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“E melhor tentar e falhar,
que preocupar-se e ver a vida passar;
é melhor tentar, ainda que em véo,
que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.

Prefiro ser feliz, embora louco,
que em conformidade viver ..."

Martin Luther King



1 INTRODUCAO

1.1 Conceituacao e historico

A tuberculose bovina ¢ uma doenga bacteriana, infectocontagiosa e de evolugdo cronica,
caracterizada por granulomas sugestivos denominados tubérculos, e afeta os animais
domésticos e silvestres, sendo o0 mesmo agente o principal responsavel pela transmissao

da tuberculose dos animais ao homem (Acha & Szyfres 1986, Corréa & Corréa 1992).

O carater zoondtico da tuberculose bovina comegou a ser compreendido no século XIX,
quando se observou que havia maior freqiiéncia de linfadenites tuberculosas em
criangas alimentadas com leite de vaca do que naquelas alimentadas com o leite
materno, sugerindo ser o leite a fonte dessa infegdo. A confirmagao dessa hipotese foi
verificada por meio da reprodug¢do da doenca em coelhos a partir de leite de vacas
doentes. Inicialmente, acreditava-se que existia um unico agente para tuberculose, que
determinava a doen¢a tanto no homem como nos animais. Entretanto, estudos
posteriores revelaram que o bacilo bovino era menor € seu crescimento era mais lento
em meio de cultivo. Para o esclarecimento de duvidas a respeito da natureza da
tuberculose bovina e a sua associacdo com a tuberculose humana, o governo inglés, em
1901, criou a Royal Comission on Tuberculosis que trabalhou durante dez anos, ¢
concluiu que existiam dois organismos distintos, um bacilo humano ¢ um bovino, por
diferengas apresentadas em cultivo. Foi verificado, também, que as lesdes produzidas
em humanos tuberculosos eram em parte idénticas as dos bovinos doentes, € que o
bacilo bovino era altamente patogénico para humanos. A Comissdo relatou que uma
consideravel propor¢ao de tuberculose em criangas era de origem bovina, em especial as
afetadas nos 6rgaos abdominais e linfonodos cervicais, e que homens adultos poderiam
adquirir tuberculose pulmonar de bovinos pela inalagio (Woodhead 1911, Corréa &

Corréa 1992).

1.2 Agente etioldgico

As micobactérias sdo microorganismos pertencentes a ordem Actinomicetales, familia
Mycobacteriaceac e género Mycobacterium. A tuberculose bovina é determinada por
Mycobacterium bovis, uma micobactéria intracelular que integra um grupo, cujas

espécies sdao responsaveis pela tuberculose dos mamiferos, caracterizado pelo



crescimento lento em meio de cultura (Miltgen et al. 2002). A este grupo denominado
“complexo Mycobacterium tuberculosis”, também pertencem M. tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium microtti (Shinnick & Good 1994, Wards et
al. 1995, Roxo 1996a) Mycobacterium canetti (Miltgen et al. 2002), Mycobacterium
pinnipedii (Cousins et al. 2003) e Mycobacterium caprae (Aranaz et al. 2003).

O género Mycobacterium ¢ constituido por bacilos pequenos e finos, medindo 0,2 a 0,6
um de largura e de 1 a 10 um de comprimento, imdveis, ndo esporulados, nao
capsulados e ndo flagelados (Brasil 1994). Sao bacilos alcool-acidorresistentes (BAAR),
ou seja, quando corados pela fucsina a quente resistem a descoloragdao com alcool-acido
(coloragdo de Ziehl-Neelsen), retendo a coloragdo vermelha da fucsina, sua propriedade
caracteristica mais comum (Corréa & Corréa 1992, Roxo 1996a). Na baciloscopia, M.
bovis aparece como cocobacilo de coloragdo vermelha intensa e tamanho compreendido

entre 0,3 a 0,6 um de largura por 1 a 4 um de comprimento (Corner 1994).

As micobactérias apresentam parede celular complexa constituida por lipideos e
polipeptideos, que estdo relacionados com a capacidade de sobrevivéncia dentro das
células do hospedeiro, e também atuam como uma camada de cera que impermeabiliza
a superficie micobacteriana, o que a torna altamente resistente a compostos hidrofilicos
(Corner 1994). O alto contetido lipidico da parede celular da micobactéria é responsavel
por importantes efeitos bioldgicos no hospedeiro, como a formagdo do granuloma e a

antigenicidade (Brasil 1994).

Mycobacterium sp. tem preferéncia de crescimento em meios de cultivos a base de
ovos, enriquecidos por asparagina e contendo verde malaquita para inibir os
contaminantes, sendo dos meios mais utilizados o Loewenstein-Jensen com baixo teor
de glicerol (Corréa & Corréa 1992), onde aparecem como coldnias pequenas,
arredondadas, de coloragdo amarela palida, com borda irregular e superficie granular
(Corner 1994). O glicerol favorece o crescimento de todos as espécies do género, mas
dificulta o crescimento de M. bovis (Corréa & Corréa 1992), o qual necessita de fontes

ricas em piruvato, como o meio de Stonebrink (Haasgma 1995, Jorge 2001).

1.3 Epidemiologia

Mycobacterium bovis é um microorganismo de parasitismo obrigatdrio; no entanto,

pode sobreviver por longos periodos no meio ambiente sob condi¢des favoraveis. Essa



habilidade tem sido demonstrada em alguns estudos de sobrevivéncia do organismo por
contaminagdo natural ou artificial de varios locais. A adequada disponibilidade de
nutrientes na matéria organica ¢ um importante fator para essa sobrevivéncia. No caso
de escassez de nutrientes, o microorganismo torna-se mais suscetivel aos efeitos
adversos da agdo da temperatura, que causara a morte da bactéria (Morris et al. 1994). A
luz solar € o principal fator que influencia a sobrevivéncia do microorganismo por causa
dos efeitos provocados pela dessecacdo, e areas com clima temperado, os efeitos diretos
da luz ultravioleta sdo menos evidenciados do que nos tropicos. Fatores com pH baixo e
certos ions inorganicos também reduzem essa sobrevida, bem como a competi¢do com
outros microorganismos (Kelly & Collins 1978, Morris et al. 1994). A sobrevivéncia
das bactérias patogénicas nas pastagens pode ser afetada por sua localizagdo (na parte
aérea da planta, no solo ou no subsolo), visto que cada localizagdo possui diferencas na
disponibilidade de nutrientes e na estrutura fisica do substrato, em especial no solo

(Wray 1975).

A persisténcia do agente apds a morte de hospedeiros selvagens pode ser a fonte da
infec¢do para animais comedores de carnicas e, possivelmente, depois para os animais
domésticos, que comem o capim disponivel no local de decomposi¢do. O periodo de
tempo que M. bovis pode ser recuperado das carcagas com tuberculose depende da
velocidade da putrefagdo e de decomposicdao, além da temperatura ambiente e da

condicdo de protecdo ambiental a carcaca (Morris et al. 1994).

Mycobacterium bovis ¢ moderadamente resistente ao calor, e pode permanecer viavel
em estabulos, pastos, estercos e em locais onde se enterrem cadaveres, por periodos de
seis meses a quatro anos (Corréa & Corréa 1992, Roxo 1996a). A 4gua parada também
pode ser uma importante fonte de contaminacao, pois o bacilo pode permanecer efetivo
nesse local por at¢ um ano (Roxo 1996a). Apesar do microorganismo sobreviver por
longos periodos nos pastos, alguns estudos revelam que a contaminagdo destes ndo ¢ de

grande importancia na epidemiologia da tuberculose em bovinos (Radostits et al. 1994).

1.3.1 Hospedeiros e transmissao

A tuberculose ¢ uma doenga com ampla variedade de hospedeiros, freqliente em
bovinos e suinos (Morris et al. 1994), menos comum em ovinos, caprinos, carnivoros e

eqiiinos (Corréa & Corréa 1992, Neill et al. 1994). Muitos animais selvagens sao



suscetiveis a tuberculose, ¢ isso € de particular importincia para os programas de
controle e erradicagdao dessa enfermidade, pois constituem uma fonte de infec¢ao para
bovinos. Dentre os principais animais reservatorios, destacam-se o veado-vermelho
(Cervus elaphus) e o gamba (Trichosurus vulpecula) na Nova Zelandia, o texugo (Meles
meles) na Republica da Irlanda e Reino Unido, o veado-da-cauda branca (Odocoileus
virginianus) e o bisdo (Bison bison) na América do Norte e o bufalo africano (Syncerus
caffer) (Keet et al. 1996, Wedlock et al. 2002), ledes e primatas, na Africa, em especial
no Parque Nacional de Kruger.

A resisténcia genética dos hospedeiros a infecgdo por M. bovis nunca foi solidamente
demonstrada. Algumas poucas evidéncias sugerem que as racas zebuinas sao mais
resistentes aos efeitos da doenca do que as européias, entretanto, este fato pode estar
mais relacionado ao manejo do que a raga dos animais. Existem indicios de que o estado
fisiologico, imunitario do animal e o estresse ambiental influenciam o curso da
tuberculose, mas nao foram produzidas evidéncias experimentais em outros bovinos ou
veados que reforgassem tais observagdes. Nao ha dados experimentais consistentes para
afirmar que idade, sexo, estado reprodutivo ou outras caracteristicas similares do
hospedeiro influenciem diretamente a transmissdo ou o curso da doenca no animal
(Morris et al. 1994), mas se sabe que existe uma maior incidéncia de tuberculose em
animais adultos por causa da maior possibilidade de adquirir a infeccdo com o passar

dos anos (Corréa & Corréa 1992).

Em condi¢des naturais, M. bovis causa a doenga primeiro em bovinos, depois em
humanos, suinos e, de forma ocasional, em eqiiinos, caninos, felinos e ovinos. A via
pela qual os animais sdo infectados, a resposta imune do hospedeiro e a viruléncia do
microorganismo sdo de grande importdncia para a sobrevivéncia, multiplicacdo e
manifestagdo da doenga no hospedeiro (Collins 2001). As principais vias de infec¢ao
por M. bovis sdo a respiratoria (Mcllroy et al. 1986, Neill et al. 1989, Neill et al. 1994,
Menzies & Neill 2000, Palmer et al. 2002, Wedlock et al. 2002) e a alimentar,
entretanto, existem varias outras portas de entrada disponiveis para o bacilo (Radostits
et al. 1994). A infeccdo pode ocorrer também por vias menos comuns, cOmo a

congénita, por meio dos vasos umbilicais, genitais e lesdes cutaneas (Neill et al. 1994).



1.3.2 Distribuicéo geografica

A tuberculose bovina ¢ responsavel por determinar morbidade e mortalidade em
bovinos em vdrias partes do mundo. Em paises em desenvolvimento, a prevaléncia ¢
maior, e assume grande importancia para a satde publica, pecuaria e comércio
internacional de animais e seus subprodutos (Acha & Szyfres 1986, Jorge 2001,

Wedlock et al. 2002).

Nos continentes africano e asidtico, varios paises relatam a ocorréncia da doenca em
seus rebanhos, e a maioria ndo possui medidas de controle efetivas. Nesses paises, 80%
a 90% da populacdo vive em areas onde ndo ha o controle da tuberculose bovina, ou,

quando realizado, ¢ de forma parcial (Cosivi et al. 1998).

Na América Central e no Caribe, muitos paises sdo livres da tuberculose bovina. Cuba,
com aproximadamente cinco milhdes de bovinos, ¢ declarada livre desde 1984. No
Panamé, desde 1983 nao sdo encontrados casos de animais reagentes a tuberculina nem
com lesoes da doenca. Na Jamaica, as condenagdes de carcagas com lesdes sugestivas
macroscopicas de tuberculose foram menores que 0,01% (Kantor & Ritacco 1994). No
rebanho leiteiro mexicano, em uma populacdo de seis milhdes de animais, foi
encontrada prevaléncia de 2%, enquanto que no rebanho de corte esta foi menor que

0,1% (Kantor & Ritacco 1994).

No Brasil, dados oficiais indicam que a prevaléncia de animais infectados no rebanho
nacional ¢ de 1,3% (Brasil 2003). Estudos isolados de prevaléncia em bovinos abatidos
de matadouros-frigorificos revelaram, no municipio de Patos, PB, ocorréncia de 0,48%
de lesdes tuberculosas em carcagas (Tabosa et al. 2000). Reis & Almeida (2001), no
municipio de Uberlandia, MG, encontraram 0,08% de carcacas condenadas, de um total
de 317.372 animais abatidos, no periodo de 1984 a 1998. No Estado de Minas Gerais,
estudos de tuberculinizagdo demonstraram prevaléncia aparente de animais infectados

de 0,8% (Brasil 2003).

1.3.3 Importancia

A tuberculose bovina ocorre em vdrias partes do mundo, com maior prevaléncia em
rebanhos leiteiros (Roxo 1997, Souza et al. 1999, Buzatto et al. 2002). A doenca esta

sob rigoroso controle em muitos paises desenvolvidos, mas ¢ ainda responsavel por



perdas nos paises em desenvolvimento. Além das mortes, os animais infectados perdem
de 10% a 25% da sua capacidade produtiva (Radostits et al. 1994, Ferreira-Neto &
Bernardi 1997). Em relagdo a satde e producao animal, M. bovis causa doenga nas
principais espécies domésticas e em vdarias espécies silvestres, que, além de se
infectarem, também permanecem como reservatorio do agente, o que contribui para a
dissemina¢do da doenga (Wedlock et al. 2002). No ambito de satde publica, M. bovis é
transmitido ao homem e causa doenca clinicamente indistinta daquela determinada por
M. tuberculosis (Acha & Szyfres 1986, Grange & Yates 1994, Collins 2001), portanto,
deve ser considerada e tratada com o rigor de uma doenga infecciosa e transmissivel

(Jorge 2001).

Na cadeia pecuaria bovina, a tuberculose ¢ responsdvel por perdas significativas
principalmente na produc¢ao leiteira, além da queda da eficiéncia reprodutiva de machos
e fémeas, transmissdo do agente ao bezerro por meio do leite e condenacao de carcacas
(Cafrey 1994, Morris et al. 1994, Roxo 1997, Jorge 2001). No Brasil, a doenca ¢
endémica e estima-se que afeta cerca de 20% das propriedades de rebanhos leiteiros
(Lilenbaun et al. 1998), justificada pela proximidade dos animais que facilita a infec¢@o
pela via aerogena (Menzies & Neill 2000, Goodchild & Clifton-Hadley 2001, Palmer et al.
2002). Em rebanhos de corte, o grau de infec¢do é menor. Todavia, rebanhos isolados de
gado de corte poderdao apresentar alta morbidade, se neles, forem introduzidos animais
infectados (Radostits et al. 1994). Salienta-se, que a crescente exigéncia em relagdo ao
manejo sanitario dos animais feita pelos paises desenvolvidos, bem como o entrave
comercial em busca de produtos atestados sanitariamente, torna provavel o fechamento
do mercado para as exportagdes de carne e de seus subprodutos de paises que nao

erradicarem a tuberculose bovina de seus rebanhos (Kantor & Ritacco 1994).

1.4 Tuberculose como zoonose

Dentre as zoonoses, a tuberculose recebe especial atengdo por parte das autoridades de
saude publica, por causa do aumento da incidéncia na populacdo humana (Moda et al.
1996). Com o surgimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), tem-se
observado, tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento,
crescente nimero de notificacdes de tuberculose associado a pacientes soropositivos

(Schwarz et al. 2002).



Apesar de a maioria dos casos em humanos serem por M. tuberculosis, aqueles cuja
etiologia ¢ M. bovis podem alcangar indices importantes em algumas regides. Estudos
publicados em varios paises, entre 1954 e 1970, estimaram que, do total de casos de
tuberculose humana, 3,1% eram determinados por M. bovis (Gervois et al. 1972 citado
por Cosivi et al. 1998). No Brasil, estima-se que M. bovis seja responsavel por
aproximadamente 5% da incidéncia de tuberculose humana (TbBovNet 2001). O
nimero exato da infeccdo pelo bacilo bovino ¢ dificil de ser quantificado, pois o
diagnostico de rotina em humanos baseia-se na baciloscopia do escarro, método que nao
permite diferenciar M. tuberculosis de M. bovis, e quando ¢ realizado o cultivo, ndo sdo

empregados meios de cultura adequados a M. bovis (Haasgma 1995, Jorge 2001).

Mesmo com o processo de pasteurizagdo do leite, que contribuiu para reducdo da
incidéncia da doenca por M. bovis em humanos, a maioria dos casos esta associada a
ingestdo de leite ndo pasteurizado proveniente de bovinos doentes (O'Reilly & Daborn
1995, Cosivi et al. 1998, Schwarz et al. 2002). O risco de contrair a doenca pela
ingestdo de produtos carneos de animais infectados torna-se menor, em decorréncia da
baixa incidéncia do agente em tecidos musculares. No entanto, pode-se contrair a
infecgdo, com acometimento cutdneo em humanos, pela manipulacdo de carcacas
contaminadas. As classes mais afetadas sdo os magarefes, auxiliares de inspegdo e
médicos-veterindrios. Tais lesdes, na maioria das vezes, sdo pouco extensas e
regressivas, manifestando-se na forma de pequenas pépulas, semelhantes a verrugas,

3

conhecidas como “verrugas do magarefe” (Grange & Yates 1994). M. bovis pode
causar as mesmas formas clinicas e lesdes patologicas que M. tuberculosis, e a forma
extrapulmonar afeta, principalmente, criancas em decorréncia da ingestdo de leite e

produtos lacteos crus contaminados (Acha & Szyfres 1986, Grange & Yates 1994).

1.5 Imunopatogenia

A protecdo imune contra micobactérias foi conhecida por meio de infecgdo
experimental em ratos, andlise da resposta imune em pacientes humanos com
tuberculose ¢ em animais infectados com M. bovis (Wedlock et al. 2002). Quando o
agente invade o organismo ocorre a fagocitose pelos macréfagos e apresentagdo dos
antigenos micobacterianos no contexto do complexo de histocompatibilidade (MHC) de
classe II. Tendo alcancado a superficie celular com sua carga de peptideos antigénicos,

as moléculas MHC de classe II, sao reconhecidos pelos linfécitos T inflamatoérios (Thl)



e linfocitos T de memoria (Wedlock et al. 2002). Ao reconhecer seus alvos, os
linfécitos ativados iniciam a producao de moléculas efetoras (citocinas), as quais afetam
diretamente suas células-alvo e ajudam a recrutar outras células efetoras. Entre as
citocinas, a mais destacada ¢ o interferon-gama (IFN-y), que tem papel crucial na
ativacdo da fungdo efetora do macréfago e dos linfocitos Thl (Janeway-Jr & Travers
1997, Tizard 1998, Wedlock et al. 2002). Uma vez ativados, os macréfagos infectados
podem realizar sua funcdo efetora, por meio da redu¢do no pH intrafagossomal e da
exposicao do agente ao oxigé€nio reativo, produtos nitrogenados e enzimas lisossomicas,
que vao provocar a morte da micobactéria (Janeway-Jr & Travers 1997, Tizard 1998,
Wedlock et al. 2002). Outros dois componentes que participam para defesa do
organismo em hospedeiros tuberculosos sdo o oxido nitrico (NO) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (Flesch & Kaufmann 1990, Bean et al. 1999, Waters et al. 2003).
A sintese de NO, a partir da estimulagdo de macrofagos e subseqiiente geracdo de
nitrogénio reativo, sdo potentes mecanismos que provocam a morte da micobactéria

(Chan et al. 1995).

Quando as bactérias resistem aos efeitos bactericidas dos macrofagos ativados, pode-se
desenvolver uma infec¢do cronica com inflamagdo. Essa possui padrdo caracteristico,
constituido de uma area central de macréfagos circundada por linfécitos ativados. Esse
padrdo patoldogico ¢ chamado de granuloma. No centro desses granulomas, os
macrofagos muitas vezes apresentam-se alongados com caracteristicas de células
epitelidides, e células gigantes do tipo Langhans, também, sdo formadas pela fusdo dos
macrofagos (Cassidy et al. 1999, Ameni et al. 2000). Isto serve para isolar os
microorganismos resistentes a destruicdo. O centro dos grandes granulomas pode se
isolar, com morte das células provavelmente por causa da combinagdo da falta de
oxigénio e dos efeitos citotoxicos dos macréfagos ativados (Janeway-Jr & Travers
1997). Existem evidéncias de que o TNF-o também contém a infec¢do por meio da
organizacdo local do granuloma (Roach et al. 1999, Waters et al. 2003). Com a
progressdo da lesdo, o tubérculo desenvolve fibroplasia periférica e necrose central

caseosa ou caseo-calcificada (Neill et al. 1994, Cassidy et al. 1999, Ameni et al. 2000).

A tuberculose generaliza-se no organismo em duas fases: o complexo primario € o pos-
primario. O complexo primario consiste na lesdo no ponto de entrada e no linfonodo

regional. Um foco primario visivel desenvolve-se em um prazo de oito horas apds a



entrada da micobactéria. As micobactérias passam desse foco primario — que em 90%
a 95% dos casos em bovinos sdo no trato respiratorio — ao linfonodo regional,
causando, ai, o desenvolvimento de lesdes similares. Nos bovinos, as lesdes nos
pulmdes ocorrem nos lobos caudais em 90% dos casos. Em bezerros alimentados com
leite contaminado, o foco primario, provavelmente, sao nos linfonodos mesentéricos e
faringeos, e neles a principal manifestacdo da disseminag¢do pds-primdria ¢ constituida
pelas lesdes hepaticas (Mcllroy et al. 1986, Radostits et al. 1994, Roxo 1997, Cassidy et
al. 1999, Menzies & Neill 2000, Palmer et al. 2002).

A disseminacao pos-primaria de um complexo primario pode ter a forma de tuberculose
miliar aguda, que consiste de discretas lesdes nodulares em vérios o6rgdos, ou de
tuberculose organica cronica causada por reinfeccdo (Radostits et al. 1994). Apds uma
reinfeccdo exdgena ou enddgena, pela recrudescéncia da lesdo, esta se torna necrosada
formando nddulos caseosos de tamanhos variados e, quando a resisténcia organica ¢
baixa, pode atingir todo o parénquima pulmonar e os tecidos vizinhos formando lesdes
confluentes, que podem formar lesdes cavitdrias com a expectoracdo de material

bacilifero (Pritchard 1988, Roxo 1996b).

1.6 Sinais clinicos

Em bovinos, a doenga apresenta-se assintomatica no inicio, mas na sua evolugdo pode
apresentar perda de peso, febre, debilidade, anorexia, episddios de diarréia intercalados
com constipagdo, sinais respiratorios caracterizados por dispnéia, tosse seca nao
produtiva, secrecdo nasal serosa ou purulenta e perda produtiva. Podem-se observar
linfonodos superficiais, principalmente os da cabeca e os pré-escapulares aumentados
de tamanho (Corréa & Corréa 1992, Radostits et al. 1994, Roxo 1997). Embora os
sintomas descritos possam ser evidenciados, a tuberculose bovina ¢ considerada uma
doenca insidiosa, pois o foco primario pode ser localizado e os animais infectados

apresentarem-se aparentemente saudaveis (Brasil 2003).

1.7 Diagnostico

Pelo exame clinico podem-se ter indicios da tuberculose bovina por meio da palpacao,
percussao, termometria, palpacao de linfonodos superficiais (Monaghan et al. 1994). Na
forma pulmonar, que corresponde a maioria dos casos bovinos, ha tosse cronica que

pode progredir para dispnéia (Radostits et al. 1994).
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O diagnostico in vivo ¢ realizado de forma indireta por meio dos testes tuberculinicos,
que utilizam derivado protéico purificado (PPD) de coldnias de M. bovis e M. avium.
Quando o animal tuberculoso entra em contato pela segunda vez com os antigenos
micobacterianos (PPD), estando ele sensibilizado, ird desenvolver uma resposta contra
M. bovis caracterizada como uma reagdo de hipersensibilidade tardia tipo IV, mediada
por linfécitos T especificos (Janeway-Jr & Travers 1997, Tizard 1998). A injecdo de
pequenas quantidades de PPD de M. bovis provoca uma reagdo inflamatoria local, nos
animais que responderam previamente a esse patégeno. A resposta ¢ mediada por
linfocitos T inflamatérios (Thl), antigeno-especificas, que migram para o sitio da
injecdo do antigeno e reconhecem os complexos de peptideos MHC de classe II nas
células apresentadoras de antigeno. Apds o reconhecimento, inicia-se a liberacdo de
citocinas inflamatorias que aumentam a permeabilidade local dos vasos sanguineos,
com aumento de fluidos e proteinas do tecido, e recrutamento de células acessérias para
o sitio inflamatorio. Finalmente, os linfocitos Thl ativam os macréfagos, pela liberagao
de interferon-gama (IFN-y), que ¢ a cé€lula responsavel pela funcdo efetora

antibacteriana (Janeway-Jr & Travers 1997).

O recrutamento de linfocitos T, fagocitos, fluidos e proteinas, para o sitio da inje¢do do
antigeno, produzem uma lesdo visivel, caracterizada, no exame histopatoldgico, por um
infiltrado de células mononucleares, com formacdo de edema mais ou menos
pronunciado, o que define uma reacdo de hipersensibilidade tardia mediada por
linfocitos T sensibilizados (Monaghan et al. 1994, Neill et al. 1994, Souza et al. 1999).
A reagdo a tuberculina em animais infectados tem resposta maxima 72 horas apds a
injecdo intradérmica, e consiste de uma &rea cutanea elevada, avermelhada e
endurecida, que desaparece a medida que o antigeno for degradado (Monaghan et al.

1994, Souza et al. 1999).

Os testes tuberculinicos podem ser realizados de forma simples, apenas com a
tuberculina bovina, ou comparada onde utiliza a tuberculina bovina e aviaria de forma
simultdnea. Mesmo sendo descritas como puras, as tuberculinas sdo uma complexa
mistura de proteinas, agucares e acidos nucléicos incluindo uma grande variedade de
antigenos, comuns a varias espécies de micobactérias (Monaghan et al. 1994). O teste
comparativo possibilita a diferenciagdo entre a micobactéria patogénica (M. bovis) e a

comensal, mas nem todas as reagdes inespecificas sdo eliminadas (Collins et al. 1994,
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Waters et al. 2003). As reacdes inespecificas podem levar a ocorréncia de reacdes falso-
positivas nos testes tuberculinicos simples. Infec¢des por M. avium subespécie
paratuberculosis sdo responsabilizadas por grande nimero dessas rea¢des (Monaghan et

al. 1994, O'Reilly & Daborn 1995).

As reacdes falso-negativas nos testes tuberculinicos podem ocorrer por causa de
infeccdes recentes, pois a reatividade ao teste aparece 30 a 50 dias apos a infeccao
(Francis 1947), e em casos de tuberculose bovina generalizada (Lepper et al. 1977). O
uso de tuberculinas com baixo ou reduzido potencial, injecdo de quantidade insuficiente
de tuberculina, também aumenta os casos de reagdes falso-negativas (Monaghan et al.
1994). Outros fatores que podem reduzir a eficiéncia da tuberculina ¢ a imunossupresao
pré e pos-parto (Kehrli et al. 1989) e a dessensibilizacdo depois de repetidas
tuberculinizagdes, por reducao da capacidade do animal tuberculoso em reagir ao teste

(Kerr et al. 1946).

Outro recurso indireto para o diagnostico da tuberculose bovina ¢ a deteccdo de IFN-y
bovino. Esse ensaio ¢ realizado in vitro a partir de sangue total, € tem como principio a
deteccao rapida de IFN-y, que é produzido por linfocitos sensibilizados, em resposta a
estimula¢do por PPD bovino na presenga da infecg¢@o por tuberculose (Wood et al. 1990,
1992, Wood & Rothel 1994, Scacchia et al. 2000, Wood & Jones 2001, Walravens et al.
2002, Waters et al. 2003). Os linfocitos do sangue do animal infectado com M. bovis
reconhecem os antigenos micobacterianos especificos presentes no PPD bovino e liberam
IFN-y, que serd quantificado por ELISA de captura (Wood et al. 1990, 1992, Wood &
Rothel 1994, Scacchia et al. 2000, Wood & Jones 2001).

O diagnostico presuntivo da tuberculose bovina também pode ser realizado pela
inspecdo de abate a partir de lesdes nodulares de coloragdo amarela e aspecto caseoso,
caseo-calcificado ou calcificado (Neill et al. 1994, Reis et al. 1996). Essas lesdes
distribuem-se, principalmente, nos linfonodos mediastinicos ¢ pulmao, ou, conforme a
via de infeccdo, a lesdo pode ser encontrada em linfonodos regionais proximos a porta

de entrada do agente (Neill et al. 1994).

A partir da deteccdo das lesdes sugestivas de tuberculose no abate, sdo realizados o
diagnostico histologico e o cultivo em meios diretos. No histopatoldgico sdo

investigados granulomas e outras caracteristicas indicativas de tuberculose bovina,
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como a presenca de células gigantes multinucleadas (Cassidy et al. 1999, Ameni et al.

2000).

Para o cultivo ¢ isolamento de M. bovis, as lesdes devem ser encaminhadas para o
laboratorio acondicionadas de forma asséptica para evitar contaminagao. Entretanto, por se
tratar, na maioria das vezes, de amostras provenientes de matadouros-frigorificos, as pegas
com lesdes nem sempre sdo coletadas dessa forma, necessitando de um processo de
descontaminagdo para serem cultivadas (Jorge 2001). O processo de descontaminagdo
objetiva eliminar outros microorganismos que porventura impossibilitem o crescimento de
M. bovis. Varios métodos de descontaminacgdo disponiveis podem ser utilizados, como os
do cloreto de hexadecilpiridinio, do acido oxalico, do cloreto de benzalconio e de Petroff

(Brasil 1994, Jorge 2001, Jorge et al. 2002).

O isolamento de M. bovis ¢ fator indispensavel para o diagnostico conclusivo ou
diagndstico “padrao-ouro” da tuberculose bovina. Este ¢ realizado a partir de lesdes
descontaminadas e meio de cultura especifico, a base de ovos, denominado Stonebrink

(Roxo 1996b, Jorge 2001).

O crescimento de micobactérias em cultivo permite a identificacgdo dos BAAR sob
coloracdo de Ziehl-Neelsen; no entanto, ndo permite a identificacdo da espécie, que
pode ser conseguida por meio das provas bioquimicas ou moleculares (Zanini et al.
2001). Algumas caracteristicas na cultura, como meio utilizado, temperatura, tempo de
crescimento, formato e pigmentagdo das colonias, aliadas as provas bioquimicas, como
o acumulo de niacina, prova da uréase, reducdo de nitrato a nitrito e producao de
catalase e pela andlise dos acidos micdlicos, permitem uma selecdo prévia da
micobactéria (Brasil 1994, Roxo 1996b, Leite et al. 1998, Jorge 2001). Nos métodos
moleculares utilizam-se para o diagnostico, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A
PCR baseia na sintese enzimatica do acido desoxiribonucléico (DNA) celular bacteriano
orientado por oligonucleotideos iniciadores da amplificagdo (primers). Os primers
correspondem a uma parte conhecida da seqiiéncia de DNA bacteriano que se deseja
sintetizar e amplificar. O conhecimento da seqiiéncia de genes que se deseja amplificar
¢ o ponto-chave para o sucesso dessa técnica (Magdalena et al. 1998). A PCR permite
uma rapida identificagdo dos membros do “complexo M. tuberculosis” do qual M. bovis
faz parte, utilizando primers como o IS6110 (Leite et al. 2003), ou identificagao de M.
bovis utilizando os primers JB21 e JB22 (Rodriguez et al. 1999, Sechi et al. 2000).
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Seqiiéncias para amplificagdo do DNA também podem ser utilizadas para o diagndstico
rapido de M. bovis direto de amostras do tecido com a lesdo tuberculosa (Liebana et al.
1995, Wards et al. 1995, Vitale et al. 1998, Zanini et al. 1998, 2001, Romero et al.
1999).

1.8 Controle

A erradicagdo da tuberculose bovina nos Estados Unidos da América encontra-se em
estadio bastante avangado. O programa norte-americano foi criado em 1917, e acredita-
se que a prevaléncia da tuberculose ¢ estimada em 0,003% (Essey & Koller 1994).
Neste pais as operacdes de saneamento basearam-se no diagnostico da doenga por meio
da tuberculiniza¢do caudal ou vulvar, sacrificio dos reatores e indenizagdo parcial dos
criadores. O programa canadense foi instituido um pouco depois, em 1923, seguindo o
mesmo modelo americano. Hoje, a ocorréncia de tuberculose bovina, na América do
Norte, ¢ rara e esporadica, e existem os programas nacionais baseados na notificacao
obrigatoria, quarentena, controle da movimentagdo de animais, tuberculinizacdo e

sacrificio de reatores (Essey & Koller 1994).

Na Austrélia, todas as areas foram consideradas controladas para tuberculose bovina,
desde 1992 (Tweddle & Livingstone 1994). Na Nova Zelandia, as medidas obrigatorias
para controle da tuberculose em gado de leite reduziram prontamente a doenca naquele
rebanho, exceto em pequenas areas geograficamente definidas, onde se acredita que os
bovinos de corte ndo testados foram a provavel fonte de reinfeccdo. Em escala nacional,
os testes obrigatérios para bovinos de corte foram muito bem sucedidos, porém,
algumas areas foram identificadas onde o programa de teste e abate ndo foi eficiente
para erradicar a tuberculose. Em algumas dessas regides, existem evidéncias
epidemioldgicas de que marsupiais (Trichosurus vulpecula) sejam os principais
disseminadores da tuberculose para os bovinos, fator que dificulta a erradicagdo
(Tweddle & Livingstone 1994). Os programas da Austradlia e da Nova Zelandia
seguiram os mesmos moldes de outros paises, e deram maior énfase para a queda de
produtividade e acesso ao mercado internacional, do que para satide publica, pois com a
difusdo das rotinas de pasteurizagdo ou fervura do leite e inspecdo de carnes, a
tuberculose como zoonose passou a ter um carater mais ocupacional (Ferreira-Neto &
Bernardi 1997). Os objetivos do programa australiano, a principio, eram controlar a

doencga até 1992, limitando sua ocorréncia a algumas poucas areas, com a pretensdo de



14

ser declarado pais oficialmente livre em 1997, registrar o ultimo caso em 2000 e ser
confirmada bacteriologicamente livre em 2008. Na Nova Zelandia, a tuberculose bovina
ainda ¢ enzodtica e sua erradicagdo depende da resolucdo do problema dos
reservatdrios. Os maiores entraves enfrentados pela Australia foram a falta de infra-
estrutura de muitas criagdes extensivas, localizadas principalmente no Norte do pais, ¢ a
dificuldade de atuagdo nos rebanhos da zona central arida. Nessa regido, por razoes
climaticas, o trabalho s6 € possivel seis meses por ano. Além disso, a ma-qualidade da
pastagem no periodo seco, aliada ao estresse do manejo, que diminuem a sensibilidade
da prova tuberculinica, dificultaram as a¢des do programa (Tweddle & Livingstone

1994).

O continente europeu, com a criagdo da Comunidade Européia (CE), estabeleceu uma
série de critérios para o combate e erradicagdo da tuberculose bovina em seus rebanhos.
Dentre essas medidas, os estados-membros decidiram ndo aceitar o transito de animais
em seus territorios, considerando isso como uma situacao de risco para reintrodugdo da
tuberculose nos rebanhos. A posi¢ao atual da CE foi utilizar o capital de investimento
para melhorar a situagdo de alguns estados-membros. A erradicagdo ainda ndo foi
concluida com éxito na Italia (Cafrey 1994) e Irlanda (Gormley & Collins 2000), que
possuem prevaléncia de rebanhos infectados de 3,71% e 8,8%, respectivamente (Cafrey
1994). A doenga também ocorre esporadicamente na Franca e na Grécia (Cafrey 1994).
Na Espanha, o programa nacional de erradicagdo indica que os dados de prevaléncia da
doenca sdo superiores a 10% (Cafrey 1994). Outros paises membros da CE, como
Dinamarca, Luxemburgo, Paises Baixos, Bélgica e Alemanha, tém a prevaléncia de
tuberculose em seus rebanhos proximo a 0% ou erradicada (Cafrey 1994). Pode-se dizer
que um dos fatores determinantes para que atingissem a condicdo de controle ou

erradicacdo da doenca foi o empenho com que esses paises perseguiram essa meta.

Na América do Sul, a prevaléncia em alguns paises é bastante baixa. No Uruguai, as
campanhas de erradicagdo da doenga comegaram por volta de 1963, quando a
prevaléncia da infeccdo era de 4,5%. Quatorze anos depois era de 0,03%, atingindo
0,01% em 1984. As estimativas de prevaléncia em 10,5 milhdes de bovinos sdo de
0,005% (Kantor & Ritacco 1994). O programa uruguaio teve alguns problemas e
precisou ser interrompido por um certo periodo. O fracasso foi atribuido as altas
indenizagdes, 75% do valor do animal, e a ndo fixacdo de um prazo para o criador

sanear a propriedade. Na Venezuela, o programa iniciou-se em 1954, e ocasionou uma
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reducdo no grau de infeccdo de 3,48% para 0,37 % nos primeiros dez anos (Kantor &
Ritacco 1994). No Paraguai, a prevaléncia de animais reagentes aos testes
tuberculinicos diminuiu de 1,4% para 0,24% no periodo de 1981 a 1990, resultado de
campanhas conduzidas para gado de leite (Kantor & Ritacco 1994). Na Coldmbia, a
doenca esta restrita a pequenas areas geograficamente delimitadas, e o Servigo de
Inspecao Veterinaria Colombiano ndo tem detectado lesdes compativeis de tuberculose.
J& na Argentina, que ¢ o 15° maior produtor de leite (responsavel por 1,67% da
produ¢do mundial de leite) e o 12° em tamanho de rebanho leiteiro, a doenga ¢
considerada endémica (Kantor & Ritacco 1994). Chile e Peru adotaram em seus
programas o sistema de identificagdo dos animais reagentes e eliminagdo. Na Bolivia e

Equador ndo existem informacdes atuais sobre a doenca (Kantor & Ritacco 1994).

Todos os programas de controle e erradicagdo da tuberculose bovina que obtiveram
sucesso foram baseados no saneamento de rebanhos infectados, por meio da realizagao
de testes de tuberculinizagdo periodicos, sacrificio dos animais reagentes e confirmagao
do diagnostico por meio de exames histopatologicos e bacteriologicos. Também se
basecavam na adocao de métodos de desinfecdo, controle do transito de animais,
quarentena, notifica¢do, controle de reservatérios, quando necessario, e criacdo de
divisdes entre regides e propriedades conforme a ocorréncia da doenga (Ferreira-Neto &

Bernardi 1997).

Outra medida que facilitou o controle foi a ado¢do de medidas indenizatorias por parte
do governo aos proprietarios que tinham seus animais reagentes e, conseqilientemente,

sacrificados, mesmo sendo essa indenizagdo, em muitos casos, de forma parcial.

Com a finalidade de erradicar a tuberculose bovina, o governo brasileiro regulamentou
o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose
(PNCEBT) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), instituido
pela Instrucdo Normativa n° 2, de 10 de janeiro de 2001, que estabelece a realizagdao do
diagnostico dessa zoonose € normatiza as medidas de controle. As propostas técnicas do
PNCEBT objetiva a certificagdo de propriedades livres ou monitoradas; controle de
transito de animais e normas sanitarias para participacdo em exposicdes, feiras, leildes e
outras aglomeragdes de animais; credenciamento e capacitacdo de médicos-veterinarios;
diagnostico e apoio laboratorial; participagdo do servico social e educagdo sanitaria

(Brasil 2001).
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A proposta do PNCEBT segue o modelo de muitos outros paises que instituiram em
seus territorios programas de erradicacao, ¢ hoje, muitos deles j& comemoram o Sstatus
de area livre. O Brasil retine algumas condigdes que favoreceram a implementagdo
desse programa, dentre as quais destacam-se as existéncias de servigos veterindrios em
orgaos oficiais, laboratorios capacitados para a produ¢do de antigenos e realizacdo de
diagnostico e, além disso, a existéncia de bacias leiteiras relativamente organizadas.
Entretanto, dentre os fatores que dificultam tal acdo seria a dimensdo do rebanho bovino
brasileiro, maior rebanho comercial do mundo; a grande extensdo territorial; a
existéncia de fronteiras com outros dez paises; as grandes diferencas regionais quanto a
infra-estrutura e condi¢des socioecondmicas; a grande heterogeneidade das criagdes
quanto ao modo de produ¢do e situacdo sanitaria e a insuficiéncia dos recursos
financeiros destinados aos 6rgdos oficiais que se ocupam da saude animal (Ferreira-

Neto & Bernardi 1997).

Tendo em vista a importancia da tuberculose bovina para o setor pecudrio e para a satde
publica propds-se realizar um estudo de investigacao retrospectiva em rebanhos de corte
com o objetivo de rastrear a infec¢do por M. bovis em bovinos de diferentes

procedéncias do Estado de Mato Grosso do Sul, a partir da inspecao de abate.

Considerando que os testes diagndsticos previstos para investigagdo epidemiologica de
tuberculose bovina sao influenciados por fatores bioldgicos, como a resposta imune
natural induzida pela infec¢do, decidiu-se realizar a reprodugdo experimental da
infeccdo por M. bovis e M. avium em bovinos com os objetivos de acompanhar a
resposta celular aos testes indiretos e identificar a interferéncia de reacdes inespecificas

por M. avium nos resultados dos testes.



Resposta imune especifica a infeccdo por Mycobacterium bovis e Mycobacterium
avium inativados em bovinos

Resumo

O diagnoéstico presuntivo da tuberculose bovina é baseado na andlise da resposta imune celular a
antigenos micobacterianos. Procedeu-se a simulagdo experimental de infecgdo por Mycobacterium bovis e
Mycobacterium avium em bovinos a fim de acompanhar a resposta imune, a partir do teste cervical
comparativo ¢ da evolugdo da producdo especifica de interferon-gama, além de identificar a interferéncia
de reagOes inespecificas por M. avium nos resultados dos testes. Verificou-se que os animais
experimentais desencadearam resposta de hipersensibilidade tardia contra os bacilos inativados, e que
ambos os testes diagndsticos da tuberculose bovina foram eficientes na identificagdo dos animais
sensibilizados com M. bovis e na discriminaggo das reagdes geradas pela inoculagdo dos bovinos com M.

avium.

Palavras-chave: Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium, interferon-gama, tuberculina, resposta
imune.

Specific immune response to infecction by Mycobacterium bovis and

Mycobacterium avium inactivated in bovines

Abstract

The presumptive diagnosis of bovine tuberculosis is based on the analysis of the immune response
confronting micobacterial antigens. The objective of this experimental simulation of infection by
Mycobacterium bovis and Mycobacterium avium in bovines was to assist the immune response from
cervical comparative test and the evolution of the specific production of gamma-interferon, besides
identifying the interference of unspecified reactions by M. avium in the tests results. According to the
results obtained it was possible to conclude that the experimental animals started a response of delayed
hypersensitivity against the inactivated bacilli and that both diagnostic tests for bovine tuberculosis were
efficent while identifying the animals sensitized with M. bovis and in the discrimination of the reactions

generated by the inoculation of bovines with M. avium.

Key words: Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium, gamma-interferon, tuberculin, imune response.
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Introducéo

A tuberculose bovina ¢ uma doenga infectocontagiosa de evolugdo cronica, determinada
por Mycobacterium bovis, que provoca lesdes granulomatosas ¢ infecta também o
homem, outros animais de exploracdo zootécnica, animais silvestres e de zoologico

(Acha & Szyfres 1986, Pritchard 1988, Corréa & Corréa 1992).

Mycobacterium bovis ¢ um bacilo intracelular facultativo, que com outras micobactérias
causadoras de tuberculose em mamiferos, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
africanum e Mycobacterium microtii, constituem o “complexo Mycobacteriun
tuberculosis” (Shinnick & Good 1994, Wards et al. 1995, Roxo 1996, Miltgen et al.
2002). Outro grupo de micobactérias que deve ser considerado ¢ o “complexo MAIS”,
formado por Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare ¢ Mycobacterium
scrofulaceum. M. avium ¢é o agente da tuberculose em varias espécies de aves, e as
micobactérias do complexo MAIS causam a linfadenite granulomatosa dos suinos. As
bactérias desse complexo nao sdao patogénicas para os bovinos e bubalinos, entretanto,
sdo responsaveis por reagdes a tuberculinizacdo, o que dificulta o diagnostico espécie-

especifico de Mycobacterium sp. (Brasil 2003).

O diagnostico presuntivo da tuberculose bovina ¢ realizado por meio de testes
tuberculinicos. Tais testes foram desenhados para determinar a infec¢do espécie-
especifica por M. bovis. Por essa razio, a inoculagdo intradérmica de pequenas
quantidades de antigenos micobacterianos gera naqueles animais que responderam
imunologicamente a infecgdo prévia por M. bovis, uma reagdo inflamatéria local, em
um periodo de 24 a 72 horas. A resposta ¢ mediada por linfocitos T (Thl) que migram
ao sitio de injecdo do antigeno e reconhecem os peptideos apresentados em conjun¢ao
com o complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II na superficie
celular de macrofagos. Os linfocitos Thl liberam citocinas, tais como interleucina-2
(IL-2) e interferom-gama (IFN-y), que agem sobre o endotélio vascular recrutando
células do sistema imune para o sitio de deposi¢do do antigeno. O recrutamento de
linfocitos Thl, fagdcitos, fluidos e proteinas produz uma lesdo visivel (Janeway &

Travers 1997, Tizard 1998, Wedlock et al. 2002).

No local da inoculacdo ocorre edema endurecido que resulta do processo inflamatorio,

da deposicao de fibrina e trombose local, que atinge sua maior intensidade por volta de
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72 horas (Monaghan et al. 1994). Esse edema pode persistir por semanas ou desaparecer
gradualmente. Nas reagdes muito severas, pode ocorrer destruicdao e necrose tecidual no
local da injecdo (Monaghan et al. 1994, Tizard 1998). No exame histoldgico, a reacdo
revela infiltrado de células mononucleares, principalmente macrofagos, linfocitos, e
poucos neutrofilos (Macruz & Bueno 1963, Monaghan et al. 1994, Roxo et al. 1998,
Tizard 1998).

As tuberculinas disponiveis para o diagnéstico indireto in vivo da tuberculose bovina
sdo extratos antigénicos de proteinas purificadas, conhecidas como PPD (purified
protein derivative), de isolados AN5 de M. bovis (PPD bovino) ¢ D4 de M. avium (PPD
aviario). A purificacdo desses extratos ¢ feita a partir de cultivo dos microorganismos
em meio sintético de Dorset & Henley, precipitacdo com acido tricloracético e filtracao.
Embora as tuberculinas sejam descritas como puras, elas sdo formadas por uma mistura
complexa de proteinas, lipideos, agucares e acidos nucléicos, o que inclui uma grande
variedade de antigenos, alguns comuns a vérias espécies de micobactérias (Monaghan et

al. 1994), sendo este um fator que contribui para as rea¢des inespecificas.

Os testes tuberculinicos podem ser simples ou comparativos. Os testes simples utilizam
apenas a tuberculina bovina (teste da prega caudal — TPC ou o teste cervical simples —
TCS). O teste cervical comparativo (TCC) utiliza as tuberculinas bovina e aviaria de
forma simultanea. Esse ¢ mais especifico que os testes simples, pois permite distinguir
infec¢do por M. bovis do “complexo MAIS” e micobactérias ambientais (OIE 1992,
Radostits et al. 1994, Brasil 2003, Waters et al. 2003).

Outra possibilidade de diagndstico indireto da tuberculose bovina ¢ o teste para a
detecgdo de IFN-y bovino. O ensaio ¢ realizado in vitro e baseia-se na detec¢do de IFN-
v liberado por linfocitos sensibilizados durante incubagdo com material antigénico que
contém antigenos espécie-especificos (Walravens et al. 2002). Se o animal foi
previamente sensibilizado com M. bovis, ocorrera o reconhecimento desses antigenos
pelos linfocitos Thl e liberagao de IFN-y. Apos liberagdo de IFN-y no plasma, esse ¢
detectado por um teste de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) de captura, também
denominado de sanduiche, que emprega anticorpo monoclonal (Wood et al. 1990, 1992,
Wood & Rothel 1994, Scacchia et al. 2000, Wood & Jones 2001, Walravens et al. 2002,
Waters et al. 2003). Esse teste ja foi utilizado para o diagndstico da tuberculose bovina

na Austrdlia (Wood et al. 1990, 1992), Espanha (Domingo et al. 1995, Gonzales-
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Llamazares et al. 1999), Brasil (Lilenbaum et al. 1999), Etiopia (Ameni et al. 2000),
Bélgica (Walravens et al. 2002) e Estados Unidos (Wipple et al. 1995).

Os testes indiretos para o diagnéstico da tuberculose bovina sdo influenciados por
fatores bioldgicos, como a cinética e a resposta imune natural induzida pela infecgdo, e
reagdes cruzadas com outros microorganismos que interferem com a especificidade e
mensuracdo da resposta (Walravens et al. 2002). Tais fatores justificam a reprodu¢do
experimental da infecgdo por M. bovis e M. avium em bovinos com os objetivos de
acompanhar a resposta celular aos testes indiretos e identificar a interferéncia de reagdes

inespecificas por M. avium nos resultados dos testes.

Materiais e métodos

Animais experimentais e inéculo

Foram utilizados 26 bovinos mesti¢os (cruzamento industrial e pardo sui¢o), machos de
16 a 20 meses de idade, em bom estado nutricional e sanitério e, negativos no TCC. O
animal nimero 17 foi reagente para M. avium. Os animais ficaram em regime extensivo
no Nucleo de Ciéncias Veterinarias (NCV) da Universidade Federal de Mato Grosso do

Sul (UFMS).

Dos 26 bovinos utilizados no experimento, 16 foram sensibilizados com 10 mg do
indculo da amostra AN5 de M. bovis e trés com 10 mg do indculo da amostra D4 de M.
avium. A inoculagdo foi realizada na regido da barbela por via subcutdnea. Os sete
animais restantes integraram o grupo-controle negativo para os testes de imunoadsor¢do

enzimatica (ELISA) de captura para detec¢ao de IFN-y bovino e do TCC.

Deteccédo de interferon-gama (IFN-y) bovino

Foram realizadas em todos os animais cinco coletas de sangue, a partir do dia da
inoculagdo, sendo a primeira antes da sensibilizacdo e as demais com intervalos de 15

dias até o 60° dia pds-inoculo.

O sangue foi coletado em tubos heparinizados, mantidos em temperatura ambiente e
processado no Laboratorio de Sanidade Animal da Embrapa Gado de Corte em até trés
horas apos a colheita. Volumes de 1,5 mL de cada amostra de sangue total foram

distribuidos em placas de poliestireno com 24 orificios para cultura de células. Para
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cada amostra adicionou-se no orificio 1, 100 pL. de tampao salino fosfatado (PBS), no
orificio 2, 100 uL de PPD aviario e no orificio 3, 100 uL de PPD bovino. As amostras
foram homogeneizadas e incubadas por 20 horas a 37°C com 5% de CO,, e o plasma foi

removido e congelado a -80°C.

O ELISA Bovine Gamma Interferon Test (BOVIGAM-CSL Veterinary Limited), foi
executado de acordo com as recomendacdes do fabricante para mensurar a producao de
IFN-y. As densidades opticas (DO) foram determinadas sob filtro de 450 nm e usadas

para interpretacdo do teste e analise dos dados como descrito pelo fabricante.
Teste cervical comparativo

Sessenta dias apos a sensibilizacao foi realizado o TCC de acordo com o artigo 32 do
regulamento técnico do Programa Nacional de Controle da Brucelose e da Tuberculose
Animal (PNCEBT) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Brasil

2001), que define o diagndstico indireto confirmatdrio da tuberculose bovina.

As inoculagdes das tuberculinas (PPD avidria e bovina — TECPAR) foram realizadas
por via intradérmica, na dosagem de 0,1 mL, na regido cervical, em locais previamente
demarcados por tricotomia. Antes da inoculag¢do da tuberculina foi realizada a primeira
mensura¢do da espessura da dobra da pele com o auxilio de um cutimetro. Apds 72
horas da inoculagdo, realizou-se nova medida da dobra da pele, no local de inoculagao
das tuberculinas PPD avidria e bovina. Os resultados foram interpretados conforme o

PNCEBT (Brasil 2001):

a) quando o aumento da espessura da pele foi maior no local da inje¢do do PPD
aviario, o animal foi considerado reagente para outras espécies micobacterianas, mas

ndo para M. bovis.

b) quando o aumento da espessura da pele ocorreu em ambos os locais de inoculagdo, a
diferenca entre os dois foi considerada. Se o aumento da pele no local de inje¢ao do
PPD bovino (AB) foi maior do que o aumento da pele no local de injecdo do PPD
aviario (AA), e AB — AA foi < 2 mm, entre 2 ¢ 3,9 mm, ou > 4 mm, 0s animais
foram classificados como negativos, inconclusivos ou positivos para tuberculose

bovina, respectivamente.
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Os resultados negativos e inconclusivos foram agrupados na categoria negativos, para
efeito de célculo de concordancia (Mathias et al. 1995) entre os métodos de diagndsticos

utilizados. O teste estatistico utilizado foi o teste de Qui-quadrado de McNemar.
Histopatologia

Realizou-se em todos os animais bidpsia de pele no local da reagao ao TCC, apos 72
horas da tuberculinizagdo. Os fragmentos obtidos foram fixados em formol a 10% por
um periodo minimo de 48 horas. As amostras ja fixadas foram encaminhadas ao
Laboratério de Anatomia Patolégica do NCV da UFMS, onde foram processadas, e as
laminas histologicas coradas em hematoxilina-eosina (HE) examinadas ao microscopio

fotdmico ao aumento de 1000X.

Resultados

Nos animais sensibilizados com M. bovis e M. avium ocorreu, apos trinta dias da
infec¢do experimental, uma reacdo no local da inoculagdo, caracterizada por aumento de
volume de consisténcia firme e superficie irregular, de tamanho variavel, entre seis e 12
cm de didmetro. Em alguns animais, a rea¢do estava aderida a fascia e sem mobilidade

e, em outros, apresentava-se movel.

A Tabela 1 registra o resultado do ensaio para a deteccdo de IFN-y nos bovinos

sensibilizados e nos bovinos-controle, antes e apds a inoculagao experimental.
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Tabela 1. Detecgdo seriada do interferon-gama bovino observada nos animais submetidos a infecgfo
experimental com Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium e bovinos-controle

12 colheita 2% colheita 32 colheita 4? colheita 5% colheita
Dia zero Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60
Bovinos sensibilizados com Mycobacterium bovis
1 - + + + +
2 - + + + +
3 - - + + +
4 - + + + +
5 - - + + +
6 - - + + +
7 - + + + +
8 - + + + +
9 - + + + +
10 - - + + +
11 - + + + +
12 - + + + +
13 - - + + +
14 - - + + +
15 - + + + +
16 - + + + +
Bovinos sensibilizados com Mycobacterium avium
17 R/Ma R/Ma R/Ma R/Ma R/Ma
18 - R/Ma R/Ma R/Ma R/Ma
19 - R/Ma R/Ma R/Ma R/Ma
Bovinos-controle
20 - - - - -
21 - - - - -
22 - - - - -
23 - - - - -
24 - - - - -
25 - - - - -
26 - - - - -

-: animais negativos; +: animais positivos (reagentes para M. bovis); R/Ma: animais reagentes para M.
avium

A Tabela 2 registra a interpretacdo do TCC nos bovinos sensibilizados e nos bovinos-

controle, apds sessenta dias da inoculagdo experimental.
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Tabela 2. Tuberculinizag¢do dos bovinos utilizados na simulagdo experimental da infecgdo por
Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium e bovinos-controle

= Tuberculina bovina (mm) Tuberculina aviaria (mm) .
g AB — Interpretagdo
g B Oh B72h AB AOh A72h AA AA
< (B 72h - B 0h) (A 72h - A Oh)
Bovinos sensibilizados com Mycobacterium bovis
1 6,8 17,2 10,4 9,0 11,0 2 8,4 Positivo
2 5,3 10,3 5,0 5,5 7,8 2.3 2,7 Inconclusivo
3 6,1 14,2 8,1 6,3 8,5 2,2 5,9 Positivo
4 8,0 17,5 9,5 7,0 8,9 1,9 7,6 Positivo
5 7,5 17,3 9,8 8,5 9,7 1,2 8,6 Positivo
6 5,1 12,2 7,1 6,0 7,7 1,7 54 Positivo
7 6,5 14,0 7,5 8,0 9,0 1,0 6,5 Positivo
8 6,5 12,0 5,5 7,0 8,5 1,5 4,0 Positivo
9 5,9 15,4 9,5 6,1 9,2 3,1 6,4 Positivo
10 53 22,2 16,9 6,2 12,8 6,6 10,3 Positivo
11 7,2 17,0 9,8 8,5 10,0 1,5 8,3 Positivo
12 6,4 12,0 5,6 5,7 8,7 3,0 2,6 Inconclusivo
13 5,8 12,7 6,9 5,3 8,7 34 3,5 Inconclusivo
14 12,0 18,3 6,3 7,1 11,3 42 2,1 Inconclusivo
15 5,5 15,2 9,7 5,0 7,2 2,2 7,5 Positivo
16 5.2 13,8 8,6 5,1 8,8 3,7 4,9 Positivo
Bovinos sensibilizados com Mycobacterium avium
17 7,2 10,8 3,6 7,0 15,2 8,2 -4,6 Negativo
18 5,6 6,2 0,6 5,9 11,2 5,3 -4,7 Negativo
19 4.8 5,2 0,4 5,3 12,8 7,5 -7,1 Negativo
Bovinos-controle
20 4,6 6,0 1,4 5,7 6,1 04 1,0 Negativo
21 8,5 8,6 0,1 9,0 10,5 1,5 -1,4 Negativo
22 5,5 5,5 0,0 7,5 6,1 -1,4 -1,4 Negativo
23 5,0 6,1 1,1 4,5 5,9 1.4 -0,3 Negativo
24 4,1 4.6 0,5 4.5 4.6 0,1 0,4 Negativo
25 5,6 7,4 1,8 5,7 6,0 0,3 1,5 Negativo
26 5,8 5,9 0,1 6,2 7,2 1,0 -0,9 Negativo

Todos os animais inoculados com M. bovis apresentaram no TCC sinais de reagdo
inflamatoéria localizada, de consisténcia firme, sensivel € com aumento de temperatura.
Essa constatacdo foi a mesma tanto nos animais positivos (AB — AA > 4 mm) como nos

inconclusivos (AB — AA entre 2 ¢ 3,9 mm) (Tabela 2)..

Os testes de detec¢ao de IFN-y e o TCC apresentaram concordancia de 75% e diferenca
estatistica quando comparados (o = 5%) por meio do teste de Qui-quadrado de

McNemar (g.1=1).

O exame histologico das bidpsias das reacdes positivas e inconclusivas ao TCC revelou
edema, raros polimorfonucleares, reacdo inflamatéria com predominancia de células
mononucleares em processo de diferenciagdo para macrofagos, e alguns deles se

apresentavam alongados com caracteristicas de células epitelidides. Algumas reagdes
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evidenciaram células gigantes do tipo Langhans, restos celulares, discreta vasculite com

areas de necrose nao delimitadas (Figura 1).

As reagdes observadas nos animais reagentes para M. avium evidenciaram as mesmas
caracteristicas morfoldgicas daquelas detectadas nos animais sensibilizados com M.

bovis, positivos e inconclusivos ao TCC.

Figura 1 Infiltrado inflamatério com predominancia de células mononucleares observado na
reacdo positiva no teste cervical comparativo, a - diferenciagdo
monocito/macrofago O, células epitelidides 4 e células gigantes tipo Langhans
(400X)mp ; b —detalhe de célula gigante tipo Langhans (1000X) HE.

Discussao

O ensaio de deteccio de IFN-y identificou como positivos todos os animais
sensibilizados com M. bovis, em diferentes momentos (Tabela 1), o que possibilitou a
determinagdo precoce da resposta imune dos animais aos antigenos micobacterianos,
entre 15 e 30 dias apos a sensibilizacdo. Esse resultado concorda com Walravens et al.
(2002), que, ao avaliarem animais infectados experimentalmente com M. bovis,

detectaram resposta ao teste de IFN-y duas a quatro semanas apos inoculagao.

O TCC identificou como positivos 75% dos animais sensibilizados com M. bovis, pois
quatro animais revelaram reacao inconclusiva (Tabela 2). Se esses animais se tratassem
de casos naturais, seriam, conforme regulamento técnico do PNCEBT, considerados
positivos e sacrificados ou, submetidos a um segundo TCC com intervalo minimo de 60

dias (Brasil 2001). Os bovinos 02, 12, 13 e 14, embora considerados inconclusivos
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revelaram, ao exame histologico da reacdo cutdnea, as mesmas caracteristicas daquelas
dos animais que apresentaram AB > AA > 4. Ressalta-se que os animais inconclusivos
foram positivos no ensaio para detec¢do de IFN-y apos quinze dias da inoculag¢do nos

bovinos 2 e 12 e trinta dias, nos bovinos 13 ¢ 14.

Os resultados encontrados nesse estudo diferem dos observados por Ameni et al. (2000),
que ao estudarem tais testes de diagnostico, de forma comparada com exame
histopatologico e baciloscopia, ndo encontraram diferenca significativa. Cabe ressaltar
que, o TCC s06 foi realizado 60 dias apos a sensibilizagdo, o que ndo permitiu avaliar se
esse teste também identificaria a infec¢do ja a partir de 15 dias como ocorreu com a
detec¢do do IFN-y. Para esclarecer essa questdo seria necessdrio prosseguir a
investigagao e realizar o TCC em diferentes momentos e grupos experimentais, ja que
esse teste ndo deve ser repetido no mesmo animal em intervalo menor que 60 dias, em
funcao da possibilidade de dessensibilizagdao (Langrange & Hurtrel 1988, Monaghan et
al. 1994).

Os resultados obtidos nos exames histologicos das reagdes estdo de acordo com os
achados de Macruz & Bueno (1963) que concluiram que as reacdes cutidneas a
tuberculinizagdo correspondiam histologicamente a processo inflamatorio indicativo de
alergia. Da mesma forma, Roxo et al. (1998), ao estudarem tais reagdes em bovinos e
bubalinos encontraram intenso infiltrado celular, com predominio de mononucleares e,

em alguns casos, edema e necrose.

Tendo em vista que os testes indiretos para o diagndstico da tuberculose bovina sdo
baseados na analise da resposta imunoldgica celular (IFN-y e DTH) perante os
antigenos micobacterianos PPDs bovino e aviario, pode-se afirmar que a deteccdo de
IFN-y e a reagdo tuberculinica indicaram que os bovinos estavam sensibilizados pelos
bacilos inativados, e que ambos os testes discriminaram as reagdes inespecificas geradas

pelo inoculo de M. avium.
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Investigacdo de focos de tuberculose bovina em rebanhos de corte a partir de
lesbes sugestivas ao abate no Estado de Mato Grosso do Sul.

Resumo

Com o objetivo de rastrear a infecgdo por Mycobacterium bovis em bovinos de corte de diferentes
procedéncias do Estado de Mato Grosso do Sul, procedeu-se a investigacdo retrograda em rebanhos
considerados focos segundo inspegdo sanitdria apos abate em cinco matadouros-frigorificos. As lesdes
sugestivas de tuberculose foram responsaveis por 63 condenagdes em 483.047 bovinos abatidos
(0,013%). As lesdes macroscopicas distribuiram-se nas regides do torax (49,21%), da carcaca (33,33%),
da cabeca (11,11%) e do abdome (6,35%). O diagnostico histopatoldogico demonstrou que 74,6% das
lesdes tratavam-se de granulomas. As carcacas condenadas por tuberculose foram provenientes de 45
propriedades, das quais trés disponibilizaram 865 bovinos para a realizag@o da investigagdo por meio do
teste cervical comparativo (TCC), que ndo identificou animais reagentes. A nao identificacdo de animais
reagentes ao TCC durante a investigagdo dos focos pode refletir a baixa prevaléncia de tuberculose

bovina em rebanhos de corte.

Palavras-chave: Tuberculose bovina, Mycobacterium bovis, teste tuberculinico, lesdo tuberculosa, teste

cervical comparativo.

Bovine tuberculosis outbreaks investigation through suggestive examination from
beef cattle slaughtered in Mato Grosso do Sul.

Abstract

To investigate Mycobacterium bovis infection in beef cattle from different origins in Mato Grosso do Sul
State, a retrospective study was carried out considering infected herds by the finding of suggestive lesions
at carcass inspection in five different slaughterhouses. The suggestive tuberculous lesions were
responsible for 65 condemnations in 483.047 animals (0,013%). The macroscopic lesions were observed
in the thorax (49,21%), carcass (33,33%), head (11,11%) and abdomen (6,35%). The histopathological
diagnosis demonstrated that 74,6% of the finding lesions were granuloma. The tuberculous carcasses
were from 45 different herds, from within 3 of them could be investigated by cervical comparative test
(CCT), but no positive animals were observed. The absence of reagent animals in the infected herds may

reflect the low prevalence observed in beef cattle in Brazil.

Key words: Bovine tuberculosis, Mycobacterium bovis, tuberculin test, tuberculous lesion, cervical
comparative test.
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Introducéo

A tuberculose bovina possui distribuicdo mundial e maior prevaléncia em paises em
desenvolvimento. No Brasil, cuja populacdo bovina ultrapassa 185 milhdes de cabegas,
dados oficiais revelam que aproximadamente 1,3% do rebanho nacional est4 infectado
com Mycobacterium bovis (Brasil 2003). O Estado de Mato Grosso de Sul (MS) conta
com mais de 24,9 milhdes de bovinos (Iagro 2003) e ndo existem dados oficiais

atualizados quanto a prevaléncia de tuberculose nesses animais.

No ambito da satde ptblica, M. bovis agente da tuberculose bovina, ¢ transmitido ao
homem e causa doenga clinicamente indistinta daquela determinada por
Mycobacterium tuberculosis (Acha & Szyfres 1986, Grange & Yates 1994). Em
relagdo a satde e produgdo animal, M. bovis provoca tuberculose nas principais
espécies domésticas, além de espécies silvestres (Acha & Szyfres 1986, Morris et al.
1994). No setor pecuario, a tuberculose determina perdas significativas para a producao
leiteira, além da queda da eficiéncia reprodutiva de machos e fémeas, transmissdo do
agente ao bezerro por meio do leite e condenacdo de carcaca (Cafrey 1994, Morris et al.

1994, Roxo 1997).

Um dos métodos de se avaliar a prevaléncia da tuberculose bovina ¢ a realizagdo de
inquérito epidemioldgico em matadouros-frigorificos, onde, a partir das carcagas e
visceras desviadas ao departamento de inspecdo final, se identificam alteragdes
anatomopatoldgicas caracteristicas. Tabosa et al. (2000) estudaram a ocorréncia de
tuberculose em bovinos abatidos em matadouro no municipio de Patos, PB, onde
encontraram a ocorréncia de 0,48% de lesdes em carcagas. Reis & Almeida (2001)
estudaram a freqiiéncia de tuberculose em bovinos abatidos no municipio de
Uberlandia, MG, e encontraram 0,08% de carcagas condenadas, de um total de 317.372

animais abatidos, no periodo de 1984 a 1998.

A tuberculose ¢ uma das principais zoonoses transmitidas pelo bovino ao homem. O
controle dessa enfermidade depende da constante vigilancia sanitaria veterinaria dentro
do contexto de um programa nacional de controle da doenga. Os paises que obtiveram
éxito em seus programas de erradicacdo adotaram medidas efetivas de diagnostico e
identificacdo do agente. Os meios diagnosticos utilizados, em sua maioria, foram os

testes de tuberculinizacao intradérmica, com auxilio de exames histopatologicos e de
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bacteriologia. A inspe¢do de abate em matadouros-frigorificos também foi utilizada
como ferramenta importante nas campanhas de erradicagdo da tuberculose bovina. A
Australia rastreia a origem das carcacas condenadas por lesdes sugestivas de
tuberculose bovina, por meio do monitoramento do abate, iniciado em 1997, com o
objetivo de alcancar o status de pais livre, previsto para 2008. Os Estados Unidos da
América (EUA) e o Canadd iniciaram programas de controle em 1917 e 1923,
respectivamente (Essey & Koller 1994), baseados na identificacdo e sacrificio dos
animais reagentes. Hoje, a ocorréncia da tuberculose nesses paises ¢ rara, e o controle
baseia-se no rastreamento retrégrado a partir dos achados de matadouros (Gongalves

1998).

O Programa Nacional de Controle ¢ Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose Animal
(PNCEBT) brasileiro tem como estratégia certificar propriedades livres ou monitoradas
por meio de tuberculinizagdes e rastreamento das lesdes de abate. Com o
reconhecimento de 4rea livre da tuberculose bovina serd possivel oferecer ao
consumidor produtos de maior qualidade ¢ de baixo risco sanitario. Além disso, com a
melhoria sanitdria do rebanho, aumentard a competitividade do pais perante os
mercados internacionais, com o aumento das exportacdes de carne e de seus

subprodutos (Ferreira-Neto & Bernardi 1997, Brasil 2001).

O objetivo deste trabalho foi rastrear a infec¢ao por M. bovis em bovinos de corte de
diferentes procedéncias do Estado de MS, a partir da vigilancia sanitaria de abate em

matadouros-frigorificos.

Materiais e métodos

Lesdes sugestivas de tuberculose a partir da inspecédo de abate

As lesdes sugestivas de tuberculose bovina colhidas de carcagas condenadas durante a
inspecao sanitaria post mortem, segundo normas técnicas do Regulamento da Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (Brasil 1997), de cinco
matadouros-frigorificos de MS, no periodo de maio a novembro de 2003, foram
enviadas pelo Servigo de Inspecao Federal (SIF) ao Laboratorio de Anatomia Patologica
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). As amostras encaminhadas
em formol foram processadas para realizagao do exame histopatoldgico, sob a coloragao

de hematoxilina-eosina (HE).
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As lesdes foram enviadas acompanhadas de formulario (Anexo 1) que incluiam
informacgdes de identificacdo do bovino abatido ¢ sobre as amostras colhidas. A analise
das informag¢des permitiu quantificar a ocorréncia de carcagas condenadas segundo a
propriedade, o matadouro-frigorifico e a distribui¢do das lesdes. Essas foram
identificadas em linfonodos, segundo a localizagdo na cabega, no torax, abdome e

carcaga (Brasil 1997).

Investigacdo em rebanhos considerados foco

Por meio da analise das informagdes contidas nos formularios selecionaram-se as
propriedades cujo sistema de criagdo de bovinos de corte incluia cria, recria e engorda
para a investigacao indireta da tuberculose pelo teste cervical comparativo (TCC). De
45 propriedades que tiveram carcacas condenadas em decorréncia de lesdes sugestivas
de tuberculose, 12 apresentavam esse sistema de criacdo, e em trés propriedades foi

possivel proceder o TCC.

Realizou-se 0 TCC nos bovinos adultos de maior permanéncia nas propriedades e
naqueles pertencentes a categoria, que deu origem aos animais que haviam apresentado
lesdes sugestivas na inspecao de abate (Tabelal).

Tabela 1. Animais tuberculinizados nas propriedades de criacdo extensiva cadastradas a partir da

detecgdo de lesdes suspeitas de tuberculose ao abate, segundo categoria animal, durante o
periodo de maio a novembro de 2003

i Categoria animal submetida ao teste cervical comparativo
Propriedade Raca - - - Total
Bois Novilhas  Vacas Touros Sinuelos Descartes
1 Nelore - - 36 3 35 - 74
2 Nelore - - 19 1 - — 20
3 Brangus e Nelore 57 494 73 71 36 40 771
Total 57 494 240 74 71 40 865

Tuberculinizacao

As tuberculinizagdes foram realizadas e interpretadas de acordo com o artigo 32 do
Regulamento Técnico do PNCEBT do Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento (Mapa), que se refere ao diagnostico indireto da tuberculose por meio do

TCC (Brasil 2001).
Abate ap0s tuberculinizacao

Ap6s a realizacdo do TCC nos 57 bois e nas 494 novilhas da propriedade 3 (Tabela 1),

os animais foram abatidos e a inspec¢ao de abate acompanhada.
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Resultados

A Tabela 2 registra o nimero de carcagas bovinas desviadas na linha de abate em
decorréncia da deteccdo de lesdes sugestivas de tuberculose durante a inspecdo sanitaria
post mortem, segundo o matadouro-frigorifico.
Tabela 2. Numero de carcagas desviadas na linha de abate pela deteccdo de lesdes
sugestivas de tuberculose durante a inspe¢@o sanitaria post mortem de animais

abatidos segundo o matadouro-frigorifico, durante o periodo de maio a
novembro de 2003

Matadouro-frigorifico N° animais abatidos N° de condenagdes % de condenagdes

1 80.919 26 0,032
2 102.601 3 0,003
3 65.822 11 0,017
4 68.932 2 0,003
5 164.773 21 0,013
Total 483.047 63 0,013

As lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose bovina, detectadas na inspecao de
abate, distribuiram-se nas regides do torax (49,21%), da carcaca (33,33%), da cabeca
(11,11%) e do abdome (6,35%). No tdrax, os principais linfonodos comprometidos
foram os traqueobronquicos, mediastinais e esofagianos; na carcaga, os pré-escapulares
e pré-peitorais; na cabega, o retrofaringeo; e no abdome, o hepatico. O aspecto
macroscopico da maioria dessas lesdes era nodular, de diferentes tamanhos e de
coloracdo amarela, as vezes calcificada. O exame histoldgico das lesdes sugestivas de

tuberculose bovina revelou, além de granulomas, outras patologias (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado do exame histopatologico sugestivos de tuberculose bovina durante
a inspec¢do sanitaria post mortem de animais abatidos, durante o periodo de
maio a novembro de 2003

Diagnostico microscopico N° %
Granuloma 47 74,6
Abscesso 11 17,5
Inconclusivo 5 7,9
Total 63 100

O achado de granuloma ao exame histopatologico ocorreu em amostras de 36 das 45
propriedades que tiveram carcagas condenadas, incluindo as trés propriedades

selecionadas para investigacao retrospectiva por meio da tuberculinizagao.

A maioria dos granulomas consistiu de um centro de necrose caseosa ou de calcificagdo

circundada por intensa proliferagdo de células mononucleares, muitas vezes alongadas
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com caracteristicas de células epitelidides, e células gigantes do tipo Langhans.

Algumas lesdes estavam envolvidas por capsula fibrosa.

Investigacao retrograda em focos por meio da tuberculinizacéo

Das 12 propriedades selecionadas para a investigacdo retrograda, em nove ndo foi
possivel realizar os exames, pois os proprietarios ndo disponibilizaram o acesso. A
Tabela 4 sistematiza o resultado do TCC em bovinos de corte provenientes, de focos

segundo a vigilancia sanitaria, apds abate.

Tabela 4. Sistematizagdo do estudo retrospectivo por meio da teste cervical comparativo em rebanhos
considerados focos a partir da detec¢do das lesdes sugestivas de tuberculose ao abate

Propriedade Rebanho N° animais Carcacas Total de animais Teste cervical
abatidos condenadas examinados comparativo

2700 306 3 74 negativo

400 40 2 20 negativo

3 8000 796 4 771 negativo

O abate realizado no lote da propriedade 3, ap6és TCC negativo, teve uma carcaca

condenada em decorréncia de lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose.

Discussao

O diagnéstico presuntivo post mortem de tuberculose bovina revelou menor prevaléncia
aparente (Tabela 2) quando comparado com outros trabalhos isolados realizados no
Brasil, pois Schenk & Schenk (1982), em levamento realizado, entre 1974 e 1979, no
Estado de MS em matadouros-frigorificos encontraram 0,2%. Na Paraiba, Tabosa et al.
(2000), em estudo semelhante com bovinos abatidos no municipio de Patos,
encontraram 0,48% de lesdes em carcagas. Da mesma forma, em Minas Gerais, Reis &
Almeida (2001) encontraram 0,08% de carcacas condenadas em animais abatidos no

municipio de Uberlandia, no periodo de 1984 a 1998.

As lesoes sugestivas de tuberculose bovina encontradas, neste estudo, apresentaram-se
na avaliacdo macroscopicas semelhante as descritas por Reis et al. (1996), os quais
também observaram lesdes de diferentes tamanhos, de coloragdo amarela e aspecto
caseoso ou caseo-calcificado. Tais lesdes concentraram-se na regido toracica (49,21%),
o que ndo difere dos achados de Jorge (2001), no Estado de MS (42,9%). Corner (1994),

Wipple et al. (1996) e Sousa et al. (2002) também encontraram maior incidéncia de
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lesdes macroscopicas de tuberculose em linfonodos da regido toracica, o que reforca os

relatos de que a via inalatdria € a principal porta de entrada de M. bovis.

O exame histopatologico das 63 lesdes de abate identificou granuloma em 74,6% das
amostras (Tabela 3). Em vista disso, a prevaléncia aparente (0,013%) de carcacas
condenadas sugestivas de tuberculose, neste estudo, ¢ ainda menor, pois 16 das 63
amostras avaliadas (25,4%) foram diagnosticadas como sendo determinadas por outras
patologias (Tabela 3). A condenacdo dessas 16 carcagas, como suspeitas de tuberculose,
justifica-se em fun¢do das semelhangas macroscopicas entre as lesdes provocadas em
linfonodos pela tuberculose, linfossarcoma e linfadenites inespecificas, o que
impossibilita o diagnostico definitivo apenas pelas observacdes durante a inspecao de
abate (Reis et al. 1995). As caracteristicas histologicas dos granulomas estdo de acordo
com os achados de Cassidy et al. (1999) e Ameni et al. (2000), que encontraram
infiltrado celular mononuclear, células gigantes e centro necrdtico caseoso ou

calcificado.

Embora se tenha observado granuloma em 74,6% das lesdes recomenda-se associar o
estudo histopatologico ao bacteriologico que serve para controlar o diagnodstico
realizado durante a inspecdo de abate (CPZ 1988), situagdo prevista no PNCEBT (Brasil
2001).

A investiga¢do retrograda de focos de tuberculose realizada em propriedades de corte,
apos inspecao de abate, permitiu observar que pode haver associagdo entre o sistema de
producdo e o resultado do diagnostico presuntivo da tuberculose bovina, pois em 865
bovinos, das trés propriedades rastreadas, ndo foram diagnosticados animais positivos
no TCC. Enquanto que, em outro estudo (Almeida et al. 2004 — dados ndo publicados)
com 265 bovinos de propriedades de exploracgao leiteira, encontraram quatro animais
reagentes. O diagnodstico da doenga em propriedades com esse sistema de producao esta
de acordo com as observacdes de muitos autores, os quais consideram a tuberculose
bovina como mais prevalente em rebanhos leiteiros, e de menor importancia
epidemioldgica nos animais de corte (Kantor & Ritacco 1994, Radostits et al. 1994,
Souza et al. 1999, Buzatto et al. 2002), embora o processo de desenvolvimento e
intensificagdo do sistema de producdo de gado de corte colabore para o aumento da
ocorréncia da tuberculose bovina, por causa do confinamento, do intenso transito e da

compra ¢ venda de animais. Além disso, em um programa de controle deve ser
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considerada a possibilidade de que bovinos de corte possam representar fonte de
reinfeccao de rebanhos de leite controlados, como ocorreu na Nova Zelandia (Tweddle

& Livingstone 1994).

A situagdo especial observada na propriedade 3, em que um animal negativo no TCC
apresentou lesdes sugestivas na inspe¢ao de abate, pode ser considerada como reagdo
falso-negativa, motivada por tuberculose avangada ou recente (Francis 1947, Lepper et
al. 1977, Monaghan et al. 1994), animal dessensibilizado (Keer et al. 1946), baixa
poténcia da tuberculina ou variagdo na sua dose pelo uso de seringa multidose ndo
calibrada (Monaghan et al. 1994). De outra forma, pode também ser considerado que se
tratava de um resultado verdadeiro negativo ¢ a lesdo encontrada tratava-se de outra

patologia, com caracteristica macroscopica semelhante (Reis et al. 1995).

No Brasil, como em outros paises em desenvolvimento, héa dificuldades para controlar
ou erradicar a tuberculose bovina. Apesar de na América Latina e no Caribe (Kantor &
Ritacco 1994), na Africa (Cosivi et al. 1998) e em vérios outros paises terem programas
de controle da tuberculose bovina, existem fatores que podem limitar o seu sucesso.
Entre estes se destacam a escassez de recursos financeiros para implantar um programa
sistematico de teste e sacrificio, deficiéncias nos sistemas de informagdo e de controle
de transito de animais, pouco envolvimento da industria e criadores no financiamento e
implantacdo dos programas, conhecimento insuficiente da distribui¢do e prevaléncia da
tuberculose bovina e existéncia de outras doengas com impacto mais visivel na

produtividade animal (Gongalves 1998).

Em Mato Grosso do Sul, com rebanho superior a 24,9 milhdes de cabecas (Iagro 2003),
além dos fatores que podem limitar o sucesso dos programas de controle destacados por
Gongalves (1998), depara-se com a dificuldade operacional de se submeterem todas as
fémeas com idade superior a 24 meses e todos os machos reprodutores aos testes
diagnosticos, no caso de confirmagdo da infec¢do por M. bovis em animais pertencentes
a propriedades onde detectaram lesdes sugestivas de tuberculose durante a inspe¢do
sanitaria post mortem. Além disso, neste estudo, a adesdo de apenas trés dos 12
proprietarios reflete que a cooperagdo voluntaria a investigacao de foco compromete as
acOes sanitarias. Os criadores ndo receptivos mostraram falta de conhecimento sobre a
apresentagdo e prejuizos que a doenga acarreta, pois a maioria considera que bovinos no

ponto de abate ndo poderiam ser tuberculosos e colocaram em duvida os resultados da
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vigilancia sanitaria apos o abate. Nesse contexto, considera-se crucial o papel do
médico-veterinario, tanto oficial como da iniciativa privada, para conscientizar o
produtor da importancia de tentar reduzir a prevaléncia e prevenir a expansdo da

doenca.

A identificacio dos rebanhos suspeitos, a partir da inspecdo de abate, e o
direcionamento da realizagdo de testes sistematicos nesses animais diminuird o tempo
necessario para a concessao do status de area livre de tuberculose bovina, pois, para as
autoridades brasileiras, muito mais do que cotas ou tarifas, as barreiras sanitarias serao
instrumentos cada vez mais usados na defesa de interesses de quem estd perdendo
mercado para o Brasil no agronegocio mundial. Portanto, € preciso estar preparado para
enfrentar essas barreiras e ndo perder oportunidades, além de estar consciente de que o
sucesso dependerd da integragdo entre os orgdos de defesa sanitaria, instituicdoes de

ensino e pesquisa e o setor produtivo.

Cabe descrever que as lesdes de abate que deram origem a esse estudo foram
encaminhadas, também, para o estudo microbioldgico, no qual Aratjo et al. (2004)
(dados nédo publicados) isolaram BAAR e identificaram M. bovis pela reagdo em cadeia

da polimerase, o que indica a presenca da tuberculose bovina no rebanho de corte de

MS.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O primeiro passo para a erradicagdo da tuberculose bovina ¢ a educacdo prévia da
comunidade pecudria. Os criadores devem ser notificados sobre o significado
econdmico da doenga, sua importancia a saude publica e da necessidade de varias etapas
em um programa de erradicacdo. A adesdo ao programa deve gerar compensagdes aos
pecuaristas, sendo estimulada a cooperacdo por meio do pagamento por animais
sacrificados, mesmo que de forma parcial, ou de bonificagdes para os rebanhos, leite ou

carne livres de tuberculose.

No inicio de um programa de erradicagdo, ¢ essencial determinar a prevaléncia e a
distribuicao da doenca. Isso pode ser conseguido por meio da inspecdo de abate, mais
voltada para o gado de corte, e por meio da tuberculinizacdo em rebanhos de leite, pois
nestes o teste tuberculinico ¢ mais facil de ser realizado, por causa dos rebanhos serem

menores ¢ mais concentrados quando comparados aos rebanhos de corte.

Determinada a prevaléncia e a distribuicdo, a erradicagdo pode ter inicio em rebanhos e
areas com baixa incidéncia da doenga, o que propicia um nucleo de bovinos livres e
monitorados, o qual ird suprir as substituicdes em outras areas a medida que forem

sendo incluidas no esquema de erradicagao.

O rastreamento de propriedades, a partir da inspe¢ao de abate, pode ser a principal fonte
de informag¢do sobre a localizagdo de rebanhos acometidos. Esse sistema de
identificagdo ¢ muito importante, pois como a prevaléncia nos animais de corte ¢ muito
baixa, sera mais valido direcionar as agdes sanitdrias para as propriedades com

condenacdes de carcagas em vez de examinar rebanhos que nao tenham casos relatados.

Alguns fatores, como tamanho do rebanho, extensdo territorial, infra-estrutura,
topografia, clima, fronteiras, caracteristicas das criagcdes, existéncia de servigos
veterindrios organizados e disponibilidades de recursos financeiros, facilitam ou
dificultam as agdes de controle, ndo s6 da tuberculose bovina, mas de todas as doengas
que acometem os animais de interesse econdmico. Para o Brasil obter sucesso na
erradicacdo da tuberculose bovina ¢ essencial a participagdo de todos os elos da cadeia
produtiva da carne e do leite, de maneira integrada com os médicos-veterinarios da

iniciativa privada, com os oOrgdos de vigilancia e defesa sanitaria dos Estados,
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instituigdes de ensino e pesquisa e, principalmente, a viabilizagdo de recursos

financeiros para o planejamento e execu¢do das agdes sanitarias.
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