ou
sgja, asua passagem de uma espécie aoutra(Morriset al., 1994 Waters et a., 2003.

Os hospedeiros disseminadores domésticos e sil vestres, spill over hosts, compdem uma
vasta lista, como 0s pequencs ruminantes, equideos, felideos, canideos e suideos, que se
infedam apGs um desafio de expasicéo ao M. bovis, mas na auséncia de infeccdo adquirida
continuamente de um hospedeiro mantenedor, néo mantém a infeccd dentro da espéde. O
homem também pertence aesta cdegoria. O Quadro 1 demonstra aocorréncia das principais
micobadérias no hanem e em alguns animais domésticos (Morris et al., 1999.

Quadro 1 Ocorréncia de tuberculose e frequéncia das principais micobadérias em humanos e em alguns
animais domésticos.

ESPECIE OCORRENCIA M. bovis M. tuberculosis M. avium
Humanos Comum ++ +++ +
Bovinos Comum +++ + ++
Suinos Comum +++ ++ +++
Ovinos Rara +++ - ++
Caprinos Rara +++ - ++

Cées Rara ++ +++ +

Gatos Rara +++ ++ +
Equinos Rara +++ + +

(+++) = agente mais comum,; (++) = agente menos comum; (+) = agente raro; (-) = agente ndo olservado.
Fonte: Corréa& Corrég 1992

No aspedo de resisténcia natural a infeccéo por M. bovis, estudos em murideos
demonstram haver uma relacd® com a expressio das genes Bcg e o Nrampl, e resisténcia a
infeazdo. Em bovideos a quantidade devada de linfécitos T y/d circulantes também sugere
uma resisténcia maior destes animais, particularmente nas ragas da espécie Bos indicus,
porém todos estes fatores citados ainda requerem investigaces pormenorizadas (Poll ock &
Neill, 2009.



A fonte de infeccdo do M. bovis em um rebanho po@& nsistir, principalmente, na
presenca de animais infedadas, que podem propagar o badlo para outros animais susceiveis.
Em paises onde ndo ha detivas medidas de controle eerradicag@ a taxa de morbili dade em
bovideos stua-se an torno ce 8 a 10%, e a letalidade natural pode dhegar a 50%, se a
enfermidade for levada atermo, uma vez que os animais de rte vao cedo para o abate, ndo
opatunizando o desenvavimento do quadro cronico da tuberculose. O animal infedado
transmite a doenca principamente por via aerégena, € an menor proporgéo através da
contaminac@® ambiental, da &gua, pastagens, utensilios e wchos, com fezes, urinag, caarro,
seaecles uterovaginais, leite e produos de dscedacdes de linfonodes (Corréa & Corréa
1992 Morriset a., 1999.

A viade transmissio pock ser determinada pela locdizagdo dalesdo nofoco primério e
nos ganglios linfaticos regionais. Alguns resultados de infeccbes experimentais,
simultaneamente por via aerégena ealimentar, evidenciam que 80 a 90% dos individucs s80
infedados por via ardgena, através dainalacé de aerossdis contaminados com o bacilo. Em
animais adultos, poce-se encontrar uma predominancia de lesbes em ganglios bronqgucos
e/ou mediastinicos. Iguamente an bezerros, a via agdgena @nstitui a via de maior
importancia (Neill et a., 1999.

Ocasionamente, um grupo saudavel de bezerros pode ser infedado pelaingestéo de leite
contaminado pelo M. bovis proveniente de vacas com mastite tuberculosa, presente en torno
de 1% das vacas infedadas. N&o obstante, esta étambém a principa forma de transmissio da
tuberculose dos bovinos para humanaos. Outras vias de transmissio menos usuais tém sido
relatadas, tais como, a infec¢éo cuténea que requer contaminagd de uma lesdo primaria pelo
badlo datuberculose eo uso de solugdes destinadas ao tratamento de mastites contaminadas
por M. bovis, pocendo infedar a gldandda maméria, resultando em transmissio iatrogénica
Também sdo de pouca importancia a transmissio transplacentéria, considerada rara nos
bovinos, e aviaintra-uterina eatravés do coito, pa sémen contaminado (Morris et a., 1994
Neill et a., 1999.

Um exemplo de que os bovinas tuberculosos s50 a principa fonte de badlos, para a
manutencéo da infeccéd em um rebanho, foi observado no Texas, once ocorre a maior
incidéncia de tuberculose bovina nos EUA, quando um estudo ce emssstema envolvendo
doze rebanhas bovinaos tubercul 0sos e dois ndo afetados pela doencarevelou gue todas as 670
amostras coletadas dos mamiferos outros que ndo os bovinaos, aves e do meio ambiente, como
solo, &gua ear, relacionados ao ambiente dos quatorze rebanhos, foram negativas na prova de
cultivo quanto a presenca de M. bovis. O mesmo ocorreu com 119 amostras de urina,

provenientes dos trabalhadores envalvidos com os rebanhos bovinas adma mencionados.



Esss resultados indicaram que 0s reservatorios, ouros que ndo os bovincs, ndo foram
fatores determinantes na transmissio datuberculose (Pill ai et al., 2000Q.

A eliminagd® do M. bovis pelo bovino infedado pod ocorrer através da respiracéo,
seaegles e excre@des, constituindo-se o proprio bovino ra fonte de infeazdo, mesmo antes
do animal tuberculoso desenvolver lesbes tedduais. Animais haspedeiros disseminadores
infedam-se mais fadlmente por outras vias que ndo a respiratoria, pa exemplo a via oral.
Quanto a via transplacentéria, apesar de groximadamente 5% das vacas infectadas
apresentarem tuberculose @ nivel uterino, apenas 1% dos bezerros provenientes de vacas
tuberculosas $0 infedados por via @ngénita, quando se observa um quadro grave de
metrite tuberculosa (Morriset a., 1994 Neill et a., 1994 Menzies & Neill, 200Q.

Deve-se ressaltar que atuberculose écaracteristicamente uma doencaque deta rebanhacs
leiteiros, principamente animais estabulados. Quanto aos rebanhos de orte infedados,
criados extensivamente, ha maior dificuldade na transmissio do kacilo. Ta observacd pdde
ser confirmada pela baixa incidéncia da doenca an novil has sadias colocadas em pastagens,
juntamente @mm vacas comprovadamente infedadas, o que ndo ocorre quando as mesmas 0
estabuladas com vacas tuberculosas. O conhecimento de tais caraderisticas epidemiol bgicas
€ esencia ainspecdo sanitéria, principamente em estabel ecimentos que redizam o abate de
vaca leiteiras de descate (Morriset a., 1994 Menzies & Neill, 200Q.

A tuberculose bovina posaii distribuicBo mundal mas, nos paises industrializados,
encontra-se an fase asancada de ontrole ou erradicagcdo. Sua ocorréncia @ncentra-se
principalmente em paises em desenvovimento e en criagdes intensivas, como ha
bovinoculturaleiteira (Cosive  a., 1998.

Na Africa, vinte ecinco paisesinformam que a ocorréncia da tuberculose bovina ébaixa
ou esporddica, seis informam que adoenca éenzodtica edas descrevem que tém dta
ocorréncia da doenca, e 85% da popuagdo bovna do continente esta en aress onde se
controla parcialmente ou réo ha wntrole nenhum da enfermidade. Na Asia, dezesseis paises
reportam a tuberculose bovina como esporadica ou de baixa ocorréncia; um Pais, Barein, a
informa @mo enzodticg dez paises ndo informaram sobre a doenca e nove nagdes néo
possuem dados da doenca 94% da popuacd® bovina e99% da bubelina asidticas estdo em
regides onde atuberculose bovina tem controle parcial ou réo tem controle dgum. Entre os
paises da AmeéricalLatina eCaribe, daze informam a tuberculose bovina @mo esporadica ou
de baixa ocorréncia, entre eles o Brasil. Sete areportam como enzodtica e um Pais, a
RepuldicaDominicana, areporta mwmo de dta ocorréncia. Doze paises ndo informaram sobre

aocorréncia eem dois paises ndo ha dados hbre adoenca Nesta regido americana, 24% do



rebanho bowno se encontra an areas onde atuberculose bovina éparciamente ntrolada

ou réo recebe qualquer tipo e controle (Cosive  a., 198B).

1.6Imunopatogenia

A inalac® do badlo, pelo anima suscetivel, através de perdigoto contendo gdiculas,
expiradas pelo animal infedado, resporde por cerca de 90% das infecgbes. Neste caso as
particulas mais pesadas vao ao chdo sendo menas infectantes, e @& mais leves sio inaadas e
conseguem atingir os bronquolos dos animais usceiveis, once libera o nicleo seam, com
menaos de 5um de didmetro, contendo paucos badlos. Os nucleos maiores o eliminados do
organismo pa mecanismos de defesa inespecificado trato respiratorio, enquanto os menores
podem estabelecer o foco de infecgdo da tuberculose ocorrendo a interacdo entre & células
de defesa do haspedeiro com o patdégeno (Pollock & Neill, 20039.

Ainda quanto ao contégio, raramente ocorre de forma vertical. A forma horizontal por
ingestdo também é pouco freqliente, como pa exemplo em bezerros ladantes, porque em
torno ce 1% das vacas tuberculosas desenvolvem a mastite tuberculosa por Mycobacterium
bovis. Por outro lado, esta Ultimaforma de cntagio, assume relevancia no aspedo zoondico,
por ser aingestédo de leite au a principa via de transmissio da tuberculose para os humanos
(Morriset a., 1994 Menzies & Nelll, 2000Q.

Fatores ambientais como a ventilac®, e também a luz solar através dos raios
ultravioleta, podem interferir no poceso de transmissio do M. bovis, o pimeiro,
dificultando oacesso a0 haspedeiro e 0 segundo astruindo o laalo (Morris et a., 1994
Neill et al., 1994; Neill etal., 200).

A imunopeatogenia da tuberculose bovina, analisando a via de infec¢céo mais comum que
ocorre de forma inalatoria, pode ter seu desenvolvimento a partir da eitrada de
Mycobacterium bovis no aganismo do hapedeiro, determinado pa trés fatores. o primeiro
fator € acarga infedante, que dnda necessta de pesguisas, pas experimentamente ja se
prodwziu iatrogenicamente a doenca cm menos de seis badlos introdwidos no trato
respiratério em bovinos, e en ovinos de um a dnco badlos introdwidos via a@osis
prodwziram lesdo pumonar, ao pas que treze milhdes de bacil os introdwidos via oral ndo
conseguiram prodwzir lesdo em ovinos. Todavia, estudos concernentes a dose infedante
ainda necesstam de wmprovagdes em bovincs, pdas a maioria dos dados refletem
experiéncias em peguencs animais e humanos; o segundoé€ a viruléncia do kecilo, que se
refere acgpaddade do microrganismo causar infea;d em determinado haspedeiro; o terceiro
€ aresisténcia ou imunidade natural do haspedeiro, adiada abs mecanismos de protecdo das

vias aéeas atraves das barreiras inespedficas, além da imunidade alquirida. Esta Ultima,



pode ocorrer com perfil humoral ou cdular, quando houer contato com alguma particula ou

ser estranhos a0 organismo, envolvendo leucocitos, como os macrofagos, neutrofil os,
linfécitos T e linfécitos B, que interagem por meio de receptores ou pa secregéo de
quimiocinas (Morriset a., 1994 Neill et al., 1994 Lage ¢ al., 1998§.

A respaostaimune humoral ocorre quando s linfocitos T helper virgens (Tho) moduam-
se an linfécitos T helper 2 (Th2) expressando co-receptores CD8, sensibili zados por
quimiocinas tipo Interleucinas (IL) 4, 5, 6 e 10. Destarte, os linfocitos B (LyB) séo
adonados e moduam-se an plasmdcitos produzindo anticorpas, 0s quais ndo sao cgpazes de
atacar o M. bovis, devido a sua localizac® intracelular, no fagossomo, caraderizando-se no
caso datuberculose, uma resposta ineficiente. Este perfil de resposta favorece ainstalacéo do
quadro nosoldgico de anergia num estédio terminal, onde ndo ha resposta dtomediada, mas
ocorrem atos niveis de aiticorpos circulantes. Este quadro, apesar de ndo totamente
esclareddo, aorre possvelmente mediado pa quimiocinas tipo Interleucina-10 (IL10) e
ausénciade Interferon-y (IFN-y) (Neill et al., 2002 Pollock & Neill, 20039.

A produwgéo de anticorpos também pode cntribuir para a patogénese da tuberculose,
formando complexos antigeno-anticorpo, G quais, ao ativarem o0 sistema complemento,
podem causar lesdo tecidual ou inibir 0o aces de macréfagos ao sitio inflamatdrio,
preudicandoa diminacd® doM. bovis (Nelll et al., 2002 Pollock & Neill, 2002 Hope @ al.,
20049.

A resposta imune mediada por células ocorre quando maaofagos e céulas dendriticas
ou cdulas de Langerhans fagocitam e processam o M. bovis e gresentam os antigenos para
os linfécitos moduados em T helper 1 (Th1l), que expressam co-receptores CD4 ™, e liberam
quimiocinastipo Interleucina12 (IL12), Interferonty (IFN-y) e Fator de Neaose Tumoral-a e
B (TNF-a e TNF-B) que etimulam o reautamento de outros maadfagos, linfécitos e
fibroblastos. Este process ocorre aentre duas e dez semanas apés o0 contato com o M. bovis, e
€ aresposta mais eficiente contra o badlo. A consisténcia na moduagd dcs linfocitos T
helper virgens (Tho) em Th1l ouTh2 é peauliar em cada animal, sendo constatado nosangue
periférico de bovideos tubercul osos as quimiocinas IFN-y de perfil Thl, e IL4 de perfil Th2,
demonstrando qle anbas as respostas ocorrem concomitantemente em bovideos infectados
por M. bovis (Neill et al., 2001 Pollock et a., 2001).

Um exemplo consistente da dualidade e ©ncomitancia nas respostas Thl e Th2 ccorre
com as cdulas dendriticas, que @mmpdem um sistema especidizado ra gresentacéo de
antigenos aos linfécitos T, locdizando-se principamente nos teddos cutaneo, traqued e

intestinal, locas de onde g6s a fagocitose do antigeno, migram via vasos li nféticos aferentes



aos linfonodas regionais, pocendosinali zar resposta Thl e Th2 simultaneamente, devido sua
cgpacidade em produwzir quimiocinas tipo IL12 de perfil Thl e quimiocinas INF-a e IL10 de
perfil Th2. O efeito imunoptogénico desta wndcéo € que a cdulas dendriticas cessam
apenas a multiplicacdo de M. bovis no seu fagossomo, réo digerindo & bacilos, e
funcionando como uma céula reservatério da micobactéria, um mecanismo que anda
merece investigagdes, pas macréfagos que fagocitam micobactérias, quando estimulados
por IFN-y e TNF-a, tornam-se divadas, iniciando pocessos bioqumicos que aniquilam os
badl os locdi zadas nos fagali sossomos (Kaufmann, 2001 Hope € a., 2009.

Muitos patdégenos so destruidos quandofagocitados pel os macrofagos, o que ndo ocorre
com o0 Mycobacterium bovis, ocorrendo inclusve a multiplicac® bacteriana
intracdularmente dentro dcs fagossomos. O encontro de M. bovis com o maadfago é
mediado pa quimiocinas do sitio inflamatorio, e aaderéncia éfadlitada por moléaulas de
colesterol da superficie do maadfago. ApGs véarios receptores de superficie (receptor de
complemento, de manose, de imunoglobuina e de mlesterol) atuarem no poces de
aderéncia a maadéfago e nafagocitose, o bacilo alcanga o meio intracelular, com o auxilio
das opsoninas baderianas e também de um glicoli pideo de superficie do microrganismo que
fadlita afagocitose pelo macrofago, a lipoararbinomana (Kaufmann, 2001 Pollock et al.,
2001.

Destarte, no fagossomo, 0 M. bovis consegue eeautar varios process a fim de
postergar a fusdo fagossomo-lisossomo, entre des destaca-se a retengcédo da moléala
denominada tryptophare-aspartate-containing coat protein (TACO) e 0 sequestro de ions
Ferro, pa moléaulas espedali zadas em sua captagdo como o receptor de transferring, pas tal
ion é esencial para a sobrevivéncia intracdular do badlo. Estes process também sdo
corrobarados pela inibicdo da acidificagdo fagossomal, com o impedimento da bomba de
préton dependente de alencsina trifosfato vaauolar (V-H* ATPase) transportar ions
Hidrogénio para o meio intrafagossomal (Kaufmann, 2001 Pollock et al., 200).

Além de todos estes mecaiismos, 0 M. bovis consegue reduzir sua aividade metabdlica
nafalta de nutrientes e Oxigénio, podendo persistir no haspedeiro sem produwzir enfermidade,
em estado e laténcia, utilizando a via do glioxilato pera obtencé de energia. Mesmo com
todos estes artificios biogumicos e moleaulares do badlo, os macrofagos conseguem
desenvolver a maturacd® de dguns fogolisossomos, digerindo e epressando antigenos
peptidicos, glicolipidicos e lipoprotéicos do M. bovis, tornando-se céulas apresentadoras de
antigenos ativadas, mediante estimulac@® pa IFN-y (Kaufmann, 2001 Albertset al., 2009.



Estes maa6fagos ativados destroem os badl os no interior dos fogoli sossomos e terdo a
cgpacidade de fagocitar e destruir os M. bovis liberados dos maaoéfagos infedados mortos
por acd® dos linfocitos Natural Killer (NK) e linfocitos citotéxicos, mecaiismo que sera
mencionado adiante em: apoptose de céulas infedadas. Ndo obstante, a divacdo dos
maaodfagos € a efetiva reacé do aganismo haospedeiro para destruir o becilo. Assm,
observa-se uma cmplexa resposta imunddgica, onde ocorre um balanco dnamico entre a
persisténcia do M. bovis e os mecanismos de defesa do animal infedado (Wedlock et al.,
2002 Wickoff II'l, 2002.

Concomitantemente a proces® intracelular acima descrito, particularmente nos
maadfagos, os process intercdulares envovendo cdulas de defesa, antigenos
micobaderianos fagocitados, processados e gresentados, podem ocorrer de aordo com as
diferentes mol écul as expressadas pel os maadfagos e céulas dendriticas, par quatro vias:

1 - Quando oantigeno peptidico expressado é resultante de fagocitose, os macréfagos
apresentadores de antigenos e céulas dendriticas expressam-no via molécula Complexo de
Histocompatibili dade Principal 1l, do inglés Major Histocompatibility Complex Class Il
(MHC I1), sendo este antigeno restrito ao remnhecimento pa linfocito com receptores de
cdula T (RTc) a/p associado ao co-receptor CD4", envavido ra imunidade mediada por
cdulas, de perfil Thl. O co-receptor CD4" também interage com antigenos na reagdo de
hipersensibili dade tardia tipo 1V, doinglés Delayed-type Hypersensitivity IV (DTH V) que é
desencadeada apartir da reexposicdo do h@pedeiro aos antigenos do M. bovis, ocorrendo
guando pa exemplo, ma prova tuberculinica o derivado protéico puificado, do inglés
Purified Protein Derivate (PPD), € @sorvido pelo teddo colagenoso denso presente na
derme e os antigenos difundem-se no teddo adjacente a locd de inoculagdo, sendo
fagocitados por cdulas dendriticas ou pa macrofagos. Estes os apresentardo, via moléaula
MHC I, aos linfécitos. Como cdulas apresentadoras de antigenos, as células fagocitarias
migram até o linfonodoregional, permitindo a interacdo com linfdcitos, que remnhecem os
antigenos e migram ao local de exposicéo, liberando gqumiocinas tipo IFN-y, desencadeando
um proces inflamatério com atragdo e migragé de mais maadéfagos em um prazo de doze
avinte equatro horas. Os macréfagos, pa sua vez, liberam quimiocinas tipo Interleucina 12
(IL12) e mediadores inflamatorios, intensificando a lesdo local (Pollock et a., 200%
Wedlock et a., 2002 Hope d al., 2004.

2 - Quando oantigeno peptidico expressado € resultante de sintese e processamento no
citosol do maadéfago através dos proteossomos e reticulo endodasmatico, € apresentado via

moléaula MHC 1, presente em todas as cdulas nucleadas do animal. Este aitigeno fica



restrito ao reconhecimento pa linfocitos citotoxicos e linfocitos Natural Killer com
receotores de cdula T (RTc) a/B assciado a0 co-receptor CD8', vinculado & resposta
mediada por anticorpas, de perfil Th2, e também envalvido ra gpoptose de céulainfedada.

3 - Quando antigenas ndo protéicos do M. bovis como os glicolipidicos o expressados
por maa6fagos, envolvem umaterceira moléaula de gresentacd®, oMHC like protein. Estes
antigenos sdo reconheddos, no contexto de @-receptor CD1, via linfdcito com receptores de
cdulaT (RTc) a/f3 dudo regativo (DN CD4 e CD8).

4 - Quando & antigenos do patdégeno sdo de composicéo glicolipidica elipoprotéica
notadamente aproteina do choque térmico, doinglés heat shock protein (HSR65), envalvida
no mecalismo da goptose, apresentados também via tercaro tipo e MHC, o like proteins.
Estes antigenos sdo reconhecidos via linfécitos atipicos com receptores de céula T (RTc) y/d
asociado ao co-recgtor WC1 que esta presente en maior quantidade nos bovideos que
nouras espédes e anda ndo possiem seu papel descrito de forma dara. Os linfocitos y/d
participam naresposta wntra badérias intracdulares, como oM. bovis, limitando oaces de
cdulas inflamatdrias que podem causar danos aos teddos do haspedeiro (Kaufmann, 2001
Wedlock et al., 2002 Wickoff 11 1, 20@®).

Nas quatro condcgbes de gresentagdo de aitigenos adma dtadas, hé interagdo do
maa6fago apresentador de antigenos que secretalL1, IL12 e IL18, com os linfocitos Natural
Killer, linfécitos citotoxicos com receptores RTc a/B CD8', linfécitos T via receptores RTc
a/B CD4", linfocitos T via receptores RTc v/ WC1 e linfocitos via receptores RTc o/ DN
CD1. Os duddos linfocitos liberam INF-y e TNF-a, quimiocinas que irdo ativar 0s
maaofagos, que por sua vez produwzirdo radicais de Oxigénio e Nitrogénio, como o &ido
nitrico e o peroxido de Hidrogénio, moléaulas que @ntribuirdo efetivamente na maturagéo,
addificacd e restricio de entrada de ions Ferro no fagolisossomo, destruindo o
Mycobacterium bovis. Apesar da tentativa do macréfago inibir o crescimento e multi pli cagéo
dos badlos, alguns conseguem exeautar tais funces dentro do macréfago, restando powas
opcles, entre das, um proces de sindizac® de aitodestruicdo celular, a gopose
(Kaufmann, 2001 Wedlock et a., 2002 Wickoff 111, 20@2).

A apoptose € uma modaidade de morte cedular que depende da divacdo de um
programa genético intrinsec, envolvendo poducéo de energia esintese de RNAm, aém de
expressio de proteinas espedficas. O proces poce ocorrer de forma fisiolégica ou
patol6gica sem incitacdo de reazdo inflamatdria. Um exemplo de gpopose patoldgica éo
proces de morte que ocorre nas cdulas infedadas por M. bovis (Wickoff [11, 2002 Alberts
et al., 2004.



Esta dteracéo celular ndo € fadlmente observada amicroscopia de luz, paque dinge
cdulas individualmente ou em pequenocs grupcs especificos. Diferentemente da neaose, a
cdula an apoptose ndo sofre lise. Ela se fragmenta em estruturas envalvidas por unidade de
membrana denominadas corpos apoptéticos que @ntém organelas intactas, tais como
mitocOndrias e lisosomos, ndo liberando macromoléaulas no meio extracelular. Por manter
sem prejuizos, a bomba de Sodio e Potasso da membrana céular e, face a esta integridade
do conteido cdular, o proces apoptético nBo desencadeia quimiotatismo nem ativacé® de
cdulasinflamatorias (Alberts et a., 2004 Slauson & Cooper, 2002).

Em caso de tuberculose, os maaofagos infedados por M. bovis desencadeiam, através
desuapréprialL12,a ac® de um pod de linfocitos que liberam IFNy e TNFa. Os linfocitos
Natural Killer, os linfécitos citotoxicos com receptores RTc a/BCD8" e os linfécitos atipicos
com receptores RTc y/d asociados ao co-receptor WC1 reconhecem os antigenos peptidicos,
glicolipidicos e lipoprotéicos do patégeno, kbem como a proteina do choque térmico ouHSP
65, expressada por células infectadas por Mycobacterium bovis. Esta Gltima éconhedda por
proteina do estresse e ata intimamente asciada asinalizac® de gpopose, da mesmaforma
que a HSR60, em células infedadas por Brucella abatus, e a HSR70 res infecgdes
intracdulares por Mycobacterium tuberculosis (Colli ns, 1994 Wickoff 111, 2002).

Acionado 0 mecanismo de sindizacd® de céula infedada cm microrganismo
intracdular, séo liberadas, inicialmente, vesiculas dos linfocitos contendo perforinas que
atuam na membrana da céula infectada, formando paos, por onde penetram as granzimas,
também presentes nas referidas vesiculas. Estas por sua vez, ativardo o Fator Induor de
Apopose-FIA, gque sinalizara para que a enzimas caspases iniciem a divagem do DNA por
endonucleases. Paralelamente ocorre fragmentacdo do citoesqueleto, com liberacdo dcs
corpos apoptéticos, que serdo, pasteriormente removidos por fagocitose. Com is é dada
nova chance a organismo para reagir contra 0 patdgeno, pas outros macréfagos ativados
fagocitardo tais corpos apopéticos contendo Mycobacterium bovis (Wickoff 111, 2002
Albertset a., 2009.

1.7Patologa

A palavra-chave na definicéo de patologia éresposta, que @rresponce aum espectro de
rea@es que variam desde a lesdo reversivel, passando pela lesdo irreversivel, transformagéo
maligna e morte. Um aspecto marcante nas infeccBes micobacterianas € aresposta imune
mediada por célula desenvalvida pelo hospedeiro infedado. Isto se deve, inicialmente, a

locdizacd intracelular das micobadérias, condwindo o hapedeiro ao desenvalvimento da



inflamac&@ do tipo granulomatosa, cuja lesdo recebe a denominacéo de tubérculo e,
paosteriormente, no caso de uma eventual reexposi¢éo aos antigenos do kecilo, areacédo DTH
IV. O organismo agredido dspde ainda da morte ceular programada, ou apopose mmMo um
mecanismo adicional de eliminagcé de céulas infedadas, quando estas expressam a proteina
do choque térmico, imprescindivel para 0 desencadeamento deste tipo de morte ceular
(Joneset d., 200Q Neill et a., 2003 Wickoff Il 1, 2003.

Quando a infeccdo pa M. bovis se da por via respiratéria, 0 pumé& é o 6rgéo
primeiramente dingido, assm como os linfonode regionais. Por outro lado, quando a
inffeaz@o se da pela via digestiva alesdo se desenvdve inicialmente no sitio de entrada,
principamente nos linfonodes faringeos e mesentéricos. Finamente, quando ha
generalizacdo do poces, as lesdes podem atingir qualquer 6rgéo (Thomson, 1990 Roxo,
1997).

O badlo datuberculose pode detar varios teddos, no entanto, as lesdes maaoscopicas
freqUentemente ocorrem nos linfonodes da cdeca pescogco, mediastinicos e mesentéricos,
como também nos pulmdes, intestinos, figado, kago, peura eperiténio (Roxo, 1997).

Maaoscopicamente o0s tubérculos ou granulomas apresentam-se @mo noduagdes
locdi zadas na intimidade do teddo afetado. S0 de didmetro variavel entre 1,0mma2,0cm,
de wloragéo hranca, cinza ou amarelados e de @nsisténcia firme. Os tubérculos mais
antigos, ao serem cortados, podem evidenciar um ranger no fio da faca devido a presencade
material de aspedo arenoso, constituido ce aistais de Calcio. A érea cetra da lesdo € de
aspedo seco, ce mnsisténcia caseosa ede @loracéo amarelada que se destaca om facili dade
deixando uma estrutura aateriforme com parede irregular (Grange & Yates, 1994 Jones et
al., 200Q Pollock & Neill, 2003.

Aos néduos que sofreram cdcificagc@o, asciados alesdo noganglio satélite, denomina-
se “complexo primario” que, quando aorre no pumao denomina-se mwmplexo primério de
Ranke (Mcllroy et a.,1986 Thomson, 1990 Joneset a., 2000.

Quando M a generalizac® da tuberculose, com diseminacé® da doenca por via
linfética ou sangliinea, atingindo gande parte dos 6rgdos ou teddos, ha desenvolvimento de
uma forma difusa denominada de tuberculose miliar. Neste caso, olservam-se, em todos 0s
sitios afetados, a presenca de multi plos tubércul os pequenacs, semel hantes a gréos de milheto.
A diseminac® para asuperficie pleural € acompanhada da formagdo de ndduos litarios,
ou em aglomerados de 0,5a 1,0 cm de didmetro, semelhantes a pérolas ndo a doenca, neste
caso, denominada de tuberculose perolada ou perlada (Thomson, 1990 Corréa & Corréa
1992 Joneset a., 200Q.



Microscopicamente, se 0 organismo ndo consegue limitar a evolugdo da infeacdo, ha
uma intensificagio da resposta do haspedeiro frente ao bacilo e incitacdo de um procesD
inflamatério que evolui para aformagdo de granuloma, também denominado tubérculo
(Pollock & Neill, 2002 Wickoff 111, 2002 Alberts et al., 2009.

A génese do ganuloma ocorre a partir de uma reag@o inflamatéria inespedfica
evidenciada, a0 exame microscopico, pela presenca de hiperemia vascular, edema e
exsudac® leucocitaria. Nas primeiras horas pés infecgé, olserva-se predominancia de
padimorfonucleaes neutrofil os, que participam do desenvolvimento inicial do granuloma, no
sitio de infeccd®, por meio de mecanismo ainda ndo totalmente esclareddo (Morris et d.,
1994 Pollock & Neill, 2002.

Os badlos s50 paosteriormente drcundados por células mononticleares, apresentando-se
como aglomerados de linfocitos que, em fase ulterior, sdo substituidos por mononucleaes
maadfagos que fagocitam os badlos, tornando-se infedados. Esta fagocitose é facilit ada
pela grande quantidade de receptores presentes na superficie do maadfago permitindo a sua
interacd com o patdgeno (Jubbet al., 1993 Cassdy et a., 1999 Pollock & Neill, 2009.

Ha, dessa forma, o desenvalvimento do foco inflamatério, no qal ha predominio de
maaofagos que asumem, com a evolugdo, aparéncia mm células epiteliais ©ndo, po isD,
denominadas “células epitelidides’. Ha também a génese de células gigantes resultantes da
moduacd® de macréfagos que, na tentativa de fagocitarem simultaneanente os badl os, tém
as suas paredes celulares abertas e se fundem, formando gandes cdulas multinucleaas,
conheddas como cdulas gigantes tipo Langhans. Tais células apresentam um numero
variavel de nucleos dispostos na periferia, dando-lhes a goaréncia de ferradura. O conjunto de
cdulas gigantes e céulas epiteli 6ides formam o centro do granuloma que é c¢rcundado por
um infiltrado ce linfécitos, mondcitos e outras cdulas sangliiness (Boros & Warren, 1974
Jubbet a., 1993 Casddy et al., 1999.

Com a eacebacdo desta reacd inflamatoria proliferativa, ha o desenvavimento do
tubérculo ou granuoma, no qual, em estadios avancados, olserva-se ecternamente uma
banda de tecido conjuntivo proliferado evidenciando, ra sua periferia, graus variados de
neoformagd vascular. O granuoma ou tubérculo poce evoluir para resolugéo,
transformando-se an uma peguena dcdriz, ousofrer necrose central dotipo caseificacé® que
se gresenta Mo uma massa anorfa eosindfilica repleta de restos cdulares. Devido a
entrada éundante de ions Célcio nas mitocdndias das cdulas necrosadas, e areacéo deste
mineral com fosfatos provenientes das cdulas destruidas, desenvolve-se um quadro de

cdcificacd® dstréfica visto nes preparagdes coradas pela hematoxili na-eosina de Harris



(HE), como grumos de aistais basofilicos (Grange & Yates, 1994 Pollock & Neill, 2002
Jones et a., 2000.

Em algumas espédes, espedamente an cervos (Odocoileus virginianus e Cervus
elaphws), os neutréfilos estdo presentes em grande quantidade na cmposicdo dos
granulomas, promovendo uma liquefacdo, ao invés da caeficagcédb do exsudato,
caracteristico datuberculose (Pollock & Nelll, 20039.

1.8 Diagnéstico
O diagndstico da tuberculose an bovinos poce ser redizado de forma direta ou indireta,

por métodas clinicos, anatomo-patol 0gicos ou laboratoriais (Lage € al., 1998.

1.8.1Diagnostico clinico

O diagnastico clinico € de pouca relevancia na fase inicial da enfermidade, devido a
apresentacd® supacstamente sadia do animal, que poce estar somente infedado e mm lesdes
locdizadas. No entanto, em animais com evolucé adiantada da doenca, o exame dinico
detalhado e ainvestigac® epidemioldgica criteriosa sdo de grande vaor para aformulagéo
do dagndstico definitivo (Roxo, 1997.

A constatacdo de que bovinos em aparente wnd¢éo de higidez estejam com tubercul ose
contrapde-se a paradigma de emaciacdo progressva mmo parametro de suspeita dinicada
tuberculose bovina. Apesar de haver exacerbagcd ma liberagdo da quimiocina TNF-a em
animais tuberculosos, e esta promover ateragbes no metabolismo suprimindo a a&éo da
lipase lipoprotéica dos adipdcitos, provocando emagrecimento e cagquexia, deve-se resstar
gue animais destinados ao abate an boas cond¢des nutricionais também sdo detedados com
tuberculose (Slauson & Cooper, 2002 Alberts et al., 2009.

O exame dinico inclui a aiscultac®, a percussdo, a termometria e a papacdo de
glanddas mamarias e linfonods wperficiais. Neste dltimo caso, sdo avaiados
principamente aexacebacé da sensibilidade dolorosa e a presenca de linfadenomegalia.
Também sdo sinais clinicos que devem ser levados em consideragdo a manifestacdo intensa
de cansacgo, a ocorréncia de tosse seca ndo produtiva, a diminagdo de secrecéd naesa e a
manifestacdo de dispnéia (Roxo, 1997.

1.8.2Diagnadstico post mortem
O diagndstico anatomo-patoldgico, ou post mortem, da tuberculose bovina, duante a
redizac® de necropsias ou ¢k inspegéd sanit&ria de cacagas em matadouros-frigorificos,

apresenta onsideravel dificuldade, uma vez que, muitos process inflamatérios



granulomatosos apresentam caracteristicas morfologicas smelhantes as descritas para a
tuberculose, isto &, lesbes noduares com 1mm a 2 cm de didmetro, confluentes ou néo, de
cor amarelada, envalvida por cdpsula fibrosa econtendo exsudato com aspedo purulento ou
Ca5e0s0 NOSeu interior.

Lesdes com as caraderisticas adma mencionadas, descritas detalhadamente no topico
referente a patologia, suscitam diagndstico dferencial, pas podem ocorrer também, nas
infecges por Corynebacterium pyogenes, Actinomyces bovis, Actinobecill us lignieresi, pa
fungos, na infestacd4 pa larvas de parasitos, bem como em alguns processos neoplésicos,
confunddas freqUentemente cm tuberculose. A ocorréncia de patologias com estas
caacteristicas, em qualquer parte do organismo, determina abusca de lesdes presurtivas de
tuberculose, causadas pelainfeccdo priméria em 0rgdos reladonados a via de infecgéo doM.
bovis (Andrade @ al., 1991 Corner, 1994 Essey & Koller, 1994 Neill et al., 1994 Lage @
al., 1998 Gil, 2000.

Apesar das dificuldades, o exame anatomo-patoldgico € aucial para o dagnostico da
tuberculose bovina. Isto pade ser confirmado com base nos bors resultados preliminares
alcancados pelos programas de controle, implementados em regides com alta prevaléncia da
doenca, onde 0 exame paost mortem convenciona deteda cercade 47% de lesdes presuntivas
de tuberculose em carcacas de bovinos abatidos (Corner, 1994Lage d al., 1998 Menzies &
Neill, 2000.

Dados de literatura demonstram que cerca de 70 a 90% das lesdes presuntivas de
tuberculose, encontradas durante 0 exame post mortem de carcagcas em abatedouros-
frigorificos, ocorrem nos linfonodcs da cdeca eda cavidade toradca € dentre & carcagas
com tais dteragdes, 66% delas evidenciam uma uUnica lesdo. Um estudo condwido ma
Austrdia @ncluiu ser conveniente arescentar a0 exame post mortem convencional, a
inspecd® também dos pulmdes e dos linfonodes mediastinicos, retrofaringeos e bronquais.
De aordo com este estudo, tal procedimento posshilitou a identificac® de 86% das
carcacas com apenas uma lesdo presuntiva de tuberculose. Ainda com o propdsito de
melhorar a diciéncia do exame post mortem, este mesmo estudo conseguiu identificar 95%
das carcagas com Unica lesdo presuntiva da doenga, aaescentando ao procedimento anterior
0 exame, também dos linfonods mesentéricos e mais trés pares, corresponcentes aos

parotideos, cervicas caudais einguinais superficiais (Corner, 19949.

1.8.3Diagndstico histopatoldgico
A histopatologia é uma forma de diagndstico complementar ao exame past mortem de

carcacas com lesbes presuntivas de tuberculose. Este exame @nstitui-se en uma témica



direta de diagndstico presuntivo pesquisando kacilos alcod-aado resistentes (BAAR), ou
indireta, detedando ogranuloma, considerado a lesdo caraderistica dessa doenca. Para se
efetivar este tipo e exame deve-se obter fragmentos das lesdes presuntivas, com espessura
de aé 1,0 centimetro, abrangendo, peferencialmente, a zona de transicéo entre aarealesada
e a garentemente normal. Os fragmentos devem ser colhidos, e aondcionados em frascos
de bocalarga contendo formol a 10%, em volume dez vezes maior que o do material a ser
fixado (Lemos, 1998 Casgdy et a., 1999.

Depais de fixados, incluidos em parafina e microtomizados, os cortes histol6gicos do
teddo lesado podm ser submetidos a wlorac@® por HE, e examinados b microscopia de
luz. Isto permite aobservacdo da morfologia eorganizacd® do granuloma caacteristico da
tuberculose, revelando seu envolvimento pa uma cpsula wnjuntiva; adjacente aela ha
presenca de infiltrado inflamatdério mononuclear, predominantemente nstituido pa
maa6fagos e poucos linfécitos; também séo olservadas céulas epteli Gides, cdulas gigantes
tipo Langhans delimitando a @eade neaose de caeificacdo; que no seu interior pode cnter
material amorfo basofili co, resultado da calcificag@ dstrofica (Casddy et a., 199).

As laminas histol 6gicas também podem ser submetidas a wloragdo espedal pelo método
de Ziehl-Neelsen, modificado por Faraco e Wade, ou pelo método e Kinyoun. Estas técnicas
baseiam-se nas propriedades tintoriais comuns as micobactérias e as microrganismos dos
géneros Nocardia, Rhodacoccus e Corynebacterium, conhecidos como badl os alcod-addo
resistentes (BAAR), assm denominados porque anseguem reter a fucsina aqjuedda @6s o
tratamento domateria por alcoad-acido. Neste tipo e @loragé, os microrganismos acool-
addo resistentes podem ser observados b microscopia optica de luz, em objetiva de
imersdo, aparecendo como bacilos corados em vermelho, contrastando com o restante do
corte histologico corado em azul, pelo azul de metileno ou \erde, pelo verde malaguita,
conforme atémica utili zada (Luna, 1968 Behmer et a., 1976 Michalany, 1980.

1.8.4Diagn0ostico imunolégico

O diagndstico imundaogico da tuberculose bovina € baseado em reagdes aérgicas in
Vivo, representado pela prova tuberculinica Esta prova aonstitui-se en um método indireto
de diagndstico da tuberculose e é caaz de revelar infecges incipientes, com trés a oito
semanas pés-contato com o0 M. bovis, desde que sejam empregadas técnicas utili zando-se
reagentes e ejuipamentos padronizados. E um teste anplamente empregado desde que foi
precnizado pa Robert Koch em 1890. Es® exame baseia-se na avaliagdo da resposta do

animal a injec® intradérmica de extratos de micobactérias, denominados tuberculinas.



Classcamente esta resposta € descrita wmo uma reacd® DTH 1V, deflagrada en animais
previamente expaostos ao badlo datuberculose (Monaghan et al., 1999.

A tuberculina descoberta por Koch é, atuamente, denominada de derivado protéico
purificado (PFD), amplamente utili zada para o dagndstico indireto in vivo da tuberculose
bovina e hodernamente disponivel em quase todo o mundo, inclusive no Brasil, na
apresentacd® PFD bovino correspondente a extrato antigénico de proteinas purificadas,
derivado da anostra AN5 de M. bovis, e PPD aviario, que ésintetizado a partir da anostra
D4 de M. avium (Monaghan et a., 1999.

S80 preconizados testes diagndsticos de triagem e @nfirmatdrio da tuberculose bovina,
representados pela prova intradérmicasimples e pela omparada. No primeiro caso Uuili za-se
somente PFD bovina en uma Unicainoculagé, denominado teste cervicd simples (TCS),
ou ra prega caudal, conhecido como teste da prega caidal (TPC). Como teste confirmatorio
empregam-se PPDs bovino e aviario, inoculados smultaneamente en dois portos proximos,
previamente determinados na regido do pescoco, denominado teste cervical comparativo
(TCO).

Apés 72 haas da inoculag® intradérmica com PFD bovino, ma regido cervical ou
escgpular, no caso do TCS, a reagd pasitiva araderiza-se pela presenca de muita dor e
inchago da pele, mensurada por cutimetro em locd anteriormente demarcado e mensurado.

No TPC o PFD bowvino é inoculado intradermicamente na regido da juncéo das peles
pilosa eglabra, o resultado é obtido apds 72 haas comparando-se a prega inoculada com a
pregado lado opasto. A avaiagdo € visual e tétil, quando qualquer aumento de espesaurana
pregainoculada caracteriza resultado pasitivo ao teste (Brasil, 2007

Tratando-se do TCC, as injegdes de tuberculina aviéria e bovina sdo feitas em portos
distintos, previamente estabelecidos no terco médio do pescoco, orde sdo feitas mensuracdes
da pele com cutimetro, apli cacbes dos PFDs bovino e avi&rio e, 72 foras depois procedida a
leitura do resultado, através de novas mensuragdes da pele. Verificando-se um aumento igual
ou superior a 4mm, quando subtraida amensuragéo dolocd inoculado com PFD aviario do
locd inoculado com PFD bovino, ainterpretacé é de resultado paitivo ao TCC (Monaghan
et al., 1994 Brasil, 200)).

O aumento da espesaura da pele € determinado pelo infiltrado de céulas inflamatérias
mononucleaes e pelo edema mais ou menos pronunciado, cuja amplitude determinara o
resultado do teste. Apés a tuberculinizac®, 0©s animas reagentes tornam-se
desensibili zados, isto é, apresentam cgpaddade diminuida para responder a um novo teste
alérgico, aqual éreauperada gpés um periodode 42 a60 das (Neill et al.,1994 Monaghan et
a., 1999.



Animais em estadio adiantado da doenca podem desenvalver o fendmeno ca anergia,
gque se aracteriza pela aiséncia de redividade a teste auténeo tuberculinico, podendo
ocasionar resultados falso-negativos interferindo no dagnéstico. Este fendmeno também
pode ser observado em casos de infea;éo recente por M. bovis, entre 30 e 50 das, final de
gestacéo, parto recente, desnutricdo e uso inadequado ce drogas imuncssupressoras. Além
dis9, variagdes inerentes ao teste, tais como dase de indculo, cuidados com a armazenagem
e onservagdo e apropria tuberculina utili zada, somadas as posdveis variagdes nos métodos
de redizacdo, critérios de leitura eformas de interpretagdo doteste, podem contribuir para o
aumento da ocorréncia de resultados fal so-negativos (Monaghan et al., 1994 Roxo, 1997%.

Outro teste imundoégico é o de deteazdo da producéo espedfica de interferon-gama
(IFN-y), um método dagndstico indireto in vitro, realizado em amostras heparinizadas de
sangue total de animais uspeitos, com o0 oljetivo de mensurar a produgdo de Interferon y
(Wood & Jones, 200).

Trata-se de um ensaio de imuncadsor¢éo enzimatico (Enzyme Linked Immunaosorbent
Assay-ELISA) através do qual é posdvel se verificar a existéncia de resposta imune mediada
por cdulas, desenvalvida pelo organismo doanimal em resposta ainfecgéo micobacteriana.
O IFN-y prodwido pelo linfécito T do animal infedado é detedado através do teste de
ELISA de catura, utilizando-se aticorpos moncoclonais anti-IFN-y. A auséncia de deteccéo
de IFN-y caracteriza anegatividade do animal para infeccéo pelo M. bovis uma vez que os
linfocitos de bovinos ndo infedados ndo produzem esta quimiocina de forma espedfica
Como trata-se de um teste in vitro, tem a vantagem de n&o interferir no estado imune do
animal, podendo ser repetido nomesmo animal sem a necessdade de respeitar o periodo de
dessensibili zacd® (Madrugaet a., 2003 Wood & Jones, 2001).

1.8.51solamento bacteriano

O isolamento do Mycobacterium bovis € um méodo dreto de diagnastico considerado
como “padréo-ouro”. Porém, o longo periodo requerido para o isolamento e identificagéo
bioguimica € um de seus portos criticos, podendo demandar mais de doze semanas para a
conclusdo definitivado dagnastico (Collinset al., 1994 Corner, 19949.

A obtencdo de diagndsticos sttisfatorios neste método, depende das condcbes de
colheita das amostras, principalmente no que diz respeito a a&spsia, bem como da
estocagem, até o seu envio aos laboratorios. Nos paises em que & distancias entre o locd de
colheita e os laboratorios de diagnastico sdo longas e & temperaturas ambientais atas, a

exemplo da Austrdlia edo Brasil, € posdvel se obterem resultados laboratoriais stisfatorios



mantendo-se & amostras congeladas a 209C negativos. De acordo com dados experimentals
foi posdvel areauperacd de M. bovis em 90% das amostras positi vas mantidas durante cem
dias congeladas a -20%C. Este mesmo experimento revelou ser posdvel, ainda aobtencdo de
crescimento baderiano em 78% das amostras positi vas mantendo-as nas mesmas cond ¢oes,
durante um ano. A conservac® de anostras em solucéo saturada de tetraborato de Sodio
revelou ser eficiente quanto a manutencéo da viabili dade dos bacil os em amostras resfriadas
a 6°C positivos, quando o pocessamento era redizado até 72 haas depois da mlheita.
Passado este periodo, howe uma queda arupta na viabili dade dos badl os dificultando a sua
reauperagéo pa procedimentos laboratoriais precmnizados para isolamento micobaderiano
(Corner ,1999.

No laboratério, cs principais fatores que influenciam no suceso do isolamento de M.
bovis séo a escolha do meio de ailtura, os procedimentos de descontaminac@® da anostra e
as cond¢oes de incubacé do agente. M. bovis € uma bactéria que requer meios ricos em
nutrientes para 0 seu crescimento e isolamento. Os meios de ailtura de Stonebrink e o
Lowenstein-Jensen sd0 a base de ovos e piruvato, e 0 primeiro é mais recmendado ao
cultivo do M. bovis. Meios de altura a base de agar enriqueddos com soro ou sangue, a
exemplo do Middebrook modificado ou H11 e o meio tuberculose agar sangue ou B83,
também s&o indicados para o cultivo.

Nos meios de aultura abase de agar, o crescimento bacteriano € mais rapido, sendo que a
primeira mlonia de badérias reamnhecivel aparece en torno de 27 dasno B83 e an 28 das
no ™M11. J quando se utiliza o meio de Stonebrink este tempo € de 36 das. Entretanto, os
meios a base de agar sdo mais suscetiveis ao crescimento de microrganismos contaminantes,
mesmo se a anostra aultivadatenhasido previamente descontaminada.

Estudos utilizando amostras provenientes de caos clinicos de tuberculose, ao serem
cultivadas, evidenciaram 8,3% de mntaminagéd quando se utilizou omeio agar 7H11. Este
percentual de contaminacéo foi duas vezes maior que o olservado quando se empregou o
meio de Stonebrink que evidenciou 4,6 de cntaminacgd das amostras. Em outro estudo, as
amostras, ao serem culti vadas, foram submetidas a descontaminagd com Hidroxido de Sodio
(NaOH) a 2%, reduzindo oaparedmento de @ntaminantes para 3,%% das amostras, quando
se anpregou 0 agar 7H11, como meio de alltivo, e para 0,3% quando as amostras foram
cultivadas no meio de Stonebrink. No proceso de descontaminagcéo das amostras a serem
cultivadas, o maior problema éa sele¢éd® de um descontaminante ea sua oncentragéo, bem
como o conhedmento do efeito adverso que amaioria dos reagentes tém sobre o M. bovis.

Varias aubstancias descontaminantes podem ser utilizadas, como no caso do cloreto de



hexadedlpiridinio, do addo adlico, do cloreto de benzalconio e do descontaminante de
Petroff que contém NaOH a 2%, em sua férmula (Corner, 199).

O cultivo doM. bovis é feito em tubos contendo meio inclinado, com pH ided entre 6,8
e 7,0 e mantido em estufa a37° C. Estudcs demonstraram que aadicdo de aé 5% de CO, na
atmosfera de incubagéo néo teve efeito sobre ataxa de aescimento bacteriano e 0 nimero de
colénias de M. bovis em isolamento primario, mas concentragoes de CO, superiores a 5%
inibem o seu crescimento. Em meios de aultivo a base de ovas, como nocaso do Stonebrink,
étipico ocrescimento de ml6nias pequenas, arredondadas, de @loragéo amarelo pélido, com
borda irregular e superficie granular. Em meios a base de agar como, pa exemplo, o
Middebrook 7H11 modificado, e o tuberculose agar sangue, conhecido como B83, elas s0
brancas, finas, asperas e planas, exceto nocentro aonde sdo mais volumosas (Corner, 1999.

As colbnias isoladas, presurtivas de M. bovis, devem ser identificadas por métodas
bioguimicos ou molealares. Para a identificagd hioqumica as témicas tradicionais
requerem um crescimento abundante de aultura pura emadura, 0 e ndo € mmum tratando-
se de M. bovis, e necesstam de trés a quatro semanas para sua tota redizac®, apés as doze
semanas ou mais necessarias a0 isolamento priméario doM. bovis (Collins et al. 1994.

Depois de alltivadas, as colonias baderianas devem ser submetidas a provas
bioguimicas, oljetivando identificac@® da bactéria isolada, com base en parédmetros
observados. Assm, aproducéo de cdalase éuma araderisticado complexo MAC. Por outro
lado, esta substancia ndo é prodwzida pelas micobadérias comporentes do complexo MTB.
De outra forma, a hidrélise do Tween € uma particularidade que permite a separacéo do
complexo MAC, de outras micobadérias ambientais. A prova da reducéo do telurito de
Potasso é positiva para 0 complexo MAC e negativa para o complexo MTB. Ainda, o
aumento da quantidade de niadna, e reducdo de nitrato a nitrito, sGo observados quando a
badéria alltivada éM. tuberculosis, mas ndo ocorre quando se trata do M. bovis, permitindo,
assm, uma selecd prévia da micobadéria ailtivada. Também o teste de sensibilidade a
antibiotico pirazinamida ntribui parao diagndstico definitivo datuberculose, diferenciando
0 M. bovisdo M. tuberculosis (Brasil, 1999.

1.8.6Provas moleaulares

Astémicas de biologiamoleaular para anplificacéo de acido desoxiribonucleico (DNA),
COmMoO No caso a reagé em cadeia da pdimerase (PCR), baseiam-se na sintese enzimética
orientada por oligonucleotideos iniciadores, denominadas primers. Estes oli gonucleotideos
correspordem a uma por¢do conhedda da sequéncia do DNA que se pretende sintetizar e

amplificar. Eles fornecem um sitio para que a enzima termoestavel DNA-pdimerase



promova asintese eincorporaca de nucleotideos, alongando oDNA que se desenvolve em
trés etapas distintas, isto €, desnaturacdo térmica e separacé® da dupa fita de DNA,
hibridizag& das fitas resultantes com os primers, anelamento, e a extensdo destes com
auxilio da emzima DNA-pdimerase (OIE, 2003.

Quanto ao emprego da PCR para diagnastico da tuberculose boving, esta reacéo vem
sendo amplamente avaliada na deteccéo de micobadérias do complexo MTB em colbnias
cultivadas, em leite, em tecidos frescos, e en tecidos fixados em formol e anbebidos
parafinados. Também tem sido Uili zados diversos primers para anplificar a sequencia de
RNAr 16S-23S, correspordentes as <squéncias de insercd em cromossomo de
micobadérias, 1S6110e 1S1081,como também genes codificadores para proteinas, tais como
aMPB70 k24 KDa, o Antigeno B de 38 KDa ea HSP de 65 KDa (Fisanatti et al., 1998
Perumalla & al., 1999 Zanini et al., 2001 Leite & al., 2003.

A témica fingerprinting, também tem sido uilizada por alguns laboratorios de
diagndstico, com o intuito de distinguir diferentes espécies do complexo MTB e dgumas
amostras pertencentes a0 M. bovis, e 0 méodo mais utili zado € o de oligotipos espagadores
ou space oligotyping ou Spdi gotyping. Também seguem o padrdo de rte fingerprinting as
témicas PGRS (Polymorphic ‘GC’ Rich Repeat Sequence), DR (Dired Repeat),
RFLP(Restriction Fragment Lenght Polymorph andysis) e VNTR (Variable Number
Tandem Repeat) (OIE, 2005.

Somando-se & témicas mencionadas, a reacd em cadeia da pdimerase en tempo red
(PCR-real time), MIRU (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit) e SNP (Synonymous
Sngle Nucleotide Polymorphisms) também vem sendo implementadas, como as demais
témicas, na metoddogia de diagndstico rgpido de Mycobacterium bovis, tornando-se
ferramentas para estudos epidemiolégicos da transmissio da tuberculose bovina, dando
notoriedade aum moderno campo e pesquisa, a goidemiologia moleaular, orde aagili dade e
rapidez na deteccd do M. bovis podem ser determinantes na escolha desses métodas, que
diferenciam as espédes e anostras diferentes de uma mesma espede, ao nivel do DNA .

A contaminag@o cruzada tem sido o grande problema na padronizac® dcs métodaos
moleaulares, a variagd% ncs resultados de diferentes autores quanto a especificidade e
sensibili dade destes testes devem-se amuitos fatores como o tipo de anostra utili zada, o
emprego de metoddogias diferentes no preparo das amostras, no sistema de anplificac® e
na deteccd do poduo amplificado, e is sO serd dirimido com protocolos corfidveis e
padronizados por vérios laboratorios (OIE, 2005.



1.9Controle

Objetivamente, as medidas de mntrole eerradicac® devem interromper a transmissio
da doenca com agdes especificas para & fontes de infec¢éo, vias de transmissio e animais
suscediveis, a exemplo doteste-sacrificio, devendo @& peauaristas enggjarem-se a programa
por persuasdo aos argumentos téaicos, sociais e eondmicos, evitandose a adesdo pa
coercdo ou pumcén. Acdes inespedficas aplicadas a movimentagd de animais entre
propriedades, que deve ser redizada mediante porte de documentos atestando @ animais
como negativos a enfermidade, ou paitivos ® destinados ao sacrificio, e eventuamente
medidas de antrole frente aos haspedeiros mantenedores snantrépicos ou silvestres, que
ap6s identificados como reservatérios da infeccdo, devem ser eliminados, seisto for posdvel
(Morriset a., 1999.

A vadnagd de animais contra atuberculose anda ndo foi preconizada en nenhum
programa de wntrole, face aproblemética de indistincdo de animais infectados e vadnados
frente abs exames de rotina empregados. Porém, pesquisas fomentadas por entidades
internadonais continuam buscando uma forma de desenvolver um antigeno capaz de
promover imunidade e ndo interferir nos testes diagnésticos (Collins, 1994 Cosive d al.,
1998 Pollock et ., 200).

O tratamento de bowvinaos tuberculosos, utilizando gincipamente aisoniazida tém sido
proibido em paises que tém programas de antrole, pas ndo se obtém por meio de tratamento
a diminacd® de todos os animais portadores do badlo, mantendo desta forma afonte de
infeazdo e adoencano rebanho (Roxo, 1997 Lage € al.,1998.

A globalizacdo dos mercados vem paulatinamente retirando larreiras tributérias e
implantando larreiras sanitérias cada vez mais rigorosas. Paises desenvalvidos, que ha
décalas iniciaram programas de ontrole e erradicagd da tuberculose bovina, levam
vantagem na goresentaca de seus produos aos mercados consumidores.

O controle da doenca na América do Norte encontra-se em um estédio avancado,
observando-se, nas EUA e Canadd, indices de incidéncia da doenga muito baixos, contando
inclusive com areas livres de tuberculose bovina, mas ainda estdo presentes areas endémicas
no México. O programa federal de controle da tuberculose bovina foi implantado em 1917
nos EUA, e en 1994 a prevaléncia da infecgép foi estimada en 0,003% no rebanho bowvno.
Nessa ocasido néo haviaregistro de tuberculose humana caisada por M. bovis em individuos
residentes, exceto naqueles recentemente amigrados para os EUA de paises com dta

preval éncia de tubercul ose bovina.



O programa canadense de eradicacd da tuberculose bovina foi estabelecido em 1923.
Em 1994, dto das dez provincias que @nstituem o Canadaja eam consideradas areas livres
da doenca, e aerradicagéo total da enfermidade nos bovinos estava prevista para 0s proximos
ancs. Bisdes e arvideos slvestres infectados pelo M. bovis ainda representam uma fonte de
infeaz@o para animais domésticos na Américado Norte. A boa participac@® dcs peauaristas
frente abs focos de infeccéo, a diciéncia no controle do transito animal, e o abate da grande
maioria dos animais que se da en matadouros-frigorificos com rigorosa inspegéo sanitaria,
lograram éxito ao programanaos EUA e Canada (Essy & Koller, 1994.

Na Oceania o0s programas de ontrole eerradicacd® intensificaram-se no ano de 1970,
motivados pelas perdas de produtividade animal e visando garantir mercado de exportac®, e
sobretudo a melhoria da salilde pulica. Na Nova Zelandia e Austrdlia a presenca de
reservatérios slvestres de M. bovis tem retardado a eradicacé da tuberculose. Evidéncias
epidemiol 6gicas mostraram que o Trichaosurus vulpeaula, uma espéde de marsupia, foi o
principal haspedeiro mantenedor da tuberculose para os bovinos, principamente na Nova
Zelandia. A aplicagdo da pdliticade teste-sacrificio dos animais positivos e ainvestigagdo de
casos identificados em matadouros-frigorificos também norteaam os programas desses
paises, além de uma boa mordenagd envolvendo peauaristas, entidades privadas e governos
(Twedde & Livingstone, 1994 Barlow et a., 1998 Callins, 2001 Cousins & Roberts,
2001).

Na Europa, o Reino Unidoteve o inicio de seu programa de ntrole adiado pa mais de
trinta ancs face as concdtos equivocados de Koch em 1901, subestimando o aspedo
zoondico datuberculose, once somente apartir de 1935 @& procedimentos de cntrole foram
ingtituidos. Com o advento da Unido Européia (UE) em 1957, & programas ganham coesdo
entre os Estados Membros, amparados em intensiva testagem e sacrificio mediante
indenizac® de animais reatores (Pritchard, 1988 Caffrey, 1999.

Paises membros da UE, segundo levantamento redizado em 1991, apresentavam
prevaléncia variada de tuberculose bovina. A Irlanda @™m 8,8% de casos e altdia am
3,71% ainda ndo haviam alcangado a eradicacdo, a Espanha, onck 0 programa nadonal de
erradicacdo havia, recentemente, sido iniciado, a infeccéd atingia 10,8% dos rebanhcs
bovinos. Estudo redizado ra Irlanda mostrou qle espécies slvestres s80 haspedeiras que
atuam na manutencé doM. bovis e @ntribuem para apersisténcia edifusdo da enfermidade
em animais domeésticos, espedamente o furdo Meles meles, interferindo na dicada de
programas de eradicacd da tuberculose an rebanhos bovinos (Cafrey, 1994 Gormley &
Callins, 2000Q.



Embora dados de prevaéncia sobre a tuberculose bovina an paises em
desenvalvimento sgam geramente escass, existem informagdes hbre a ocorréncia e
medidas de mntrole en alguns desses paises, pa exemplo na Asia, sete paises aplicam
pdlitices de medidas de wntrole, como o teste-saaificio e natifican a ocorréncia de
tuberculose. No entanto, vinte enove paises aplicam medidas parciais de cntrole ou medida
aguma. Na Africa ouros sete paises aplican medidas de mntrole wmo o teste-sacrificio,
nos demais paises 0 controle é inadequado ou rdo existe. Pesquisas informaram ser a
tuberculose bovina aprincipal causa de mndenac® de carcagas bovinas em abatedouros-
frigorificos de Burkina Faso, e que aprevaléncia da enfermidade na Tanzénia en rebanhos
bovinos de rte eleite foi de 1 e 2% respedivamente (Cosive d a., 1998 Bonsu, 2000
Coulibaly & Yameogo, 2000 Shirima, 2003.

Dentre trinta e quatro nagdes da América Latina e Caribe, apenas doze detém cerca de
76% do rebanho bowno desta aeg e glican medidas de @mntrole cmo o teste-sacrificio e
natificam a tuberculose bovina. O Brasil configura-se entre das. Em vinte edaois paises, a
doenca éparcidmente controlada ou réo tem controle dgum. A prevaléncia da infeccéo pa
paises é muito flutuante, com taxas muito baixas em Cuba, Uruguai e Venezuela, moderadas
na Argentina, Paraguai, Brasil e Chile, e devada na Bolivia (De Kantor & Ritacco, 1994
Cosive d d., 1999.

O impado da tuberculose ®™mo zoonase, pondoem risco a salde humana, constituiu-se
em um fator determinante para que se estabelecessem programas para seu controle e
erradicacdo ainda no inicio do século XX, que aciados a0 procesn de pasteurizacd® do
leite an paises desenvalvidos levou a uma reducéo na incidéncia de tuberculose humana
causada por M. bovis. As medidas basicas necessarias para 0 controle da tuberculose em
rebanhcs domésticos 8o bem definidas e & informagBes atinentes a0 procesd estéo
prontamente acesdveis (Grange & Yates, 1994 Morriset a., 1994 Cosive € al.,1998).

1.9.1Paliticas atuais de mmbate a tuberculose bovina no Brasil

O Brasil tem atualmente uma popuacgad bovina superior a 195 milhdes de cdecas e
dados de Mato Gros do Sul, no periodo de 1976 a 1979, revelaram uma prevaléncia de
tuberculose en abatedouros-frigorificos de 0,26, considerada baixa en relacdo a média
brasileira de 1976 de 2,624. InformacBes de 1987 a 1989 mostravam que a infeccdo
ammetia aeitre 0,9 a 2,9% dos bovincs, e que eitre 6,2 a 263% dos rebanhas eram
infedados. No mesmo periodo, \erificouse que a prevaéncia de lesbes presurtivas de
tuberculose encontradas em matadouros-frigorificos era de 0,146. Em Minas Gerais, na

regido doTriangulo Mineiro noperiodo ce 1993a1997,foi determinada uma prevaléncia en



bovinos abatidos de 0,71%. E dados oficiais obtidos entre 1989 e 1998, mostravam que, no
Brasil, a tuberculose aometia 1,3% dos bovinos. Considerando-se 0 atual rebanho bowno
brasileiro, este Ultimo percentual corresponceria a aproximadamente dois milhdes e
quinhentas mil reses com tuberculose (Schenk & Schenk, 1982 De Kantor & Ritac®, 1994
Brasil, 2003 Baptista € a., 2004).

No Brasil a tuberculose bovina é doenca de natificacdo olrigatéria, com um fluxo de
informaca partindo des rvigos de defesa einspec® oficiais de cada Municipio, compondo
uma informagdo estadual. Esta € remetida a Ministério da Agricultura, Peauaria e
Abastedmento (MAPA), que informara através de baletins a entidade que certifica paises
em relacdo as enfermidades animais, a OIE, na Franca A tuberculose bovina € uma das
enfermidades que cmpde a lista de doengas natificdvels a esta entidade internadonal, quais
sgjam, doengas que possuiem importancia socio-econémica, na salde pullica eque detam o
comércio internadonal. Diante estas premissas, a OIE preconiza atomada de a@es de
controle eerradicacéo, partindo-se de um estabeledmento da prevaléncia da doenca araves
de levantamentos diagndsticos e gidemiol dgicos (Brasil, 2001 Mato Grosso, 2005.

Mas até o fina do século XX, verificou-se no Brasil que o controle da tuberculose
bovina ndo motivou s médicos veterinarios, os criadores, autoridades snit&rias e 0s
consumidores de produos de origem animal. Em parte, is0 se deve a fato de ser uma
enfermidade adnica que ndo apresenta sinais clinicos como abortos, febre dta, queda
abrupta de produgéo, como em doengas de evolugép aguda. Quando pa alguma razéo os
peaaristas sdo alertados para o problema da tuberculose, e procuram asssténcia técnica, a
prevalénciaserevela dtade maneirageral (Lage d al., 1999.

A iniciativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteamento (MAPA), ao
instituir o Programa Nadonal de Controle eErradicag&d da Brucdose e Tuberculose Animal
(PNCEBT) em 2001, identificou a necessdade de se obter informacbes bre aincidéncia e
prevaléncia da tuberculose bovinano Brasil (Brasil, 200% Brasil, 2003.

A Instrucdo Normativa da Seaetaria de Defesa Agropeau&ria nimero 06, ¢ oito de
janeiro de 2004, aprovou o Regulamento Témico do PNCEBT, definindo o papel dos
integrantes do programa, padronizando e garantindo qualidade as instrumentos e a@es
profilaticas, de diagnosticos, de saneamento de rebanhcs de vigilancia sanitaria diva,
reladonadas a0 combate a brucdose e tuberculose. Os objetivos do PNCEBT estdo
aicercados na diminuigédo da prevaléncia e incidéncia da brucdose e tuberculose e
certificag® de um numero elevado b estabelecimentos de criac@®, com medidas snitérias
aplicadas principamente & popuacdes bovina ebulsalina, obetivando aumentar a oferta de

produtos de baixo risco para asalde puldica (Brasil, 2004.



De a®rdo com o PNCEBT, o servico de inspecé oficial participa en colaboracd com
servigo de defesa oficial, visando melhorar a dicada das agdes de vigilancia sanitéria e
monitoramento doaludido programa, com atribui¢des de redli zar o abate sanitario de animais
reagentes pasitivos, cumprir procedimentos higiénicos e sanitérios e mmunicando ao servico
de defesa oficial os achados de matanga, em carcagas e visceras, presuntivos de tuberculose
(Brasil, 2009.

No Brasil, a Divisdo de Normas Técnicas do Departamento de Inspecéo de Produos de
Origem Animal (DIPOA) do MAPA, é resporsavel pelo Regulamento da Inspecé Industria
e Sanitariade Produos de Origem Animal (RIISPOA), aprovado pelo decreto nimero 30.691
de 29 e Marco de 1952, e alterado pélos decretos nimero 1255de 26 ce Junho a 1962,
1236 & 02 de Setembro de 1994, 1812 d 08 ce Fevereiro de 1996e 2244 & 04 ce Junho e
1997, e ontém a legisacd vigente, utilizada pelo Servico de Inspegéo Federal (SIF). O
Artigo 196 doRIISPOA trata do destino dado as carcagas e 6rgdos que goresentam lesbes
sugestivas de tuberculose (Brasil, 1997.

No ambito da inspec@® dficial estadual em Mato Gros, o INDEA/MT, exeauta a
inspecd® sanitaria en matadouros-frigorificos que destinam seus produos aos municipios
mato-grosenses, através de sua Coordenadoria de Inspecéo de Produtos de Origem Animal
(CISPOA). O Servico de Inspecdo Sanitéria Estadual (SISE) é anparado ra Lel Estadual n°
6338 a 03 ke dezembro de 1993 regulamentada pelo Decreto Estadual n® 4384de 07 ce
abril de 1994,e dende a dspositivo do Regulamento da Inspe¢d Induwstrial e Sanitaria de
Produos de Origem Animal (RIISPOA) (Mato Groso, 20085.

De aordo com o Artigo 185 doRIISPOA/SISE, deverdo sofrer condenacéo total,
compreendendo carcacae visceras, os animais portadores de tubercul ose nos sguintes casos:
gualquer forma de tuberculose, quando ammpanhada de cajuexia, anemia ou febre;
tuberculose miliar aguda, caraderizada pela existéncia de multiplas granulagdes cinzas ou
diversas tuberculoses miliares aproximadamente do mesmo desenvalvimento; lesdes
tuberculosas, indicando colapso das defesas organicas, tais como; tuberculose generalizada
nos pulmdes; tuberculose caeosa extensa an um 6rgdo; tuberculose aguda exsudativa da
pleura, peritbnio, pericardio ou meninges; tuberculose linfatica hipertrofiante semicaseosa
(Mato Gros, 2005

Seréo liberadas as carcaga em qualquer outro caso de tuberculose, devendo ser retiradas
e destruidas as partes lesadas. No caso de tuberculose 6ssa, exige-se acompleta desossaa e
destruicdo do esqueleto, liberando-se porém as porgdes musculares. No caso de lesdes
discretas, a juizo da inspecdo e @0Gs a retirada das partes lesadas, a cacaca pode ser
destinada a eterili zac& pelo calor (Mato Gros, 2005.



Destarte, 0s ®rvigos de inspecd® dficiais respaldam-se nos dispositivos legais adma
expostos e 0 médico veterinario tem a resporsabili dade da decisdo soberana, de cmmpeténcia
legal exclusiva deste profisdonal, de condenar ou réo as carcacas e visceras com lesdes
presuntivas de tuberculose, quando, ao constatar a doenga, ainda que empiricamente, visa
prodwzir salde, ndo no animal sacrificado, mas no hanem, este sim, seu oljetivo maior.
Afinal, ndo é posdvel a deteccéo de todas as enfermidades por meio da inspecéo sanitéria,
atendo-se esta, acertificac@® doproduto apropriado para cwnsumo (Corry & Hinton, 1997.

Tradicionalmente, e a &emplo doPNCEBT no Brasil, 0 combate atuberculose bovina é
implementado com aplicacdo de uma rotina de testes tuberculinicos para certificacdo de
propriedades. E essncia que sgja anali sada asituacso epidemiol bgica nas diferentes regides
brasileiras, o grau de informacga sobre adoenca e anadurecimento das partes integrantes,
peauaristas, iniciativa privada e governo, bem como a disponibilidade de infra-estrutura e
reaursos financaros. Até o momento, programas ndo dsponbilizam de uma vadna que néo
interfira nos métodaos diagndsticos, e ndo recorrem a terapéutica, que em muitos estudcs
preconiza principalmente a utilizacd® da isoniazida, que requer tempo de aministrac@®
prolongado, altas doses e glicacé intermitente, e particularmente no Brasil, vem sendo
ministrada indiscriminadamente an rebanhcs bovinos de badas leiteiras do sudeste (Morris
etal., 1994 Mota d al, 2009.

Os instrumentos legais que norteiam 0 PNCEBT estéo em plena exequibili dade no Pais.
Otimizar a vigilancia e determinar indicadores epidemiol gicos da tuberculose causada por
M. bovis especialmente en bovinos e bubalinos, e seu impado no aspedo zoondico, séo

agdes imprescindiveis ao avango do pograma.
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RESUMO

A tuberculose bovina caisa prejuizos a peauaria e risco a saude pubica Este trabalho
objetivou associar reaursos diagndsticos complementares a0 exame post mortem. Foram
examinados 57641 animais abatidos entre novembro de 2004 e agosto de 2005 em trés
matadouros-frigorificos b Inspecéo Estadual, das quais 27 (0,03%) foram condenadaos por
apresentarem linfonods com lesbes sugestivas de tuberculose, que foram avaliados
histopatolOogica, bacteriologica e moleaularmente. A  histopatologia revelou lesdes
granulomatosas caracteristicas de tuberculose an 23 (85,26) das amostras. Entre 24 a 87
dias de alltivo, sais (22,26) amostras apresentaram isolamento de @ldnias com morfologia
compativel com Mycobacterium bovis. A reac@® em cadeia da pdimerase (PCR) e andlise da
PCR por enzimas de restricéo (PRA) posshilitaram identificar o género Mycobacterium em
todas as s amostras isoladas, sendo quatro (66,76) amostras, a espécie Mycobacterium
bovis, e uma, a subespéde Mycobacterium paratuberculosis. Em nenhuma das 27 amostras
clinicas foi determinada a etiologia pela PCR. Os resultados permitem concluir que a
tuberculose causada por M. bovis esta presente en bovinos de rte do Estado de Mato
Gros9. A otimizacga das témicas de isolamento e de padronizagdo dos métodas moleaulares
para etabelecimento de diagndstico definitivo a partir de anostras clinicas é uma &ea
demandante de pesquisa.

Palavras-chave: Histopatologia, isolamento baderiano, reacdo em cadeia da podimerase,
Mycobacterium paratuberculosis e Mycobacterium bovis.

ABSTRACT

Bovine tuberculosis causes losss to the livestock industry and pubbic hedth hazards. The
purpose of this paper was to add complimentary diagnaostic tools to post mortem examination.
A number of 57641animals, all slaughtered at threeofficially inspeded pading plants, were
examined from November 2004to August 2005.0ut of those arcasses, the 27 (0,05%) that
were ondemned by presenting lymph nale lesions suggestive of tuberculosis were evaluated



through pathoogical, baderiological and moleaular techniques. Granulomatous lesions,

compatible with those described for tuberculosis, were present in 23 samples (85.26). In six
samples (22.2%6), colonies morphdogically compatible with Mycobacterium bovis were
observed after the 24" up to the 87" days of baderia culturing in spedfic medium.
Polimerase dhain readion (PCR) and PCR analysis by restriction enzymes (PRA) alowed
Mycobacterium identification in al those six isolated samples. Mycobeacterium bovis was the
spedes identified in four samples (66.76) and Mycobacterium paratuberculosis in anather
ore. In nore of the 27 clinicd samples etiology was determined by PCR. The results all owed
a anclusion that tuberculosis caused by M. bovis is present in the beef cattle popuation in
the Brazilian State of Mato Gros®. Isolation and standardized moleaular techniques
optimization toward definitive diagnastic procedures in clinical samples are a demanding
areaof reseach.

Key-words: Histopathology, bacterial isolation, polimerase cain reaction,
Mycobacterium paratuberculosis and Mycobacterium bovis.

INTRODUCAO

A tuberculose bovina € avo de recente programa oficia regulamentado pa autoridades
sanitérias brasileiras, pas aém de causar prejuizos a peaudria ézoonce impadante na salide
pubdica(Brasil, 2009.

O Brasil detém atualmente o maior rebanho comercial do mundo,com aproximadamente 195
milhdes de bovinos, dos quais, em torno e 26 milhdes estédo no Estado de Mato Grosso.
Outrosdm, o Pais figura entre os maiores exportadores de @arne bovina in naura. Mas,
paradoxalmente, o abate dandestino ainda éresporsavel par aproximadamente metade do
total de bovinos abatidos para wnsumo interno. Da mesma forma, quase metade da producéo
brasileira de leite, ndo recde um processamento adequado antes de ser fornedda para a
popuacéd® (Alves, 200% Leite & al., 2003 Mato Groso, 20085.

A partir de 2004 com a glicacd® do Regulamento Témico do Programa Nadonal de
Controle eErradicacdo da Brucdose e Tuberculose Anima (PNCEBT), foram garantidos e
padronizados a quaidade dos instrumentos e a@es profiléticas, de diagnasticos, de
saneanento de rebanhcs, e de vigilancia sanitaria ativa, reladonadas a0 combate a atas
zooneses, visando aumentar a oferta de produtos de baixo risco para asalde pulica (Brasil,
2009.

Objetivando proparcionar maior consisténcia avigilancia da tuberculose bovina en Mato
Gros®, asciaram-se 0s reaursos diagndsticos disponiveis para a identificacdo de
Mycobacterium bovis a partir de lesdes sugestivas de tuberculose diagnaosticadas durante o

exame post mortem em matadouros-frigorificos b Inspecdo Estadual.



MATERIAISE METODOS

Foram examinados 57.641 boincs, sadios a0 exame ante mortem, procedentes de 13
municipios mato-grossenses (Apéndice 1), abatidos entre novembro de 2004 e gyosto de
2005em trés matadouros-frigorificos b Inspecdo Estadual.

As carcagas que gresentaram lesdes ugestivas de tuberculose durante o exame post mortem
foram destinadas a esterilizac@® pelo cdor, de acordo com o cgout do Artigo 185 do
Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produos de Origem Animal do Servico de
Inspecé Sanitaria Estadual de Mato Grosso - RIISPFOA/SISE/MT (Mato Gros, 2005.
Vinte e sete foram as carcagas que gresentaram linfonods com lesbes sugestivas de
tuberculose. De cala uma dessas carcagas, uma anostrafoi colhida para histopatologia euma
para microbiologia e provas moleallares. Constituiram-se entdo 27 amostras fixadas em
formol a 10%, e 27 amostras congeladas. As amostras fixadas constaram-se de linfonodes
abertos e a congeladas de linfonoda ndo cortadaos, para evitar contaminagéo, encaminhadas
respedivamente, aos laboratdrios de anatomia patoldgica emicobaderiologia da Faauldade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFMS, acompanhadas de uma guia de
encaminhamento (Apéndice 2).

As 27 amostras destinadas a histopatologia foram fotografadas e remrtadas, dando lugar a
fragmentos com espesaura méaxima de 8,0 mm, abrangendo a &ea lesada, a &ea de transi¢céo
e 0 teddo aparentemente normal. As peca foram processadas pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina, microtomizadas a 4 pm, sendo otiidas trés laminas histol6gicas de
cada amostra (Behmer et al., 1979.

Uma laminafoi corada pela hematoxili na-eosina de Harris (HE) com o propésito de observar
lesBes histologicas. Uma foi submetida a coloragdo de Ziehl-Neelsen-Faram (ZNF),
juntamente com controles paositivo e negativo para que fosse investigada a presenca de
badlos acod-&cido resistentes (BAAR). Uma foi corada mm argénteo-metenamina de
Gomori-Grocott (AMG), com 0 oljetivo de evidenciar a presenca de estruturas micoticas.
Quando examinadas a microscopia de luz, as ateragdes histopatoldgicas, os badlos alcod-
addo resistentes e & estruturas micoticas evidenciadas, foram fotomicrografadas (Behmer et
a., 1979.

As 27 amostras congeladas foram descontaminadas pelo método de Petroff, cultivadas em
tubaos com meio de Stonebrink e incubadas em estufa a37%C. As culturas foram verificadas
semanalmente, duante 90 das, oljetivando olservar crescimento de @lbnias baderianas

com morfologia tipica de micobactérias. As colbnias isoladas foram fotografadas e



submetidas a badloscopia, depois de mradas pela témica de Ziehl-Neelsen (ZN), para
evidenciar a presenca de BAAR (CPZ, 1988 Corner, 1999.

As provas moleaulares foram realizadas nos laboratorios da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista (Unesp) - Araraquara/SP.

Para areacéd em cadeia da pdimerase (PCR) nas 27 amostras clinicas descontaminadas pelo
método ¢k Petroff, utili zaram-se duas estratégias para extrac@® doDNA. Naprimeira, foram
utili zados 300 micralitros (ul) de cala anostra, adicionados de 300l de tampéo tetriton 1%
(TE), em cada tubo eppendaf, os quais foram aqueddos a 100C/10 minutos (min), em
seguida resfriados a -209C/10 min, repetindo-se o procedimento pa trés vezes, com 0O
objetivo de promover a lise cdular. Ao final foram mantidos congeladas por uma noite. Na
sequéncia, foram centrifugadas a 12000 rpm/10 min. O sobrenadante foi pipetado e
desprezado e 0 predpitado ce cala tubo ressuspendido em 300 ul de H,O MiliQ e o vdume
transferido para noves 27 tubos, centrifugados a 12000 rpm/10 min, desprezando-se
novamente o sobrenadante eadicionando-se 100 pl de H,O MiliQ ao precipitado. Os tubcs
foram em seguida estocados a-20%C, para posterior amplificagdo doDNA (Rodriguez et al.,
1995 Jorddo Junior, 2009.

Na segunda estratégia, empregou-se protocolo idéntico a primeira &é aetapa delise caular.
A partir dai, o DNA foi extraido adicionandose 500 pl de fendl/cloroférmio/etanal
(25:24:1), em 300 pl de cala anostra. Em seguida, os tubos foram agitados por inversdo,
durante 10 min, e centrifugados a 12000 rpm/10 min, em centrifuga refrigerada. O
sobrenadante de cada anostra foi transferido para novo tubo, e acescido igua volume de
cloroformio/etandl (24:1). Em seguida, os tubcs foram agitados por inversdo, durante 10
min, e catrifugados a 12000rpm/10 min, em centrifuga refrigerada. Em seguida, os tubcs
foram agitados por inversdo, duante 10 min, e centrifugados a 12000 rpm/10 min, em
centrifuga refrigerada. ApGs a terceira ceantrifugacé, o sobrenadante foi desprezado po
inversdo do tubo. Os tubcs foram mantidos abertos até aevaporacdo total do etand e em
seguida, o precipitado de cada tubo foi ressuspendido com 100 pl de H,O Mili Q. Os tubcs
foram estocados a-20%C, para posterior amplificagdo doDNA (Jord&o Janior, 2009.

Para & PCRs dos produos de anbas as estratégias de extracd® do DNA das 27 amostras
clinicas, empregaram-se os primers JB21 (5- TGCTCCGCTGATGCAAGTGC-3') e JB22
(5-CGTCCGCTGACCTCAAGAAG -3), espedficos para M. bovis, amplificando produo
de 500 pares de bases (pb) (Rodriguez et ., 1995.

Microtubas de 500 ul, contendo vdume total de 25,5ul em cada um, senda 22 pl de PCR
supermix (Promegall), 0,25ul de primer JB21, 0,25ul de primer JB22 e 3,0 ul da anostra

de DNA (template), apds homogeneizac@, foram inseridos no termociclador (MJ Research,



Inc., modelo PTC 100™), nas sguintes condcdes: desnaturacdo a 96°C por 4 minutos; 35
ciclos de anelamento — um minuto a 94°C; um minuto a 64°C; um minuto 72C — e
extensdo a 72°C por 10 minutos. Ao término, as amostras eram mantidas em refrigeracéo a
4°C. Em seguida, tomavam-se 10 pl de cala anostra, e 5 pl da anostra padréo M. bovis
ANDS, para redlizar a detroforese an cuba (Horizon] 11-14) usando tampéo TBE ( 0,04Vi
Tris-acetato e 0,01M EDTA, pH 8,0) a 100 vdts por 90 minutos em gel de agarose a 1%,
corado com 0,5 pg/mL de brometo de didio. O gel foi fotodocumentado em podlardide
aooplado ao transiluminador, sob luz ultravioleta. Para determinar o tamanho de fragmentos
de DNA gerados, utilizou-se na detroforese um marcador de peso moleaular (DNA ladder)
de 100 pb(Invitrogenl) (Jord&o Junior, 2004.

As estratégias para identificagdo domicrorganismo presente nas amostras que, ao isolamento,
apresentaram crescimento pleno, foram duas:. a Analise da PCR por enzimas de restricao,
doinglés, PCRrestriction enzyme andysis (PRA) amplificandofragmento de 439pb, do gne
hsp65, identificando a presenca de badérias do género Mycobacterium. Foram utili zados
primers Th1l (5- ACCAACGATGGTGTGTCCAT- 3) e Thl2 (5-
CTTGTCGAACCGCATACCCT-3) (Telenti et al., 1993.

A extrac@® do DNA iniciou-se com a raspagem com haste de madeira aitoclavada, das
colénias no interior dos tubcs contendomeio Stonebrink. O conteddoretirado era alicionado
a 100 pl de tampédo TE em eppendaf, hamogeneizado e submetido a trés ciclos de
aquedmento a 100C/10 min, seguido de mngelacgo a -209C/10 min. Os tubcs foram em
seguida estocados a-20%C, para posterior amplificagdo doDNA (Jorddo Junior, 2009.
Microtubas de 500 ul, contendo vdume total de 26,5l em cada um, senda 23 pl de PCR
supermix (Promegall), 0,25ul de primer Th11, 0,25ul de primer Th12e 3,0 pul da anostra
de DNA (template). Apds homogeneizac®, foram inseridos no termociclador (MJ Research,
Inc., modelo PTC 100™), nas sguintes cond ¢cdes: desnaturacdo a 94°C por 10 minutos; 45
ciclos de anelamento — um minuto a 94°C, um minuto a 60°C; um minuto a 72°C — e
extensdo do DNA a 72°C por 5 minutos. Ao término, as amostras eram mantidas em
refrigeracéo a 4°C. Em seguida, tomavam-se 10 pl de cada amostra para redizar a
eletroforese en cuba (Horizon 11-14) usandotampé&o TBE a 100 vdts por 90 minutos em
gel de agarose al%, corado com 0,5 ug/mL de brometo de didio.

O gd foi fotodacumentado em poaréide amplado ao transiluminador, sob luz ultravioleta.
Para determinar o tamanho da fragmentos de DNA gerados, utili zou-se na detroforese um
marcador de peso molecular (DNA ladder) de 100 pb(Invitrogen]) (Jordéo Junior, 2009.



Em seguida, das amostras que gresentaram amplificacéo, tomaram-se 10 pl em microtubos

eppendaf para submeté-las a digestdo enzimatica adicionado-se 0,5 pul da enzima de
restricéo BstE 11 (Boehringer MannheinJ), mais 2 pl de tampéo TE e 7,5 ul de H,O Mili Q.
Apo6s homogeneizacé@ foram incubados a 60C em estufa, por uma hora.

Das mesmas amostras anteriores, foram tomadaos outros 10 pl, e aicionados a 0,5 pl da
enzima de Haelll (Invitrogend), mais 2 pl de tampdo TE e 7,5 pl de H,O MiliQ. Apss
homogeneiza¢a foram incubados a37C em estufa, por umahora (Telenti et al., 1993.

A digestédo dos produos gerou fragmentos anali sados por eletroforese en gel agarose a 4%,
com marcadores de peso moleaular de 25 pb (Invitrogen(1) e 50 pb (Invitrogen[) e logo
apos foi feita avaliacdo dos fragmentos utili zando o pograma Image Master VDS software
vearsion 3.0 phamaciabiotech. A andlise dos padrfes de restricdo, para identificar a espéde
de Mycobacterium, utili zou oPrasite (Prasite, 2009.

A outra estratégia glicada & coldnias isoladas, pas o PRA determinaria @é o complexo
Mycobacterium tuberculosis, foi a redizac® da PCR, buscando identificar M. bovis. O
template ohbtido anteriormente para o PRA, foi adicionado resta prova as primers, JB21 e
JB22, pra anplificagcédo de produo de 500 pb.A mistura da reagdo consistiu em um
volume final de 26 pl, compaosto de: 22,5ul de PCR supermix (Promegall), 0,25ul de cala
primer e 3 pl de template.

Ap6s homogeneizacd, a mistura foi submetida a anplificacd® em termociclada (MJ
Research, Inc., modelo PTC 100™) em corfiguraco idéntica arealizada para PCR das
amostras clinicas, acima mencionada. Apas amplificac@®, tomavam-se 10ul de cada anostra
e 5ul da anostra padrédo M. bovis AN5, pararedizar a detroforese en gel de agarose al%,
corado com 0,5 pg/mL de brometo de didio. O gel foi fotodocumentado em polaréide
acoplado ao transiluminador, sob luz ultravioleta. Para determinar o tamanho d fragmentos
de DNA gerados, utilizou-se na detroforese um marcador de peso moleaular (DNA ladder)

de 100 pb(Invitrogent) (Jordéo Junior, 2004.

RESULT ADOSE DISCUSSAO

A ocorréncia de tuberculose observada durante o exame post mortem em 57.641 bownos
abatidos em Mato Grosso, foi de 0,06%, corresponcdente as 27 bovnos que gresentaram
lesBes sugestivas da doenca (Tab. 1).



Tabela 1. Ocorréncia de lesdo presurtiva de tuberculose diagnosticada durante o exame post mortem de

bovinos abatidos, no periodo de novembro de 2004 a agosto de 2005, em trés matadouros-frigorificos do Estado

de Mato Grosso.
Municipio Bovinos Ocorréncia de bovinos com
abatidos les@o presuntiva de tuberculose
N° %

Barrado Garcas 21552 13 0,06

Sinop 9623 10 0,10
VérzeaGrande 26.466 04 0,01

Total 57.641 27 0,05

Esta ocorréncia encontrada an Mato Gros € semelhante adescritapor Almeida (2004, que
relatou o achado de 63 casos, correspordendo a 0,013%6 de 483.047 boinos abatidos em
Mato Grosso do Sul. Outrossm, esta proxima & taxas de prevaléncia da doenca, de 0,08% e
0,02, encontradas por Baptista € a. (2004, em Minas Gerais e Goiés, respedivamente.
Por outro lado, Schenk & Schenk (1982 relataram taxa de prevaléncia de 0,20, de
tuberculose an bovinos abatidos em Mato Grosso do Sul; Andrade € al. (1991 de 0,64%,
no Rio Grande do Sul e De Kantor & Ritac® (1994) descreveram uma taxa de 0,14% de
comprometimento pa tuberculose de bovinos abatidos em todo oBrasil. Apesar das muitas
pesquisas pertinentes ao tema, todas o portuais, ndo havendo um estudo atualizado com
abrangéncia nacional, sobre aprevaléncia da tuberculose bovina en matadouros-frigorificos.
No presente estudo, duante o exame post mortem foram identificados 55 linfonods com
lesBes presurtivas de tuberculose (Fig. 1), em 27 bovnos cujas carcaga foram destinadas a
esterili zac® pelo calor. Os linfonods acmetidos eram os |locali zados nas regides da cdega,
cavidade toradca ecacaca, com distribuicéo de aordo com a (Tab.2).

O percentua de 41,8% de aometimento dcs linfonodcs da cacaca, observado reste estudo,
extrapola os pullicados por Corner (19949 e Freitas et a. (200) que excontraram
respedivamente, 3,860 e 9,6%, de linfonods da cacaca ®m lesdes sugestivas de
tuberculose. De amrdo com Araljo (2004, o elevado percentual de lesdes sugestivas de
tuberculose identificadas em linfonodc da cacaca estd, evidentemente, relacionada amaior
atencdo dspensada pelos médicos veterinarios inspetores a estes linfonodcs, especialmente
aos pré-escgpulares. Assm, o resultado oliido resta pesquisa € mais condzente aos dados
reportados por Jorge (2001) e Aradjo (2004 que observaram, respectivamente, 30,66 e

35, P4 das lesbes em linfonoda da carcaca



Tabela 2. Didtribuicdd de lesbes sugestivas de tuberculose en linfonodos de 27 bovinos detedadas pela
inspecé sanitériano periodo e novembro de 2004 a ayosto de 2005.

Locdizag@® anatdbmica Les8o sugestiva de tuberculose
N° (%)

Linfonodos da cadbega(parotideo e retrofaringeo) 17 (30,9

Linfonodos da cavidade toradca (apicd e tragueobronquico) 15 (27,3)

Linfonodos da cacaca(pré-peitoral e pré-escapular) 23 (41,8)

Total 55 (1000)

No dagndstico histopatol 6gico, a aloragéd com HE evidenciou em 23 (85,2%) das amostras
um proces inflamatério do tipo granulomatoso, caracteristico da tuberculose. Os
granulomas £ gresentavam em diferentes estadios de evolucdo sendo, & mais antigos,
envolvidos por uma cdpsula de teddo conjuntivo cicatricial. Adjacente a capsula havia
infiltrado inflamatério mononuclear predominantemente de macréfagos com presenca de
poucos linfécitos. Internamente acapsula eram observadas células epteli 6ides com abundante
citoplasma ensindfilico espumoso e dispostas, em sua maioria, em palicadas. Além destas,
também foram observadas cdulas multinucleadas, com nucleos dispostos perifericamente,
denominadas céulas gigantes tipo Langhans. A regido central dos granulomas era
caracterizada por intenso process necrético, e pela presenca de material amorfo basofili co,
correspondentes, respedivamente, a necrose de caeificacéo e cdcificagéo dstrofica (Fig. 2).
Estas caraderisticas, coincidem com as descritas por outros autores para o granuloma tipico
datuberculose (Jones et a., 2007).

A taxa de lesBes granulomatosas caraderisticas da tuberculose encontrada nesta pesquisa, foi
semelhante & encontradas por Andrade d a. (1997), Jorge (2001) e Almeida (2004 que
observaram respectivamente, estas lesdes histopatolégicas em 92,4%, 805% e 746%, das
amostras avaliadas. De aordo com Andrade @ a. (1991), estes percentuais mostram
confiabili dade no dagndstico past mortem redi zado em frigorificos.

Em trés (11,1%) das amostras coradas com HE, evidenciaram-se lesbes com estrutura
congtituida por cgpsula cnjurtiva fibrosa vascularizada, envolvendo um contetido compasto
predominantemente por neutrofilos, restos cdulares e substancia amorfa, caraderizando
neaose do tipo liquefativa, caraderisticas estas, segundo Jones et al. (2001, compativeis
com absces.

Em uma das amostras (3,76) corada com HE, foram observadas, na regido centra do
granuloma, drusas, também denominadas “materia de Sdendare-Hoeppli”, formadas de
estruturas periféricas eosindfilicas em forma de baquetas. As drusas, pa sua vez, eram



envaltas por abundante infiltrado inflamatorio mononuclear compaosto, predominantemente,
por maaodfagos e poucos linfécitos, sendo que grande parte dos macrofagos estavam
diferenciados em células eptelidides (Fig. 3). Todas estas estruturas eram circundadas por
teddo conjuntivo.

A presenca de olonias de hifas micoticas sptadas e ramificadas, cujos contornos eram
corados em preto, e estavam dispersas irregularmente no interior das drusas, (Fig. 3) foi
revelada nesta anostra, apos redizac® da mloragd® com argénteo-metenamina de Gomori-
Grocott (AMG). Estes achados s80 compativeis aos descritos por Jones et al. (2001) em
granulomas micoticos.

A coloracdo pelo método ZNF revelou a presenca de BAAR corados em vermeho
distribuidos difusamente ou nointerior de macrofagos, apenas no controle positivo (Fig. 4),
ndo sendo evidenciados em nenhuma das 27 amostras. Este resultado dfere daqueles
encontrados por Andrade & a. (1991), Pinto et a. (2002 e Martins (2004 que observaram
BAAR em 9,1%, 50% e 70% das amostras histol 0gicas examinadas, respedivamente.
Entretanto, € um resultado idéntico ao encontrado pa Miguel et a. (2005 que dirmam néo
terem encontrado BAAR em amostras de teddos apresentando lesdes sugestivas de
tuberculose. Esta variabili dade de resultados foi mencionada en CPZ (1983), pa Andrade &
a. (1997 e mais recentemente por Ayele @ al. (2004, quando relatam que en tecidos,
espedamente de bovinos, a ndo olservacédo de BAAR em lesbes pode, frequentemente,
ocorrer especialmente nos casos de baixa amncentragdo de baal os nalesdo examinada.

Seis (22,2/6) amostras, dentre a 27 cultivadas em meio de Stonebrink, evidenciaram, entre
24 a 87 das de alltivo, crescimento de mlbnias pequenas, arredondadas, de @loracéo
amarelo-paido, com borda irregular e superficie granular (Fig.5) que, de aordo com CPZ
(1988 e Corner (1994, sdo caracteristicas compativeis as colonias de M. bovis.

Estudando amostras procedentes de diversos estados brasileiros, Andrade € al. (1997), Jorge
(200D, Pinto et a. (2002, Leite d@ a. (2003 e Aradjo (2009 utilizaram este método
microbioldgico, e obtiveram respedivamente (40/59) 67,8%, (13/45) 28,%%, (6/50) 12%,
(15/22) 68,20 e (17/72) 23,6% de isolamento micobacteriano.

Apesar do método de preparac@ das amostras para isolamento, requerer um proceso de
descontaminacdo agressvo, com bruscas variacbes no pH, visando a diminac® de
contaminantes, mas também dificultando a recuperagd doM. bovis, segundoCorner (199%),
€ aonsiderado o dagnastico “padréo ouo” para micobactérias.

A aplicag@o datécnicade mlorac® de ZN em Iaminas com esfregaco de mlonias, revelou a
presenca de BAAR nas sis (100%) amostras que apresentaram isolamento bacteriano. Este

resultado € idéntico aos obtidos por Jorge ( 200]) e Aradjo (2004). Também aplicando esta



témica Andrade € al. (199]) e Pinto et a. (2002 observaram BAAR em 27,%% e 50%

respedivamente, em esfregagos dos cultivos com isolamento de Mycobacterium bovis e
Mycobacterium sp.

A andlise por PCR nas 27 amostras clinicas ndo revelou o fragmento de 500pb (Fig.6)
indicativo de M. bovis. Este resultado reforca o conceito de Ayele @ a. (2004) que
consideraram o0 cultivo dagndstico padr@o ouo acato internaciondmente para
micobadérias. Os autores mencionaram a necessdade de padronizac® para provas
moleaulares, aplicadas as lesbes augestivas de tuberculose, pas a presenca de inibidores, a
exemplo dcs ions metdlicos e @mntaminantes, tem se tornado porio critico da PCR. Esta
problematica para padronizac@® € particularmente observada quando se pesguisam amostras
clinicas, gue espedamente en bovinos tuberculosos apresentam pequenas quantidades de
badlos. Jorddo Junior (2004, pesquisando amostras de leite, também ndo conseguiu
amplificar por PCR o fragmento de 500pb dretamente.

Das sis amostras provenientes de isolamentos de @lonias, todas amplificaram o fragmento
de 439pb noPRA (Fig.7), indicando que & amostras testadas continham badérias do género
Mycobacterium.

A andlise dos padrdes de restricéo, de fragmentos de DNA de diferentes pesos moleaulares,
revelou resultados conforme (Fig.7) e (Tab.3).

Tabela 3. Resultados encontrados por meio da andli se da PCR por enzimas de restri¢éo (PRA).

Amostras Valoresdospesos Moleallares Padréo PRA dabase de dados PRASITE
de olénias
BstE Il Haelll
1 4400/0 1150/0 Mycobacterium sp.
2 235210 130105 M. avium spp. paratuberculosis
3 235115/85 150125/70 Complexo M. tuberculosis
4 235115/85 150125/70 Complexo M. tuberculosis
5 235115/85 150125/70 Complexo M. tuberculosis
6 235115/85 150125/70 Complexo M. tuberculosis

PRASITE (http://app.chuv.ch/prasite/index.htlm)

Na anostra 1 ndo foi posdvel a determinacdo da espéde de Mycobacterium porque a
fragmentacd® do DNA por digestdo enzimatica foi parcial, evidenciando somente um
fragmento nas colunas das enzimas BstE 11 e Haelll (Fig. 7).

Na anostra 2, foi posdvd identificar o M. avium s9. paatuberculosis. Apesar de anda néo
ser reconhedda oficidmente no Brasil a ocorréncia desta micobadéria en animais,



Lilenbaun et a. (20095 reportam o isolamento e identificagc& deste agente no Rio de Janeiro
e Rio Grande do Sul a partir de material colhido de bovinos. De aordo com Driemeier et al.
(1999, este microrganismo asocia-se aileocolite granuomatosa, ou tenga de Crohn em
humanos, e €o resporsavel pela paratuberculose, ou denga de Johre que se manifesta en
ruminantes com mais de dois anos de idade, sem acometimento dcs linfonodas retrofaringeos
e mediastinicos. A histopatologia, neste cao, evidencia lesdo granulomatosa, geramente
ndo asciada anecrose de caseificac®, devendo, po is, ser diferenciada da tuberculose
através daidentificagéo doagente.

A amostra que deu aigem a identificagdo do M. paatuberculosis neste estudo, foi
proveniente de bovino com mais de 36 meses de idade a abate, do qual coletaram-se
linfonoda pré-peitorais. A histopatologia gresentou ganuloma tipico da tuberculose e o
cultivo estendeu-se por 87 das, até o aparedmento das primeiras coldnias.

Asamostras 3, 4, 5,e 6 apresentaram padréo docomplexo M. tuberculosis no PRA, e quando
submetidas a PCR amplificaram o fragmento de 500 pb @& mesma maneira que aamostra de
M. bovis AN5, uilizada cmo controle positivo (Fig.8), confirmando a presenca do M. bovis
pela PCR em quatro (66, 72%6) das sis amostras isoladas. Este resultado foi idéntico ao oltido
por Leite @ a. (2003) que identificou M. bovis pela PCR em 10 (66,72%6) de 15 amostras
isoladas a partir de lesbes sugestivas de tubercul ose.

Os resultados obtidos nesta pesquisa por meio do PRA e da PCR quando redizadaos a partir
de wldnias mostraram alta diciéncia, pas identificaram todas as sis amostras, sendo una
na subespéde, quatro na espécie eumano genero. Araljo et a. (2005 utili zando estas duas
témicas paraidentificacdo de 17 coldnias, encontrou em 13 (76,4%) a espécie M. bovis. Duas
foram identificadas como docomplexo M. tuberculosis e duas da espécie M. fortuitum. Estes
resultados tornam patente a importancia das provas moleallares no dagnédstico da
tuberculose bovina. Todas os resultados obtidos neste estudo estdo sumarizados na (Tab. 4).



Tabela 4. Representac® dos resultados de histopatologia, baderiologia e biologia moleaular obtidos em
amostras de linfonodos com lesdes sugestivas de tuberculose observadas durante o abate de bovinos em

matadouros-frigorificos de Mato Gross no periodo compreendido entre novembro/2004 e agosto/2005

Isolamento  baderiano

Amostra HE ZNF AMG dias Zn PCR/PRA colbnias PCRlinfonodo
01 Granuoma - - 31 Baa+ Mycobaderium -
02 Grandoma - - * Na Na -
03 Grandoma - - * Na Na -
04 Grandoma - - * Na Na -
05 Absceso - - * Na Na -
06 Granuoma - - * Na Na -
07 Granuoma - - * Na Na -
08 Absces - - * Na Na -
09 Granuoma - - * Na Na -
10 Granuoma - - 87 Baa+ M. paratubeaulosis -
11 Grandoma - - 24 Baa+ M. bovis -
12 Granuoma 31 Baa+ M. bovis -
13 Granuoma - - 31 Baa+ M. bovis -
14 Drusa - Hifas * Na Na -
15 Granuoma - - * Na Na -
16 Granuoma - - * Na Na -
17 Grandoma - - 59 Baa+ M. bovis -
18 Grandoma - - * Na Na -
19 Grandoma - - * Na Na -
20 Absceso - - * Na Na -
21 Granuoma - - * Na Na -
22 Granuoma - - * Na Na -
23 Granuoma - - * Na Na -
24 Granuoma - - * Na Na -
25 Grandoma - - * Na Na -
26 Grandoma - - * Na Na -
27 Grandoma - - * Na Na -

HE= Hematoxilina-eosina;, ZNF= Ziehl-Nedsen-Faram; AMG= argénteo-metenamina de Gomori-Grocott;
Zn= Ziehl Nedsen; (-) = negativo; Na= NZo avaliado; (*) = ndo houve isolamento; BAAR'= badlo alcodl-

addoresistente; PCR= reac® em cadeia da polimerase; PRA= andlise da PCR por enzimas de restricéo



Figura 1. Lesdo sugestiva de tuberculose, forma
arredondada, bem deli mitada, cor
amarelo-pdlido e mnsisténciafirme.

e by .
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Figura 3. Fotomicrografias; Drusas “material de
Sdendore-Hoeppli”; HE 40X. Detalhe; hifas
micoticas coradas em preto; argénteo-metenamina de
Gomori-Grocott (AMG) 1000X.

Figura 5. Tubo com meio de Stonebrink; coldnias
pequenas, arredondadas, cor amarelo-pdido e
superficie irregular, morfologia cmpativel com
Mycobacterium bovis.

Figura 2. Fotomicrografias; granuloma; cdpsula fibross;
nedose caeosy; cacificagdo distréfica HE 40X. Detalhe;
cdulagigante tipo Langhans, HE 400X.
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Figura 4. Fotomicrografias; badl os acool-addo resistentes
(BAAR) distribuidos difusamente; Ziehl-Nedsen-Faram

(ZNF) 1000X. Detalhe; BAAR nointerior de maaéfagos,
ZNF 400X.
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Figura 6. Detecc® do PCR utilizando primers JB21 e
JB22. A coluna3indicao padréo M. bovis ANS. As
colunas 11 e 24 indicam ladder de 100pb. As demais
colunas correspondem as 27 amostras clinicas.
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Figura 7. @) Resultado da andlise da PCR por enzimas de restricdo (PRA) redizada em
amostras de mlonias, utilizando primers Th1lle Th12 As colunas 1 a 6, correspondem as
amostras que amplificaram fragmento de 43%b do gene hsp65 indicaivo do género
Mycobacterium. Coluna A indicaladder de 100pb. b) Resultado da digestdo do fragmento
de 439pb pelas enzimas de restricéo BstE |l e Haelll. Coluna B indicaladder de 25pb; C
indicaladder de 50pb; coluna 1 género Mycobacterium, coluna 2 subespéde Mycobacterium
paratuberculosis e mlunas 3, 4, 5 e 6 complexo Mycobacterium tuberculosis.

Figura 8. Resultado dadeteccd@ dofragmento de 500pbindicativo da espéde M.bovis
pela PCR, utilizando primers JB21 e JB22. Coluna D indicaladder de 100pb. Coluna E
indicao padr&o M. bovis AN5. Colunas 3, 4, 5 e 6 correspondem as amostras de @l6nias
gue amplificaram o fragmento de 500pb.



CONCLUSOES

Os resultados oltidos permitem concluir que atubercul ose causada por Mycobacterium bovis
esta presente en bovinos de orte do Estado e Mato Gros. Também evidenciam a
necessdade de otimizacd das técnicas de isolamento em cultivo, pesquisa de BAAR em
granulomas, aém da necessdade de padronizac® docs métodos moleculares para

estabeledmento de diagndstico definitivo a partir de anostras clinicas.
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4 CONSIDERACOESFINAIS

O exame post mortem de rotina, asociado a métodos diagndsticos complementares,
efetivou a caraderizacdo das lesOes presuntivas de tuberculose evidenciando que, a
redizacd da histopatologia, cultivo e isolamento baderiano e provas moleaulares, pocem
proparcionar o dagndstico confirmatério da tuberculose bovina em rebanhcs de rte no
Estado de Mato Gros9.

Considerando o nivel crescente de exigéncia no quesito seguranca dimentar, torna-se
necessrio que, ndo SO as carcagas portadoras de lesdes sjam identificadas e cndenadas,
como também segjam estabeleddaos procedimentos de combate & enfermidade dos animais,
ainda nas propriedades, através de uma vigilancia sanitéria diciente. Para tal, se faz
necessria aconcaenacdo dos dados levantados nos rvicos de inspecdo dficiais com 0s
rastreamentos desenvalvidos pelos srvicos de defesa oficiais. Muitas vezes, ambas as
atividades de vigil ancia sdo reali zadas dentro de uma mesma institui¢éo, com banco de dados
percorrendotramites paralelos.
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Apéndicel. Mapado Estado ce Mato Gros caracterizandoa &eade estudo.
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Par anaita
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com |esOes sugestivas detuberculose.

Pontal do Araguaia

] o Guiratinga
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F3 - matadouro-frigorifico Barra do Garcas



Apéndice2. Guia aompanhatoria.

GUIA ACOMPANHATORIA
Lesdo sugestiva de tuberculose wlhida em nmatadouro-frigorifico

Data da Colheita: NUmero da amostra:

1 - DADOS DO MATADOURO-FRIGORIFICO

Nome do matadouro-frigorifico:

Endereco: N° do SISE:

Cidade:

Telefone: Fax: e-mail:

Médico veterinario responsavel pelo SISE:

2 - PROCEDENCIA DO ANIMAL

Nome do proprietario:

Nome da propriedade:

Municipio: Estado de Mato Grosso

NUmero do GTA: Emitido pelo INDEA/MT de: Data:

3 - DADOS DA AMOSTRA

Espécie: Bovina Bubalina Sexo: M F

Raca: Zebu Europeu leite Europeu corte Mestico Outras racas

Idade: até 12 meses 12 a 24 meses 24 a 36 meses mais que 36 meses

Distribuicdo das lesdes do animal: Material Colhido:

Cabeca Linfonodo parotideo

Lingua Linfonodo Retrofaringeo
Linfonodo Sub-linglal

Pulméo Parénquima Linfonodos mediastinais
Linfonodo apical Linfonodo traqueobrénquico
Linfonodo esofagiano

Rins Parénquima Linfonodo renal

Figado Linfonodo hepatico
Parénquima

Intestinos Linfonodos mesentéricos

Baco Parénquima

Linfonodos da carcaga Costo-cervical Pré-crural
Iliaco Pré-escapular
Inguinal Popliteo
Isquiatico Sub-escapular
Pré-peitorais Supra-esternal

Outro, qual? Observacoes.

Assnatura e arimbo b resporsave pelo SSE

Data doenvio da amostra

Data da chegada da amostra no laboratdrio da UFMS







