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1.1.  Aspectos hist�ricos

A tuberculose � XPD� HQIHUPLGDGH� FRQKHFLGD� GHVGH� D� DQWLJ�LGDGH�� ([LVWHP

refer�ncias da presen�a dessa doen�a em m�mias eg�pcias, e nos escritos dos

fil�sofos Hip�crates, Celsus e Avicena. Arist�teles, que viveu entre 384-322 a.C, fez

as primeiras descri��es da tuberculose em animais mas, naquela �poca, as les�es

encontradas em bovinos eram atribu�das a outras infec��es (Fapemig, 2004).

Mesmo anteriormente � descoberta das bact�rias, h� v�rias refer�ncias sobre o

perigo que representava, para o homem, o consumo de carne de animais afetados de

caquexia. Muito provavelmente porque entre as doen�as com esta forma de

apresenta��o estava inclu�da a tuberculose bovina. No Talmud, livro sagrado para os

hebreus, codificado no final s�culo II, os rabinos proibiam ao povo o consumo de

carne de bovinos em cujos pulm�es fossem encontradas les�es designadas como

ulcerativas (Souza et al, 1999).

Por volta de 1307, na cidade de Munique, foi promulgada uma lei semelhante �

do Talmud e, em 1788 em Leipzg, ocorreu a morte de 12 estudantes, cuja causa foi

atribu�da ao consumo de carne de animal tuberculoso (Souza et al, 1999).

Por�m, somente a partir de 1810 a doen�a come�ou a ser compreendida, quando

pesquisadores observaram que existia liga��o entre o consumo de leite de vaca e a

infec��o tuberculosa em g�nglios linf�ticos do pesco�o de crian�as, que se

apresentava na forma de abscessos de desenvolvimento lento evoluindo para f�stulas,

caracterizando um processo denominado escr�fula. A ocorr�ncia deste tipo de

altera��o inexistia quando as crian�as eram amamentadas apenas com leite materno

(Souza et al, 1999).

De acordo com Ferreira Neto & Bernardi, (1997) e Roxo, (1996) em 24 de

mar�o de 1882, Robert Koch divulgou publicamente o cultivo do bacilo respons�vel

pela tuberculose, no homem e em bovinos. Como meio de cultivo Koch utilizou

humor v�treo colhido em abatedouros. Antes de ser cultivado, o bacilo era observado

em exames diretos de materiais corados pela fucsina-anilina. Este microrganismo

recebeu a denomina��o de Tuberkelbacillen - bacilo da tuberculose. Ainda, segundo

Ferreira Neto & Bernardi, (1997) Zopf prop�s, em 1883, que este agente fosse



denominado "Bacterium tuberculosis" o qual foi classificado em 1896 como esp�cie

do g�nero Mycobacterium por Lehmann & Neumann.

Segundo Ferreira Neto & Bernardi (1997), havia uma cren�a generalizada,

inclusive compartilhada por Koch e outros pesquisadores, de que existia somente um

tipo de bacilo respons�vel pela tuberculose afetando tanto o homem, quanto aos

animais.

No final do s�culo XIX, em 1898, o Mycobaterium bovis foi isolado por

Theobald Smith, confirmando a responsabilidade deste microrganismo como

causador da doen�a em bovinos.  Smith observou que o bacilo bovino era menor que

o humano, crescia com menor vigor "in vitro" e era menos afetado por modifica��es

dos meios de cultura e tamb�m que este agente era mais virulento para animais de

laborat�rio, especialmente para coelhos, que o respons�vel pela tuberculose humana.

Pouco tempo depois, as observa��es de Smith foram confirmadas por v�rios

pesquisadores, inclusive por Koch (Ferreira Neto & Bernardi, 1997).

No in�cio s�culo XX, entre 1901 e 1911, devido �s in�meras d�vidas acerca da

doen�a, tanto em humanos, quanto em animais, principalmente relativas ao poss�vel

aspecto zoon�tico da tuberculose bovina, o governo ingl�s constituiu uma comiss�o

para estudar o assunto. Esta era integrada por tr�s eminentes bacteriologistas, que

dispunham de um laborat�rio e uma fazenda experimental e foi denominada "Royal

Commission on Tuberculosis", desenvolvendo um extenso programa de pesquisa em

t�cnicas experimentais sobre testes tubercul�nicos para o diagn�stico da doen�a nos

bovinos, com o objetivo de sanar definitivamente as d�vidas acerca da natureza da

tuberculose bovina e sua rela��o com a forma humana da doen�a. Esta comiss�o

concluiu que existiam tr�s tipos distintos de bacilos tuberculosos; o humano, o

bovino e o avi�rio, bem como outras micobact�rias sapr�fitas. Concluiu tamb�m que

o bacilo tuberculoso presente no leite bovino causava tuberculose extrapulmonar no

homem, especialmente em crian�as e que o homem era notavelmente suscet�vel ao

bacilo tuberculoso bovino, podendo facilmente adquirir tuberculose pulmonar

atrav�s da inala��o do microrganismo proveniente dos animais portadores (Ferreira

Neto & Bernardi, 1997).

Segundo Souza et al, (1999) a primeira transmiss�o da tuberculose entre as

esp�cies bovina e humana foi realizada por Ravenel em 1902. Esse pesquisador

isolou bacilos tuberculosos a partir de g�nglios mesent�ricos de uma crian�a com



meningite tuberculosa e inoculou o agente em tr�s bovinos, os quais desenvolveram

a doen�a e morreram em menos de 30 dias, apresentando, � necropsia,les�es t�picas

de tuberculose.

1D� VHT�rQFLD�� GHSRLV� GH� FRQFOXtGRV� RV� HVWXGRV� FRQGX]LGRV� SHOD� �Royal

Commission on Tuberculosis", em 1911, chegou-se � conclus�o definitiva de que

bovinos tuberculosos representavam um risco para a sa�de p�blica, exigindo

rigorosas medidas de controle, j� que a ocorr�ncia da doen�a em animais

apresentava, na �poca, �ndices alarmantes, afetando entre 20 e 40% dos bovinos de

muitos pa�ses da Europa (Ferreira Neto & Bernardi, 1997).

De acordo com as cita��es de Souza et al, (1999), Mantoux instituiu o teste

al�rgico para diagn�stico de tuberculose em 1908 e, em 1931, verificou que a carne

de bovinos doentes poderia transmitir a doen�a somente quando o animal

apresentava tuberculose generalizada. Neste caso, a carca�a afetada seria

automaticamente condenada durante a inspe��o realizada nos abatedouros. Todavia,

industriais gananciosos ainda utilizavam as partes afetadas da carca�a para o preparo

de salsichas que, quando consumidas sem tratamento t�rmico pr�vio, ofereciam

grande risco �s pessoas. Ainda segundo informa��es de Souza et al, (1999) Torres &

Pacheco informaram, em 1938, o isolamento do bacilo bovino de les�es tuberculosas

humanas, constituindo assim, a primeira publica��o sobre o assunto, dispon�vel na

literatura m�dica brasileira. Souza et al, (1999) ressaltam a import�ncia da Sa�de

P�blica no controle desta zoonose, enfatizando o perigo que representa a carne e o

leite de animais tuberculosos.

1.2. Etiologia

1.2.1. Caracteriza��o do agente

As micobact�rias pertencem � ordem Actinomycetales, g�nero Mycobacterium

(Kantor,1979). Quanto a patogenicidade, as micobact�rias s�o classificadas em

tuberculosas e n�o tuberculosas. As micobact�rias tuberculosas, causadoras da

tuberculose em mam�feros, pertencem ao complexo Mycobacterium tuberculosis,

constitu�do por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti (Lage et al, 1998

e Roxo, 1996). As esp�cies M. canneti e M. bovis sbsp. caprae s�o consideradas



EDFWpULDV� GR� �FRPSOH[R� Mycobacterium WXEHUFXORVLV� mas, n�o s�o reconhecidas

oficialmente (Ara�jo, 2004).

Existem mais de 50 esp�cies de micobact�rias. As micobact�rias n�o

tuberculosas classificadas no grupo MOTT (�P\FREDFWHULD� other than WXEHUFOH���

possui esp�cies patog�nicas obrigat�rias ou oportunistas e esp�cies sapr�fitas e

causam as chamadas micobacterioses. (Lage et al, 1998)

O grupo MAI compreende cerca de 28 sorotipos semelhantes ao Mycobacterium

avium e Mycobacterium intracellulare, estas micobact�rias apesar de serem distintas

geneticamente, n�o s�o distinguidas nos testes bioqu�micos de rotina. J� o

denominado grupo MAIS compreende as micobact�rias do grupo MAI (M. avium e

M. intracellulare), juntamente com o Mycobacterium scrofulaceum. (Lage et al,1998

e Brasil,2003)

As micobact�rias do grupo MOTT produzem pigmentos caroten�ides,

dependendo das presen�a ou n�o de luz e s�o classificadas, conforme Runyon, em

quatro grupos.

As micobact�rias inclu�das no grupo I apresentam crescimento lento e produzem

col�nias amarelas ap�s 7 dias de incuba��o com luz, sendo representadas por M.

kansasii, M. marinum e M. asiaticum. O grupo II compreende as micobact�rias de

crescimento lento cuja produ��o de pigmento independe da presen�a de luz como o

M. scrofulaceum e M. gordonae. O grupo III compreende as micobact�rias do

complexo MAI (M. avium e M. intracellulare) e tamb�m M. terrae. Estas

micobact�rias possuem crescimento lento e n�o produzem pigmentos. O grupo IV

apresenta crescimento r�pido e pigmenta��o vari�vel e como representantes  M.

fortuitum e M. chelonei.

Ferreira Neto & Bernardi, (1997) citam que at� 1970 o bacilo tuberculoso bovino

foi considerado uma variante do Mycobacterium tuberculosis e denominado M.

tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis subesp�cie bovis. Entretanto, a partir

desta data foi proposta sua classifica��o como uma esp�cie individual denominada

Mycobacterium bovis.

O Mycobacterium  tuberculosis � o agente etiol�gico da tuberculose humana,

enquanto que os bovinos desenvolvem a doen�a quando infectados por Mycobacterium

bovis. No entanto, o homem tamb�m desenvolve a tuberculose quando infectado pelo



M. bovis, produzindo sinais cl�nicos id�nticos aos provocados por M. tuberculosis mas,

os bovinos n�o adoecem quando infectados pelo M. tuberculosis, bem como por outras

micobact�rias patog�nicas para mam�feros. A infec��o de bovinos por estes agentes

causa apenas sensibiliza��o al�rgica, que desaparece em um per�odo vari�vel de 6 a 8

meses, quando afastados da fonte de cont�gio (Lage et al, 1998) sendo, por isso

considerada autolimitante, n�o havendo registros da transmiss�o do agente entre

bovinos ou destes para os humanos. A sensibiliza��o al�rgica inespec�fica de bovinos

pode ocorrer tamb�m por outras esp�cies de micobact�rias, a exemplo do M. avium e

M. intracellulare, pertencentes ao complexo MAIS. As bact�rias deste grupo podem

entretanto causar doen�as em outras esp�cies. O M. intracellulare, em su�nos, � o

agente etiol�gico da linfadenite granulomatosa, tamb�m denominada linfadenite

caseosa tubercul�ide dos su�nos (Lage et al, 1998).

Outras esp�cies animais, ao contr�rio dos bovinos, s�o sens�veis ao M. tuberculosis,

destacando-se os primatas mantidos em cativeiro, o c�o, o gato, o papagaio e o su�no,

principalmente quando alimentado com restos de alimentos (Roxo, 1996).

As micobact�rias s�o bacilos gram-positivos, que se coram fracamente pelo

m�todo de Gram e medem de 0,5 a 7 m de comprimento por 0,3 m de largura. S�o

aer�bicos, im�veis, n�o capsulados, n�o flagelados e n�o-formadores de esporos e

que, rotineiramente, s�o corados a quente pela tintura de carbol, conhecida como

carbolfucsina, resistindo ao descoramento pelos �cidos inorg�nicos, o que lhes

conferem a denomina��o de bacilo �lcool-�cido resitente (BAAR). Esta propriedade

depende da quantidade e da disposi��o espacial dos �cidos mic�licos e seus �steres

na parede bacteriana. No entanto, os g�neros Nocardia, Rodococus e

Corynebacterium possuem as mesmas caracter�sticas WLQWRULDLV�� ¬V� YH]HV�� HP

culturas ou les�es antigas, os microrganismos apresentam aspecto granulado ou

apar�ncia de um colar de contas. Esta forma � causada pela presen�a intrabacteriana

de got�culas lip�dicas e � um indicativo de que os organismos foram expostos a um

ambiente desfavor�vel durante a fase de crescimento p�s-exponencial (Dungworth et

al, 1992; Lage et al 1998).

Devido ao alto teor de lip�deos capsulares, as micobat�rias s�o dif�ceis de serem

coradas pelos m�todos convencionais de colora��o empregados em bacteriologia.

Entretanto, a sua colora��o, em esfrega�o, pode ser facilitada pela incorpora��o, aos

corantes, de um agente umedecedor de superf�cie, a exemplo do Tween 80



(Dungworth et al, 1992). Em cortes histol�gicos, a colora��o pelo m�todo anterior

era prejudicada ainda mais, porque os solventes de parafina, empregados na rotina

de colora��o histol�gica, dissolviam tamb�m os l�pides capsulares. Isto foi

satisfatoriamente contornado quando Faraco, conforme afirma Michalany, (1980)

modificou a t�cnica de colora��o desenvolvida por Franz Ziehl & Friederich

Neelsen, para esfrega�os contendo micobact�rias. Tal modifica��o se baseou no

reengorduramento dos bacilos com subst�ncias oleosas de origem mineral, animal e

vegetal (Michalany,1980). As micobact�rias podem ser demonstradas tamb�m por

meio de microscopia de fluoresc�ncia, quando impregnadas por um corante

fluorescente, como no caso da auramina (Dungworth et al, 1992).

Quanto � resist�ncia, o bacilo da tuberculose bovina � relativamente resistente ao

calor, � desseca��o e a diversos desinfetantes. Permanece vi�vel por at� 2 anos em

est�bulos, pastagem e dejetos. Sobrevive por at� 1 ano na �gua e por at� 10 meses

nos produtos de origem animal contaminados. Agentes desinfetantes, tais como  os

fen�is, o formol o �lcool e, em especial, o hipoclorito de s�dio, s�o eficientes na

destrui��o do bacilo mas, a a��o desses produtos pode ser afetada pela sua

concentra��o, tempo de exposi��o, temperatura e presen�a de mat�ria org�nica

(Roxo, 1996).  O hipoclorito de s�dio deve estar na concentra��o de 5% e o

formalde�do a 3% para que, quando em contato com superf�cies isentas de mat�ria

org�nica, exer�am sua atividade de desinfetante eficaz sobre micobact�rias (Lage et al,

1998). Os compostos de am�nio quatern�rios e clohexidine n�o destroem o bacilo, j�

R� FDORU� ~PLGR� D� ���&� PDWD� R� EDFLOR� UDSLGDPHQWH�� $�micobact�ria � rapidamente

destru�da pela luz solar direta em ambiente seco, por outro lado, em condi��es ideais

de umidade, temperatura e ao abrigo da luz solar, se mant�m vi�vel por longos

per�odos (Roxo, 1996).

$�SDVWHXUL]DomR�� TXH� p� R� WUDWDPHQWR� WpUPLFR� GR� OHLWH�� j� WHPSHUDWXUD� GH� �����&

por 15 segundos (+767��KLJK�temperature, VKRW�WLPH���RX������D������&�SRU����PLQ

(/7/7��ORZ� temperature, long time) seguido de r�pido resfriamento, mata as

micobact�rias, assim como a maioria dos microrganismos n�o-esporulados

(Senai/DN, 1999, Roxo, 1996).

De acordo com Silva et al, (2002) estes fatores de resist�ncia s�o semelhantes

tamb�m para o Micobacterium tuberculosis, que, apresenta grande capacidade de



sobreviv�ncia no ambiente, permanecendo por at� 180 dias em massa de res�duos

s�lidos. Por este motivo estes autores consideraram M. tuberculosis como o

principal indicador na contamina��o do ambiente f�sico do ar, j� que uma dose

infectante, mesmo reduzida, como por exemplo, uma part�cula menor que 5mm de

di�metro, suspensa no ar e contendo apenas um a tr�s bacilos, pode causar a

infec��o no indiv�duo que entra em contato com a mesma.

1.2.2. Composi��o qu�mica do agente

No intuito de esclarecer a patog�nese das les�es tuberculosas, aperfei�oar as

t�cnicas de diagn�stico e desenvolver vacinas, muitos estudos tem sido

desenvolvidos sobre a composi��o qu�mica da micobact�ria, principalmente sobre a

sua parede celular. A parede micobacteriana � formada por lip�deos complexos, que

incluem glicolip�deos, peptideoglicolip�deos, lipopolissacar�deos e ceras. Os �cidos

mic�licos do qual a �lcool-�cido resist�ncia depende, s�o comuns entre eles, sendo

respons�veis pela s�ntese de  60% dos lip�deos da parede celular bacteriana

(Dungworth et al, 1992).

Existem diferentes grupos funcionais de �cidos mic�licos, designados de grupo I

a grupo VI, o que possibilita a identifica��o da esp�cie, uma vez que a composi��o

desses grupos moleculares � espec�fica para cada micobact�ria. O Complexo

Mycobacterium tuberculosis, no qual inclui o M. bovis, possui os grupos I, III e IV

de �cidos mic�licos em sua parede celular (Jorge, 2001).

Quanto maior a quantidade de glicolip�deos da parede celular, maior a virul�ncia

das micobact�rias. Estas subst�ncias s�o importantes na s�ntese do fator corda

(dimicolato de trealose), isto �, do fator que determina o crescimento filamentoso,

em forma de corda, das micobacterias em meio glicerinado. Por isso  a maioria dos

agentes �lcoois �cidos resistentes s�o mais virulentos quando na forma filamentosa.

Outros glicolip�deos, como no caso do micos�deo protegem a bact�ria contra a

digest�o lisossomal permitindo a sua sobreviv�ncia depois de serem fagocitadas

pelos macr�fagos. Esta sobreviv�ncia intracelular do agente possivelmente �

tamb�m facilitada pela secre��o do monofosfato de adenosina c�clica (AMP) que

atua inibindo a fus�o dos fagossomos com os lisossomos produzindo uma evas�o da

bact�ria � resposta inicial do hospedeiro (Dungworth et al, 1992).



As ceras s�o compostas de lip�deos, glicolip�deos e peptideoglicolip�deos, cujas

propor��es variam de acordo com as diferentes esp�cies de micobact�rias. A

presen�a destas ceras � importante na resposta inicial do tipo corpo estranho,

elaborada pelos macr�fagos do hospedeiro. Al�m destas, o peptideoglicano,

muramildipept�deo e v�rios outros glicolip�deos, s�o respons�veis pela capacidade

imunog�nica da micobact�ria, promovendo a atra��o de macr�fagos e apresenta��o

do ant�geno. Tamb�m as tuberculoprote�nas influenciam na capacidade imunog�nica

das micobact�rias, constituindo-se na maioria dos determinantes antig�nicos.

Contudo, para que um animal produza uma resposta imunol�gica �s

tuberculoprote�nas � necess�rio a atividade adjuvante dos lip�deos e polissacar�deos

da parede micobacteriana (Dungworth et al, 1992).

1.3. Imunopatogenia

Quando os bacilos tuberculosos s�o implantados no tecido, inicialmente agem

como part�culas estranhas devido ao alto conte�do de lip�deos capsulares e

prote�nas imunog�nicas.

S�o ent�o fagocitados por macr�fagos ativados que induzem uma resposta imune

GR� WLSR� ³FRUSR� HVWUDQKR´� QD� WHQWDWLYD� GH� GHVWUXLU� R� EDFLOR�� 4XDQGR� D� DomR� GRV

macr�fagos � eficiente, os bacilos s�o destru�dos. Se, entretanto, eles forem

incapazes de impedir a prolifera��o dos bacilos, tais macr�fagos, previamente

infectados, liberam os bacilos do interior das c�lulas macrof�gicas mortas e

sensibilizam os linf�citos T, que passam a secretar citocinas as quais atuam ativando

um maior n�mero de macr�fagos e tamb�m atraindo linf�citos para o local

infectado. Isto ocorre por volta do d�cimo dia ap�s a exposi��o, iniciando assim o

desenvolvimento da hipersensibilidade que � um tipo de imunidade mediada por

c�lulas. Desta forma, a hipersensibilidade do tipo retardada, base do teste da

tuberculina, pode ser considerada express�o da resposta imune mediada por

linf�citos, predominantemente por c�lulas do tipo T (Dungworth et al, 1992).

A import�ncia da hipersensibilidade na patog�nese das les�es de tuberculose foi

inicialmente relatada por Koch, que a demonstrou atrav�s da inocula��o subcut�nea

de cultura de bacilos tuberculosos em SRUTXLQKR�GD�ËQGLD� QRUPDO�� 2FRUUH

generaliza��o da doen�a e morte do animal depois de um per�odo de 2 a 3 meses.

Este pesquisador observou que entre 10 a 14 dias depois da inocula��o houve

desenvolvimento local de uma nodula��o firme que evoluiu para ulcera��o



persistente at� a morte do animal. Quando, entretanto, a inocula��o � feita em animal

tuberculoso a resposta � caracterizada por uma rea��o aguda com exuda��o e

necrose no local da inocula��o. O tecido necrosado se desprende e a les�o cicatriza-

se rapidamente. N�o h� dissemina��o do agente para os linfonodos regionais ou

qualquer parte do organismo (Dungworth et al, 1992).

Hope et al, (2004) citam que os macr�fagos e as c�lulas dendr�ticas s�o

importantes na indu��o de resposta imune � infec��o por micobact�rias. Estas

c�lulas desempenham diferentes fun��es no desenvolvimento da imunidade, como

por exemplo, a destrui��o de microrganismos ou estimula��o antig�nica de c�lulas

T.

Alito et al, (2003) estudaram a resposta de c�lulas T bovina ap�s infec��o com

Mycobacterium bovis com o objetivo de identificar as prote�nas antig�nicas

presentes, e isolaram prote�nas de baixo peso molecular como ESAT6 (ant�geno

micobacteriano ESAT6), CFP10 (ant�geno micobacteriano CFP 10), 85B (ant�geno

micobacteriano 85B), MPB70 (ant�geno micobacteriano MPB70) e dois novos

ant�genos TPX (thiol peroxidade protein) e TRB-B estes associados a um alto �ndice

de estimula��o do sobrenadante da cultura, determinando a import�ncia de prote�nas

de baixo peso molecular na fun��o de estimula��o antig�nica dos linf�citos T  na

resposta imune ao M. bovis.

De acordo com Hope et al, (2004) os macr�fagos pulmonares residentes s�o

considerados os principais hospedeiros celulares para micobact�rias, pois devido a

produ��o de metab�litos t�xicos, tanto do oxig�nio, como do nitrog�nio, e atrav�s de

enzimas lisossomais promovem uma r�pida destrui��o de microrganismos invasores.

Ap�s a destrui��o da micobact�ria seus ant�genos s�o apresentados �s  c�lulas T

atrav�s de mol�culas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), que

induz a produ��o de interferon gama (INFg) e a capacidade citol�tica de c�lulas CD8

(c�lulas com receptores CD8, envolvidos na restri��o de MHC e ativa��o de c�lulas

Th2, respons�veis pela resposta celular) que aumenta o sistema de defesa

antimicrobiano.

Na intera��o da micobact�ria com o macr�fago, o tipo de receptor ativado pela

bact�ria tamb�m pode influenciar na resposta celular induzida por este. Dentre os

envolvidos est�o os receptores do complemento, os receptores de manose, que

identifica mol�culas de manosilato na superf�cie da micobact�ria; e os receptores Fc

de c�lulas opsonisadas. A utiliza��o do receptor do complemento CR3 pelas



micobact�rias oferece vantagens �s mesmas, pois ele n�o ativa o potencial de

intermedi�rios reativos do oxig�nio. A ativa��o do receptor de manose tamb�m �

uma rota segura para a micobact�ria, pois facilita sua sobreviv�ncia intracelular, j�

que faz com que o lisossomo n�o se funda com o fagossomo, e a micobact�ria deixe

de ser apresentada � c�lulas T. Isto ocorre  atrav�s de um retardamento da matura��o

do fago-lisossomo, por um aumento de prote�nas no fagossomo, incluindo a prote�na

triptofano-aspartato, que normalmente � removida deste no in�cio da fus�o com o

lisossomo (Hope et al, 2004).

Ainda segundo Hope et al, (2004) c�lulas dendr�ticas est�o presentes em muitos

tecidos principalmente pele, traqu�ia e intestino e tem a fun��o de apresenta��o de

ant�genos. Como os macr�fagos, depois da intera��o com c�lulas apresentadoras de

ant�genos das micobact�rias, ocorre s�ntese de citocina, e produ��o de IL-12

(interleucina 12), INFg (interferon gama), IL-1 (interleucina 1) e IL-6 (interleucina

6). A habilidade do INFg (interferon gama) em ativar mecanismos bactericidas dos

macr�fagos alveolares j� foi bem reportado mas, n�o afeta a capacidade de

macr�fagos derivados de mon�citos do sangue para matar BCG ou M. bovis. A

secre��o de IL-12 pelas c�lulas dendr�ticas estimula a resposta mediada por c�lulas

T estimulando c�lulas CD4+ (c�lulas com receptores CD4, envolvidos na restri��o

de MHC e ativa��o de c�lulas Th1, respons�veis pela resposta humoral) e CD8+

(c�lulas com receptores CD8, envolvidos na restri��o de MHC e ativa��o de c�lulas

Th2, respons�veis pela resposta celular), que polariza a respostas em c�lulas Th1 ou

Th2, e pode potencializar a secre��o de INFg (interferon gama) e TNFa (fator de

necrose tumoral a) pelos linf�citos T e c�lulas natural killer. As c�lulas T secretam

INF-g e proliferam-se mais rapidamente quando estimuladas pelas c�lulas

dendr�ticas do que quando s�o estimuladas por macr�fagos, pois o n�mero de

bacilos nestas c�lulas � maior do que nos macr�fagos. As c�lulas T tamb�m

secretam IL-10 que inibe a resposta celular e diminui a produ��o de IL-12,

perpetuando  a resposta Th1. In vitro existe a evid�ncia de que as c�lulas dendr�ticas

podem fagocitar a micobact�ria  (Hope et al, 2004).

Os anticorpos humorais podem ser demonstrados por t�cnicas sorol�gicas mas,

n�o participam da patog�nese das les�es caracter�sticas de tuberculose ou na

produ��o da imunidade. Tanto a produ��o de anticorpos quanto a rea��o de

hipersensibilidade geralmente ocorrem simultaneamente mas, n�o apresentam

rela��o quantitativa entre si, mesmo nos casos em que ambos os tipos de imunidade



est�o presentes. Isto, provavelmente se deve ao envolvimento das diferentes sub-

popula��es de c�lulas T e dos tipos de citocinas  por elas produzidas (Dungworth et

al, 1992).

1.4. Transmiss�o

1.4.1. Transmiss�o a bovinos

Quando o bovino � infectado, ele j� � capaz de transmitir a doen�a a outros animais

e aos humanos, mesmo antes de desenvolverem les�es tuberculosas, por isso os

animais afetados s�o a principal fonte de infec��o. A principal via de elimina��o do

agente � atrav�s da respira��o mas, pode se dar tamb�m pelas  secre��es nasal e

uterina, leite, fezes, urina e pelo s�men.  A principal via de contamina��o de animais

adultos � atrav�s da via respirat�ria ou aer�gena, enquanto que em jovens, � importante

a ingest�o de leite cru contaminado. A transmiss�o transplacent�ria � rara e a

intrauterina, atrav�s de s�men � pouco comum. Tamb�m s�o vias de menor

import�ncia a ingest�o de pastagem e alimentos contaminados (Roxo, 1996).

M. bovis foi isolado de larvas de insetos (Musca domestica, Calliphora vicina,

Lucilia sericata) que tiveram contato com tecidos de bovinos com les�es em

abatedouros. Foi detectada a presen�a  M. tuberculosis em baratas (Blatta

orientalis), at� oito semanas depois de haverem ingerido escarro humano

contaminado. Tamb�m foram encontradas minhocas contaminadas com

micobact�rias mas, as minhocas s�o consideradas de pouca import�ncia

epidemiol�gica para a tuberculose (Fischer et al, 2003).

De acordo com Roxo, (1996) e Lage et al, (1998), v�rias esp�cies animais podem

ser hospedeiras do M. bovis, tais como bovinos, bubalinos e outros bov�deos selvagens,

como no caso dos bis�es, bem como os seres  humanos e diversos animais dom�sticos

e silvestres, muito dos quais desenvolvem a forma auto-limitante da doen�a. Contudo,

nos pa�ses onde a tuberculose bovina foi erradicada ou est� em adiantado processo de

erradica��o, os animais silvestres apresentam grande import�ncia epidemiol�gica, uma

vez que podem servir de reservat�rio do M. bovis. Como exemplos desses animais,

pode-se citar o texugo (Melis melis) na Europa, os cerv�deos nos Estados Unidos da

Am�rica e um marsupial (Trichosuros vulpecula) na Austr�lia e Nova Zel�ndia. Em

outros pa�ses os reservat�rios silvestres tamb�m s�o relatados, como � o caso da Gr�-

Bretanha, Irlanda e Z�mbia.



1.4.2. Transmis�o a humanos

Segundo Souza et al, (1999) a ingest�o de leite cru, contaminado com

micobact�ria constitui uma das principais formas de infec��o humana pelo bacilo da

tuberculose bovina, em crian�as. Por outro lado, o risco de se adquirir o agente pela

ingest�o de produtos c�rneos contaminados � considerado menor devido � baixa

incid�ncia do mesmo em tecidos musculares e ao h�bito de n�o se consumir carne

crua no Brasil. Por�m, este risco n�o deve ser ignorado, devido ao grande n�mero de

abate clandestino de animais, ou ao descarte de animais provenientes de rebanhos

positivos em matadouros onde a inspe��o sanit�ria n�o � rigorosa. Relatam tamb�m

que trabalhos realizados na Nig�ria incriminam a ingest�o de carne contaminada

como respons�vel por cerca de 45% dos casos de tuberculose em humanos causada

pelo Mycobacterium bovis naquele Pa�s.

Resultados obtidos de estudos experimentais demonstram que um n�mero

m�nimo, inclusive um �nico bacilo � capaz de produzir les�es pulmonares por

inala��o de aeross�is, quando atingem as vias a�reas inferiores, principalmente os

alv�olos respirat�rios. Isto explica a maior ocorr�ncia da forma pulmonar da

tuberculose zoon�tica, em trabalhadores da �rea rural, em m�dicos-veterin�rios, em

funcion�rios de abatedouros frigor�ficos e  pessoas que mant�m um contato direto

com o animal, sendo a doen�a causada pelo M. bovis, na forma pulmonar

considerada como doen�a ocupacional (Souza et al, 1999).

Quando a contamina��o se d� pelo contato direto com carca�as contaminadas

por M. bovis pode haver acometimento cut�neo pela tuberculose zoon�tica. As

categorias profissionais mais afetadas dessa forma s�o representadas,

principalmente, pelos magarefes, auxiliares de inspe��o e m�dicos-veterin�rios.

Tanto a resist�ncia gen�tica do hospedeiro a uma infec��o por M. bovis, quanto

fatores fisiol�gicos e imunol�gicos, em animais ou em pessoas, interferem no curso

da tuberculose todavia, n�o h� uma comprova��o experimental conclusiva de que

tais fatores possam interferir na contamina��o (Souza et al, 1999).

1.5. Patologia

1.5.1. Bovinos

Muitos animais com uma infec��o recente por Mycobacterium bovis podem n�o

apresentar sintomas caracter�sticos da doen�a sendo observadas les�es somente por

ocasi�o do abate. Alguns animais tuberculina positivos podem n�o apresentar



altera��es vis�veis na inspe��o post mortem devido a estas serem inicialmente

pequenas, de dif�cil visuali��o na inspe��o de rotina (Corner, 1994).

Roxo, (1996) define a tuberculose como uma doen�a debilitante, geralmente

cr�nica mas, que pode assumir, em alguns casos, car�ter agudo e progressivo. As

OHV}HV�VmR�HQFRQWUDGDV�PDLV�IUHT�HQWHPHQWH�QRV�linfonodos da cabe�a, pesco�o, nos

mediast�nicos e nos mesent�ricos, como tamb�m, nos pulm�es, intestinos, ba�o,

pleura e perit�nio e em qualquer tecido. Os sinais cl�nicos caracter�sticos da doen�a

s�o emacia��o progressiva, aumento de volume dos linfonodos e, em alguns casos,

tosse, dispn�ia e diarr�ia intercalada com constipa��o.

Jorge, (2001)  relata que 90% das les�es pulmonares est�o localizadas no ter�o

distal do lobo caudal do pulm�o. As les�es manifestam-se na forma de n�dulos

caseosos, de tamanhos variados que muitas vezes tornam-se confluentes, afetando

todo o par�nquima pulmonar apresentando-se como les�es cavit�rias, com

expectora��o de bacilos (Roxo, 1996).

(P� ERYLQRV� D� FDOFLILFDomR� p� IUHT�HQWH�� SULQFLSDOPHQWH� QRV� linfonodos, bem

como nos casos de dissemina��o generalizada de tub�rculos sobre as superf�cies

pleural e peritoneal. Esses tub�rculos geralmente apresentam-se com 0,5 a 1,0 cm de

di�metro. Nos casos de comprometimento das meninges n�o h� a forma��o de

tub�rculos desenvolvendo somente um processo de meningite rapidamente fatal.

Quando afeta a pele, com exce��o da localiza��o, que geralmente acomete somente

RV� PHPEURV� H� GD� IUHT�HQWH� DVVRFLDomR� FRP� linfangite, as les�es s�o

histopatologicamente LQGLVWLQJ�tYHLV�GDV�GLYHUVDV�GHUPDWLWHV��-RQHV�HW�DO��������

Macroscopicamente, as les�es t�picas s�o caracterizadas pela presen�a de

n�dulos tuberculosos cinza-esbranqui�ado ou cinza-amarelados, de dimens�es

variadas. Estes n�dulos podem variar de uma estrutura discretamente diferenciada

GR� WHFLGR� DGMDFHQWH�� D� XPD� JUDQGH� PDVVD�� IUHT�HQWHPHQWH� GH� FRQWRUQR� LUUHJXODU�

evidenciando superf�cie com presen�a de, desde uma simples granula��o, a caro�os

salientes. Os n�dulos presentes pr�ximos � superf�cie dos �rg�os afetados podem ser

facilmente enucleados. Estas les�es s�o firmes e n�o oferecem resist�ncia ao corte,

XPD�YH]�TXH�QmR�VmR�FDOFLILFDGDV��2�Q~PHUR�GH�QyGXORV�p�YDULiYHO�FRP�D�IUHT�rQFLD

de epis�dios de reinfec��o em um mesmo �rg�o (Thoen et al, 1981).

O complexo prim�rio da tuberculose geralmente � um n�dulo pulmonar

calcificado, associado a les�o no linfonodo regional, de aspecto caseoso, cor v�trea

ou amarelada (Morris et al, 1994; /DJH�� �������¬� FRPELQDomR� GDV� OHV}HV� GR� IRFR



inicial com as altera��es granulomatosas dos g�nglios linf�ticos regionais denomina-

se Complexo Tuberculoso Prim�rio de Ranke (Jones et al, 2000).

Microscopicamente, em casos de infec��o experimental, o tub�rculo j� pode ser

REVHUYDGR� HQWUH� R� ���� H� ���� GLD� SyV�LQIHFomR�� DSUHVHQWDQGR�VH� FRPR� XPD� FROHomR

densa de c�lulas com n�cleos vesiculosos e citoplasma palidamente corado. Estas

c�lulas s�o derivadas dos macr�fagos teciduais, tamb�m chamados de histi�citos e,

devido a uma vaga semelhan�a histol�gica com as camadas de grandes c�lulas

epiteliais, s�o denominadas c�lulas epiteli�ides (Thoen et al, 1981; Dungworth et al,

1992).

As c�lulas epiteli�ides apresentam limite citoplasm�tico pouco definido, com

n�cleo grande e vesiculoso. Ultra estruturalmente s�o caracterizadas por

apresentarem organelas abundantes e extensas interdigita��es das membranas

plasm�tica sendo que essas mudan�as estruturais indicam a elevada atividade

bactericida destas c�lulas, que fagocitam o bacilo tuberculoso em pouco tempo

depois da infec��o, os quais podem ser vistos dentro de seu citoplasma. (Dungworth

et al, 1992).

A massa celular prim�ria expande devido � prolifera��o histiocit�ria e, 3 a 4

semanas depois inicia-se o processo de degenera��o das c�lulas epiteli�ides

presentes no centro do tub�rculo, processo este, causado, em parte devido � falta de

vasculariza��o do tub�rculo e parte devido � a��o de subst�ncias t�xicas secretada

SHOR� EDFLOR�� ¬� PHGLGD� TXH� D� PDVVD� FHOXODU� RX� WXEpUFXOR� SULPiULR� DXPHQWD� GH

tamanho, as c�lulas epiteli�ides tendem a se fundirem formando sinc�cios. As

c�lulas do centro da les�o entram em processo de necrose, se fundem e formam uma

massa que se cora intensamente pela eosina. Na periferia do tub�rculo apresenta

grande quantidade de histi�citos e c�lulas epiteli�ides que se arranjam

predominantemente em pali�ada, muitas as quais formam sinc�cios que d�o origem

�s c�lulas gigantes do tipo Langhans. que s�o c�lulas grandes e possuem v�rios

n�cleos localizados excentricamente(Thoen et al, 1981).

O granuloma tuberculoso, tamb�m chamado de tub�rculo, � principalmente

FHOXODU� H� R� VHX� GHVHQYROYLPHQWR� p� IUHT�HQWHPHQWH� GHVLJQDGR� SURGXWLYR� RX

proliferativo sendo o prot�tipo da inflama��o granulomatosa, em contraste com o

tipo mais exsudativo de les�o que � causado ocasionalmente (Dungworth et al,

1992).



Com o desenvolvimento da les�o desenvolve-se consider�vel fibroplasia

perif�rica evid�ncia de neoforma��o vascular e, com o avan�ar do processo, h� a

forma��o de uma c�psula fibrosa formada de fibroblastos, histi�citos, c�lulas

plasm�ticas, uma estreita zona de linf�citos, ocasionais polimorfonucleares

eosin�filos  e mon�citos inalterados.  Toda a zona central, ou parte do tub�rculo

apresenta necrose de caseifica��o. A fibroplasia ou encapsula��o � mais vis�vel em

indiv�duos que apresentam maior resist�ncia e pode conseguir dominar as les�es. A

necrose central ocorre devido � hipersensibilidade mediada por c�lulas que promove

a libera��o de fatores citot�xicos e enzimas hidrol�ticas dos macr�fagos e possui

car�ter caseoso, de material geralmente espesso mas, que pode se liquefazer ou

FDOFLILFDU��$�FDOFLILFDomR�GR�FHQWUR�GR�WXEpUFXOR���p�IUHT�HQWH�HP�DOJXPDV�HVSpFLHV

animais, como nos bovinos mas, raramente observada em outras, como nas aves

(Dungworth et al, 1992; Thoen et al, 1981).

A colora��o especial pelo Ziehl-Nilsen revela a presen�a de bacilos �lcool-�cido-

resistentes que podem ser vistos isoladamente ou em grumos, em qualquer parte do

tub�rculo, apesar de ocorrer em maior quantidade no centro da les�o, em meio ao

tecido necr�tico (Thoen et al, 1981).

Diferentes popula��es funcionais de linf�citos e macr�fagos est�o presentes nas

les�es tuberculosas e, a quantidade dessas v�rias subpopula��es celulares, � que

determina a capacidade de ativa��o dos macr�fagos e a inibi��o do crescimento

bacteriano. Ambas imunidades, inata ou adquirida, est�o envolvidas na capacidade

dos macr�fagos em inibir o crescimento intracelular do bacilo e determinam a

imunidade � tuberculose. Quando o equil�brio entre a virul�ncia da micobact�ria e a

habilidade dos macr�fagos para destru�-los for prec�rio, ocorre exacerba��o da

GRHQoD��R�TXH�p�IUHT�HQWHPHQWH�REVHUYDGR�QD�DVVRFLDomR�FOtQLFD�GD�WXEHUFXORVH�FRP

a imunossupress�o causada por doen�as, drogas, horm�nios ou desnutri��o

(Dungworth et al, 1992).

1.5.2. Humanos

Em humanos, a contamina��o pela micobact�ria pode ocorrer na inf�ncia e o

agente permanecer latente at� que, em algum momento da fase adulta, ocorrem

manifesta��es dos sintomas. Isto explica porque, na Alemanha, ocorreram, em 1961,

casos tuberculose humana por M. bovis exatamente no ano em que o rebanho bovino

daquele pa�s foi considerado livre da doen�a (Souza et al, 1999).



Souza et al, (1999) relatam que quando a contamina��o por M. bovis se d� por

ingest�o, principalmente em crian�as, pode ocorrer uma infec��o inicial das

am�gdalas, causando uma amigdalite, de onde se difunde para as cadeias de

linfonodos cervicais (pr�-auriculares, tonsilares e supraclaviculares), nos quais pode

causar les�es supurativas com posterior envolvimento da pele sobrejacente. Tais

les�es s�o comumente conhecidas como "VFURIXORGHUPLD��RX�³HVFUyIXOD´�RX��lupus

YXOJDULV´���(P�FULDQoDV��WDPEpP�p�FRPXP�RFRUUHU�DFRPHWLPHQWR�LQWHVWLQDO�

Nos casos extrapulmonares, a localiza��o �ssea e articular tamb�m � comum,

provocando les�es �sseas localizadas e inflama��es articulares As formas g�nito-

XULQiULDV� VmR�PHQRV� IUHT�HQWHV��$V� OHV}HV� QD� SHOH� HP� KXPDQRV� DSUHVHQWDP�VH�� QD

maioria das vezes, como pequenas p�pulas, semelhantes a verrugas, e que regridem

com facilidade, conhecidas popularmente como verruga do magarefe ("EXWFKHU¶V

wart"). A benignidade da tuberculose cut�nea se deve essencialmente � resist�ncia

que indiv�duos adultos apresentam ao bacilo, e n�o � menor virul�ncia do mesmo

(Souza et al, 1999).

N�o h� dados que comprovem que o M. bovis seja menos virulento que o M.

tuberculosis para humanos. A doen�a humana causada pelo M. bovis pode ser t�o

severa e extensa quanto a causada por M. tuberculosis. Por outro lado a infec��o

leve pelo M. bovis pode induzir �  imuniza��o de indiv�duos contra M. tuberculosis,

conforme constata��es do in�cio do s�culo XIX, de que, crian�as que desenvolveram

linfadenite por M. bovis foram protegidas contra a infec��o por M. tuberculosis. Tal

constata��o pode ser corroborada pelos dados da incid�ncia da doen�a em Burkina

Faso, onde o n�mero de casos de tuberculose pulmonar humana � cinco vezes maior

nos locais isentos de tuberculose bovina do que em regi�es do pa�s em que � comum

a infec��o pelo M. bovis atrav�s do leite. Tamb�m na Escandin�via, ocorreu um

aumento tempor�rio de morbidade e mortalidade causada por tuberculose quando a

doen�a foi controlada no gado bovino(Grange,2001). Contudo, estas informa��es

n�o constituem um entrave a programas de controle da tuberculose bovina a serem

executados no Brasil, visto que devem ser analisadas levando em considera��o o

fato de que a vacina��o de crian�as com BCG apresenta adequada cobertura no

Brasil, garantindo a imunidade contra M. bovis e M. tuberculosis em caso de

erradica��o da tuberculose bovina.



1.6. Diagn�stico

O diagn�stico da tuberculose bovina pode ser efetuado por diagn�stico cl�nico,

tuberculiza��o intrad�rmica, exames post morten anatomopatol�gicos

(histopatol�gicos), inspe��o sanit�ria, exames bacteriol�gicos, m�todos sorol�gicos,

DYDOLDomR� GD� LPXQLGDGH� FHOXODU� �LQ� YLWUR���PpWRGRV�PROHFXODUHV�� sondas de DNA e

PCR e spoligotyping (Radostits et al, 1994, Roxo, 1996 e Lage et al, 1998,).

A tuberculina � um teste indireto efetuado in vivo atrav�s da utiliza��o de PPD

(derivado prot�ico purificado) de M. bovis e M. avium, utilizada no teste al�rgico

intrad�rmico. Ap�s 72 horas, mais ou menos 6 horas da inocula��o, ser� observada a

rea��o � tuberculina. Esta rea��o consiste  de uma �rea cut�nea elevada,

avermelhada e endurecida. A resposta dos bovinos ao M. bovis aparece geralmente

30 a 50 dias ap�s a infec��o e animais em estado avan�ado de infec��o podem

apresentar anergia, assim como falsos negativos ocorrem em infec��es recentes.

Ap�s a tuberculiniza��o, ocorre dessensibiliza��o e os animais apresentam sua

capacidade de resposta a nova tuberculiniza��o diminu�da, sendo a mesma recobrada

ap�s um per�odo de 42 a 60 dias (Roxo, 1996, Souza et al. 1999 e Brasil, 2004).

Devido � imunossupress�o f�meas submetidas a teste de diagn�stico para

tuberculose no intervalo de 15 dias antes do parto at� 15 dias ap�s o parto devem ser

retestadas entre 60 a 90 dias ap�s o parto. O Teste Cervical Simples (TCS) com

inocula��o intrad�rmica de tuberculina PPD bovina,� o teste de rotina recomendado

mas, o teste da prega caudal (TPC) pode ser utilizado como teste de rotina,

exclusivamente em estabelecimentos de cria��o especializados na pecu�ria de corte.

O Teste Cervical Comparativo (TCC) � o teste confirmat�rio utilizado em animais

inconclusivos ao Teste Cervical Simples e reagentes ao Teste da Prega Caudal, visto

que possibilita a diferencia��o entre a micobact�ria patog�nica (M. bovis) e a avi�ria

(M. avium) mas, nem todas as rea��es inespec�ficas s�o eliminadas (Waters et al,

2003 e Brasil, 2004).

Outro recurso indireto para o diagn�stico da tuberculose bovina � a detec��o de

IFN-g bovino. Esse ensaio � realizado in vitro a partir de sangue total, e tem como

princ�pio a detec��o r�pida de IFN-g, que � produzido por linf�citos sensibilizados, em

resposta � estimula��o por PPD bovino na presen�a da infec��o por tuberculose

(Almeida, 2004).



Delgado, (2000) no Peru, testaram a prova de ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay), utilizando Derivado Prot�ico Purificado (PPD) como

ant�geno no diagn�stico da tuberculose bovina e conclu�ram que a prova apresenta

uma baixa sensibilidade e especificidade, e que para a utiliza��o do teste de ELISA

ant�genos altamente purificados s�o necess�rios e com os resultados encontrados a

prova n�o � recomendada.

Ritelli et al, (2003) relatam que um grande problema relacionado ao diagn�stico

de M. bovis � o seu cultivo demorado, impedindo que o resultado do  exame seja

aguardado para a tomada de decis�o quanto ao destino de uma carca�a de bovino

suspeito. Relata tamb�m, que o PCR � um procedimento secund�rio e n�o

alternativo ao cultivo. Estes autores realizaram cultivo celular utilizando macr�fagos

da linhagem THP-1 e obtiveram uma r�pida detec��o de M. bovis em amostras

suspeitas, concluindo ser poss�vel chegar a um resultado confi�vel em

aproximadamente 48 horas.

Corner, (1994) relata que o diagn�stico presuntivo usando a histopatologia pode

ser efetuada em regi�es de alta preval�ncia, por�m o diagn�stico definitivo depende

do isolamento, principalmente quando a preval�ncia da doen�a � baixa. A detec��o

macrosc�pica pela necr�psia deve ser empregada quando a tuberculose bovina �

end�mica e a preval�ncia da doen�a � alta. O n�o encontro de les�es em animais

tuberculina positivos pode ser devido a doen�a estar em seu est�gio inicial, ou tratar-

se de outra micobact�ria diferente de M. bovis. Conforme a localiza��o mais

IUHT�HQWH�GH�WHFLGRV�DIHWDGRV�SRGH�FRQFOXLU�TXH�D�LQVSHomR�GHWDOKDGD�GRV�linfonodos

retrofaringeal m�dio (direito e esquerdo), mediastinal (anterior e posterior) e

bronquiais (direito e esquerdo) e pulm�es � capaz de detectar 86% das les�es; e,

quando � efetuado o exame adicional dos linfonodos parot�deo, cervical caudal,

inguinal superficial e dos linfonodos mesent�ricos 95% das les�es s�o detectadas. O

autor afirma que o grau de sensibilidade do procedimento de necr�psia para detec��o

de les�es depende do tempo e cuidado de quem est� efetuando o exame. Na

Austr�lia o monitoramento de abate detecta 95 % das les�es na carca�a, e j� quando

� efetuada a an�lise rotineira no abate a detec��o das les�es � de apenas 47%. O

isolamento de M. bovis pode demorar mais de 12 semanas e a identifica��o da cepa

atrav�s de m�todos bioqu�micos tamb�m � demorada. T�cnicas recentes as quais

utilizam anticorpos monoclonais e sondas de DNA podem diminuir o tempo

necess�rio para a identifica��o da amostra.



Zanini et al, (2001) relatam discrep�ncia entre a presen�a de les�es pulmonares

em animais tuberculina positivos, onde apenas em 70% dos reagentes, foram

evidenciadas les�es e em somente 19% dos casos confirmados foi isolado M. bovis

de amostras de muco nasal ou traqueal. Conclui ser necess�rio o emprego de

m�todos de diagn�stico laboratorial com maior sensibilidade. Em seu estudo

concluiu que a Rea��o da Polimerase em Cadeia (PCR), apresenta maior efici�ncia

que o cultivo do microrganismo, podendo-se obter o resultado em 24 horas, sendo

com isso poss�vel a sua utiliza��o como ferramenta de aux�lio � inspe��o sanit�ria e

condena��o de carca�as, ou para sacrif�cio de animais com suspeita de serem

portadores de tuberculose

Segundo Lage et al, (1998) o diagn�stico macrosc�pico da tuberculose pode ser

confundido com outros processos inflamat�rios granulomatosos, tais como les�es por

Corynebacterium pyogenes, actinomicose, coccidiomicoses, actinobacilose, les�es

carcinomatosas e les�es causadas por larvas de parasitas. J� no diagn�stico

histopatol�gico a diferencia��o entre os g�neros Mycobacterium e Nocardia pode ser

dificultada, pois estes g�neros apresentam muitas caracter�sticas em comum, como por

exemplo, a propriedade tintorial.

As les�es presentes nos linfonodos s�o ricas em microorganismos, de onde os

bacilos podem ser recuperados com relativa facilidade Dungworth et al, (1992).

Sendo assim pode-se proceder ao cultivo e isolamento do agente a partir de les�es

encontradas nos animais mortos por doen�a ou durante a inspe��o sanit�ria em

abatedouros-frigor�ficos. Entretanto, este procedimento n�o � vi�vel para fins de

diagn�stico de rotina por ser oneroso e demandar tempo muito longo para a sua

efetiva��o. Por isso � recomendado somente para trabalhos de pesquisa ou para

confirma��o da presen�a do agente em um rebanho, quando os demais

procedimentos de diagn�stico apresentarem resultados duvidosos.

Robledo & Mej�a, (2004) constataram que o diagn�stico da tuberculose atrav�s

da colora��o de cortes histol�gicos com auramina-rodamina para permite a

observa��o das l�minas diretamente sob os aumentos 200X e 400X, possibilitando a

an�lise de um maior n�mero de amostras em um tempo consideravelmente menor.

Isto porque, enquanto o exame de l�minas submetidas a diversas outras colora��es

necessitam, em m�dia, de 15 minutos por corte para sua an�lise, nas l�minas coradas

com a auramina-rodamina, este tempo pode ser reduzido para uma m�dia de 3



minutos. Estes autores tamb�m testaram o cultivo de M. tuberculosis em camada

delgada obtendo um r�pido crescimento e identifica��o do agente, com 80% das

amostras revelando positividade em 2 semanas enquanto que, no meio de cultivo de

Lowestein-Jensen, somente 10% das amostras testadas foram positivas

Mondrag�n-Barreto et al, (2000) compararam tr�s m�todos distintos de

identifica��o de micobact�rias, representados pelas provas bioqu�micas,

cromatografia l�quida de alta resolu��o e PCR. Analisaram tamb�m o custo-

benef�cio e propuseram que, inicialmente seja efetuada prova bioqu�mica e, quando

esta indicar que o agente em investiga��o se trata de micobact�ria n�o tuberculosa

recomendam ent�o a execu��o de cromatografia l�quida de alta resolu��o e somente

se ainda n�o for poss�vel a identifica��o do agente, o material dever� ser submetido

� prova de PCR. Em caso do agente isolado n�o pertencer a nenhum padr�o de

microrganismo conhecido, ainda pode-se empregar a sequencia��o de DNA. A

cromatografia l�quida baseia-se na separa��o dos �cidos mic�licos extra�dos da

parede celular bacteriana, cujo padr�o � diferente para cada micobact�ria. J� a rea��o

da polimerase em cadeia (PCR) � baseada em m�todos empregados para a

amplifica��o de um fragmento de um gene conhecido da micobact�ria, seguido pela

restri��o de fragmentos e an�lise de polimorfismo atrav�s da utiliza��o de enzimas.

Segundo Jorge, (2001) a PCR baseia na s�ntese enzim�tica do �cido

desoxiribonucl�ico (DNA) celular bacteriano orientado por oligonucleot�deos

iniciadores da amplifica��o (primers).

O diagn�stico assume grande import�ncia no PNCETB, visto que os

estabelecimentos de cria��o que desejam obter o certificado de estabelecimento de

cria��o livre ou de monitorado, devem efetuar diagn�sticos de rotina e

confirmat�rios. Tamb�m em caso de encontro de les�es sugestivas por ocasi�o do

abate de animais destas propriedades estas devem ser encaminhadas para laborat�rio

oficial ou credenciado para a realiza��o do diagn�stico (Brasil, 2004).

%UDVLO���������HP�VHX�DUWLJR������GLVS}H�VREUH�RV�SURFHGLPHQWRV�TXH�R�LQVSHWRU

sanit�rio deve efetuar quando do encontro de les�es sugestivas de tuberculose.

Conforme o tipo e a distribui��o das les�es � efetuado o julgamento, e o inspetor

GHYH�EDVLFDPHQWH�GHFLGLU� SRU� XP�GRV� WUrV� GHVWLQRV� GD� FDUFDoD� ±� FRQGHQDomR� WRWDO�

rejei��o parcial ou esteriliza��o pelo calor.



1.7. Desenvolvimento de vacinas

Nos �ltimos anos v�rios trabalhos t�m sido desenvolvidos em todo o mundo

objetivando o desenvolvimento de vacinas efetivas contra tuberculose, n�o s� para

bovinos mas, tamb�m para outras esp�cies de import�ncia como reservat�rios do

agente, a exemplo dos  animais silvestres. Muitos desses trabalhos s�o realizados

utilizando-se esp�cies animais diferentes daquelas para as quais se busca a referida

vacina, como acontece com os testes de produtos para uso humano, que sempre s�o

realizados em SRUTXLQKRV�GD�ËQGLD�� 7DLV� SURFHGLPHQWRV� GHYHP� VHU� FRQGX]LGRV

somente com objetivos de pesquisas, e seus resultados n�o podem ser extrapolados

para outras esp�cies pois existem, dependendo da esp�cie que est� sendo utilizada,

diferen�as, tanto gen�ticas, como nos tipos de receptores, que podem influenciar

gerando resultados completamente discrepantes.

Waters et al, (2003) estudaram a ativa��o de c�lulas bovinas CD4+ e c�lulas gd

TCR+ quando estimuladas pela vacina��o com bacilo Calmette-Guerin (BCG) e o

efeito modulador de 1,25 diidroxidovitamina D3 [1,25(OH)2D3],. Ap�s 4 a 8 dias de

cultivo as c�lulas CD4+ em prolifera��o expressaram os receptores CD25 e CD44,

envolvidos na ativa��o de c�lulas T. Concomitantemente houve diminui��o da

express�o de receptores CD62L quando comparadas com as que n�o apresentavam

prolifera��o. A presen�a de 10nM 1,25(OH)2D3 no meio de cultivo inibiu a

prolifera��o de c�lulas CD4+ e gd TCR+ e a express�o de CD44 mas, n�o alterou a

express�o de CD25 ou CD62L nas c�lulas em prolifera��o. Por fim, o autor ressalta

a import�ncia negativa da express�o do gene CD44, o qual promove a apoptose dos

leuc�citos inibindo significamente  a rea��o inflamat�ria, amplamente necess�ria

para o desenvolvimento da resposta  � vacina��o.

Granje, (2001) relata que o BCG, empregado na elabora��o de vacina contra

tuberculose foi derivado de bacilos da tuberculose bovina, presumivelmente do M.

bovis. A vacina produzida com esse agente, ocasionalmente causa doen�a localizada

ou generalizada, principalmente quando � aplicada em indiv�duos imuno-

comprometidos.

Wedlock et al, (2003) pesquisaram vacinas contendo os ant�genos

micobacterianos MPB83  e MPB70 e uma prote�na de DNA como estrat�gia de

revacina��o para obter o efeito booster. Concluiu que da mesma forma que ocorre na

resposta imune celular ocasionada pela vacina��o com BCG, as vacinas de DNA



induziram uma produ��o de interferon gama (INF-g) e interleucina-2. (IL2). Os

bovinos primariamente vacinados e revacinados com a prote�na MPB70

manifestaram uma forte s�ntese de anticorpos e uma baixa produ��o de TNF-g (fator

de necrose tumoral gama), permitindo concluir que tais produtos n�o protegeram os

animais do desafio com Mycobacterium bovis. De outra forma, sabe-se que o BCG

produz uma significativa redu��o em v�rios par�metros da doen�a todavia, n�o �

recomendada a sua aplica��o, pois produz rea��o imposs�vel de ser diferenciada a

doen�a do teste tubercul�nico.

1.8. Epidemiologia

1.8.1. A tuberculose no mundo

De acordo com o relat�rio sobre a situa��o epidemiol�gica da tuberculose

humana das am�ricas, elaborado pela Organiza��o Panamericana de Sa�de (OPAS)

em 2004, os casos da doen�a v�m aumentando mundialmente, dificultando

cumprimento das metas de controle estabelecidas para o ano de 2005. A incid�ncia

GD�HQIHUPLGDGH�DXPHQWRX�SULQFLSDOPHQWH�QD�ÈIULFD�H�QRV�SDtVHV�GD�DQWLJD�8QLmR�GDV

Rep�blicas Socialistas Sovi�ticas (URSS). Informa tamb�m que, nas Am�ricas, 58%

das pessoas afetadas s�o do sexo masculino e 50% dos casos notificados situam-se

no Brasil e no Peru. No Brasil, taxa de incid�ncia situa-se entre 50-84 indiv�duos

afetados em cada 100.000 habitantes (Opas, 2004)

Ainda segundo Opas,(2004) os casos de multiresist�ncia a drogas

antituberculosas (MDRTB) t�m tamb�m aumentado. Este �ndice, no Brasil, situa-se

em torno de  0.9%, enquanto que  no Canad� e EUA  est� pr�ximo de 1.2%. Da

mesma forma, tr�s estados do M�xico apresentam um �ndice de resist�ncia de 2.4%.

J� na Guatemala este �ndice  � de 3.7% e no Equador  situa-se em torno de 5.0%.

Nos anos de 94 a 99 foi encontrada multiresist�ncia em 63 de 72 pa�ses pesquisados.

A associa��o de tuberculose com a S�ndrome da Imunodefici�ncia Adquirida

(SIDA) devido � infec��o pelo v�rus da Imunodefici�ncia Humana (HIV) tem

aumentado de forma significativa. A OPAS estima a ocorr�ncia  de, em torno de

235 mil novos infectados por HIV por ano e recomenda, junto com as  a��es para

reduzir a transmiss�o de HIV, meios para diminuir a transmiss�o de tuberculose ou a

reativa��o de tuberculose em indiv�duos HIV+ efetuando tratamento preventivo para

tuberculose (Opas, 2004).



Segundo Roxo, (1996) na Am�rica Latina e Caribe 73,7% dos bovinos est�o em

�reas onde a preval�ncia de tuberculose � maior que 1%, e que os animais infectados

pelo bacilo tuberculoso no Brasil e Argentina juntos correspondem a quase 2 % da

popula��o bovina existente.

Lage et al, (1998) relata que nos Estados Unidos da Am�ricas (EUA) 25 % dos

casos fatais de tuberculose em humanos era devido ao M. bovis o que levou este pa�s a

iniciar, em 1917, um programa de controle da tuberculose bovina.

No Continente Africano, Ameni et al, (2000) realizaram um estudo na Eti�pia e

encontraram uma preval�ncia de 46,8% de tuberculose em animais e o M. bovis foi

isolado do leite de 13% das vacas reagentes. Por outro lado, Coulibaly & Yameogo,

(2000) em um levantamento efetuado em Burkina Faso relatam que, dentre as

zoonoses de origem bacteriana, a tuberculose ocupou o primeiro lugar de ocorr�ncia

e, em1997, a doen�a foi respons�vel por 33,5% das condena��es de carca�as de

bovinos. Finalmente, em Dangme-West, distrito de Ghana, Bonsu et al, (2000)

encontraram uma preval�ncia de 13,8% de tuberculose nos bovinos, afetando

principalmente vacas, as quais eram duas vezes mais afetadas que novilhas e quatro

vezes mais que touros. As vacas afetadas, em sua maioria, apresentavam

clinicamente uma boa condi��o corporal sem manifesta��o de sinais caracter�sticos

da doen�a. Tamb�m constataram que naquela regi�o o conhecimento sobre

tuberculose pelos propriet�rios rurais e pessoas que trabalhavam com animais era

incipiente. De 30 pe�es, 28 afirmaram n�o saber o que era a tuberculose e todos

ignoravam que a doen�a poderia ser transmiss�vel ao ser humano. Entre os

propriet�rios o conhecimento sobre a doen�a e seu aspecto zoon�tico era algo maior,

por�m mesmo assim nenhum deles empregava o procedimento da fervura do leite

antes do consumo.

Conhecendo a dimens�o do problema e sua import�ncia para a sa�de p�blica,

v�rios pa�ses iniciaram programas de controle da doen�a, beneficiando os

consumidores de produtos de origem animal. Esses programas foram alicer�ados na

introdu��o de rotinas de inspe��o de carnes, pasteuriza��o do leite e medidas de

controle da doen�a nas popula��es animais (Ferreira Neto & Bernardi, 1997).

Latini et al,(1997) efetuaram um levantamento da preval�ncia de infec��o por M.

bovis em bovinos abatidos em frigor�ficos da prov�ncia de Santa F� na Argentina

atrav�s de cultivo e isolamento da bact�ria, e de exames histopatol�gicos.



Concluiram que a grande maioria das les�es foi diagnosticada adequadamente na

inspe��o e que o exame histopatol�gico foi uma t�cnica sens�vel para confirmar as

les�es suspeitas   (80%) sendo que 59,1% das les�es apresentavam localiza��o

pulmonar.

1.8.2. A tuberculose e seu controle no Brasil

Conforme Souza et al, (1999) foi observado um aumento significativo dos casos

de tuberculose humana notificados no Brasil, atingindo 85.955 casos em 1992 mas, a

esp�cie de Mycobacterium envolvida n�o foi identificada pela metodologia de

investiga��o empregada.

Portanto no Brasil, n�o se tem uma id�ia da real situa��o da doen�a causada por

Mycobacterium bovis em humanos devido, principalmente, � escassez de

diagn�sticos de precis�o, visto que em sua maioria � feita apenas a baciloscopia do

escarro, � defici�ncia de trabalhos de pesquisa e de estudos epidemiol�gicos que

identifiquem corretamente o agente causador da tuberculose, associada �

possibilidade de uma infec��o prim�ria silenciosa com posterior reativa��o em um

momento oportuno, como ocorre, por exemplo, em pacientes com SIDA (S�ndrome

da Imunodefici�ncia Adquirida) (Souza et al, 1999 e Roxo, 1996).

Al�m da infec��o com o v�rus HIV, a desnutri��o, o diabetes, o uso de drogas

il�citas e outros fatores predisp�em � infec��o por micobact�rias e ao

desenvolvimento da tuberculose, devido ao imunocomprometimento dos indiv�duos

(Suazo, 2003 e Ferreira Filho, 2003).

Apesar dos programas de controle o HIV vem afetando novos indiv�duos a cada

dia. De acordo com os dados obtidos no Rio de Janeiro, 35.6% dos pacientes com

tuberculose tratados entre 1995-1998 eram tamb�m portadores de HIV (Opas, 2004).

Nos bovinos, segundo uma comunica��o da Funda��o de Amparo � Pesquisa do

Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), a tuberculose ocorre em diversos estados

brasileiros e causa grandes preju�zos econ�micos mas, n�o se sabe precisamente a

sua preval�ncia. A distribui��o regional tamb�m n�o est� completamente

caracterizada  e faltam dados das perdas que a doen�a provoca. Ainda segundo este

comunicado, a tuberculose bovina � uma doen�a incur�vel e quando detectada, o

animal deve ser sacrificado. O controle da doen�a � dif�cil, visto que ainda n�o

existe vacina. Finalmente o documento afirma que esta doen�a � um problema maior

para os produtores de leite e alerta sobre a import�ncia de se adquirir somente



animais comprovadamente sadios e de se adotar medidas higi�nicas na propriedade

realizando-se periodicamente testes diagn�sticos n�o s� nos bovinos mas, tamb�m

nas pessoas envolvidas com trabalho di�rio na propriedade (Fapemig, 2004).

De acordo com Roxo, (1996) e Zanini et al, (2001), no Brasil, em 1986, a

preval�ncia da tuberculose comprometia entre 0,9 a 2,9%, da popula��o de bovinos

afetando ainda, segundo Roxo (1996), entre 6,2 e 26,3% dos rebanhos apresentavam

animais infectados.

Os dados de notifica��es oficiais de tuberculose bovina no Brasil, apontaram

para uma preval�ncia m�dia nacional de 1,3% de animais infectados, no per�odo de

1989 a 1998 e, de acordo com levantamento realizado entre 1999 e 2000, em Minas

Gerais, nas regi�es do Tri�ngulo Mineiro, centro e sul, envolvendo

aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000 bovinos, a preval�ncia de animais

infectados foi de 0,8%. No mesmo estudo foram detectadas 5% propriedades com

animais reagentes. Este valor elevou-se para 15% nas propriedades produtoras de

leite com algum grau de mecaniza��o da ordenha e de tecnifica��o da produ��o

(Belchior, 2001). Pardo, (2001) afirma que somente 40% dos testes realizados s�o

notificados.

Sakamoto et al, (1999) elaborou no estado de S�o Paulo um projeto que utiliza os

abatedouros para rastrear casos de tuberculose bovina, com o intuito de tipificar

geneticamente as cepas dos bacilos e estudar a dispers�o da doen�a, fornecendo dados

de epidemiologia com o objetivo de controle da enfermidade naquele estado.

O tratamento da tuberculose bovina n�o � recomendado mas, em um estudo

conduzido por Soerensen et al, 1992 no estado de S�o Paulo, realizou-se o

tratamento da doen�a com o objetivo de sua erradica��o. Neste estudo, os animais

tuberculino positivos com les�es abertas foram sacrificados, realizando-se

tratamento curativo dos animais positivos mas, com les�es fechadas e tratamento

preventivo dos negativos. A droga utilizada foi a isoniazida via oral, administrada

durante um ano. Ap�s este per�odo os animais ainda reagentes foram sacrificados,

tendo-se constatado a presen�a de les�es m�nimas de tuberculose, j� em processo de

calcifica��o. Os animais foram ent�o controlados atrav�s da tuberculiniza��o

semestral por mais um ano, n�o tendo sido constatado nenhum animal doente. Por

outro lado, Roxo, (1996) afirma n�o ser poss�vel, atrav�s de tratamento, a

elimina��o de todos os animais portadores do agente tuberculoso, e que, desta

maneira, a fonte de infec��o � mantida perpetuando a doen�a no rebanho.



Pardo et al, (2001) isolou o Micobacterium spp. de leite de vacas suspeitas de

tuberculose no estado de S�o Paulo e encontrou resultados semelhantes a um estudo

UHDOL]DGR�HP�&XED��QR�TXDO�D�XPD�IUHT�rQFLD�GH�LVRODPHQWR�GR�DJHQWH��D�SDUWLU��GDV

amostras analisadas foi de 10%. Depois de realizar cromatografia em camada

delgada e observar o aspecto das col�nias, o tempo e temperatura de crescimento,

conclu�ram que os agentes isolados eram constitu�dos de M. bovis (5,26%), M.

avium (5,26%), M. fortuitum (10,52%) e Micobacterium spp. (78,95%), refor�ando a

import�ncia da transmiss�o por leite visto que 47% do leite consumido nas �reas

urbanas e rural do Brasil � ainda in natura.

Freitas et al, (2001) pesquisaram a tuberculose em b�falos do Estado do Par� e

encontraram uma preval�ncia de 7,7% de les�es suspeitas em carca�as. Conclu�ram

que a via respirat�ria foi a principal rota de infec��o. Quanto � esp�cie de agente,

67,3 % das amostras isoladas era de M. bovis, tendo sido isolado tamb�m o M.

gordonae de f�gado e linfonodo retrofaringeano, sendo este o primeiro registro em

literatura do isolamento desta esp�cie de micobact�ria  em bubalinos.

Jorge, (2001) estudou a aplica��o de testes espec�ficos e presuntivos para o

diagn�stico da tuberculose bovina no estado de Mato Grosso do Sul e concluiu que

diferentes m�todos foram capazes de detectar casos de infec��o por M. bovis. Foram

realizadas an�lises laboratoriais, testes in vivo e exames post-mortem. O diagn�stico

post-mortem evidenciou correla��o parcial entre a inspe��o sanit�ria de carca�as

durante o abate e a presen�a de micobact�rias em cortes histol�gicos, bem como

com seu isolamento depois de cultivado. Por outro lado, a correla��o entre a

presen�a de granuloma e o isolamento foi completa. A autora considerou que apesar

GD� SHTXHQD� DPRVWUD� XWLOL]DGD� QR� WUDEDOKR� D� IUHT�rQFLD� GD� WXEHUFXORVH� QR� (VWDGR

pode ser considerada significativa pois observou que 11,1% das amostras de

linfonodos analisadas foram positivas para micobact�ria.

Ara�jo, (2004) cultivou 72 amostras condenadas pelo exame macrosc�pico na

inspe��o sanit�ria e observou a presen�a de BAAR em 17 (23,6%) destas. A esp�cie

M. bovis foi confirmada atrav�s de PCR em 13 amostras e a autora concluiu que o

gado de corte de Mato Grosso do Sul constitui um reservat�rio de M. bovis e devido

a aus�ncia de crescimento micobacteriano em les�es granulomatosas sugestivas de

tuberculose h� a necessidade da avalia��o simult�nea com outros recursos

diagn�sticos.



1.8.2.1. Plano Nacional de Controle e Erradica��o

Em 1999, a Associa��o Brasileira de Buiatria organizou grupos para discuss�o

acerca do controle da tuberculose bovina no Brasil, gerando uma proposta de a��o

encaminhada ao Minist�rio da Agricultura Pecu�ria e Abastecimento (MAPA), o

qual constituiu um grupo de trabalho com participa��o de especialistas e

pesquisadores em epidemiologia, em medicina veterin�ria preventiva, e em servi�os

de inspe��o e defesa sanit�ria animal gerando o Programa Nacional de Controle e

Erradica��o da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) institu�do em 10 de janeiro de

2001, (Brasil, 2001).

Este programa tem como objetivo diminuir a preval�ncia e a incid�ncia de novos

casos, tanto de tuberculose como de brucelose no Brasil, e melhorar a

competitividade da pecu�ria nacional, atrav�s da cria��o de um n�mero significativo

de propriedades certificadas como livres ou monitoradas , que ofere�am ao

consumidor produtos de origem animal com baixo risco sanit�rio.

As principais metas estabelecidas pelo Minist�rio da Agricultura para a

tuberculose, no PNCEBT s�o a certifica��o de propriedades monitoradas; controle

de tr�nsito de reprodutores e normas sanit�rias para participa��o em exposi��es,

feiras e leil�es; credenciamento e a capacita��o de m�dicos veterin�rios;

diagn�stico, apoio laboratorial e educa��o sanit�ria.  O apoio laboratorial �

extremamente necess�rio para o sucesso do PNCEBT, pois no encontro de les�es

sugestivas no abate de animais provenientes de propriedades que aderiram ao

PNCEBT, estas les�es devem ser confirmadas por laborat�rio, o que � fundamental

no processo de certifica��o destas (Brasil,2004).
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Resumo

O presente estudo verificou a ocorr�ncia de bacilos �lcool-�cido resistentes, em
linfonodos de  bovinos com les�es sugestivas de tuberculose observadas durante
inspe��o sanit�ria em abatedouros-frigor�ficos sob Servi�o de Inspe��o Federal
(SIF), em Mato Grosso do Sul no per�odo de maio a novembro de 2003. Foram
colhidas 63 amostras que, depois de fixadas, foram destinadas � histopatologia e
processadas pela t�cnica rotineira de inclus�o em parafina. Cortes de 4mm foram
corados pela hematoxilina-eosina (HE) e pela t�cnica de Ziehl 1HHOVHQ�)DUDFR��¬
histopatologia, 74,6% dos casos evidenciaram les�es granulomatosas caracter�sticas
de tuberculose ganglionar, 17,5% apresentaram les�es nodulares inespec�ficas e
7,9% inconclusivos, apresentando-se como processos inflamat�rios difusos. Bacilos
�lcool-�cido resistentes foram observados em 70% das l�minas coradas pela t�cnica
de Ziehl Neelsen-Faraco.

Palavras-Chave: Tuberculose bovina, Inspe��o de Carne, Frigor�fico.

Abstract

This study aims at verifying the occurrence of acid-fast bacilli in bovine lymph
nodes. The lesions that suggested bovine tuberculosis have been observed by the
sanitary inspection in slaughterhouses and meat packing plants by the Service of
Federal Inspection in the State of Mato Grosso do Sul, Brazil, in the period from My
to November, 2003. Were collected 63 samples that after fixation were sent to the
histopathology and processed by the technique of paraffin inclusion. Histological
especimes of 4mm were was stained by hematoxylin eosin (HE) and another one by
Ziehl-Neelsen-Faraco. At the histopathology, 74,6% of the cases to become evident
granulomatous lesions characteristic of node tuberculosis, 17,5% idicated no
inespecific nodular lesions e 7,9% is not conclusive, that show like inflammatory
difuse process. Acid-fast bacilli were observed in 70% of slades staining by the
Ziehl Neelsen- )DUDFR¶V�WHFKQLTXH�

Keywords: Bovine tuberculosis, Meat inspection, Meat-packing-plant.
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A tuberculose � uma zoonose de evolu��o cr�nica, causada pelo

Mycobacterium bovis, que provoca les�es granulomatosas, afetando principalmente

as esp�cies bovina e bubalina (Brasil,2004).

Conforme Souza et al, (1999) foi observado um aumento significativo dos casos

de tuberculose humana notificados no Brasil, atingindo 85.955 casos em 1992 mas, a

esp�cie de Mycobacterium envolvida n�o foi identificada pelo m�todo de

diagn�stico empregado. Portanto n�o h� dados quanto ao n�mero de pacientes

afetados pelo M. bovis, pois � feita apenas a baciloscopia do escarro. Nos EUA 45%

dos casos fatais s�o atribu�dos ao M. bovis.

Com o advento da AIDS, a incid�ncia de tuberculose vem aumentando,

associada � imunossupress�o do indiv�duo. De acordo com os dados obtidos no Rio

de Janeiro, 35.6% dos pacientes com tuberculose tratados entre 1995-1998 eram

tamb�m portadores do v�rus HIV (Opas, 2004).

Al�m da infec��o pelo HIV, a desnutri��o, o diabetes, o uso de drogas il�citas e

outros fatores predisp�em � infec��o por micobact�rias e ao desenvolvimento da

tuberculose (Suazo,2003 e Ferreira Filho,2003).

Em rela��o ao rebanho bovino, de acordo com Roxo, (1996) e Zanini et al,

(2001) no Brasil, em 1986, a preval�ncia da tuberculose comprometia entre 0,9 a

2,9%, da popula��o de bovinos. Roxo, (1996) afirma ainda que entre 6,2 e 26,3%

dos rebanhos apresentavam animais infectados.

A tuberculose bovina � uma doen�a incur�vel e quando detectada, o animal deve

ser sacrificado. O controle da doen�a � dif�cil, visto que ainda n�o existe vacina

(Belchior, 2001).

Ainda segundo Belchior, (2001) a doen�a ocorre em diversos estados brasileiros

causando s�rios preju�zos econ�micos contudo, a distribui��o regional n�o est�

completamente caracterizada  e faltam dados das perdas que a doen�a provoca. A

autora afirma que esta doen�a � um problema maior para os produtores de leite e

alerta sobre a import�ncia de se adquirir somente animais comprovadamente sadios

e de se adotar medidas higi�nicas na propriedade realizando-se periodicamente testes

diagn�sticos n�o s� nos bovinos mas, tamb�m nas pessoas envolvidas com trabalho

di�rio na propriedade.



Os dados de notifica��es oficiais de tuberculose bovina no Brasil, apontaram

para uma preval�ncia m�dia nacional de 1,3% de animais infectados, no per�odo de

1989 a 1998 Belchior, (2001) e Pardo, (2001) afirma que somente 40% dos testes

realizados s�o notificados.

Os bovinos tuberculosos representam um s�rio perigo para a sa�de p�blica

devido � possibilidade de transmiss�o do agente atrav�s do leite e carne consumidos

in natura, al�m de sua import�ncia como doen�a ocupacional (Ferreira Neto &

Bernardi,1997 e Souza et al, 1999).

Brasil, (1997) no Regulamento de Inspe��o Industrial e Sanit�ria de Produtos de

2ULJHP�$QLPDO��HP�VHX�DUWLJR�������GLVS}H�VREUH�RV�SURFHGLPHQWRV�TXH�R�LQVSHWRU

sanit�rio deve efetuar quando do encontro de les�es sugestivas de tuberculose.

Dependendo do tipo e da distribui��o das les�es � efetuado o julgamento, e o

LQVSHWRU�GHYH�EDVLFDPHQWH�GHFLGLU�SRU�XP�GRV�WUrV�GHVWLQRV�GD�FDUFDoD�±�FRQGHQDomR

total, rejei��o parcial ou esteriliza��o pelo calor.

Apesar da import�ncia que representa a inspe��o sanit�ria de carne na

implementa��o de medidas preventivas da tuberculose A avalia��o baseada

exclusivamente na macroscopia, como � realizado em matadouros-frigor�ficos pelo

M�dico Veterin�rio respons�vel, � muitas vezes questionada por parte dos

produtores ao condenar uma carca�a por tuberculose, visto que a maior parte dos

animais apresenta-se aparentemente saud�vel. Tamb�m por parte dos veterin�rios

existe o questionamento de que macroscopicamente outras les�es podem ser

confundidas com tuberculose e por ser pass�vel de falhas podem ser emitidos

diagn�sticos falsos positivos, com o intuito de se evitar riscos para o consumidor, e

que motivam a condena��o impr�pria da carca�a, acarretando preju�zos econ�micos

que os produtores afirmam ser consider�veis.

Contudo, o achado macrosc�pico de les�es de abate n�o � o �nico crit�rio para

que seja efetuada a condena��o da carca�a. Tamb�m deve ser avaliado o resultado

do teste tubercul�nico e s� deve adentrar as depend�ncias do frigor�fico os animais

que possu�rem Guia de Tr�nsito Animal (GTA) que � condicionado � apresenta��o

de testes negativos para tuberculose e tamb�m para brucelose. Os atestados de

exames negativos para tuberculose s�o v�lidos por 60 (sessenta) dias, a contar da

data da colheita de sangue para diagn�stico de brucelose e da realiza��o do teste

para diagn�stico de tuberculose. Os testes de diagn�stico n�o s�o obrigat�rios para



animais com origem em estabelecimento de cria��o monitorado ou livre para

tuberculose (Brasil,2004)

Os estabelecimentos de cria��o que aderiram ao programa e desejam obter o

certificado de estabelecimento de cria��o livre ou de monitorado, devem efetuar

diagn�sticos de rotina e confirmat�rios no rebanho, e no encontro de les�es

sugestivas de tuberculose por ocasi�o do abate de animais destas propriedades estas

les�es devem ser encaminhadas para laborat�rio oficial ou credenciado para a

realiza��o do diagn�stico confirmat�rio, o que � essencial no processo de

certifica��o das propriedades (Brasil, 2004).

O apoio laboratorial e a confirma��o diagn�stico s�o extremamente necess�rios

e  � portanto uma ferramenta essencial para o sucesso do no programa nacional de

controle e erradica��o da tuberculose (PNCEBT) visto que d�vidas podem ser

esclarecidas, prevenindo falhas atrav�s de exames post-mortem adequados, como os

exames histopatol�gicos, microbiol�gicos e de biologia molecular.

Em se confirmando infec��o por Mycobacterium bovis, todos os animais de

idade igual ou superior a seis semanas devem ser submetidos a testes de diagn�stico

para tuberculose, destinando os reagentes positivos ao sacrif�cio ou destrui��o

(Brasil, 2004).

Abatedouros podem ser utilizados como sentinelas da doen�a e a partir de

amostras condenadas ser efetuado o cultivo para identifica��o da esp�cie e em

estudos mais aprofundados, a identifica��o da cepa predominante na regi�o

(Sakamoto, 1999).

Para diagn�stico em cortes histol�gicos, os solventes de parafina utilizados na

colora��o de rotina, dissolvem tamb�m os l�pideos capsulares das micobact�rias,

impedindo sua colora��o. Este problema foi satisfatoriamente contornado quando

Faraco modificou a t�cnica de colora��o desenvolvida por Franz Ziehl & Friederich

Neelsen, utilizada para esfrega�os de micobat�rias, realizando o reengorduramento

dos bacilos com subst�ncias oleosas de origem mineral, animal e vegetal

(Michalany, 1980).

O presente estudo teve como objetivo descrever o aspecto morfol�gico de les�es

sugestivas de tuberculose ao abate e pesquisar a presen�a de BAAR nas les�es

granulomatosas diagnosticadas como tuberculose e estudo confirmou a import�ncia

da inspe��o sanit�ria frente aos atuais m�todos diagn�sticos visto que 70% das

les�es continham BAAR.



MATERIAIS E M�TODOS

O material biol�gico objeto deste estudo constou de 63 amostras de linfonodos

de bovinos apresentando les�es granulomatosas com caracter�sticas de tuberculose.

As referidas amostras foram colhidas durante o per�odo de maio a novembro de

2003 em bovinos abatidos em 05 abatedouros-frigor�ficos de Mato Grosso do Sul

sob Servi�o de Inspe��o Federal (SIF). Os animais cujos g�nglios linf�ticos

apresentaram les�es compat�veis com aquelas causadas pela tuberculose eram

provenientes de diferentes regi�es do Estado, bem como de Minas Gerais e Goi�s.

As amostras foram retiradas de les�es nodulares, hemorr�gicas ou n�o, de

tamanhos e formas variados, contendo exudato purulento, caseoso ou calcificado,

observadas durante a inspe��o sanit�ria em linfonodos de bovinos cujas carca�as

foram desviadas para o Departamento de Inspe��o Final (DIF) por apresentarem, ao

exame macrosc�pico, altera��es sugestivas de tuberculose. A caracteriza��o das

les�es foi de acordo com o Regulamento de Inspe��o Industrial e Sanit�ria de

3URGXWRV�GH�2ULJHP�$QLPDO�±�5,,632$��DUWLJR������%UDVLO��������

As amostras dos linfonodos, com no m�ximo 1,0 cm de espessura, foram

acondicionadas em recipientes pl�sticos de boca larga, contendo formol a 10%, na

propor��o de 5 a 10 partes de fixador para cada parte de material colhido e

encaminhadas ao laborat�rio de Anatomia Patol�gica do N�cleo de Ci�ncias

Veterin�rias da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Uma vez no laborat�rio, os esp�cimes foram fotografados e recortados com, no

m�ximo 8,0 mm de espessura, de forma que cada fragmento de les�o se constitu�sse

de todas as camadas do granuloma, isto �, a transi��o entre a les�o e o tecido

ganglionar aparentemente normal, a c�psula e o material necr�tico.

Depois de fixados, os materiais foram processados pela t�cnica rotineira de

inclus�o em parafina e microtomizados a 4 mm, obtendo-se duas l�minas

histol�gicas de cada bloco (Luna, 1968).

Uma das l�minas, de cada amostra foi corada pela Hematoxilina-Eosina (HE)

(Luna, 1968) e outra submetida � colora��o de Ziehl-Neelsen-Faraco (Michalany,

1980 e Mendes Luz & Zancheta Neto, 2002). Para a colora��o de Ziehl_Neeelsen-

Faraco empregou-se o protocolo modificado por Mendes Luz & Zancheta Neto

(2002).



Cada bateria de colora��o era constitu�da de l�minas de casos a serem avaliados

e mais duas para controles positivo e negativo.

Os cortes histol�gicos corados com HE foram avaliados em microsc�pio de luz

com o objetivo de se observar altera��es histopatol�gicas e, nos corados pelo  Ziehl-

Neelsen-Faraco, procurou-se pela presen�a de BAAR. As les�es significativas e os

bacilos evidenciados pela colora��o especial foram fotomicrografadas.

5(68/7$'26�(�',6&866­2

Macroscopicamente, as altera��es histopatol�gicas observadas nos linfonodos

examinados constaram de nodula��es que variavam desde uma estrutura

discretamente diferente do tecido adjacente, � presen�a de massa amorfa de material

caseoso circundada por uma c�psula de tecido conjuntivo. Estas les�es eram de

colora��o cinza-esbranqui�ada, de n�mero e dimens�es variadas e geralmente bem

delimitadas do restante do tecido normal. Algumas apresentavam contorno irregular

(Fig.1). Este padr�o de les�o est� de acordo com o descrito macroscopicamente por

(Thoen et al, 1981 e Dungworth et al, 1992) para casos de tuberculose em

linfonodos de bovinos.

Microscopicamente, do total de amostras de linfonodos coradas pela HE, 47

(74,6%) evidenciaram les�o histol�gica caracter�stica de um processo inflamat�rio

do tipo granulomatoso (Fig.2) As les�es mais recentes  apresentavam-se como uma

cole��o densa de c�lulas com n�cleos vesiculosos e citoplasma palidamente corado

conferindo-lhes uma  apar�ncia com c�lulas epiteliais que, na maioria das vezes, se

dispunham em pali�ada (Fig.3). De acordo com Dungworth et al, (1992), estas s�o

denominadas epiteli�ides devido � sua semelhan�a com c�lulas epiteliais e se

arranjam na tentativa de criar uma barreira � difus�o do agente. Nos casos mais

avan�ados, especialmente naqueles em que, macroscopicamente havia

desenvolvimento n�dulos encapsulados, observou-se uma intensa prolifera��o

histiocit�ria e fus�o das c�lulas epiteli�des, dando origem a c�lulas gigantes tipo

Langhans (Fig.3). As c�lulas do centro da les�o evidenciaram um franco processo

necr�tico, apresentando-se como uma massa intensamente corada pela eosina em

cujo centro, na maioria dos casos, observava-se  material amorfo acidof�lico (Fig.2).

Estes achados, de acordo com Dungworth et al, (1992) e (Jones et al, 2000),

correspondem � necrose do tipo caseifica��o e � calcifica��o distr�fica, que

normalmente acompanham os processos tuberculosos.  Na parte externa deste tipo



de les�o foi observada consider�vel prolifera��o fibrobl�stica, bem como abundante

infiltrado mononuclear, constitu�do predominantemente de macr�fagos e linf�citos.

Havia tamb�m ocasionais polimorfonucleares, com predomin�ncia de neutr�filos e

poucos eosin�filos. Este tipo de les�o � classificado como granuloma completo,

amplamente observado em casos de infec��es cr�nicas pelo bacilo da tuberculose. O

resultado do exame histopatol�gico est� representado na Tabela.

Tabela: Diagn�stico histopatol�gico em cortes histol�gicos de les�es sugestivas de
tuberculose em bovinos, observadas durante a inspe��o post mortem de animais
abatidos em Mato Grosso do Sul, durante o per�odo de maio a novembro de 2003

Diagn�stico 1��GH�DPRVWUDV % de amostras
Granuloma completo 47 74,6

Les�es nodulares inespec�ficas 11 17,5

Inconclusivos1 5 7,9

Total 63 100

1 
Consideraram-se inconclusivos os casos em que as les�es observadas eram difusas e n�o se em

- quadravam morfologicamente como granulomas ou abscessos

Dentre as 63 amostras coradas pela HE, 47 (74,6%) apresentavam granuloma e

11 (17,5%) evidenciaram les�es nodulares inespec�ficas, constitu�das de uma

c�psula fibrosa vascularizada envolvendo uma banda de c�lulas inflamat�rias, com

predomin�ncia de neutr�filos, os quais, � medida que se aprofundavam na les�o

tornavam-se degenerados, evoluindo para necrose do tipo liquefativa, na maioria das

vezes sem presen�a de precipitado de c�lcio. Este tipo de altera��o caracteriza-se, de

acordo com Thomson, (1983), compat�veis com abscesso constitu�do de c�psula,

membrana piog�nica e tecido necr�tico de liquefa��o.

Finalmente, em 5 casos, ou em 7,9% o processo inflamat�rio era difuso e, por

isto, considerado inconclusivo. Este tipo de les�o n�o permite que o processo

patol�gico que afeta o linfonodo seja morfologicamente caracterizado como

granulomas ou abscessos.

Das 63 amostras submetidas � colora��o de Ziehl-Neelsen-Faraco, 44 (70%)

evidenciaram a presen�a de BAAR. O microorganismo aparece como bacilo corado

em vermelho, distribu�do difusamente ou no interior de macr�fagos (Fig.4). Apesar

desta colora��o ser preconizada para o diagn�stico de infec��es bor BAAR, entre os

quais situa-se o agente da tuberculose, conforme afirma Michalany (1980), n�o h�

refer�ncias a respeito de sua precis�o como meio de diagn�stico.



Na t�cnica utilizada neste trabalho segundo Mendes Luz & Zancheta Neto,

(2002) a qual � utilizada na rotina do Hospital Universit�rio da UFMS,

consideramos uma vantagem o fato da utiliza��o do calor para for�ar a colora��o

pela fucsina, fato este que foi o princ�pio descoberto por Ziehl e Neelsen em 1882-

83, e tamb�m utiliza o processo de reengorduramento estabelecido por Faraco, em

1938, portanto utiliza o melhor de cada uma das t�cnicas, podendo oferecer um

melhor e mais confi�vel resultado.

Neste estudo as les�es foram predominantes em linfonodos, isto se deve talvez

ao fato de que a les�o inicial nos pulm�es muitas vezes � de dif�cil visualiza��o

durante a inspe��o sanit�ria.

Latini et al,(1997) efetuaram um levantamento da preval�ncia de infec��o por M.

bovis em bovinos abatidos em frigor�ficos da prov�ncia de Santa F� na Argentina

atrav�s de cultivo e isolamento da bact�ria, e de exames histopatol�gicos.

Concluiram que a grande maioria das les�es foi diagnosticada adequadamente na

inspe��o e que o exame histopatol�gico foi uma t�cnica sens�vel para confirmar as

les�es suspeitas   (80%) sendo que 59,1% das les�es apresentavam localiza��o

pulmonar.

Jorge, (2001) estudou a aplica��o de testes espec�ficos e presuntivos para o

diagn�stico da tuberculose bovina no estado de Mato Grosso do Sul e concluiu que

diferentes m�todos foram capazes de detectar casos de infec��o por M. bovis. Foram

realizadas an�lises laboratoriais, testes in vivo e exames post-mortem. O diagn�stico

post-mortem evidenciou correla��o parcial entre a inspe��o sanit�ria de carca�as

durante o abate e a presen�a de micobact�rias em cortes histol�gicos, bem como

com seu isolamento depois de cultivado. Por outro lado, a correla��o entre a

presen�a de granuloma e o isolamento foi completa. A autora considerou que apesar

GD� SHTXHQD� DPRVWUD� XWLOL]DGD� QR� WUDEDOKR� D� IUHT�rQFLD� GD� WXEHUFXORVH� QR� (VWDGR

pode ser considerada significativa pois observou que 11,1% das amostras de

linfonodos analisadas foram positivas para micobact�ria.

Ara�jo, (2004) cultivou 72 amostras condenadas pelo exame macrosc�pico na

inspe��o sanit�ria e observou a presen�a de BAAR em 17 (23,6%) destas. A esp�cie

M. bovis foi confirmada atrav�s de PCR em 13 amostras e a autora concluiu que o

gado de corte de Mato Grosso do Sul constitui um reservat�rio de M. bovis e devido

a aus�ncia de crescimento micobacteriano em les�es granulomatosas sugestivas de



tuberculose h� a necessidade da avalia��o simult�nea com outros recursos

diagn�sticos.

Neste estudo constatamos que uma grande parte dos animais abatidos eram

provenientes de diversas propriedades e adquiridos pelos propriet�rios que os

encaminhavam ao abate. Os produtores na verdade n�o conhecem bem a origem dos

animais, visto que adquirem animais de outros munic�pios e �s vezes at� de outros

estados.

Embora os m�todos n�o sejam compar�veis houve uma grande concord�ncia

entre inspe��o e BAAR. N�o h� excesso de condena��o pois o SIF segue o

RIISPOA e condena aquilo que julga impr�prio para o consumo, e o produtor

perderia da mesma forma, sendo ou n�o tuberculose. Contudo, a inspe��o deveria

ser mais detalhada para identificar les�es pouco vis�veis.

Mesmo n�o sendo poss�vel afirmar que os BAAR encontrados sejam

micobact�rias tuberculosas, este estudo confirma a import�ncia da inspe��o sanit�ria

frente aos atuais m�todos diagn�sticos visto que a maioria das les�es continham

BAAR.

Empregando os atuais recursos dispon�veis, e considerando que m�todos de

cultivo e outros existentes n�o d�o um r�pido diagn�stico e muitas vezes n�o

conseguem um grande n�mero de isolamento de micobact�rias nas amostras,

podemos confirmar atrav�s dos resultados deste trabalho que a inspe��o sanit�ria �,

no momento, o mais vi�vel m�todo de acordo com os objetivos econ�micos e de

prote��o � sa�de humana para tomada de decis�o quanto ao destino de carca�as.
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O m�todo empregado no estudo foi capaz de identificar BAAR em 70% das

les�es condenadas nos abatedouros-frigor�ficos. N�o � poss�vel afirmar por�m,

apenas por este exame, que se trata de tuberculose, visto que outras bact�rias como

Nocardia sp. e Rodococcus equi apresentam as mesmas caracter�sticas tintoriais.

Contudo � justificado o seu uso para que a partir das amostras condenadas como

positivas para tuberculose sejam identificados bacilos �lcool-�cido-resistentes. Este

estudo confirma a import�ncia da inspe��o sanit�ria frente aos atuais m�todos

diagn�sticos visto que a maioria das les�es continham BAAR.

Empregando os atuais recursos dispon�veis, visto que m�todos de cultivo e

outros  existentes n�o d�o um r�pido diagn�stico e muitas vezes n�o conseguem um

grande n�mero de isolamento de micobact�rias nas amostras, podemos confirmar

atrav�s dos resultados deste trabalho que a inspe��o sanit�ria tem grande

import�ncia, uma vez que, no momento, � o mais vi�vel m�todo de acordo com os

objetivos econ�micos e de prote��o � sa�de humana.

Tais objetivos visam � aplica��o de medidas de controle da tuberculose,

considerando a nova filosofia de controle de qualidade dos produtos de origem

animal, que integra as fun��es de inspe��o, controle de qualidade e vigil�ncia

sanit�ria em toda a cadeia produtiva ao considerar o princ�pio da rastreabilidade.

Tais procedimentos permitem melhores defini��es de risco, com reflexos diretos na

economia e na preven��o da sa�de p�blica e animal. H� necessidade de se adotarem

estrat�gias que combinem os recursos anatomopatol�gico, histopatol�gico e

microbiol�gico entre si e com outros, como a tuberculiniza��o e outros mais

modernos e de maior desempenho, com vistas ao aprimoramento das a��es de

decis�o sanit�ria do m�dico veterin�rio.


