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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos historicos

A tuberculose ¢ uma enfermidade conhecida desde a antigiiidade. Existem
referéncias da presenca dessa doenga em mumias egipcias, € nos escritos dos
fildsofos Hipocrates, Celsus e Avicena. Aristoteles, que viveu entre 384-322 a.C, fez
as primeiras descrigdes da tuberculose em animais mas, naquela época, as lesdes

encontradas em bovinos eram atribuidas a outras infec¢des (Fapemig, 2004).

Mesmo anteriormente a descoberta das bactérias, ha varias referéncias sobre o
perigo que representava, para 0 homem, o consumo de carne de animais afetados de
caquexia. Muito provavelmente porque entre as doengas com esta forma de
apresentagdo estavaincluida a tuberculose bovina. No Tamud, livro sagrado para os
hebreus, codificado no final século 11, os rabinos proibiam ao povo o consumo de
carne de bovinos em cujos pulmoes fossem encontradas lesdes designadas como
ulcerativas (Souza et al, 1999).

Por volta de 1307, na cidade de Munique, foi promulgada uma lei semelhante a
do Talmud e, em 1788 em Leipzg, ocorreu a morte de 12 estudantes, cuja causa foi
atribuida ao consumo de carne de animal tuberculoso (Souza et al, 1999).

Porém, somente a partir de 1810 a doenga comecgou a ser compreendida, quando
pesquisadores observaram que existia ligagdo entre o consumo de leite de vaca e a
infecgdo tuberculosa em ganglios linfaticos do pescogo de criangas, que se
apresentava na forma de abscessos de desenvolvimento lento evoluindo para fistulas,
caracterizando um processo denominado escrofula. A ocorréncia deste tipo de
alteracdo inexistia quando as criangas eram amamentadas apenas com leite materno
(Souzaet a, 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 responsavel
pela tuberculose, no homem e em bovinos. Como meio de cultivo Koch utilizou
humor vitreo colhido em abatedouros. Antes de ser cultivado, o bacilo era observado
em exames diretos de materiais corados pela fucsina-anilina. Este microrganismo
recebeu a denominagao de Tuberkelbacillen - bacilo da tuberculose. Ainda, segundo

Ferreira Neto & Bernardi, (1997) Zopf propds, em 1883, que este agente fosse



denominado "Bacterium tuberculosis" 0 qua foi classificado em 1896 como espécie
do género Mycobacterium por Lehmann & Neumann.

Segundo Ferreira Neto & Bernardi (1997), havia uma crenga generalizada,
inclusive compartilhada por Koch e outros pesquisadores, de que existia somente um
tipo de bacilo responsavel pela tuberculose afetando tanto o homem, quanto aos
animais.

No final do século XIX, em 1898, o Mycobaterium bovis foi isolado por
Theobald Smith, confirmando a responsabilidade deste microrganismo como
causador da doenca em bovinos. Smith observou que o bacilo bovino era menor que
0 humano, crescia com menor vigor "in vitro" e era menos afetado por modificagdes
dos meios de cultura e também que este agente era mais virulento para animais de
laboratorio, especialmente para coelhos, que o responsavel pela tuberculose humana.
Pouco tempo depois, as observagoes de Smith foram confirmadas por varios

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

No inicio século XX, entre 1901 € 1911, devido as inumeras duvidas acerca da
doenca, tanto em humanos, quanto em animais, principalmente relativas ao possivel
aspecto zoonotico da tuberculose bovina, o governo inglés constituiu uma comissao
para estudar o assunto. Esta era integrada por trés eminentes bacteriologistas, que
dispunham de um laboratério ¢ uma fazenda experimental e foi denominada "Royal
Commission on Tuberculosis", desenvolvendo um extenso programa de pesquisa em
técnicas experimentais sobre testes tuberculinicos para o diagndstico da doenga nos
bovinos, com o objetivo de sanar definitivamente as duvidas acerca da natureza da
tuberculose bovina e sua relacdo com a forma humana da doenga. Esta comissdo
concluiu que existiam trés tipos distintos de bacilos tuberculosos; o humano, o
bovino e 0 aviario, bem como outras micobactérias saprofitas. Concluiu também que
0 bacilo tuberculoso presente no leite bovino causava tuberculose extrapulmonar no
homem, especialmente em criangas ¢ que o homem era notavelmente suscetivel ao
bacilo tuberculoso bovino, podendo facilmente adquirir tuberculose pulmonar
através da inalacdo do microrganismo proveniente dos animais portadores (Ferreira
Neto & Bernardi, 1997).

Segundo Souza et al, (1999) a primeira transmissio da tuberculose entre as
espécies bovina ¢ humana foi realizada por Ravenel em 1902. Esse pesquisador

isolou bacilos tuberculosos a partir de ganglios mesentéricos de uma crianga com



meningite tuberculosa e inoculou 0 agente em trés bovinos, os quais desenvolveram
adoenga e morreram em menos de 30 dias, apresentando, a necropsia,lesdes tipicas

de tubercul ose.

Na seqiiéncia, depois de concluidos os estudos conduzidos pela "Royal
Commission on Tuberculosis", em 1911, chegou-se a conclusdo definitiva de que
bovinos tuberculosos representavam um risco para a saide publica, exigindo
rigorosas medidas de controle, ja que a ocorréncia da doenga em animais
apresentava, na época, indices alarmantes, afetando entre 20 e 40% dos bovinos de

muitos paises da Europa (Ferreira Neto & Bernardi, 1997).

De acordo com as citagdes de Souza et al, (1999), Mantoux instituiu o teste
alérgico para diagnostico de tuberculose em 1908 e, em 1931, verificou que a carne
de bovinos doentes poderia transmitir a doenca somente quando o animal
apresentava tuberculose generalizada. Neste caso, a carcaga afetada seria
automaticamente condenada durante a inspegéo realizada nos abatedouros. Todavia,
industriai s gananciosos ainda utilizavam as partes afetadas da carcaga para o preparo
de salsichas que, quando consumidas sem tratamento térmico prévio, ofereciam
grande risco as pessoas. Ainda segundo informagdes de Souza et al, (1999) Torres &
Pacheco informaram, em 1938, o isolamento do bacilo bovino de |esdes tuberculosas
humanas, constituindo assim, a primeira publicagdo sobre o assunto, disponivel na
literatura médica brasileira. Souza et al, (1999) ressaltam a importancia da Saude
Puablica no controle desta zoonose, enfatizando 0 perigo que representa a carne e 0

leite de animai's tubercul 0sos.

1.2. Etiologia
1.2.1. Caracterizacio do agente

As micobactérias pertencem a ordem Actinomycetales, género Mycobacterium
(Kantor,1979). Quanto a patogenicidade, as micobactérias sdo classificadas em
tuberculosas e nao tuberculosas. As micobactérias tuberculosas, causadoras da
tuberculose em mamiferos, pertencem ao complexo Mycobacterium tuberculosis,
congtituido por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum € M. microti (Lage et a, 1998

e Roxo, 1996). As espécies M. canneti € M. bovis sbp. caprae sio consideradas



bactérias do “complexo Mycobacterium tuberculosis”™ mas, nao sao reconhecidas

oficiamente (Araijo, 2004).

Existem mas de 50 espécies de micobactérias. As micobactérias ndo
tuberculosas classificadas no grupo MOTT ("mycobacteria other than tubercle”),
possui espécies patogénicas obrigatorias ou oportunistas e¢ espécies Saprofitas 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 micobactérias apesar de serem distintas
geneticamente, ndo sdo distinguidas nos testes bioquimicos de rotina. Ja o
denominado grupo MAIS compreende as micobactérias do grupo MAI (M. avium e
M. intracellulare), juntamente com o0 Mycobacterium scrofulaceum. (Lage et a,1998
e Brasil,2003)

As micobactérias do grupo MOTT produzem pigmentos carotendides,
dependendo das presenga ou nao de luz e sdo classificadas, conforme Runyon, em

quatro grupos.

As micobactérias incluidas no grupo I apresentam crescimento lento e produzem
colonias amarelas ap6s 7 dias de incubagdao com luz, sendo representadas por M.
kansasii, M. marinum e M. asiaticum. O grupo Il compreende as micobactérias de
crescimento lento cuja producdo de pigmento independe da presenca de luz como o
M. scrofulaceum e M. gordonae. O grupo Il compreende as micobactérias do
complexo MAIl (M. avium e M. intracellulare) e também M. terrae. Estas
micobactérias possuem crescimento lento e ndao produzem pigmentos. O grupo IV
apresenta crescimento rapido e pigmentagdo varidvel e como representantes M.

Sfortuitum € M. chelonei.

Ferreira Neto & Bernardi, (1997) citam que até 1970 o bacilo tuberculoso bovino
foi considerado uma variante do Mycobacterium tuberculosis € denominado M.
tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis subespécie bovis. Entretanto, a partir
desta data foi proposta sua classificagdo como uma espécie individual denominada

Mycobacterium bovis.

O Mycobacterium tuberculosis ¢ o agente etiolégico da tuberculose humana,
enguanto que os bovinos desenvolvem a doenga quando infectados por Mycobacterium

bovis. No entanto, 0 homem também desenvolve a tuberculose quando infectado pelo



M. bovis, produzindo sinais clinicos idénticos aos provocados por M. tuberculosis mas,
0s bovinos ndo adoecem quando infectados pelo M. tuberculosis, bem como por outras
micobactérias patogénicas para mamiferos. A infec¢do de bovinos por estes agentes
causa apenas sensibilizagio alérgica, que desaparece em um periodo variavel de 6 a 8
meses, quando afastados da fonte de contagio (Lage et a, 1998) sendo, por isso
considerada autolimitante, nao havendo registros da transmissdo do agente entre
bovinos ou destes para 0s humanos. A sensibilizagao alérgica inespecifica de bovinos
pode ocorrer também por outras espécies de micobactérias, a exemplo do M. avium e
M. intracellulare, pertencentes ao complexo MAIS. As bactérias deste grupo podem
entretanto causar doencas em outras espécies. O M. intracellulare, em Suinos, ¢ o
agente etiologico da linfadenite granulomatosa, também denominada linfadenite

caseosa tubercul 6ide dos suinos (Lage et a, 1998).

Outras espécies animais, ao contrario dos bovinos, sao sensiveis ao M. tuberculosis,
destacando-se 0s primatas mantidos em cetiveiro, 0 Cio, o gato, 0 papagaio € o suino,

principa mente quando aimentado com restos de dimentos (Roxo, 1996).

As micobactérias sdo bacilos gram-positivos, que se coram fracamente pelo
método de Gram e medem de 0,5a7 de comprimento por 0,3 de largura. Sdo
aerdbicos, imoveis, nao capsulados, nao flagelados e nao-formadores de esporos e
gue, rotineiramente, sdo corados a quente pela tintura de carbol, conhecida como
carbolfucsina, resistindo ao descoramento pelos acidos inorganicos, o que lhes
conferem a denominagdo de bacilo alcool-acido resitente (BAAR). Esta propriedade
depende da quantidade e da disposi¢do espacial dos acidos micdlicos e seus ésteres
na parede bacteriana. NO entanto, 0s @éneros Nocardia, Rodococus e
Corynebacterium pOSSUEM aS MesSMas caracteristicas tintoriais. As vezes, em
culturas ou lesdes antigas, os microrganismos apresentam aspecto granulado ou
aparéncia de um colar de contas. Esta forma ¢ causada pela presenca intrabacteriana
de goticulas lipidicas e ¢ um indicativo de que os organismos foram expostos a um
ambiente desfavoravel durante a fase de crescimento pos-exponencial (Dungworth et
al, 1992; Lage et al 1998).

Devido ao ato teor de lipideos capsulares, as micobatérias sdo dificeis de serem
coradas pelos métodos convencionais de coloragdo empregados em bacteriologia.
Entretanto, a sua coloragio, em esfregaco, pode ser facilitada pela incorporagdo, aos

corantes, de um agente umedecedor de superficie, a exemplo do Tween 80



(Dungworth et al, 1992). Em cortes histologicos, a coloracdo pelo método anterior
era pregjudicada ainda mais, porque os solventes de parafina, empregados na rotina
de coloragdo histologica, dissolviam também os lipides capsulares. Isto foi
satisfatoriamente contornado quando Faraco, conforme afirma Michalany, (1980)
modificou a técnica de coloracdo desenvolvida por Franz Ziehl & Friederich
Neelsen, para esfregacos contendo micobactérias. Tal modificagdo se baseou no
reengorduramento dos bacilos com substancias oleosas de origem mineral, animal e
vegetal (Michalany,1980). As micobactérias podem ser demonstradas também por
meio de microscopia de fluorescéncia, quando impregnadas por um corante

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

Quanto a resisténcia, o bacilo da tuberculose bovina ¢ relativamente resistente ao
calor, a dessecacdo e a diversos desinfetantes. Permanece viavel por até 2 anos em
estabulos, pastagem e dejetos. Sobrevive por até 1 ano na agua e por até 10 meses
nos produtos de origem animal contaminados. Agentes desinfetantes, tais como 0s
fenois, o formol o alcool e, em especial, o hipoclorito de sodio, sdo eficientes na
destrui¢ao do bacilo mas, a agdo desses produtos pode ser afetada pela sua
concentragao, tempo de exposicdao, temperatura e presenca de matéria organica
(Roxo, 1996). O hipoclorito de sbdio deve estar na concentragdo de 5% e o
formaldeido a 3% para que, quando em contato com superficies isentas de matéria
organica, exergam sua atividade de desinfetante eficaz sobre micobactérias (Lage et al,
1998). Os compostos de amdnio quaternarios e clohexidine nao destroem o bacilo, ja
o calor imido a 60°C mata o bacilo rapidamente. A micobactéria ¢ rapidamente
destruida pela luz solar direta em ambiente seco, por outro lado, em condigdes ideais
de umidade, temperatura e ao abrigo da luz solar, se mantém viavel por longos
periodos (Roxo, 1996).

A pasteurizagdo, que € o tratamento térmico do leite, & temperatura de 71,7°C
por 15 segundos (HTST-"high temperature, shot time™) ou 62,8 a 65,6°C por 30 min
(LTLT-"low temperature, long time) seguido de rapido resfriamento, mata as
micobactérias, assim como a maioria dos microrganismos hao-esporulados

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

De acordo com Silva et a, (2002) estes fatores de resisténcia sdo semelhantes

também para o Micobacterium tuberculosis, que, apresenta grande capacidade de



sobrevivéncia no ambiente, permanecendo por até¢ 180 dias em massa de residuos
solidos. Por este motivo estes autores consideraram M. tuberculosis COmMO O
principal indicador na contaminagdo do ambiente fisico do ar, ja que uma dose
infectante, mesmo reduzida, como por exemplo, uma particula menor que 5 m de
diametro, suspensa no ar e¢ contendo apenas um a trés bacilos, pode causar a

infecg¢do no individuo que entra em contato com a mesma.

1.2.2. Composicio quimica do agente

No intuito de esclarecer a patogénese das lesdes tuberculosas, aperfeigoar as
técnicas de diagnostico e desenvolver vacinas, muitos estudos tem sido
desenvolvidos sobre a composi¢ao quimica da micobactéria, principalmente sobre a
sua parede celular. A parede micobacteriana ¢ formada por lipideos complexos, que
incluem glicolipideos, peptideoglicolipideos, lipopolissacarideos e ceras. Os acidos
micolicos do qual a alcool-acido resisténcia depende, sdo comuns entre eles, sendo
responsaveis pela sintese de 60% dos lipideos da parede celular bacteriana

(Dungworth et al, 1992).

Existem diferentes grupos funcionais de acidos micdlicos, designados de grupo I
agrupo VI, o que possibilita a identificagdo da espécie, uma vez que a composigao
desses grupos moleculares ¢ especifica para cada micobactéria. O Complexo
Mycobacterium tuberculosis, no qual inclui o M. bovis, possui 0s grupos I, Il e IV

de acidos micolicos em sua parede celular (Jorge, 2001).

Quanto maior a quantidade de glicolipideos da parede celular, maior a viruléncia
das micobactérias. Estas substdncias sdo importantes na sintese 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 alcoois acidos resistentes sdo mais virulentos quando na forma filamentosa.
Outros glicolipideos, como no caso do micosideo protegem a bactéria contra a
digestdo lisossoma permitindo a sua sobrevivéncia depois de serem fagocitadas
pelos macréfagos. Esta sobrevivéncia intracelular do agente possivelmente ¢
também facilitada pela secre¢do do monofosfato de adenosina ciclica (AMP) que
atuainibindo a fusio dos fagossomos com os lisossomos produzindo uma evasio da

bactéria a resposta inicial do hospedeiro (Dungworth et al, 1992).



As ceras sio compostas de lipideos, glicolipideos e peptideoglicolipideos, cujas
propor¢des variam de acordo com as diferentes espécies de micobactérias. A
presenca destas ceras ¢ importante na resposta inicial do tipo corpo estranho,
elaborada pelos macrofagos do hospedeiro. Além destas, o peptideoglicano,
muramildipeptideo e varios outros glicolipideos, sdo responsaveis pela capacidade
imunogénica da micobactéria, promovendo a atragdo de macrofagos e apresentagdo
do antigeno. Também as tuberculoproteinas influenciam na capacidade imunogénica
das micobactérias, constituindo-se na maioria dos determinantes antigénicos.
Contudo, para que um anima produza uma resposta imunologica as
tuberculoproteinas ¢ necessario a atividade adjuvante dos lipideos e polissacarideos

da parede micobacteriana (Dungworth et a, 1992).

1.3. Imunopatogenia

Quando os bacilos tuberculosos sio implantados no tecido, inicialmente agem
como particulas estranhas devido ao alto conteudo de lipideos capsulares e
proteinas imunogénicas.

Sdo entdo fagocitados por macrofagos ativados que induzem uma resposta imune
do tipo “corpo estranho” na tentativa de destruir o bacilo. Quando a agdo dos
macrofagos ¢ eficiente, os bacilos sdo destruidos. Se, entretanto, eles forem
incapazes de impedir a proliferacao dos bacilos, tais macrofagos, previamente
infectados, liberam os bacilos do interior das células macrofagicas mortas e
sensibilizam os linfocitos T, que passam a secretar Citocinas as quais atuam ativando
um maior nimero de macrofagos e também atraindo linfocitos para o local
infectado. Isto ocorre por volta do décimo dia apos a exposicdo, iniciando assim o
desenvolvimento da hipersensibilidade que ¢ um tipo de imunidade mediada por
células. Desta forma, a hipersensibilidade do tipo retardada, base do teste da
tuberculina, pode ser considerada expressio da resposta imune mediada por
linfécitos, predominantemente por células do tipo T (Dungworth et a, 1992).

A importancia da hipersensibilidade na patogénese das lesoes de tuberculose foi
inicialmente relatada por Koch, que a demonstrou através da inoculag¢do subcutianea
de cultura de bacilos tuberculosos em porquinho-da-india normal. Ocorre
generalizagdo da doenga e morte do animal depois de um periodo de 2 a 3 meses.
Este pesquisador observou que entre 10 a 14 dias depois da inoculagdo houve

desenvolvimento loca de uma nodulagdo firme que evoluiu para ulceracdo



persistente at¢ a morte do animal. Quando, entretanto, a inoculacdo ¢ feita em animal
tuberculoso a resposta ¢é caracterizada por uma rea¢do aguda com exudacao e
necrose no local dainoculagdo. O tecido necrosado se desprende ¢ a lesdo cicatriza-
se rapidamente. Nao ha disseminagdo do agente para os linfonodos regionais ou
gualquer parte do organismo (Dungworth et al, 1992).

Hope et a, (2004) citam que os macrofagos e as células dendriticas sdo
importantes na indu¢ao de resposta imune a infecgdo por micobactérias. Estas
células desempenham diferentes fungdes no desenvolvimento da imunidade, como
por exemplo, a destruicdo de microrganismos ou estimulagdo antigénica de células
T.

Alito et al, (2003) estudaram a resposta de células T bovina apds infec¢do com
Mycobacterium bovis com 0 objetivo de identificar as proteinas antigénicas
presentes, e isolaram proteinas de baixo peso molecular como ESAT6 (antigeno
micobacteriano ESAT6), CFP10 (antigeno micobacteriano CFP 10), 85B (antigeno
micobacteriano 85B), MPB70 (antigeno micobacteriano MPB70) e dois novos
antigenos TPX (thiol peroxidade protein) e TRB-B estes associados a um ato indice
de estimulagio do sobrenadante da cultura, determinando aimportancia de proteinas
de baixo peso molecular na fungdo de estimulagdo antigénica dos linfocitos T na
respostaimune ao M. bovis.

De acordo com Hope et a, (2004) os macrofagos pulmonares residentes sdo
considerados os principais hospedeiros celulares para micobactérias, pois devido a
produgdo de metabdlitos toxicos, tanto do oxigénio, como do nitrogénio, e através de
enzimas lisossomais promovem uma rapida destrui¢do de microrganismos invasores.
Apods a destruicdo da micobactéria seus antigenos sdo apresentados as células T
através de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), que
induz a produgao de interferon gama (INF ) e a capacidade citolitica de células CD8
(células com receptores CD8, envolvidos na restrigdo de MHC ¢ ativagdo de células
Th2, responsaveis pela resposta celular) que aumenta o sistema de defesa
antimicrobiano.

Na interacdo da micobactéria com o macrofago, o tipo de receptor ativado pela
bactéria também pode influenciar na resposta celular induzida por este. Dentre os
envolvidos estdo os receptores do complemento, os receptores de manose, que
identifica moléculas de manosilato na superficie da micobactéria; e os receptores FC

de células opsonisadas. A utilizagdo do receptor do complemento CR3 pelas



micobactérias oferece vantagens as mesmas, pois ele ndo ativa o potencial de
intermediarios reativos do oxigénio. A ativagao do receptor de manose também ¢
uma rota segura para a micobactéria, pois facilita sua sobrevivéncia intracelular, ja
gue faz com que o lisossomo nao se funda com o fagossomo, e a micobactéria deixe
de ser apresentada a células T. Isto ocorre através de um retardamento da maturagao
do fago-lisossomo, por um aumento de proteinas no fagossomo, incluindo a proteina
triptofano-aspartato, que normamente ¢ removida deste no inicio da fusdo com o
lisossomo (Hope et al, 2004).

Ainda segundo Hope et al, (2004) células dendriticas estdo presentes em muitos
tecidos principamente pele, traquéia ¢ intestino e tem a fungdo de apresentagdo de
antigenos. Como os macrofagos, depois da interagao com células apresentadoras de
antigenos das micobactérias, ocorre sintese de citocina, e producdo de IL-12
(interleucina 12), INF (interferon gama), IL-1 (interleucina 1) e IL-6 (interleucina
6). A habilidade do INF (interferon gama) em ativar mecanismos bactericidas dos
macrofagos alveolares ja foi bem reportado mas, ndo afeta a capacidade de
macréfagos derivados de mondcitos do sangue para matar BCG ou M. bovis. A
secregdo de IL-12 pelas células dendriticas estimula a resposta mediada por células
T estimulando células CD4+ (células com receptores CD4, envolvidos na restrigao
de MHC e ativagdo de células Thl, responsaveis pela resposta humoral) e CD8+
(células com receptores CD8, envolvidos na restricdo de MHC e ativagdo de células
Th2, responsaveis pela resposta celular), que polariza a respostas em células Thl ou
Th2, e pode potencializar a secregao de INF (interferon gama) e TNF (fator de
necrose tumora ) pelos linfocitos T e células natural killer. As células T secretam
INF- e proliferam-se mais rapidamente quando estimuladas pelas células
dendriticas do que quando sdo estimuladas por macrofagos, pois o numero de
bacilos nestas células ¢ maior do que nos macrofagos. As células T também
secretam IL-10 que inibe a resposta celular e diminui a produgdo de IL-12,
perpetuando aresposta Thl. In vitro existe aevidéncia de que as células dendriticas
podem fagocitar amicobactéria (Hope et al, 2004).

Os anticorpos humorais podem ser demonstrados por técnicas sorologicas mas,
nao participam da patogénese das lesdes caracteristicas de tuberculose ou na
produgdo da imunidade. Tanto a producdo de anticorpos quanto a reagdo de
hipersensibilidade geralmente ocorrem simultaneamente mas, ndo apresentam

relacdo quantitativa entre si, mesmo nos casos em que ambos os tipos de imunidade



estao presentes. Isto, provavelmente se deve ao envolvimento das diferentes sub-
populagdes de células T e dos tipos de citocinas por e as produzidas (Dungworth et
a, 1992).

1.4. Transmissao
1.4.1. Transmissio a bovinos

Quando o bovino ¢ infectado, ele ja é capaz de transmitir a doenga a outros animais
e aos humanos, mesmo antes de desenvolverem lesdes tuberculosas, por isso os
animais afetados sio a principal fonte de infeccdo. A principal via de eliminagdo do
agente ¢ através da respiragdo mas, pode se dar também pelas secrecdes nasal e
utering, leite, fezes, urina e pelo sémen. A principal via de contaminagdo de animais
adultos ¢ através da via respiratoria ou aerogena, enquanto que em jovens, € importante
a ingestdao de leite cru contaminado. A transmissdo transplacentaria é rara ¢ a
intrautering, através de sémen é pouco comum. Também sdo vias de menor
importancia a ingestdo 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 lesdes em
abatedouros. Foi detectada a presenca M. tuberculosis em baratas (Blatta
orientalis), aé oito semanas depois de haverem ingerido escarro humano
contaminado. Também foram encontradas minhocas contaminadas com
micobactérias mas, as minhocas sdo consideradas de pouca importancia
epidemiol6gica para a tuberculose (Fischer et al, 2003).

De acordo com Roxo, (1996) e Lage et a, (1998), varias espécies animais podem
ser hospedeiras do M. bovis, tais como bovinos, bubalinos e outros bovideos selvagens,
COMO o caso dos bisdes, bem como os seres humanos e diversos animais domésticos
e slvestres, muito dos quais desenvolvem a forma auto-limitante da doenga. Contudo,
Nnos paises onde a tuberculose bovina foi erradicada ou estd em adiantado processo de
erradicagdo, os animais silvestres apresentam grande importancia epidemiologica, uma
vez que podem servir de reservatorio do M. bovis. Como exemplos desses animais,
pode-se citar o texugo (Melis melis) na Europa, os cervideos nos Estados Unidos da
América ¢ um marsupial (Trichosuros vulpecula) na Australia e Nova Zelandia. Em
Outros paises os reservatorios silvestres também sao relatados, como ¢ o caso da Gra-

Bretanha, Irlanda e Zambia.



1.4.2. Transmisao a humanos

Segundo Souza et a, (1999) a ingestio de leite cru, contaminado com
micobactéria constitui uma das principais formas de infecgdo humana pelo bacilo da
tuberculose bovina, em criangas. Por outro lado, o risco de se adquirir o agente pela
ingestdo de produtos carneos contaminados ¢ considerado menor devido a baixa
incidéncia do mesmo em tecidos musculares e ao habito de ndo se consumir carne
cruano Brasil. Porém, este risco ndo deve ser ignorado, devido ao grande niimero de
abate clandestino de animais, ou ao descarte de animais provenientes de rebanhos
positivos em matadouros onde a inspegao sanitaria nao ¢ rigorosa. Relatam também
gue trabalhos realizados na Nigéria incriminam a ingestdo de carne contaminada
como responsavel por cerca de 45% dos casos de tuberculose em humanos causada
pelo Mycobacterium bovis naquele Pais.

Resultados obtidos de estudos experimentais demonstram que um namero
Mminimo, inclusive um unico bacilo ¢ capaz de produzir lesdes pulmonares por
inalagdo de aerossodis, quando atingem as vias aéreas inferiores, principalmente os
alvéolos respiratorios. Isto explica a maior ocorréncia da forma pulmonar da
tuberculose zoonodtica, em trabalhadores da area rural, em médicos-veterinarios, em
funcionarios de abatedouros frigorificos € pessoas que mantém um contato direto
com o animal, sendo a doenca causada pelo M. bovis, na forma pulmonar
considerada como doenga ocupacional (Souza et al, 1999).

Quando a contaminagdo se da pelo contato direto com carcagas contaminadas
por M. bovis pode haver acometimento cutineco pela tuberculose zoonotica. As
categorias profissionais mas dafetadas dessa forma Sio representadas,
principamente, pelos magarefes, auxiliares de inspecdo ¢ médicos-veterinarios.
Tanto a resisténcia genética do hospedeiro a uma infecgdo por M. bovis, quanto
fatores fisiologicos e imunoldgicos, em animais ou em pessoas, interferem no curso
da tuberculose todavia, nao ha uma comprovagido experimental conclusiva de que

tais fatores possam interferir na contaminagdo (Souza et al, 1999).

1.5. Patologia
1.5.1. Bovinos

Muitos animais com uma infec¢ao recente por Mycobacterium bovis podem nao
apresentar sintomas caracteristicos da doenca sendo observadas lesdes somente por

ocasido do abate. Alguns animais tuberculina positivos podem ndo apresentar



alteragcdes visiveis na inspe¢do post mortem devido a estas serem inicialmente
peguenas, de dificil visuali¢ao na inspe¢ao de rotina (Corner, 1994).

Roxo, (1996) define a tuberculose como uma doenga debilitante, geralmente
Cronica mas, que pode assumir, em alguns casos, carater agudo e progressivo. As
lesdes sdo encontradas mais freqlientemente nos linfonodos da cabega, pescoco, nos
mediastinicos ¢ nos mesentéricos, como também, nos pulmdes, intestinos, baco,
pleura e peritonio ¢ em qualquer tecido. Os sinais clinicos caracteristicos da doenga
Sdo emaciagdo progressiva, aumento de volume dos linfonodos e, em alguns casos,
tosse, dispnéia e diarréia intercalada com constipagao.

Jorge, (2001) relata que 90% das lesdes pulmonares estdo localizadas no ter¢o
distal do lobo caudal do pulmao. As lesdes manifestam-se na forma de nodulos
caseosos, de tamanhos variados que muitas vezes tornam-se confluentes, afetando
todo o0 parénquima pulmonar apresentando-se como lesdes cavitarias, com
expectoracao de bacilos (Roxo, 1996).

Em bovinos a calcificagdo ¢é freqiiente, principalmente nos linfonodos, bem
como nos casos de disseminagdo generalizada de tubérculos sobre as superficies
pleura e peritoneal. Esses tubérculos geralmente apresentam-se com 0,5 a 1,0 cm de
diametro. Nos casos de comprometimento das meninges nao ha a formagdo de
tubérculos desenvolvendo somente um processo de meningite rapidamente fatal.
Quando afeta a pele, com excegdo da localizagdo, que geralmente acomete somente
os membros ¢ da freqiiente associagdo com linfangite, as lesdes sdo
histopatol ogicamente indistingiiiveis das diversas dermatites (Jones et al, 2000).

Macroscopicamente, as lesdes tipicas sdo caracterizadas pela presenga de
nodulos tuberculosos cinza-esbranquigado ou cinza-amarelados, de dimensdes
variadas. Estes nédulos podem variar de uma estrutura discretamente diferenciada
do tecido adjacente, a uma grande massa, freqiientemente de contorno irregular,
evidenciando superficie com presenga de, desde uma simples granulagdo, a carogos
salientes. Os nodulos presentes proximos a superficie dos orgaos afetados podem ser
facilmente enucleados. Estas |esdes sao firmes e ndo oferecem resisténcia ao corte,
uma vez que ndo sdo calcificadas. O numero de nddulos ¢ variavel com a freqiiéncia
de episodios de reinfecgdo em um mesmo 6rgdo (Thoen et a, 1981).

O complexo primario da tuberculose geralmente ¢ um nddulo pulmonar
calcificado, associado a lesio no linfonodo regional, de aspecto caseoso, cor Vitrea
ou amarelada (Morris et a, 1994; Lage, 1996). A combinagdo das lesdes do foco



inicial com as alteragdes granulomatosas dos ganglios linfaticos regionais denomina-

se Complexo Tuberculoso Primario de Ranke (Jones et al, 2000).

Microscopicamente, em casos de infec¢do experimental, o tubérculo ja pode ser
observado entre o 10° e 14° dia pos-infeccdo, apresentando-se como uma colecao
densa de células com nucleos vesiculosos e citoplasma palidamente corado. Estas
células sdo derivadas dos macrofagos teciduais, também chamados de histiocitos e,
devido a uma vaga semelhanga histologica com as camadas de grandes células
epiteliais, sio denominadas células epitelidides (Thoen et al, 1981; Dungworth et al,
1992).

As células epitelidides apresentam limite citoplasmatico pouco definido, com
nicleo grande e vesiculoso. Ultra estruturalmente Sio caracterizadas por
apresentarem organelas abundantes e extensas interdigitagdes das membranas
plasmatica sendo que essas mudangas estruturais indicam a elevada atividade
bactericida destas células, que fagocitam o bacilo tuberculoso em pouco tempo
depois dainfecgio, os quais podem ser vistos dentro de seu citoplasma. (Dungworth
et a, 1992).

A massa celular primaria expande devido a proliferagdo histiocitaria e, 3 a 4
semanas depois iniciase 0 processo de degeneragdo das células epitelidides
presentes no centro do tubérculo, processo este, causado, em parte devido a falta de
vascularizagdo do tubérculo e parte devido a agdo de substancias toxicas secretada
pelo bacilo. A medida que a massa celular ou tubérculo primario aumenta de
tamanho, as células epitelidides tendem a se fundirem formando sincicios. As
células do centro da lesdo entram em processo de necrose, se fundem e formam uma
massa gque se cora intensamente pela eosina. Na periferia do tubérculo apresenta
grande quantidade de histiocitos e células epitelioides que se arranjam
predominantemente em palicada, muitas as quais formam sincicios que ddo origem
as células gigantes do tipo Langhans. que sio células grandes e possuem varios

nucleos localizados excentricamente(Thoen et al, 1981).

O granuloma tuberculoso, também chamado de tubérculo, é principalmente
celular e o seu desenvolvimento ¢ freqiientemente designado produtivo ou
proliferativo sendo o prototipo da inflamagdo granulomatosa, em contraste com o
tipo mais exsudativo de lesio que ¢ causado ocasionalmente (Dungworth et al,
1992).



Com o desenvolvimento da lesio desenvolve-se consideravel fibroplasia
periférica evidéncia de neoformagdo vascular e, com o avangar do processo, ha a
formagdo de uma capsula fibrosa formada de fibroblastos, histiocitos, células
plasmaticas, uma estreita zona de linfocitos, ocasionais polimorfonucleares
eosinofilos e mondcitos inalterados. Toda a zona central, ou parte do tubérculo
apresenta necrose de caseificagdo. A fibroplasia ou encapsulacdo ¢ mais visivel em
individuos que apresentam maior resisténcia e pode conseguir dominar as lesdes. A
necrose central ocorre devido a hipersensibilidade mediada por células que promove
a liberagdo de fatores citotoxicos e enzimas hidroliticas dos macrofagos e possui
carater caseoso, de material geramente espesso mas, que pode se liquefazer ou
calcificar. A calcificacao do centro do tubérculo. ¢ freqiiente em algumas espécies
animais, como nos bovinos mas, raramente observada em outras, como nas aves
(Dungworth et a, 1992; Thoen et al, 1981).

A coloragio especial pelo Ziehl-Nilsen revelaa presenca de bacilos alcool-acido-
resistentes que podem ser vistos isoladamente ou em grumos, em qualquer parte do
tubérculo, apesar de ocorrer em maior quantidade no centro da lesdo, em meio ao
tecido necrotico (Thoen et a, 1981).

Diferentes populacdes funcionais de linfocitos e macrofagos estdo presentes nas
lesdes tuberculosas e, a quantidade dessas varias subpopulagdes celulares, é que
determina a capacidade de ativagdo dos macrofagos e a inibi¢do do crescimento
bacteriano. Ambas imunidades, inata ou adquirida, estdo envolvidas na capacidade
dos macrofagos em inibir o crescimento intracelular do bacilo e determinam a
imunidade a tuberculose. Quando o equilibrio entre a viruléncia da micobactéria ¢ a
habilidade dos macrofagos para destrui-los for precario, ocorre exacerbac¢do da
doenga, o que ¢ freqlientemente observado na associacao clinica da tuberculose com
a imunossupressio causada por doengas, drogas, hormonios ou desnutrigdo

(Dungworth et al, 1992).

1.5.2. Humanos

Em humanos, a contaminagdo pela micobactéria pode ocorrer na infancia e o
agente permanecer latente até que, em algum momento da fase adulta, ocorrem
manifestagcdes dos sintomas. Isto explica porque, na Alemanha, ocorreram, em 1961,
casos tubercul ose humana por M. bovis exatamente no ano em gue o rebanho bovino

daquele pais foi considerado livre da doenga (Souza et al, 1999).



Souza et a, (1999) relatam que quando a contaminagdo por M. bovis se da por
ingestdo, principalmente em criangas, pode ocorrer uma infec¢do inicial das
amigdalas, causando uma amigdalite, de onde se difunde para as cadeias de
linfonodos cervicais (pré-auriculares, tonsilares e supraclaviculares), nos quais pode
causar lesdes supurativas com posterior envolvimento da pele sobrejacente. Tais
lesdes sdo comumente conhecidas como "scrofulodermia" ou “escrofula” ou "lupus
vulgaris”. Em criangas, também € comum ocorrer acometimento intestinal.

Nos casos extrapulmonares, a localizagao ossea e articular também é comum,
provocando lesdes dsseas localizadas e inflamagdes articulares As formas génito-
urinarias sao menos freqlientes. As lesdes na pele em humanos apresentam-se, na
maioria das vezes, como pequenas papulas, semelhantes a verrugas, e que regridem
com facilidade, conhecidas popularmente como verruga do magarefe ("butcher’s
wart"). A benignidade da tuberculose cutanea se deve essencialmente a resisténcia
gue individuos adultos apresentam ao bacilo, € ndo a menor viruléncia do mesmo
(Souzaet a, 1999).

Nao ha dados que comprovem que o M. bovis Sga menos virulento que o M.
tuberculosis para humanos. A doenga humana causada pelo M. bovis pode ser tao
severa e extensa quanto a causada por M. tuberculosis. Por outro lado a infecgao
leve pelo M. bovis pode induzir & imuniza¢ao de individuos contra M. tuberculosis,
conforme constatagdes do inicio do século XIX, de que, criangas que desenvolveram
linfadenite por M. bovis foram protegidas contra ainfecgido por M. tuberculosis. Tal
constatagao pode ser corroborada pelos dados da incidéncia da doenga em Burkina
Faso, onde 0 nimero de casos de tuberculose pulmonar humana é cinco vezes maior
nos locais isentos de tubercul ose bovina do que em regides do pais em que é comum
a infecgdo pelo M. bovis através do leite. Também na Escandinavia, ocorreu um
aumento temporario de morbidade e mortalidade causada por tuberculose quando a
doenga foi controlada no gado bovino(Grange,2001). Contudo, estas informagdes
Nao constituem um entrave a programas de controle da tuberculose bovina a serem
executados no Brasil, visto que devem ser analisadas levando em consideragao o
fato de que a vacinagdo de criangas com BCG apresenta adequada cobertura no
Brasil, garantindo a imunidade contra M. bovis € M. tuberculosis em caso de

erradicacdo da tuberculose bovina.



1.6. Diagnostico

O diagnéstico da tuberculose bovina pode ser efetuado por diagndstico clinico,
tuberculizagdo  intradérmica, exames post morten  anatomopatologicos
(histopatol 6gicos), inspegdo sanitaria, exames bacteriologicos, métodos sorologicos,
avaliacdo da imunidade celular “in vitro”, métodos moleculares, sondas de DNA e

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

A tuberculina é um teste indireto efetuado in vivo através da utilizagdo de PPD
(derivado protéico purificado) de M. bovis € M. avium, utilizada no teste alérgico
intradérmico. Apo6s 72 horas, mais ou menos 6 horas da inoculagdo, sera observada a
reagdo a tuberculina. Esta reagdo consiste de uma area cutdnea elevada,
avermelhada e endurecida. A resposta dos bovinos ao M. bovis aparece geralmente
30 a 50 dias apds a infecgdo e animais em estado avangado de infec¢do podem
apresentar anergia, assim como falsos negativos ocorrem em infecgdes recentes.
Apods a tuberculinizagao, ocorre dessensibilizagdo e os animais apresentam sua
capacidade de resposta a nova tuberculinizagdo diminuida, sendo a mesma recobrada
apos um periodo de 42 a 60 dias (Roxo, 1996, Souza et al. 1999 e Brasil, 2004).

Devido a imunossupressdo fémeas submetidas a teste de diagnostico para
tuberculose no intervalo de 15 dias antes do parto até 15 dias apos o parto devem ser
retestadas entre 60 a 90 dias apos o parto. O Teste Cervical Simples (TCS) com
inoculagdo intradérmica de tuberculina PPD bovina,é o teste de rotina recomendado
mas, o teste da prega caudal (TPC) pode ser utilizado como teste de rotina,
exclusivamente em estabel ecimentos de criagdo especializados na pecuaria de corte.
O Teste Cervica Comparativo (TCC) é o teste confirmatorio utilizado em animais
inconclusivos ao Teste Cervical Simples e reagentes ao Teste da Prega Caudal, visto
gue possibilita a diferenciacdo entre a micobactéria patogénica (M. bovis) e a aviaria
(M. avium) mas, nem todas as reacdes inespecificas sao ecliminadas (Waters et al,
2003 e Brasil, 2004).

Outro recurso indireto para o diagnostico da tuberculose bovina é a detec¢do de
IFN- bovino. Esse ensaio ¢ realizado in vitro a partir de sangue total, e tem como
principio a detecgdo rapida de IFN- , que é produzido por linfocitos sensibilizados, em
resposta a estimulacdo por PPD bovino na presenga da infeccdo por tuberculose

(Almeida, 2004).



Delgado, (2000) no Peru, testaram a prova de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), utilizando Derivado Protéico Purificado (PPD) como
antigeno no diagnostico da tuberculose bovina e concluiram que a prova apresenta
uma baixa sensibilidade e especificidade, e que para a utilizagao do teste de ELISA
antigenos altamente purificados sdo necessarios e com os resultados encontrados a
provanao ¢ recomendada.

Ritelli et a, (2003) relatam que um grande problema relacionado ao diagnostico
de M. bovis ¢ o seu cultivo demorado, impedindo que o resultado do exame seja
aguardado para a tomada de decisio quanto ao destino de uma carcaga de bovino
suspeito. Relata também, que o PCR ¢é um procedimento secundario e nao
alternativo ao cultivo. Estes autores realizaram cultivo celular utilizando macrofagos
da linhagem THP-1 e obtiveram uma rapida deteccdo de M. bovis em amostras
suspeitas, concluindo ser possivel chegar a um resultado confiavel em
aproximadamente 48 horas.

Corner, (1994) relata que o diagnostico presuntivo usando a histopatol ogia pode
ser efetuada em regides de alta prevaléncia, porém o diagnostico definitivo depende
do isolamento, principamente quando a prevaléncia da doencga ¢é baixa. A detecgdo
macroscopica pela necropsia deve ser empregada quando a tuberculose bovina ¢
endémica ¢ a prevaléncia da doenga ¢ alta. O nao encontro de lesdes em animais
tuberculina positivos pode ser devido a doenca estar em seu estagio inicial, ou tratar-
se de outra micobactéria diferente de M. bovis. Conforme a localizagio mais
freqiiente de tecidos afetados pode concluir que a inspegdo detalhada dos linfonodos
retrofaringeal médio (direito e esquerdo), mediastinal (anterior e posterior) e
bronquiais (direito e esquerdo) e pulmdes ¢ capaz de detectar 86% das lesoes; e,
guando ¢ efetuado o exame adicional dos linfonodos parotideo, cervical caudal,
inguina superficia e dos linfonodos mesentéricos 95% das lesdes sdo detectadas. O
autor afirmaque o grau de sensibilidade do procedimento de necrépsia para detecgao
de lesdes depende do tempo e cuidado de quem esta efetuando o exame. Na
Australia o monitoramento de abate detecta 95 % das lesdes na carcaca, e ja quando
¢ efetuada a andlise rotineira no abate a detec¢do das lesdes ¢ de apenas 47%. O
isolamento de M. bovis pode demorar mais de 12 semanas e a identificagdo da cepa
através de métodos bioquimicos também ¢ demorada. Técnicas recentes as quais
utilizam anticorpos monoclonais e sondas de DNA podem diminuir o tempo

necessario para a identificagdo da amostra.



Zanini et a, (2001) relatam discrepancia entre a presenca de lesdes pulmonares
em animais tuberculina positivos, onde apenas em 70% dos reagentes, foram
evidenciadas lesdes ¢ em somente 19% dos casos confirmados foi isolado M. bovis
de amostras de muco nasal ou traqueal. Conclui ser necessario o emprego de
métodos de diagndstico laboratorial com maior sensibilidade. Em seu estudo
concluiu que a Reagao da Polimerase em Cadela (PCR), apresenta maior eficiéncia
gue o cultivo do microrganismo, podendo-se obter o resultado em 24 horas, sendo
COm iSsO possivel a sua utilizagdo como ferramenta de auxilio a inspecdo sanitaria e
condenagdo de carcagas, ou para sacrificio de animais com suspeita de serem

portadores de tubercul ose

Segundo Lage et d, (1998) o diagndstico macroscopico da tuberculose pode ser
confundido com outros processos inflamatérios granulomatosos, tais como lesdes por
Corynebacterium pyogenes, actinomicose, coccidiomicoses, actinobacilose, lesdes
carcinomatosas e lesdes causadas por larvas de parasitas. Ja no diagnoéstico
histopatol6gico a diferenciagdo entre os géneros Mycobacterium e Nocardia pode ser
dificultada, pois estes géneros apresentam muitas caracteristicas em comum, como por

exemplo, a propriedade tintorial.

As lesbes presentes nos linfonodos Sio ricas em microorganismos, de onde os
bacilos podem ser recuperados com relativa facilidade Dungworth et a, (1992).
Sendo assim pode-se proceder ao cultivo e isolamento do agente a partir de leSdes
encontradas nos animais mortos por doenga ou durante a inspegdo sanitaria em
abatedouros-frigorificos. Entretanto, este procedimento ndo ¢ viavel para fins de
diagnostico de rotina por ser oneroso ¢ demandar tempo muito longo para a sua
efetivagao. Por isso é recomendado somente para trabalhos de pesquisa ou para
confirmagdo da presenga do agente em um rebanho, quando os demais

procedimentos de diagndstico apresentarem resultados duvidosos.

Robledo & Mejia, (2004) constataram que o diagndstico da tuberculose através
da coloragdo de cortes histologicos com auraminarodamina para permite a
observacdo das laminas diretamente sob os aumentos 200X e 400X, possibilitando a
analise de um maior numero de amostras em um tempo consideravelmente menor.
Isto porque, enquanto o exame de laminas submetidas a diversas outras coloragdes
necessitam, em média, de 15 minutos por corte para sua analise, nas laminas coradas

com a auramina-rodamina, este tempo pode ser reduzido para uma média de 3



minutos. Estes autores também testaram o cultivo de M. tuberculosis em camada
delgada obtendo um rapido crescimento e identificagdo 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

Mondragon-Barreto et al, (2000) compararam trés métodos distintos de
identificagdo de micobactérias, representados pelas provas bioquimicas,
cromatografia liquida de alta resolugao e PCR. Analisaram também o custo-
beneficio e propuseram que, inicialmente seja efetuada prova bioquimica e, quando
esta indicar que 0 agente em investigagao se trata de micobactéria ndo tuberculosa
recomendam entao a execugdo de cromatografia liquida de alta resolugdo ¢ somente
se ainda nao for possivel a identificagdo do agente, o material devera ser submetido
a prova de PCR. Em caso do agente isolado ndo pertencer a nenhum padrao de
microrganismo conhecido, ainda pode-se empregar a sequenciagcao de DNA. A
cromatografia liquida baseia-se na separagdo dos acidos micolicos extraidos da
parede celular bacteriana, cujo padrio ¢ diferente para cada micobactéria. Ja a reagdo
da polimerase em cadela (PCR) ¢ baseada em métodos empregados para a
amplificagdo de um fragmento de um gene conhecido da micobactéria, seguido pela
restricdo de fragmentos e analise de polimorfismo através da utilizagdo de enzimas.
Segundo Jorge, (2001) a PCR baseia na sintese enzimatica do acido
desoxiribonucléico (DNA) celular bacteriano orientado por oligonucleotideos
iniciadores da amplificagdo (primers).

O diagndstico assume grande importancia no PNCETB, visto que os
estabelecimentos de criagao que desejam obter o certificado de estabelecimento de
criagdo livre ou de monitorado, devem efetuar diagndsticos de rotina e
confirmatorios. Também em caso de encontro de lesdes sugestivas por ocasido do
abate de animais destas propriedades estas devem ser encaminhadas para laboratorio
oficial ou credenciado paraarealizagao do diagnostico (Brasil, 2004).

Brasil, (1997) em seu artigo 196° dispde sobre os procedimentos que o inspetor
sanitario deve efetuar quando do encontro de lesdes sugestivas de tuberculose.
Conforme o tipo e a distribui¢ao das lesoes ¢ efetuado o julgamento, e o inspetor
deve basicamente decidir por um dos trés destinos da carcaga — condenagdo total,

rejeicdo parcial ou esterilizagdo pelo calor.



1.7. Desenvolvimento de vacinas

Nos ultimos anos varios trabalhos tém sido desenvolvidos em todo o mundo
objetivando o desenvolvimento de vacinas efetivas contra tuberculose, ndo s6 para
bovinos mas, também para outras espécies de importancia como reservatorios do
agente, a exemplo dos animais silvestres. Muitos desses trabalhos sio realizados
utilizando-se espécies animais diferentes daquelas para as quais se busca a referida
vacina, como acontece com o0s testes de produtos para uso humano, que sempre sao
redizados em porquinhos-da-india. Tais procedimentos devem ser conduzidos
somente com objetivos de pesquisas, e seus resultados ndo podem ser extrapolados
para outras espécies pois existem, dependendo da espécie que esta sendo utilizada,
diferencas, tanto genéticas, como nos tipos de receptores, que podem influenciar

gerando resultados compl etamente discrepantes.

Waters et al, (2003) estudaram a ativacdo de células bovinas CD4" e células
TCR" quando estimuladas pela vacinagio com bacilo Calmette-Guerin (BCG) e o
efeito modulador de 1,25 diidroxidovitamina D3 [1,25(0OH),D3],. Apds 4 a 8 dias de
cultivo as células CD4" em proliferagio expressaram os receptores CD25 e CD44,
envolvidos na ativagdo de células T. Concomitantemente houve diminuicdo da
expressao de receptores CD62L quando comparadas com as que ndo apresentavam
proliferagio. A presenca de 10nM 1,25(OH),D3 no meio de cultivo inibiu a
proliferagio de células CD4" e  TCR' e a expressio de CD44 mas, ndo alterou a
expressio de CD25 ou CD62L nas células em proliferacdo. Por fim, o autor ressalta
aimportancia negativa da expressdao do gene CD44, o qual promove a apoptose dos
leucocitos inibindo significamente a reagdo inflamatoria, amplamente necessaria
para o desenvolvimento daresposta a vacinagao.

Granje, (2001) relata que o BCG, empregado na elaboracdo de vacina contra
tuberculose foi derivado de bacilos da tuberculose bovina, presumivelmente do M.
bovis. A vacina produzida com esse agente, ocasiona mente causa doenga localizada
ou generalizada, principamente quando ¢ aplicada em individuos imuno-
comprometidos.

Wedlock et al, (2003) pesguisaram vacinas contendo o0s antigenos
micobacterianos MPB83 e MPB70 e uma proteina de DNA como estratégia de
revacinagao para obter o efeito booster. Concluiu que da mesma forma que ocorre na

resposta imune celular ocasionada pela vacinagdo com BCG, as vacinas de DNA



induziram uma produgao de interferon gama (INF- ) e interleucina-2. (IL;). Os
bovinos primariamente vacinados e revacinados com a proteina MPB70
manifestaram uma forte sintese de anticorpos ¢ uma baixa produgdo de TNF- (fator
de necrose tumoral gama), permitindo concluir que tais produtos ndo protegeram os
animais do desafio com Mycobacterium bovis. De outra forma, sabe-se que o BCG
produz uma significativa redugdo em varios parametros da doenca todavia, ndo é
recomendada a sua aplicagdo, pois produz rea¢do impossivel de ser diferenciada a

doenga do teste tuberculinico.

1.8. Epidemiologia
1.8.1. A tuberculose no mundo

De acordo com o relatério sobre a situagdo epidemiologica da tuberculose
humana das américas, elaborado pela Organiza¢do Panamericana de Saiide (OPAS)
em 2004, os casos da doenga vém aumentando mundialmente, dificultando
cumprimento das metas de controle estabelecidas para 0 ano de 2005. A incidéncia
da enfermidade aumentou principalmente na Africa e nos paises da antiga Unido das
Republicas Socialistas Soviéticas (URSS). Informa também que, nas Américas, 58%
das pessoas afetadas sio do sexo masculino e 50% dos casos notificados situam-se
no Brasil e no Peru. No Brasil, taxa de incidéncia situa-se entre 50-84 individuos
afetados em cada 100.000 habitantes (Opas, 2004)

Ainda segundo Opas,(2004) os casos de multiresisténcia a drogas
antituberculosas (MDRTB) tém também aumentado. Este indice, no Brasil, situa-se
em torno de 0.9%, enquanto que no Canada e EUA esta proximo de 1.2%. Da
mesma forma, trés estados do México apresentam um indice de resisténcia de 2.4%.
Ja na Guatemala este indice ¢ de 3.7% e no Equador situa-se em torno de 5.0%.

Nos anos de 94 a 99 foi encontrada multiresisténcia em 63 de 72 paises pesquisados.

A associagdo de tuberculose com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) devido a infec¢ao pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) tem
aumentado de forma significativa. A OPAS estima a ocorréncia de, em torno de
235 mil novos infectados por HIV por ano e recomenda, junto com as agdes para
reduzir atransmissio de HIV, meios para diminuir a transmissao de tuberculose ou a
reativacao de tuberculose em individuos HIV+ efetuando tratamento preventivo para

tuberculose (Opas, 2004).



Segundo Roxo, (1996) na América Latina ¢ Caribe 73,7% dos bovinos estdo em
areas onde a prevaléncia de tuberculose ¢ maior que 1%, e que os animais infectados
pelo bacilo tuberculoso no Brasil e Argentina juntos correspondem a quase 2 % da

populagdo bovina existente.

Lage et a, (1998) relata que nos Estados Unidos da Américas (EUA) 25 % dos
casos fatal's de tubercul ose em humanos era devido ao M. bovis 0 que levou este pais a
iniciar, em 1917, um programa de controle da tubercul ose bovina.

No Continente Africano, Ameni et a, (2000) realizaram um estudo na Etiopia e
encontraram uma prevaléncia de 46,8% de tuberculose em animais € 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 ocorréncia
e, em1997, a doenga foi responsavel por 33,5% das condenagdes de carcagas de
bovinos. Finalmente, em Dangme-West, distrito de Ghana, Bonsu et al, (2000)
encontraram uma prevaéncia de 13,8% de tuberculose nos bovinos, afetando
principal mente vacas, as quais eram duas vezes mais afetadas que novilhas e quatro
vezes mais que touros. As vacas dfetadas, em sua maioria, apresentavam
clinicamente uma boa condigido corporal sem manifestagdo de sinais caracteristicos
da doengca. Também constataram que naquela regido o conhecimento sobre
tuberculose pelos proprietarios rurais e pessoas que trabalhavam com animais era
incipiente. De 30 pedes, 28 afirmaram ndo saber o que era a tuberculose e todos
ignoravam que a doenca poderia ser transmissivel ao ser humano. Entre os
proprietarios o conhecimento sobre a doenga e seu aspecto Zoonotico era algo maior,
porém mesmo assim nenhum deles empregava o procedimento da fervura do leite

antes do consumo.

Conhecendo a dimensio do problema e sua importancia para a saude publica,
varios paises iniciaram programas de controle da doenca, beneficiando os
consumidores de produtos de origem animal. Esses programas foram alicer¢ados na
introdugdo de rotinas de inspecdo de carnes, pasteurizacdo do leite e medidas de

controle da doenga nas populagdes animais (Ferreira Neto & Bernardi, 1997).

Latini et al,(1997) efetuaram um levantamento da prevaléncia de infecgdo por M.
bovis em bovinos abatidos em frigorificos da provincia de Santa Fé na Argentina

através de cultivo e isolamento da bactéria, ¢ de exames histopatologicos.



Concluiram que a grande maioria das lesdes foi diagnosticada adequadamente na
inspecdo e que o exame histopatoldgico foi uma técnica sensivel para confirmar as
lesdes suspeitas  (80%) sendo que 59,1% das lesdes apresentavam localizagdo

pulmonar.

1.8.2. A tuberculose e seu controle no Brasil

Conforme Souza et al, (1999) foi observado um aumento significativo dos casos
de tubercul ose humana notificados no Brasil, atingindo 85.955 casos em 1992 mas, a
espécie de Mycobacterium envolvida nao foi identificada pela metodologia de
investigagdo empregada.

Portanto no Brasil, ndo se tem uma idéia da real situagdo da doenga causada por
Mycobacterium bovis em humanos devido, principalmente, a escassez de
diagnasticos de precisdo, visto que em sua maioria ¢ feita apenas a baciloscopia do
escarro, a deficiéncia de trabalhos de pesquisa e de estudos epidemioldgicos que
identifiquem corretamente 0 agente causador da tuberculose, associada a
possibilidade de uma infec¢do primaria silenciosa com posterior reativagdo em um
momento oportuno, como ocorre, por exemplo, em pacientes com SIDA (Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida) (Souza et al, 1999 e Roxo, 1996).

Além da infecgdo com o virus HIV, a desnutri¢ao, o diabetes, o uso de drogas
ilicitas e outros fatores predispdem a infecgdo por micobactérias e ao
desenvolvimento da tuberculose, devido ao imunocomprometimento dos individuos
(Suazo, 2003 e Ferreira Filho, 2003).

Apesar dos programas de controle o HIV vem afetando novos individuos a cada
dia. De acordo com os dados obtidos no Rio de Janeiro, 35.6% dos pacientes com
tuberculose tratados entre 1995-1998 eram também portadores de HIV (Opas, 2004).

Nos bovinos, segundo uma comunicagao da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), a tuberculose ocorre em diversos estados
brasileiros e causa grandes prejuizos econdomicos mas, ndo se sabe precisamente a
sua prevaéncia. A distribuicdo regional também ndo estd completamente
caracterizada e faltam dados das perdas que a doenga provoca. Ainda segundo este
comunicado, a tuberculose bovina é uma doenga incuravel ¢ quando detectada, o
animal deve ser sacrificado. O controle da doenga ¢ dificil, visto que ainda ndo
existe vacina. Finalmente o documento afirma que esta doenca ¢ um problema maior

para os produtores de leite e aerta sobre a importancia de se adquirir somente



animais comprovadamente sadios e de se adotar medidas higiénicas na propriedade
realizando-se periodicamente testes diagndsticos nao s6 nos bovinos mas, também
nas pessoas envolvidas com trabalho diario na propriedade (Fapemig, 2004).

De acordo com Roxo, (1996) e Zanini et al, (2001), no Brasil, em 1986, a
prevaléncia da tuberculose comprometia entre 0,9 a 2,9%, da populagdo de bovinos
afetando ainda, segundo Roxo (1996), entre 6,2 e 26,3% dos rebanhos apresentavam
animais infectados.

Os dados de notificacdes oficiais de tuberculose bovina no Brasil, apontaram
para uma prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de
1989 a 1998 e, de acordo com |levantamento realizado entre 1999 e 2000, em Minas
Gerais, nas regides do Tridngulo Mineiro, centro e sul, envolvendo
aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000 bovinos, a prevaléncia 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 mecanizacdo da ordenha e de tecnificagdo da produgdo
(Belchior, 2001). Pardo, (2001) afirma que somente 40% dos testes realizados sio
notificados.

Sakamoto et a, (1999) elaborou no estado de Sdo 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 dispersio da doenga, fornecendo dados
de epidemiologia com o objetivo de control e da enfermidade nagquel e estado.

O tratamento da tuberculose bovina ndo é recomendado mas, em um estudo
conduzido por Soerensen et a, 1992 no estado de Sio Paulo, realizou-se o
tratamento da doenca com o objetivo de sua erradicagdo. Neste estudo, os animais
tuberculino positivos com lesdes abertas foram sacrificados, realizando-se
tratamento curativo dos animais positivos mas, com lesdes fechadas e tratamento
preventivo dos negativos. A droga utilizada foi a isoniazida via oral, administrada
durante um ano. Apbs este periodo os animais ainda reagentes foram sacrificados,
tendo-se constatado a presenca de lesdes minimas de tuberculose, ja em processo de
calcificagdo. Os animais foram entdo controlados através da tuberculinizagio
semestral por mais um ano, nao tendo sido constatado nenhum animal doente. Por
outro lado, Roxo, (1996) afirma nao ser possivel, através de tratamento, a
eliminacao de todos os animais portadores do agente tuberculoso, e que, desta

maneira, afonte deinfeccao ¢ mantida perpetuando a doenga no rebanho.



Pardo et a, (2001) isolou 0 Micobacterium Spp. de leite de vacas suspeitas de
tuberculose no estado de Sao Paulo e encontrou resultados semelhantes a um estudo
realizado em Cuba, no qual a uma freqiiéncia de isolamento do agente, a partir, das
amostras analisadas foi de 10%. Depois de realizar cromatografia em camada
delgada e observar o aspecto das colonias, o tempo e temperatura de crescimento,
concluiram que os agentes isolados eram constituidos de M. bovis (5,26%), M.
avium (5,26%), M. fortuitum (10,52%) e Micobacterium spp. (78,95%), reforcando a
importancia da transmissdo por leite visto que 47% do leite consumido nas areas
urbanas e rural do Brasil ¢ ainda in natura.

Freitas et al, (2001) pesquisaram a tuberculose em buafalos do Estado do Para e
encontraram uma prevaléncia de 7,7% de lesdes suspeitas em carcagas. Concluiram
gue a via respiratoria foi a principal rota de infecgdo. Quanto a espécie de agente,
67,3 % das amostras isoladas era de M. bovis, tendo sido isolado também o M.
gordonae de figado e linfonodo retrofaringeano, sendo este o primeiro registro em
literatura do isolamento desta espécie de micobactéria em bubalinos.

Jorge, (2001) estudou a aplicagdo de testes especificos e presuntivos para o
diagnostico da tuberculose bovina no estado de Mato Grosso do Sul e concluiu que
diferentes métodos foram capazes de detectar casos de infec¢do por M. bovis. Foram
realizadas analises laboratoriais, testes in vivo € exames post-mortem. O diagndstico
post-mortem evidenciou correlagdo parcial entre a inspegao sanitaria de carcacas
durante o abate e a presenca de micobactérias em cortes histologicos, bem como
com seu isolamento depois de cultivado. Por outro lado, a correlagao entre a
presenga de granuloma e o isolamento foi completa. A autora considerou que apesar
da pequena amostra utilizada no trabalho a freqiiéncia da tuberculose no Estado
pode ser considerada significativa pois observou que 11,1% das amostras de
linfonodos analisadas foram positivas para micobactéria.

Arajjo, (2004) cultivou 72 amostras condenadas pelo exame macroscopico na
inspegdo sanitaria e observou a presenga de BAAR em 17 (23,6%) destas. A espécie
M. bovis foi confirmada através de PCR em 13 amostras e a autora concluiu que o
gado de corte de Mato Grosso do Sul constitui um reservatorio de M. bovis e devido
a auséncia de crescimento micobacteriano em lesdes granulomatosas sugestivas de
tuberculose ha a necessidade da avaliacdo simultdnea com outros recursos

diagnosticos.



1.8.2.1. Plano Nacional de Controle e Erradicacio

Em 1999, a Associagdo Brasileira de Buiatria organizou grupos para discussio
acerca do controle da tuberculose bovina no Brasil, gerando uma proposta de agao
encaminhada a0 Ministério da Agricultura Pecuaria ¢ Abastecimento (MAPA), o
gual constituiu um grupo de trabalho com participagcao de especialistas e
pesquisadores em epidemiologia, em medicina veterinaria preventiva, € em servigos
de inspegdo e defesa sanitaria animal gerando o Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) instituido em 10 de janeiro de
2001, (Brasil, 2001).

Este programa tem como objetivo diminuir a prevaléncia e a incidéncia de novos
casos, tanto de tuberculose como de brucelose no Brasil, e mehorar a
competitividade da pecuaria nacional, através da criagdo de um ntimero significativo
de propriedades certificadas como livres ou monitoradas , que oferecam ao
consumidor produtos de origem animal com baixo risco sanitario.

As principais metas estabelecidas pelo Ministério da Agricultura para a
tuberculose, no PNCEBT sdo a certificagdo de propriedades monitoradas; controle
de transito de reprodutores € normas sanitarias para participagdo em exposigoes,
feiras e leildes; credenciamento e a capacitagdo de médicos veterinarios;
diagnostico, apoio laboratorial e educagdo sanitaria. O apoio laboratorial ¢
extremamente necessario para o sucesso do PNCEBT, pois no encontro de lesdes
sugestivas no abate de animais provenientes de propriedades que aderiram ao
PNCEBT, estas lesdes devem ser confirmadas por laboratério, o que ¢ fundamental

no processo de certificagdo destas (Brasil,2004).
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Resumo

O presente estudo verificou a ocorréncia de bacilos alcool-acido resistentes, em
linfonodos de bovinos com lesdes sugestivas de tuberculose observadas durante
inspecdo sanitaria em abatedouros-frigorificos sob Servigo de Inspegdo Federal
(SIF), em Mato Grosso do Sul no periodo de maio a novembro de 2003. Foram
colhidas 63 amostras que, depois de fixadas, foram destinadas a histopatologia e
processadas pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Cortes de 4 m foram
corados pela hematoxilina-eosina (HE) e pela técnica de Ziehl Neelsen-Faraco. A
histopatologia, 74,6% dos casos evidenciaram lesdes granulomatosas caracteristicas
de tuberculose ganglionar, 17,5% apresentaram lesdes nodulares inespecificas e
7,9% inconclusivos, apresentando-se como processos inflamatorios difusos. Bacilos
alcool-acido resistentes foram observados em 70% das 1aminas coradas pela técnica
de Ziehl Neelsen-Faraco.

Palavras-Chave: Tuberculose bovina, Inspecdo de Carne, Frigorifico.

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 4 m 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- Faraco’s technique.

Keywords: Bovine tuberculosis, Meat inspection, M eat-packing-plant.
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INTRODUCAO

A tuberculose ¢ uma zoonose de evolugdo cronica, causada pelo
Mycobacterium bovis, que provoca lesdes granulomatosas, afetando principa mente
as espécies bovina e bubalina (Brasil,2004).

Conforme Souza et a, (1999) foi observado um aumento significativo dos casos
de tubercul ose humana notificados no Brasil, atingindo 85.955 casos em 1992 mas, a
espécie de Mycobacterium envolvida ndo foi identificada pelo método de
diagnostico empregado. Portanto ndo ha dados quanto ao ntimero de pacientes
afetados pelo M. bovis, pois é feita apenas a baciloscopia do escarro. Nos EUA 45%
dos casos fatais Sio atribuidos ao M. bovis.

Com o advento da AIDS, a incidéncia de tuberculose vem aumentando,
associada a imunossupressao do individuo. De acordo com os dados obtidos no Rio
de Janeiro, 35.6% dos pacientes com tuberculose tratados entre 1995-1998 eram
também portadores do virus HIV (Opas, 2004).

Além da infecgdo pelo HIV, a desnutri¢do, o diabetes, o uso de drogas ilicitas e
outros fatores predispoem a infec¢do por micobactérias e ao desenvolvimento da
tubercul ose (Suazo,2003 e Ferreira Filho,2003).

Em relagdo ao rebanho bovino, de acordo com Roxo, (1996) e Zanini et al,
(2001) no Brasil, em 1986, a prevaléncia da tuberculose comprometia entre 0,9 a
2,9%, da populagao de bovinos. Roxo, (1996) afirma ainda que entre 6,2 ¢ 26,3%
dos rebanhos apresentavam animais infectados.

A tuberculose bovina ¢ uma doenga incuravel e quando detectada, o animal deve
ser sacrificado. O controle da doenga ¢ dificil, visto que ainda ndo existe vacina
(Belchior, 2001).

Ainda segundo Belchior, (2001) a doenga ocorre em diversos estados brasileiros
causando Sérios prejuizos econdmicos contudo, a distribui¢do regional ndo esta
completamente caracterizada e faltam dados das perdas que a doenga provoca. A
autora afirma que esta doenga ¢ um problema maior para os produtores de leite e
alerta sobre a importancia de se adquirir somente animais comprovadamente sadios
e de se adotar medidas higiénicas na propriedade realizando-se periodicamente testes
diagndsticos nao s6 nos bovinos mas, também nas pessoas envolvidas com trabalho

diario na propriedade.



Os dados de notificagdes oficiais de tuberculose bovina no Brasil, apontaram
para uma prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de
1989 a 1998 Belchior, (2001) e Pardo, (2001) afirma que somente 40% dos testes

realizados sio notificados.

Os bovinos tuberculosos representam um Sério perigo para a satde publica
devido a possibilidade de transmissdo do agente através do leite e carne consumidos
in natura, dém de sua importancia como doenga ocupacional (Ferreira Neto &

Bernardi, 1997 e Souza et al, 1999).

Brasil, (1997) no Regulamento de Inspegao Industrial ¢ Sanitaria de Produtos de
Origem Animal, em seu artigo 196°, dispde sobre os procedimentos que o inspetor
sanitario deve efetuar quando do encontro de lesdes sugestivas de tuberculose.
Dependendo do tipo e da distribuicao das lesdes ¢ efetuado o julgamento, e o
inspetor deve basicamente decidir por um dos trés destinos da carcaga — condenacao

total, rgeigdo parcial ou esterilizagao pelo calor.

Apesar da importancia que representa a inspecdo sanitaria de carne na
implementagdo de medidas preventivas da tuberculose A avaliagdo baseada
exclusivamente na macroscopia, como ¢ realizado em matadouros-frigorificos pelo
Médico Veterinario responsavel, ¢ muitas vezes questionada por parte dos
produtores ao condenar uma carcaga por tuberculose, visto que a maior parte dos
animais apresenta-se aparentemente saudavel. Também por parte dos veterinarios
existe 0 questionamento de que macroscopicamente outras lesdes podem ser
confundidas com tuberculose e por ser passivel de falhas podem ser emitidos
diagnosticos falsos positivos, com o intuito de se evitar riscos para o consumidor, e
gue motivam a condenagio impropria da carcaga, acarretando prejuizos econdmicos

gue os produtores afirmam ser consideraveis.

Contudo, o achado macroscopico de lesdes de abate nao ¢ o tnico critério para
gue sgja efetuada a condenacdo da carcaca. Também deve ser avaliado o resultado
do teste tuberculinico e s6 deve adentrar as dependéncias do frigorifico os animais
que possuirem Guia de Transito Animal (GTA) que ¢ condicionado a apresentacao
de testes negativos para tuberculose e também para brucelose. Os atestados de
exames negativos para tuberculose sio validos por 60 (sessenta) dias, a contar da
data da colheita de sangue para diagnodstico de brucelose e da realizagdo do teste

para diagnostico de tuberculose. Os testes de diagnostico ndo sdo obrigatérios para



animais com origem em estabelecimento de criagdo monitorado ou livre para
tuberculose (Brasil,2004)

Os estabelecimentos de criagdo que aderiram ao programa e desejam obter o
certificado de estabelecimento de criagao livre ou de monitorado, devem efetuar
diagnosticos de rotina e confirmatdérios no rebanho, ¢ no encontro de lesdes
sugestivas de tuberculose por ocasiao do abate de animais destas propriedades estas
lesdes devem ser encaminhadas para laboratorio oficial ou credenciado para a
redizacao do diagndstico confirmatorio, o que € essencial no processo de
certificagao das propriedades (Brasil, 2004).

O apoio laboratoria e a confirmagdo diagnostico sdo extremamente necessarios
e ¢ portanto uma ferramenta essencial para o sucesso do no programa nacional de
controle e erradicagdo da tuberculose (PNCEBT) visto que davidas podem ser
esclarecidas, prevenindo falhas através de exames post-mortem adequados, como 0s
exames histopatol 6gicos, microbioldgicos ¢ de biologia molecular.

Em se confirmando infec¢ao por Mycobacterium bovis, todos 0s animais de
idade igual ou superior a seis semanas devem ser submetidos a testes de diagnodstico
para tuberculose, destinando 0s reagentes positivos ao sacrificio ou destrui¢do
(Brasil, 2004).

Abatedouros podem ser utilizados como sentinelas da doenga ¢ a partir de
amostras condenadas ser efetuado o cultivo para identificagcdo da espécie e em
estudos mais aprofundados, a identificagdo da cepa predominante na regido
(Sakamoto, 1999).

Para diagnostico em cortes histologicos, os solventes de parafina utilizados na
coloragdo de rotina, dissolvem também os lipideos capsulares das micobactérias,
impedindo sua coloragdo. Este problema foi satisfatoriamente contornado quando
Faraco modificou atécnica de coloragdo desenvolvida por Franz Ziehl & Friederich
Neelsen, utilizada para esfregacos de micobatérias, realizando o reengorduramento
dos bacilos com substancias oleosas de origem mineral, animal ¢ vegetal
(Michalany, 1980).

O presente estudo teve como objetivo descrever o aspecto morfoldgico de lesdes
sugestivas de tuberculose ao abate e pesquisar a presenga de BAAR nas lesdes
granulomatosas diagnosticadas como tuberculose e estudo confirmou a importancia
da inspegdo sanitaria frente aos atuais métodos diagndsticos visto que 70% das

lesdes continham BAAR.



MATERIAIS E METODOS

O materia bioldgico objeto deste estudo constou de 63 amostras de linfonodos
de bovinos apresentando lesdes granulomatosas com caracteristicas de tuberculose.
As referidas amostras foram colhidas durante o0 periodo de maio a novembro de
2003 em bovinos abatidos em 05 abatedouros-frigorificos de Mato Grosso do Sul
sob Servico de Inspecdo Federal (SIF). Os animais cujos ganglios linfaticos
apresentaram lesdes compativeis com aquelas causadas pela tuberculose eram

provenientes de diferentes regides do Estado, bem como de Minas Gerais ¢ Goias.

As amostras foram retiradas de lesdes nodulares, hemorragicas ou ndo, de
tamanhos e formas variados, contendo exudato purulento, caseoso ou calcificado,
observadas durante a inspegao sanitaria em linfonodos de bovinos cujas carcagas
foram desviadas para o Departamento de Inspegao Final (DIF) por apresentarem, ao
exame macroscopico, alteracdes sugestivas de tuberculose. A caracterizagdo das
lesdes foi de acordo com o Regulamento de Inspegdo Industrial e Sanitaria de

Produtos de Origem Animal — RIISPOA, artigo 196 (Brasil, 1997).

As amostras dos linfonodos, com no maximo 1,0 cm de espessura, foram
acondicionadas em recipientes plasticos de boca larga, contendo formol a 10%, na
propor¢ao de 5 a 10 partes de fixador para cada parte de material colhido e
encaminhadas ao laboratério de Anatomia Patologica do Nucleo de Ciéncias

Veterinarias da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Uma vez no laboratorio, os espécimes foram fotografados e recortados com, no
méximo 8,0 mm de espessura, de forma que cada fragmento de lesdo se constituisse
de todas as camadas do granuloma, isto ¢, a transi¢do entre a lesdo ¢ o tecido

ganglionar aparentemente normal, a capsula e o material necrético.

Depois de fixados, os materiais foram processados pela técnica rotineira de
inclusio em parafina e microtomizados a 4 m, obtendo-se duas laminas
histologicas de cada bloco (Luna, 1968).

Uma das laminas, de cada amostra foi corada pela Hematoxilina-Eosina (HE)
(Luna, 1968) e outra submetida a coloragdo de Ziehl-Neelsen-Faraco (Michaany,
1980 e Mendes Luz & Zancheta Neto, 2002). Para a coloracdo de Ziehl Neeelsen-
Faraco empregou-se o protocolo modificado por Mendes Luz & Zancheta Neto
(2002).



Cada bateria de coloracdo era constituida de laminas de casos a serem avaliados
e mais duas para controles positivo e negativo.

Os cortes histologicos corados com HE foram avaliados em microscopio de luz
com o objetivo de se observar alteragdes histopatoldgicas e, nos corados pelo Ziehl-
Neelsen-Faraco, procurou-se pela presenca de BAAR. As lesoes significativas e os

bacilos evidenciados pela coloragio especial foram fotomicrografadas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Macroscopicamente, as ateragoes histopatoldgicas observadas nos linfonodos
examinados constaram de nodulagdes que variavam desde uma estrutura
discretamente diferente do tecido adjacente, a presenga de massa amorfa de material
caseoso circundada por uma capsula de tecido conjuntivo. Estas lesdes eram de
coloragdo cinza-esbranquicada, de nimero ¢ dimensdes variadas e geralmente bem
delimitadas do restante do tecido normal. Algumas apresentavam contorno irregular
(Fig.1). Este padrao de lesdo esta de acordo com o descrito macroscopicamente por
(Thoen et al, 1981 e Dungworth et a, 1992) para casos de tuberculose em
linfonodos de bovinos.

Microscopicamente, do total de amostras de linfonodos coradas pela HE, 47
(74,6%) evidenciaram lesio histoldgica caracteristica de um processo inflamatorio
do tipo granulomatoso (Fig.2) As lesdes mais recentes apresentavam-se como uma
colegdo densa de células com nucleos vesiculosos e citoplasma palidamente corado
conferindo-lhes uma aparéncia com células epiteliais que, na maioria das vezes, se
dispunham em palicada (Fig.3). De acordo com Dungworth et al, (1992), estas sdo
denominadas epitelidides devido a sua semelhanga com células epiteliais e se
arranjam na tentativa de criar uma barreira a difusdo do agente. Nos casos mais
avangados, especialmente naqueles em que, macroscopicamente havia
desenvolvimento nodulos encapsulados, observou-se uma intensa proliferagdo
histiocitaria ¢ fusao das células epiteliodes, dando origem a células gigantes tipo
Langhans (Fig.3). As células do centro da lesdo evidenciaram um franco processo
necrotico, apresentando-se como uma massa intensamente corada pela eosina em
Cujo centro, na maioria dos casos, observava-se material amorfo acidofilico (Fig.2).
Estes achados, de acordo com Dungworth et a, (1992) e (Jones et a, 2000),
correspondem a necrose do tipo caseificagdo e a calcificagao distrofica, que

normalmente acompanham 0s processos tuberculosos. Na parte externa deste tipo



de lesdo foi observada consideravel proliferacao fibroblastica, bem como abundante
infiltrado mononuclear, constituido predominantemente de macréfagos e linfocitos.
Havia também ocasionais polimorfonucleares, com predominancia de neutréfilos e
poucos eosinofilos. Este tipo de lesdo ¢ classificado como granuloma completo,
amplamente observado em casos de infecgdes cronicas pelo bacilo da tuberculose. O
resultado do exame histopatol 6gico esta representado na Tabela.

Tabela: Diagnodstico histopatolégico em cortes histologicos de lesdes sugestivas de

tuberculose em bovinos, observadas durante a inspegao post mortem de animais
abatidos em Mato Grosso do Sul, durante o periodo de maio a novembro de 2003

Diagnéstico N° de amostras % de amostras
Granuloma completo 47 74,6
Lesdes nodulares inespecificas 11 17,5
Inconclusivos' 5 7.9
Totd 63 100

1 . . . . . N
Consideraram-se inconclusivos os casos em que as lesdes observadas eram difusas e ndo 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 lesdes nodulares inespecificas, constituidas de uma
capsula fibrosa vascularizada envolvendo uma banda de células inflamatorias, com
predominancia de neutréfilos, os quais, & medida que se aprofundavam na lesdo
tornavam-se degenerados, evoluindo para necrose do tipo liquefativa, na maioria das
vezes sem presenca de precipitado de calcio. Este tipo de alteracdo caracteriza-se, de
acordo com Thomson, (1983), compativeis com abscesso constituido de capsula,

membrana piogénica e tecido necrotico de liquefagéo.

Finalmente, em 5 casos, ou em 7,9% 0 processo inflamatorio era difuso e, por
isto, considerado inconclusivo. Este tipo de lesio ndo permite que o processo
patologico que afeta o linfonodo segja morfologicamente caracterizado como

granulomas ou abscessos.

Das 63 amostras submetidas a coloragdao de Ziehl-Neelsen-Faraco, 44 (70%)
evidenciaram a presenga de BAAR. O microorganismo aparece como bacilo corado
em vermelho, distribuido difusamente ou no interior de macrofagos (Fig.4). Apesar
desta colorag@o ser preconizada para o diagnostico de infec¢des bor BAAR, entre 0s
guais situa-se 0 agente da tuberculose, conforme afirma Michalany (1980), nao ha

referéncias a respeito de sua precisao como meio de diagnostico.



Na técnica utilizada neste trabalho segundo Mendes Luz & Zancheta Neto,
(2002) a qua ¢ utilizada na rotina do Hospital Universitario da UFMS,
consideramos uma vantagem o fato da utilizagdo do calor para forgar a coloragdo
pela fucsing, fato este que foi o principio descoberto por Ziehl ¢ Neelsen em 1882-
83, e também utiliza o processo de reengorduramento estabelecido por Faraco, em
1938, portanto utiliza o melhor de cada uma das técnicas, podendo oferecer um

melhor e mais confiavel resultado.

Neste estudo as lesdes foram predominantes em linfonodos, isto se deve talvez
ao fato de que a lesdo inicial nos pulmdes muitas vezes ¢ de dificil visualizagdo

durante ainspegéo sanitaria.

Latini et al,(1997) efetuaram um levantamento da prevaléncia de infecgdo por M.
bovis em bovinos abatidos em frigorificos da provincia de Santa Fé na Argentina
através de cultivo e isolamento da bactéria, e de exames histopatoldgicos.
Concluiram que a grande maioria das lesdes foi diagnosticada adequadamente na
inspecdo e que o exame histopatologico foi uma técnica sensivel para confirmar as
lesdes suspeitas  (80%) sendo que 59,1% das lesdes apresentavam localizagdo
pulmonar.

Jorge, (2001) estudou a aplicagdo de testes especificos e presuntivos para o
diagnostico da tuberculose bovina no estado de Mato Grosso do Sul e concluiu que
diferentes métodos foram capazes de detectar casos de infec¢do por M. bovis. Foram
realizadas analises laboratoriais, testes in vivo € exames post-mortem. O diagnostico
post-mortem evidenciou correlagdo parcial entre a inspe¢ao sanitiria de carcagas
durante o abate e a presen¢a de micobactérias em cortes histologicos, bem como
com seu isolamento depois de cultivado. Por outro lado, a correlagdo entre a
presenca de granuloma e o isolamento foi completa. A autora considerou que apesar
da pequena amostra utilizada no trabalho a freqiiéncia da tuberculose no Estado
pode ser considerada significativa pois observou que 11,1% das amostras de
linfonodos analisadas foram positivas para micobactéria.

Arajjo, (2004) cultivou 72 amostras condenadas pelo exame macroscopico na
inspegdo sanitaria e observou a presenga de BAAR em 17 (23,6%) destas. A espécie
M. bovis foi confirmada através de PCR em 13 amostras e a autora concluiu que o
gado de corte de Mato Grosso do Sul constitui um reservatorio de M. bovis e devido

a auséncia de crescimento micobacteriano em lesdes granulomatosas sugestivas de



tuberculose ha a necessidade da avaliacdo simultdnea com outros recursos

diagnosticos.

Neste estudo constatamos que uma grande parte dos animais abatidos eram
provenientes de diversas propriedades e adquiridos pelos proprietarios que os
encaminhavam ao abate. Os produtores na verdade nao conhecem bem a origem dos
animais, visto que adquirem animais de outros municipios e as vezes até de outros
estados.

Embora os métodos ndo sejam comparaveis houve uma grande concordancia
entre inspecdo ¢ BAAR. Ndo ha excesso de condenagdo pois o SIF segue o
RIISPOA e condena aguilo que julga impréprio para o consumo, ¢ o produtor
perderia da mesma forma, sendo ou nao tuberculose. Contudo, a inspe¢ao deveria

ser mais detalhada paraidentificar lesdes pouco visiveis.

Mesmo nao sendo possivel afirmar que os BAAR encontrados sejam
micobactérias tuberculosas, este estudo confirma a importancia da inspe¢ao sanitaria
frente aos atuais métodos diagnodsticos visto que a maioria das lesdes continham

BAAR.

Empregando os atuais recursos disponiveis, e considerando que métodos de
cultivo e outros existentes nio ddo um rapido diagnostico e muitas vezes nao
conseguem um grande nimero de isolamento de micobactérias nas amostras,
podemos confirmar através dos resultados deste trabalho que a inspegdo sanitaria é,
no momento, 0 mais viavel método de acordo com os objetivos econdmicos e de

protecao a saide humana para tomada de decisao quanto ao destino de carcagas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O método empregado no estudo foi capaz de identificar BAAR em 70% das
lesdes condenadas nos abatedouros-frigorificos. Ndo é possivel afirmar porém,
apenas por este exame, que se trata de tuberculose, visto que outras bactérias como
Nocardia sp. € Rodococcus equi apresentam as mesmas caracteristicas tintoriais.
Contudo ¢ justificado o seu uso para que a partir das amostras condenadas como
positivas para tuberculose sejam identificados bacilos alcool-acido-resistentes. Este
estudo confirma a importancia da inspegdo sanitaria frente aos atuais métodos

diagnosticos visto que a maioria das lesdes continham BAAR.

Empregando os atuais recursos disponiveis, visto que métodos de cultivo e
outros existentes ndo ddo um rapido diagnostico e muitas vezes ndo conseguem um
grande numero de isolamento de micobactérias nas amostras, podemos confirmar
através dos resultados deste trabalho que a inspe¢do sanitdria tem grande
importancia, uma vez que, no momento, ¢ o mais viavel método de acordo com os

objetivos economicos e de protegdo a satide humana.

Tais objetivos visam a aplicacdo de medidas de controle da tuberculose,
considerando a nova filosofia de controle de qualidade dos produtos de origem
animal, que integra as fungdes de inspecdo, controle de qualidade e vigilancia
sanitaria em toda a cadeia produtiva ao considerar o principio da rastreabilidade.
Tais procedimentos permitem melhores defini¢des de risco, com reflexos diretos na
economia e na prevengio da satude publica ¢ animal. Ha necessidade de se adotarem
estratégias que combinem os recursos anatomopatologico, histopatologico e
microbiologico entre si e com outros, como a tuberculinizagdo e outros mais
modernos e de maior desempenho, com vistas ao aprimoramento das agdes de

decisio sanitaria do médico veterindrio.



