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RESUMO

FRANCA, L. R. Diagnodstico anatomopatologico e histologico de lesGes
macroscopicas sugestivas de tuberculose bovina. 114 p. 2013.
Dissertacao (Mestrado Profissional em Defesa Agropecuaria) — Centro de
Ciéncias Agrarias Ambientais e Bioldgicas, Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia, Cruz das Almas, 2013.

O papel de destaque que o Brasil desfruta atualmente na producao de carne
bovina, implica em que este produto apresente elevada qualidade e baixo risco
sanitario. Neste sentido, os matadouros frigorificos se constituem em um
relevante instrumento de vigilancia epidemioldgica de enfermidades, sobretudo
as de carater zoondtico, dentre as quais se destaca a tuberculose, por
apresentar grande impacto econémico e na saude publica. A inspegdo sanitaria
em matadouros faz a condenacao parcial ou total das carcacas portadoras de
lesdes sugestivas de tuberculose. No entanto, o diagndstico post-mortem
apresenta limitacdes, uma vez que muitos processos inflamatorios
granulomatosos apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes as
descritas para tuberculose. O diagndstico laboratorial, em adicdo aos
procedimentos da inspecgdo, auxiliaria na tomada de decisOes sanitdrias, além
de permitir uma avaliagao mais precisa das lesdes, de forma a servir de apoio
ao médico veterinario inspetor. O objetivo deste estudo foi verificar a eficacia
dos procedimentos de inspecao na deteccao de lesGes sugestivas de
tuberculose e determinar a prevaléncia dessas lesdes em bovinos abatidos na
regiao Sudoeste da Bahia. No periodo de marco a novembro de 2012 foram
inspecionados 58.268 bovinos abatidos em um matadouro frigorifico em Vitoria
da Conquista. A inspecdo consistiu na avaliacdo sistematica dos ganglios
linfaticos e drgdaos em busca das lesdes sugestivas, por meio de exame visual e
tatil com posterior incisdo dos ganglios linfaticos. Setenta (0,12%) animais
abatidos apresentaram 99 linfonodos com lesdes sugestivas de tuberculose. Ao
exame histopatoldgico, 60,6% das amostras apresentaram lesOes histoldgicas
caracteristicas de processo inflamatério do tipo granulomatoso, sugestivas de
micobactérias. Das amostras coradas com Ziehl-Neelsen, 10,01% apresentaram
bacilos alcool-acido resistentes, sendo, portanto, positivas para micobactérias.
Em conclusdo a prevaléncia de carcacas bovinas com tuberculose no Sudoeste
da Bahia é baixa e os procedimentos na rotina de inspecao post mortem sao
satisfatdrios para detectar lesdes sugestivas desta zoonose.

Palavras-chave: Diagnostico, granuloma, inspegao, Mycobacterium spp.



ABSTRACT

FRANCA, L. R. Pathological and histological diagnosis of macroscopic
lesions suggestive of bovine tuberculosis. 114 p. 2013. Dissertation
(Professional Masters in Agriculture Protection) — Center for Agricultural
Sciences Environmental and Biological, Federal University of Bahia Reconcavo,
Cruz das Almas, 2013.

The prominent role that Brazil currently enjoys in beef production implies that
this product shows high quality and low health risk. In this sense,
slaughterhouses constitute an important tool for epidemiological surveillance of
diseases, especially zoonotic, among which stands out tuberculosis, due to its
large economic and public health impact. The sanitary inspection in
slaughterhouses makes the partial or total condemnation of carcasses with
suggestive lesions of tuberculosis. However, post-mortem diagnosis is limited,
since many inflammatory granulomatous process present morphological
characteristics similar to those described for tuberculosis. Laboratory diagnosis,
in addition to the inspection procedures would help in making health decisions,
besides allowing a more accurate assessment of lesions in order to provide
support to the veterinary inspector. The aim of this study was to verify the
effectiviness of inspection procedures for the detection of suggestive
tuberculosis lesions and determine the prevalence those lesions in cattle
slaughtered in Southwestern Bahia. From March to November 2012, 58,268
slaughtered animals were inspected in a slaughterhouse in Vitoria da Conquista.
The inspection consisted in a systematic evaluation of the lymph nodes and
organs searching for suggestive lesions, through visual and tactile examination
with subsequent incision of the lymph nodes. Seventy (0.12%) slaughtered
animals presented 99 lymph nodes with suggestive lesions of tuberculosis. To
histopathology, 60.6% of the samples had histological lesions characteristic of
inflammatory granulomatous process, suggestive of mycobacteria. From
samples stained with Ziehl-Neelsen, 10.01% had acid-fast bacilli resistant, and
therefore positive for mycobacteria. In conclusion, the prevalence of cattle
carcasses with tuberculosis in Southwestern Bahia is low and the procedures in
routine post mortem inspection are satisfactory for detecting lesions suggestive
of this zoonosis.

Keywords: Diagnosis, granuloma, inspection, Mycobacterium spp
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1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva da carne no Brasil sofreu intensas transformacdes com a
aplicacao de novos modelos de producdo, inserindo-se nesse contexto o
melhoramento genético e a implementacdo de programas sanitarios, os quais tém
permitido ganhos em produgao e produtividade. O Brasil, particularmente por deter o
maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com 212,8 milhdGes de cabecas,
precisa que os produtos de origem animal destinados ao mercado externo e interno

apresentem elevada qualidade e baixo risco sanitario (BRASIL, 2006).

A obtencao higiénica de carnes depende de dois fatores fundamentais: em primeiro
lugar da sanidade do animal e em segundo, do ambiente que o cerca até a obtengdo
do produto processado (OLIVEIRA et al., 2010). Nesse sentido, os matadouros
frigorificos constituem-se em relevante instrumento de vigilancia epidemioldgica de
enfermidades, em especial as de carater zoondtico, possibilitando a realizacao de
estudos com o intuito de avaliar a eficacia dos programas de controle e erradicacao

dessas enfermidades (FONSECA et al., 2008).

Dentre as zoonoses alimentares detectadas durante o exame post mortem nos
matadouros frigorificos destaca-se a tuberculose, enfermidade grave que apresenta
grande impacto econémico e na salude publica. O agente etioldgico da tuberculose,
pertencente ao género Mycobacterium, contém mais de 50 espécies, entre as quais

se destacam as incluidas no complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis,



M. bovis, M. africanum e M. microti) pelo fato de serem patogénicas para o homem

(PINTO, 2003).

Em bovinos, embora a doenca seja causada principalmente pelo M. bovis, o M.
tuberculosis, ainda que em menor proporcao, pode causar a forma subclinica da
infeccao, tendo com principal fonte de infeccao o contato com seres humanos
infectados. Dados de notificagdes oficiais indicam prevaléncia média nacional de
1,3% de animais reagentes a tuberculina no periodo de 1989 a 1998 (BRASIL,

2006).

A inspecao sanitaria em matadouros frigorificos faz a condenagdo parcial ou total das
carcagas portadoras de lesdes presuntivas de tuberculose no exame post mortem, o
que, além de ser amparado legalmente, constitui-se um excelente meio de vigilancia
a doenca. No entanto, o diagndstico post mortem apresenta limitacdes, uma vez que
muitos processos inflamatdrios granulomatosos apresentam caracteristicas
morfoldgicas semelhantes as descritas para tuberculose. Estas lesGes estdao
presentes em infecgdes causadas por microrganismos, tais quais, Corynebacterium
pyogenes, Actinomyces bovis, Actinobacillus lignieresi, por fungos, na infestacao por

larvas de parasitos e até por alguns processos neoplasicos (SALAZAR, 2005).

Em ambientes, na qual a tuberculose humana e animal coexistem, o exame post
mortem de bovinos abatidos para o consumo, em conjunto com o exame laboratorial
das lesOes sugestivas de tuberculose sdo etapas fundamentais para o diagndstico da

tuberculose, bem como, para se estimar a prevaléncia desta enfermidade, podendo-



se assim determinar o risco da infeccao e suas implicacbes zoondticas em humanos.
Além disto, o diagndstico laboratorial, em adicdo aos procedimentos da inspecao
auxiliaria na tomada de decisOes sanitarias, permitindo uma avaliacdo mais precisa
das lesdes macroscopicas encontradas nos tecidos de forma a estabelecer padroes

morfoldgicos que sirvam de apoio ao médico veterinario inspetor (CORNER, 1994).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi correlacionar as lesdes macroscépicas sugestivas
de tuberculose bovina, detectadas na rotina de inspecdo em matadouro frigorifico,

com os achados microscopicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever o aspecto morfoldgico das lesdes macroscdpicas sugestivas de

tuberculose ao abate;

- Realizar o exame histopatoldgico e verificar a presenca de bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR) nas lesOes granulomatosas com diagndstico post mortem

presuntivo de tuberculose;

- Descrever a prevaléncia de lesOes sugestivas de tuberculose em bovinos abatidos

na regiao Sudoeste da Bahia.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS HISTORICOS DA TUBERCULOSE

Sao numerosas as referéncias feitas anteriormente ao perigo que representava para
o homem o consumo de carne de animais sofrendo de caquexia, sendo muito
provavel que nesta designacdo estivesse incluida a tuberculose bovina. No Talmud,
codificado em fins do século II, os rabinos proibiam ao povo hebreu utilizar-se de
carne de bovinos em cujos pulmdes fossem encontradas lesdes ulcerativas. Em
Munique, por volta de 1307, foi promulgada uma lei semelhante a do Talmud e em
Leipzg, 1788, a morte de 12 estudantes foi atribuida a ingestdo de carne de animal

tuberculoso (SOUZA et al., 1999).

A histéria natural da doenga comecou a ser compreendida em 1810, quando
Carmichael observou uma ligacdo entre escréfula e o consumo de leite de vaca em
criangas, concluindo equivocadamente que a doenca era desencadeada por fatores
nutricionais. Klencke em 1846 se aproximou um pouco mais da verdade observando
uma freqiiéncia maior de linfadenite tuberculosa entre criancas alimentadas com leite
de vaca do que naquelas amamentadas com leite materno, concluiu ser o leite a
"fonte" dessa doenca. Menos conhecidas foram as declaracdes do veterinario James
Law em 1877, o qual afirmou que a tuberculose bovina era uma doenca contagiosa,

transmitida por meio de inoculagdo ou ingestdo do tubérculo. Law também



acreditava que os seres humanos poderiam ser infectados ao comer carne mal cozida
ou ao ingerir leite fresco de bovinos tuberculosos (FERREIRA NETO; BERNARDI,

1997).

Em 1882, Robert Koch declarou que o bacilo da tuberculose em humanos e bovinos
seria 0 mesmo, e, por conseguinte, as formas de tuberculose humana e bovina eram
idénticas. Ao fazé-lo, Koch aparentemente estava negligenciando o trabalho do
médico francés Jean Antoine Villemin, que, em 1868, usando coelhos, descreveu a
maior viruléncia do bacilo da tuberculose bovina em comparacao com o bacilo da
tuberculose humana. Em 1883, pouco depois do anuncio de Koch, os médicos
Emanuel Klein e Heneage Gibbs, anunciaram diferencas entre os bacilos da
tuberculose bovina e da tuberculose humana, em uma experimentacao conduzida
com pequenos animais a partir de material obtido de vacas tuberculosas. Eles
demonstraram repetidamente que a cobaia de porco era suscetivel a ambos os
bacilos da tuberculose humana e bovina, no entanto, o coelho foi apenas suscetivel

ao bacilo da tuberculose bovina (PALMER; WATERS, 2011).

Estudos experimentais de transmissao conduzidos por Theobald Smith, em 1897,
usando bezerros experimentalmente inoculados com escarro de tuberculose humana
demonstraram que os bacilos humanos possuiam uma baixa viruléncia para o gado.
Em 1901, Koch tinha concluido que ndo havia uma diferenca entre bacilo da
tuberculose bovina e humana, mas que havia pouco perigo de transmissao do bacilo

bovino para o homem. Depois de ser confrontado com evidéncias de outros



cientistas, em 1908, no Sexto Congresso Internacional de Tuberculose, Koch
modificou a sua posicao, admitindo que a infeccao bovina pudesse ocasionalmente

ocorrer em humanos (SALAZAR, 2005).

Em 1900, na Gra-Bretanha, uma Comissao Real sobre Tuberculose foi formada para
revisar o conhecimento sobre a doenca e fornecer orientacdo adequada para a
tomada de decisdes politicas. Um membro da Comissdao Real foi o cientista
veterinario Sir John McFadyean, em seu relatério de 1907, ficou claro que eles
sentiram nas afirmagdes de Koch um erro, concluindo que os fatos indicariam uma
proporcao muito grande de tuberculose contraida pela ingestdo de produtos de
origem animal contendo o bacilo da tuberculose de origem bovina e que uma
quantidade consideravel de doencas e perdas de vida, especialmente entre os
jovens, devia ser atribuida ao consumo de leite de vaca contendo bacilo da
tuberculose, indicando a necessidade de medidas mais rigorosas do que as aplicadas
na época deveriam ser tomadas para evitar a venda ou o consumo de tal leite

(MARTINS, 2004).

Em 1900, a tuberculose foi a principal causa de morte nos Estados Unidos. Mais de
25% de todas as mortes foram devido a doencas transmitidas pelo ar, sendo
tuberculose a mais importante. Estima-se que aproximadamente 10% de todos os
casos de tuberculose humanos foram resultantes da exposicao a gado ou produtos
bovinos tuberculosos. Na reunido anual de 1907 da Associagdo de veterinarios

sanitaristas dos EUA, Dr. Charles G. Lamb enfatizou a necessidade de veterinarios



sanitaristas e autoridades de saude publica atuarem juntos no controle das doencas
contagiosas, especialmente a tuberculose bovina. Citando a transmissao da
tuberculose bovina através do leite como um exemplo, Dr. Lamb apontou a
necessidade de se ter um veterinario em todos os Conselhos de Saude Publica.
Portanto, o "Conceito de uma Unica Satde", hoje predominante, e que oculta a linha
entre a medicina humana e medicina animal, tem sido desde ha muito reconhecido
como estrategicamente benéfico para o controle das doengas zoondticas (PALMER;

WATERS, 2011).

Tendo em vista a dimensdo do problema e sua importancia para a saude publica,
muitos paises adotaram programas de controle da doenca, tais como: rotina de
inspecao de carnes, pasteurizacdo do leite e medidas de controle da doenca nas
populagbes animais. No Brasil, Torres e Pacheco, em 1938, informaram sobre o
isolamento do bacilo do tipo bovino de lesdes humanas, tratando-se da primeira

publicacao da literatura médica nacional (SOUZA et al., 1999).

Até 1970, o bacilo bovino foi considerado uma variante do M. tuberculosis e
denominado M. tuberculosis variante bovis ou M. tuberculosis subespécie bovis.
Neste mesmo ano, Karlson e Lessel propuseram sua classificacdo como espécie
individual, denominada M. bovis (FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997). De 1988 a
1992, houve um aumento no numero de notificacdes de tuberculose no Brasil,
chegando a 85.955 casos. Nestes casos, nao foi possivel a identificacdo da espécie

de Mycobacterium envolvida (SOUZA et al., 1999).



3.2 ETIOLOGIA

As micobactérias causadoras da tuberculose pertencem a ordem Actinomycetales,
familia Mycobacteriaceae e ao género Mycobacterium, sao bastonetes curtos
aerdbicos, imdveis, ndo capsulados, nao flagelados, apresentando aspecto granular
quando corados, medindo de 0,5 a 7,0 ym de comprimento por 0,3 um de largura. O
tempo de multiplicacdo € geralmente lento e apresenta grande variacao dentro do
género, o que permite dividi-las em micobactérias de crescimento rapido
(crescimento visivel em menos de sete dias) e em micobactérias de crescimento
lento (crescimento visivel em mais de sete dias). As espécies, em sua maioria, sdo
saprdfitas, vivem e replicam-se em ambientes naturais, ao passo que uma pequena
parcela adapta-se ao ambiente intracelular, tornando-se  patdgenos

preferencialmente de vertebrados superiores (BIET et al., 2005).

Ao abrigo da luz, as micobactérias podem sobreviver por varios meses e nas
pastagens por até dois anos. Porém, essas bactérias morrem pela pasteurizagdo do
leite, ou acao da luz solar direta em ambiente seco. Resistem muitas horas ou dias
aos desinfetantes comuns, contudo alguns fenois organicos conseguem mata-las em

meia hora, quando usados a 3% (CASTRO et al., 2009).

Para a maioria das micobactérias, a temperatura 6tima de crescimento varia de 35°C
a 37°C. Para seu crescimento, podem ser utilizados os meios sélidos, como os meios

de Léwenstein Jensen, Petragnani e Middlebrook 7H10 e 7H11 para M. tuberculosis,
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sendo que Stonebrink € o Unico meio utilizado para isolamento de M. bovis. O M.
bovis tem dificuldade em se desenvolver em meios glicerinados, e por este motivo se
desenvolve melhor no meio de Stonebrink, onde o glicerol é substituido pelo piruvato
de sddio. Para o isolamento primario do M. bovis nos meios a base de agar,
recomenda-se uma pequena concentracao de CO, (nao superior a 5%), uma vez que
o M. bovis & microaerdfilo. O isolamento de M. tuberculosis nos meios de
Léwenstein-Jensen e Petragnani demanda de 12 a 25 dias enquanto que o M. bovis,

24 a 40 dias para se desenvolver no meio de Stonebrink (MARCONDES et al., 2006).

Nos mamiferos, as micobactérias causadoras da tuberculose foram agrupadas no
complexo Mycobacterium tuberculosis e que constituem um conjunto de cinco
bactérias filogeneticamente relacionadas: M. tuberculosis, M. bovis, M, africanum, M.
microti e M. canettii. O M. bovis, dentro do complexo tuberculoso possui 0 maior
niumero de hospedeiros, podendo ser encontrado nos bovinos, caprinos, ovinos,
suinos, eqliinos, cdes, gatos, bufalos, raposas, ruminantes silvestres, primatas nao
humanos e humanos (RIVERA; GIMENEZ, 2010). O M. tuberculosis é a principal
causa da tuberculose em humanos e pode infectar bovinos, mas nao causa doenca
progressiva nessa espécie, todavia pode sensibiliza-los ao teste tuberculinico

(CASTRO et al., 2009).

Outro grupo de Micobactérias que ndo pertencem ao complexo Mycobacterium
tuberculosis sao as denominadas micobactérias nao tuberculosas que sao habitantes

naturais de uma grande variedade de reservatorios ambientais e cujo papel nas
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doencas humanas e dos animais nao foi plenamente reconhecido. Entre as
micobactérias ndo tuberculosas as mais estudadas formam o complexo
Mycobacterium avium-intracellulare (MAC). O M. avium é subdividido em quatro
subespécies: ssp. Avium, ssp. Paratuberculosis, ssp. Silvaticum e recentemente o
ssp. Hominisuis. O M. avium ssp. avium (MAA), é um patdgeno oportunista de
pacientes com AIDS e M. avium ssp. paratuberculosis (MAP) é o agente etioldgico da
Doenca de Johne ou paratuberculose dos ruminantes e que também tem sido isolado
a partir de tecido de pacientes com doenga de Crohn o que leva a preocupagdes de

que este pode ser patogénico para o ser humano (FREITAS et al., 2001).

Embora classificadas como Gram-positivas, as micobactérias ndo sao coradas pela
coloracao de Gram, mas pelo método de Ziehl-Neelsen, que utiliza a carbolfucsina
que confere a coloracdo vermelha as micobactérias, estas, por resistirem ao
descoramento subsequente com solucdao alcool-acido, sdao denominadas “bacilos
alcool-acido resistentes” (BAAR), sendo a alcool-acido-resisténcia a sua propriedade
mais caracteristica e que incluem uma grande quantidade de patégenos humanos e
animais. Esta caracteristica tintorial deve-se ao alto teor de lipidios — cerca de 60% —
que integra a sua parede celular, composta basicamente por uma membrana
citoplasmatica recoberta por espessa camada de peptidoglicano (acido N-
glicoliimuramico), o qual se encontra covalentemente ligado as cadeias de
arabinogalactano (polissacarideo) que, por sua vez, estdo esterificadas na sua
extremidade com acidos graxos de cadeia longa, os acidos micolicos. Ha também

proteinas e lipidios livres que nao estdo ligados covalentemente a este esqueleto
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basal (complexo arabinogalactano-peptideoglicano). Dentre estes, o acido micolico é
o principal responsavel por conferir as micobactérias resisténcia a descoloracao por
alcool-acido, assim como a resisténcia a acdo de diversos agentes quimicos e
antibidticos e a capacidade de formar biofilmes (WILDNER et al., 2011). O contetdo
lipidico em sua parede celular também é responsavel por efeitos bioldgicos como a
formacdo do granuloma (acidos micdlicos) e inducdo de necrose caseosa

(fosfolipidios) (COELHO; MARQUES, 2006).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

A Organizagao Mundial de Saude Animal classifica a tuberculose bovina na sua Lista
B, doencas transmissiveis com implicacdes sécio-econémicas e/ou de saude publica,
que sdo significativas para o comércio internacional de animais vivos e seus
produtos. Para a producdao bovina, a tuberculose é a causa de grandes perdas
econdmicas devido a morte de animais, a queda no ganho de peso, diminuicao na
producao de leite, descarte precoce de animais infectados, eliminagao de animais de
alto valor zootécnico e a condenacdo de carcacas no abate (ENRIQUE-CRUZ et al.,
2010). Além disto, a doenca se constitui em uma barreira para o comércio
internacional de animais e produtos de origem animal, quando é prevalente em uma

regiao (DEMELASH et al., 2009).

A tuberculose bovina € importante ndo apenas devido aos prejuizos econdmicos, mas

também pelo fato de ser uma fonte de infeccdo para os seres humanos. Os seres
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humanos parecem ser tdo susceptiveis a M. bovis quanto a M. tuberculosis. O Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e outros tipos de imunossupressao ocasionados
por fatores como quimioterapia ou transplante de drgaos sao associados ao grande
aumento no risco de doenca observavel em seres humanos infectados por M.
tuberculosis. Acredita-se que esse aumento no risco ocorre também no caso das

infecgdes por M. bovis em seres humanos (MURAKAMI et al., 2009).

Apesar dos esforcos intensivos ao longo de décadas, a tuberculose bovina continua a
ser um problema significativo a nivel mundial. O impacto da doenca varia tanto por
continente como por status economico dos paises individualmente. No entanto, em
todas as regides onde esta presente, tem uma influéncia negativa na economia
agricola, alem de ser uma séria ameaca zoonotica a salde humana (DEMELASH et
al., 2009). Esta situacdo € especialmente preocupante nos paises em
desenvolvimento, onde existem muitas deficiéncias nas medidas de prevencdo e
controle, ao passo que nos paises desenvolvidos a doenga foi quase erradicada, apds
a implementacao de medidas preventivas e de controle, tais como teste/abate e a

pasteurizacao do leite (HUMBLET et al., 2009).

A maioria dos estudos que abordam o M. bovis em paises em desenvolvimento foi
realizada na Africa. Alguns deles focaram nos riscos para o gado na Tanzania,
Zambia, Chade, Uganda, Eritréia, Etidpia e outros lidaram com tuberculose em
animais selvagens na Africa do Sul e Tanzania. Estudos realizados sobre a
prevaléncia da tuberculose bovina neste continente revelam que de 55 paises

africanos, 25 relataram a ocorréncia esporadica ou baixa de tuberculose bovina, seis
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relataram a doenca como enzodtica, dois, Malawi e Mali, foram descritos como tendo
uma elevada ocorréncia, quatro nao reportaram a doencga, e os 18 paises restantes

nao apresentaram dados estatisticos (COSIVI et al., 1998).

Na Africa, a tuberculose bovina tem recebido pouca atencao, e muitos paises, ndao
tem controle ou programa de erradicacao. Aproximadamente 85% da populacao
bovina e 82% da populacdo humana no continente vivem em areas onde a doenca é
prevalente ou apenas parcialmente controlada, sendo, nestas comunidades, é maior
o0 risco da infecgdo, pois, por caracteristicas da sociedade, existe um contato muito
proximo entre as pessoas e 0s seus animais e é freqliiente o consumo de leite cru
(UNGER et al, 2003). Ademais em paises como a Etidpia, € habito cultural local o
consumo de carne crua, sendo esta também uma via de contagio e que tem grande
importancia na forma zoondtica da tuberculose bovina nesta regiao (DEMELASH et

al., 2010).

Nos paises africanos, por falta de um sistema adequado de vigilancia a doenca, a
deteccao de lesdes tuberculosas em animais submetidos ao abate com inspecao
veterindria, se constitui em um importante ferramenta na determinacdo da
prevaléncia da enfermidade (ASSEGED et al., 2004). Nesse sentido, o estudo sobre a
prevaléncia da tuberculose em bovinos abatidos em cinco matadouros distribuidos
em diversas regidoes da Etidpia, revelou uma variacdo entre 4,2% a 24,7% na
prevaléncia de carcacas com lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose,

demonstrando uma elevada prevaléncia de tuberculose em bovinos abatidos no pais,
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podendo-se inferir um cenario semelhante no rebanho bovino (DEMELASH et al.,

2009; DEMELASH et al., 2011).

Em Camardes, a prevaléncia da tuberculose bovina também foi avaliada estudando-
se os registros de condenacao de trés matadouros localizados nas maiores cidades
do pais, revelando taxas de deteccao de tuberculose entre 0,18% e 4,25%, sendo a
tuberculose prevalente nos bovinos destinados ao consumo humano e com sérias
implicagbes para a saude publica (NDUKUM et al., 2010). No Chade, em
levantamento realizado em um matadouro local, constatou-se uma prevaléncia global
de 7,3 % de animais com lesdes sugestivas de tuberculose e que foram
posteriormente confirmadas em exames laboratoriais (DIGUIMBAYE-DJAIBE et al.,

2006).

Dos cerca de 374 milhdes de bovinos na América Latina e no Caribe, 70% sao
criados em areas onde as taxas de infeccdo por Mycobacterium bovis em bovinos sao
maiores do que 1%. Os restantes 30% estao em paises onde a infeccdo afeta menos
de 1% do gado bovino, incluindo 62 milhdes nos paises onde a infeccao por
tuberculose bovina é praticamente nulo. Medidas de controle da tuberculose bovina
sdo parcial ou amplamente aplicadas na maioria dos paises da Regido. Essas
medidas sdo baseadas em teste e abate, notificagdo, inspecao pds-mortem e

vigilancia em matadouros (KANTOR; RITACCO, 2006).

No México, utilizando-se dados de epidemiologia espacial, foi constatada uma area

de elevada prevaléncia de tuberculose bovina e que correspondia a regido onde foi
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observada uma grande concentracao de gado leiteiro (MARTINEZ et al., 2007).
Estudo realizado em matadouros mexicanos, no estado de Temaulipas, no inicio da
campanha contra a tuberculose bovina no pais verificou uma prevaléncia
consideravelmente maior (15,36%) no primeiro ano da campanha em relacao aos
trés anos seguintes (8,09%, 4,42% e 10,14%) (ENRIQUE-CRUZ et al., 2010). No
Equador, em uma regidgo de producao de leite, contatou-se uma prevaléncia de
3,85% de bovinos positivos para tuberculose (PROANO-PEREZ et al., 2006) e de
2,42% em carcacas de animais abatidos em um matadouro deste mesmo pais
(PROANO-PEREZ et al., 2011). Na Argentina a prevaléncia média de tuberculose
bovina em oito matadouros da Provincia de Santa Fé foi de 5,61% lesGes sugestivas,
destas, 89% foram posteriormente confirmadas em analises laboratoriais como

positivas para tuberculose (LATINI et al., 1997).

Tanto na América Latina como no Caribe, os registros de tuberculose por M. bovis
em humanos sdo escassos. Na América Latina, estimativas conservadoras indicam
que do total dos casos de tuberculose em humanos, 2% dos quadros pulmonares e
8% dos casos extrapulmonares sao provocados pelo M. bovis. No inicio do século
passado, 70-80% de tuberculose dos linfonodos cervicais em criancas e 20% de
tuberculose renal em adultos foram provocados por M. bovis. Nos paises onde nao
existe o controle da tuberculose bovina, a infeccao pelo M. bovis ocorre
principalmente em jovens pela ingestao ou manipulacao de leite contaminado

(RUGGIERGO, et al., 2007).
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No Brasil, publicacOes oficiais de inquéritos epidemioldgicos indicam uma prevaléncia
média nacional de 1,3% de animais reagentes a tuberculina no periodo de 1989 a
1998. Em Minas Gerais, um estudo realizado pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA) em 1999, envolvendo aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000 animais,
estimou uma prevaléncia de 0,85% de animais reagentes ao teste de
tuberculinizacao. No mesmo estudo, foram detectados 5% de propriedades com

animais reagentes (BRASIL, 2006).

Estudos realizados em diversos estados do Brasil revelam uma ampla variagao na
prevaléncia da tuberculose em rebanhos bovinos. No Parana, os resultados
mostraram uma prevaléncia de 0,098% de animais positivos provenientes de 3.198
propriedades (SABEDOT et al., 2009) e de 0,42% para bovinos maiores de 24 meses
(SILVA et al.,, 2012). No estado do Rio Grande do Sul, foi constatada uma
prevaléncia de 1,51% de animais com reacdes positivas no teste intra-dérmico,
sendo que apenas um animal ndo apresentava lesdes condizentes com tuberculose
na inspegao post-mortem (POLETTO et al., 2004). Na regiao Sudeste foi encontrada
uma prevaléncia de 0,54% no Estado do Espirito Santo, com variacdo entre 1,41% a
0,32% entre as regides do Estado (LAVAGNOLI et al., 2010) e no Rio de Janeiro, em
um inquérito realizado utilizando-se a base de dados de demanda do laboratério da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, observou-se uma taxa de prevaléncia
de 49,8% (OLIVEIRA et al., 2008). No Nordeste, a avaliagdo da prevaléncia no
estado do Rio Grande do Norte revelou um percentual de 8,66% de animais positivos
(OLIVEIRA et al., 2007) e de 0,25% no estado da Paraiba (FIGUEIREDO et al.,

2010).
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A realizacdo de inquéritos epidemioldgicos em matadouros, visando detectar
carcacas com alteracOes anatomo-patoldgicas caracteristicas de tuberculose fornece
uma util informacao e é um indicador da prevaléncia da enfermidade nos animais
destinados ao abate e, portanto da probabilidade da exposicao humana através do
consumo de carne infectada, além de fornecer dados para regulamentar o modelo de
programa estatistico a ser utilizado para se identificar a verdadeira prevaléncia da

infecgao tuberculosa no rebanho (DEMELASH et al., 2010).

A prevaléncia da tuberculose, diagnosticada em exame post mortem de rotina em
matadouros, no entanto, pode ser duplicada, porque a inspecao de rotina sé
identifica 47% das lesGes tuberculosas macroscopicamente detectaveis (CORNER,
1994). Mesmo assim, a prevaléncia continua subestimada, pois, para se chegar a
prevaléncia real, seria necessario somar também os casos de tuberculose sem lesdes
macroscopicas detectaveis em exame post-mortem. Isso alerta para a possibilidade
de, mesmo sendo baixa, existirem rebanhos infectados pela tuberculose (BAPTISTA

et al., 2004).

Estudo realizado no Rio Grande do Sul, em 16 estabelecimentos de abate de bovinos,
encontrou uma prevaléncia de tuberculose de 0,28% (WURFEL et al., 2009). Em S&o
Paulo os dados epidemioldgicos revelaram uma prevaléncia de 0,81% em um
matadouro do oeste paulista (CRETELLA et al., 2006) e de 0,21% no municipio de
Andradina (FERNANDES et al., 2003), neste mesmo estado, o perfil dos animais

condenados por tuberculose em matadouros revelou que a enfermidade esta mais
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concentrada em rebanhos de leite com algum grau de tecnificacao da producao,
acometendo preferencialmente fémeas leiteiras de racas européias com idade acima
de 36 meses (GRISI FILHO et al., 2011). No estado de Minas Gerais, em 10
matadouros distribuidos por diversas regides do estado, foi constatada uma
prevaléncia global média de 0,7% (BAPTISTA et al., 2004). Em Mato Grosso, em um
levantamento realizado em 07 matadouros, estimou-se uma prevaléncia de 0,007%
para animais e de 0,61% para rebanhos (FURLANETTO et al., 2012). No estado do
Para observou-se uma prevaléncia de 0,82% de carcagas com lesdes de tuberculose

(DELGADO et al., 2011).

Na Bahia, no municipio de Ilhéus, contatou-se uma prevaléncia de 2,8% de animais
positivos para tuberculose (RIBEIRO et al., 2003) e de 10% em trabalho
desenvolvido com animais oriundos de nove municipios do reconcavo baiano
(FERREIRA et al. apud COSTA, 2008). Entre os anos de 2008 a 2010 a Agéncia de
Estadual de Defesa Agropecudria da Bahia realizou o estudo epidemioldgico da
tuberculose bovina no estado, os resultados mostraram que as prevaléncias de focos
e de animais (fémeas e machos com idade maior ou igual a 24 meses) foram de

1,6% e 0,21% respectivamente (AVILA et al., 2012).

3.4 TRANSMISSAO/RESERVATORIO

A tuberculose bovina é uma doenca insidiosa porque animais aparentemente sadios

podem estar infectados e transmitirem a doenca. No gado, as lesdes tuberculosas
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podem se desenvolver nos érgaos, tecidos e 0ssos. A propagacao da doenca entre o
gado se da através de alimentos contaminados, leite, palha, agua, saliva, fezes,
urina, secrecoes vaginais, sémen e até mesmo o ar. Dissemina-se entre rebanhos
através da introducao de animais novos infectados, por contato acidental com
animais infectados através de cercas, do fornecimento compartilhado de agua, ou

em feiras de gado (OLMSTEAD; RHODE, 2004).

Possiveis vias de entrada para a infeccdo por Mycobacterium sao respiratorias,
alimentares, congénitas, cutaneas e venéreas. Em bovinos, assim como em outros
hospedeiros animais, a via de transmissao da tuberculose pode ser determinada pelo
padrao das lesdes observadas na investigacao anatomopatoldgica. Animais com
lesGes restritas a cavidade toracica evidenciam que estes tenham sido infectados
pela inalacdo de aerossois, enquanto que aqueles com lesdes em linfonodos
mesentéricos sao considerados como tendo adquirido a infecgao por ingestdo (BIET

et al., 2005).

No gado bovino, em investigacdes a campo, a maioria das lesdes € encontrada no
trato respiratdrio inferior e superior e ganglios linfaticos regionais, assim se considera
que, nesta espécie, a inalacdo de goticulas infectadas de tosse ou secrecdo nasal de
um animal com tuberculose pulmonar ativa é a via mais provavel de infecgao (NEILL

et al., 1994).

Como a transmissao € predominantemente respiratéria, o confinamento tem

particular importancia na difusdao da doenca no rebanho, o que explica a maior
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prevaléncia no gado leiteiro estabulado, a medida que a idade do rebanho aumenta,
e a menor prevaléncia no gado de corte, os quais sao criados em sistema extensivo e
abatidos precocemente sendo menor o tempo de exposicao aos membros infectados
do rebanho. O tamanho do rebanho também é importante na transmissao da
infeccdo. A tuberculose é introduzida em um rebanho, principalmente, pela aquisicao
de animais infectados, podendo se propagar nos animais, independentemente da

idade, sexo e raca (ABRAHAO et al., 2005).

A ingestao de M. bovis de animais infectados ou indiretamente de pastos
contaminados, agua ou fomites é considerada uma forma de propagacao secundaria
a respiratdria, como deduzida a partir da menor presenca de lesGes mesentéricas em
casos de bovinos contaminados. Em bovinos infectados naturalmente, investigagoes
sugerem que as lesdes do trato alimentar, embora nao seja comum, geralmente sao
mais frequentes em climas temperados, onde as condicOes sdo favoraveis para a
disseminacdo e sobrevivéncia de M. bovis na forragem, enquanto as lesGes das vias
respiratdrias sdo mais comuns em climas aridos, onde as condicbes favorecem a

transmissao por aerossol de M. bovis (PALMER; WALTERS, 2006).

A via oral é a principal porta de entrada em bezerros amamentando-se em vacas
tuberculosas. Um bovino infectado, sem aparentes sinais clinicos, pode excretar até
10° UFC de M. bovis por ml de leite. Em animais tuberculosos com infeccdo da
glandula mamaria por infiltracao lobular de M. bovis, o leite pode apresentar a sua
aparéncia inalterada. Evitar o consumo de leite cru, portanto, pode diminuir em 19%

a incidéncia de tuberculose em bezerros provenientes de rebanhos endémicos, por
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isto esta € uma medida preventiva a se considerar nos planos de saneamento

(GARRO et al., 2011).

Em casos de infeccdo congénita, a transmissao acontece via vasos sanguineos
umbilicais para o feto, a partir da infeccdo presente no Utero da fémea, mas de
forma mais rara também, pode ocorrer através da degluticdo do liquido amnidtico
infectado, que leva ao desenvolvimento de lesdes nos intestinos ou nos linfonodos
mesentéricos, como por inalacdo, que resulta em doenca pulmonar. Em raras
ocasioes, a transmissao genital da tuberculose pode ocorrer nos bovinos se houver
lesdes da infeccdo no pénis e vulva ou na mucosa prepucial e vaginal (MURAKAMI et

al., 2009).

A transmissao de M. bovis pode ocorrer entre animais, de animais para humanos e
vice-versa e, raramente, entre os seres humanos. O M. bovis é transmissivel do gado
para os humanos diretamente por via aérea ou através de contato direto com
materiais contaminados com secregdes do nariz e da boca de animal infectado.
Resultados de pesquisas que revelaram o risco para individuos, estao relacionados a
pessoas que podem ter contato com animais potencialmente infectados como
veterinarios, trabalhadores de matadouros, agricultores, ordenhadores, negociantes
de animais e pessoal de laboratorio. Indiretamente, o homem adquire a doenga a
partir de fontes animais por ingestao de carne e produtos de carne de bovinos
infectados abatidos e consumo de leite infectado nao pasteurizado. A Ingestao de
agua contaminada e produtos lacteos ndo pasteurizados representam um risco maior

que a ingestao de produtos de carne infectados porque carcacas gravemente



23

infectadas sao condenadas, partes das carcagas sao processadas, assim como,

produtos carneos sao inspecionados e bem cozidos (ANAELOM et al., 2010).

A transmissao de M. bovis de humano para humano, bem como a infeccao
simultdnea com o M. tuberculosis é rara e muito provavelmente ocorre
principalmente em casos incomuns. Onde existe a oportunidade, pode ocorrer a
transmissao de M. bovis de seres humanos de volta para o gado e, nestas
circunstancias, complicar os esforcos para controlar a tuberculose bovina no gado
bovino. Imunossupressdo devido a infeccao por HIV é uma complicacdo conhecida
em seres humanos afetados por M. tuberculosis e recentemente surgiu como um
fator agravante em infeccao de seres humanos M. bovis com a interface homem-
animal, principalmente em surtos nosocomiais. Alguns destes foram causados por
cepas multirresistentes de M. bovis e causou complicagdbes em pacientes

hospitalizados infectados pelo HIV (MICHEL et al., 2010).

Nos paises em desenvolvimento, as condigdes para transmissdao M. bovis aos seres
humanos nao sé permanecem inalteradas, como também a populacdo humana tem
uma maior vulnerabilidade devido a pobreza, HIV e acesso reduzido aos servigos de
saude. A percentagem exata de M. bovis, em casos de tuberculose humana é muitas
vezes dificil de determinar, uma vez que o diagndstico de tuberculose, em geral, é
feita com base somente na baciloscopia apenas. A OMS estima que 3,1% dos casos
de tuberculose humana no mundo sdo atribuidos a infeccdo por M. bovis e estima
que de 0,4 a 10% de isolados de escarro em pacientes de paises africanos podem

ser de M. bovis (COSIVI et al., 1998).
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Na Ameérica Latina, em estudo realizado em 10 paises, a percentagem de casos
relatados de tuberculose bovina em humanos em relagao aos causados por M,
tuberculosis, variou entre 0% a 2,5%. Com a excecao de dois casos no Equador, trés
no Brasil, e um na Venezuela, todos os casos de M. bovis relatados foram
diagnosticados na Argentina, onde o percentual médio de casos de M. bovis variou
de 0,34% a 1,0%. Aparentemente, no Chile, Colombia, Costa Rica, Republica
Dominicana, Peru e Uruguai, o M. bovis nunca foi isolado dos seres humanos. No
entanto, estes dados negativos provavelmente subestimam a infeccdo, tendo em
conta o uso limitado do meio contendo piruvato de ovo, e de meios semi-sintéticos

em que M. bovis preferencialmente cresce (KANTOR et al., 2008).

No Brasil, o risco de se contrair o M. bovis pela ingestao de carne, apesar de baixo,
ndo deve ser ignorado quando se considera o grande numero de abates
clandestinos, ou mesmo o abate de animais descartados de rebanhos tuberculina-
positivos em matadouros municipais, que ndo atendem as normas de inspegdo
exigidas pela lei. Em relacdo ao leite, a situacdao também é preocupante, pois 41%
do leite bovino consumido no pais tém origem clandestina e é ingerido na sua forma
liqguida sem passar por processo de pasteurizacdo, ou como queijo, iogurte e bebida

lactea (GARRO et al., 2011).

A tuberculose animal causada por M. tuberculosis ocorre com maior freqiiéncia em
animais que vivem em contato proximo com os seres humanos e, portanto, € uma
das doencas infecciosas mais frequentemente registradas em animais selvagens em

cativeiro. O risco de repercussao do M. tuberculosis de humanos para animais é
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considerada alta onde a tuberculose em seres humanos continua a ser uma grande
preocupacao de saude publica. Nos animais domésticos, a infeccdo com o bacilo da
tuberculose humana é conhecida desde o inicio do século anterior, quando as lesdes
tipicas foram encontradas em animais expostos a lixo e efluentes de hospitais de
tuberculose. O nimero de casos documentados de M. tuberculosis em bovinos
parece ter aumentado nos ultimos anos, o que pode ser devido a um melhor
diagnostico por técnicas moleculares e/ou um aumento efetivo na transmissao de

humanos para gado (MICHEL et al., 2010).

Os animais domésticos e selvagens podem ser considerados tanto como hospedeiros
de manutencdo (ou reservatério) ou hospedeiros acidentais (ou repercussao) para
tuberculose bovina. Em espécies de hospedeiros reservatérios, a infeccdo pode
persistir por transferéncia horizontal, na auséncia de qualquer outra fonte de M.
bovis e pode também ser transmitida para outros hospedeiros susceptiveis. Em
contraste, os hospedeiros de repercussao sao infectados com M. bovis, mas a
infecc@o ocorre apenas esporadicamente ou persistir em suas populagdes se um
hospedeiro de manutencao verdadeiro esta presente no ecossistema. Se a fonte de
infeccao é removida, a prevaléncia da doenca é reduzida, mas sé pode ser mantidaa

longo prazo, por re-infeccao de outra fonte (HAYDON et al., 2002).

A principal caracteristica de M. bovis é a sua ampla gama de hospedeiros, maior de
qualquer dos membros do complexo M. tuberculosis. O M. bovis causa doenca em
diversas espécies de animais domésticos, bem como, um abrangente nimero de

animais de vida livre, animais de criacao e em seres humanos. Apenas uma pequena
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proporcdao destas espécies animais que se tornam infectados pode atuar como
hospedeiros de manutencao deste organismo. A Fisiopatogenia, a capacidade de
excrecao, etologia (comportamento gregario ou ndo gregario) e a ecologia
(comportamento alimentar, densidade populacional e interacbes com outras
espécies) determinam a capacidade de uma espécie de participar, em um

determinado bidtopo, como reservatorio M. bovis. (BIET et al., 2005).

Nos animais silvestres, o conhecimento de tuberculose através de programas de
vigilancia adequado nestas populagdes, pode ser importante nas estratégias de
pesquisa para a completa eliminacdao da tuberculose no gado bovino. Espécies
selvagens s3o consideradas reservatérios da doenca e sdo responsaveis pela
reintroducdao da infeccdo nos animais domésticos. Dentre os hospedeiros selvagens
do M. bovis, sdao considerados reservatorios silvestres o texugo (Meles meles), que
tem sido sugerido por atuar como uma importante fonte de infeccao na Gra-
Bretanha e na Irlanda (DELAHAY et al., 2005). A presenca da infeccao por M. bovis
em veados de cauda branca (Odocoileus virginianus) em Michigan representa uma
séria ameaca para o programa de Controle e Erradicagdo da tuberculose bovina nos
Estados Unidos (CARSTENSEN; DONCARLOS, 2011). Na Africa a presenca do M.
bovis também foi descrita em antilopes (Kobus leche kafuensis) com graves
consequéncias sobre a biodiversidade da regiao (MUNYEME; MUNANG'ANDU, 2011).
Em Portugal, foram isoladas estirpes de M. bovis provenientes de bovinos e javalis
(Sus scrofa) apontando a possibilidade de transmissao da enfermidade entre as duas

espécies (DUARTE et al., 2007).
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Entre os animais domésticos, os bovinos, bufalos e cabras sdo os animais de criacao
considerados hospedeiros reservatdrios de M. bovis, os porcos, gatos, caes, cavalos

e ovelhas sao considerados hospedeiros de repercussao (COUSINS, 2001).

3.5 RESPOSTA IMUNE

O M. bovis, € um agente patogénico intracelular que infecta as células do sistema
imune do hospedeiro principalmente os macréfagos. Uma vez no interior do
macréfago as micobactérias podem ser destruidas por diferentes mecanismos
microbicidas que este possui ou sobreviver e utilizar o macréfago para multiplicar-se,
viajar dentro deste e ganhar acesso a outros tecidos através da circulacdo sanguinea

e linfatica (RIVERA; GIMENEZ, 2010).

O éxito de conter e, em alguns casos, eliminar a micobactéria dentro do macréfago,
depende de muitos fatores inerentes a bactéria, ao hospedeiro e do ambiente que os
rodeia, os quais sdo chaves para ativacao de uma resposta imunitaria protetora,
considerada por ser essencialmente mediada por células e caracteristica de infeccoes
micobacterianas. A evasao deste tipo de resposta por parte da micobactéria também
pode acontecer com a consequente ativacdo de uma resposta de tipo humoral

(SMITH, 2003).

Uma vez que ocorre a fagocitose, o crescimento do bacilo no macréfago depende da
viruléncia do mesmo. O bacilo da tuberculose produz um determinado ndimero de

chamados "fatores de viruléncia" que antagonizam com os mecanismos de defesa do
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hospedeiro, permitindo ao patogéno multiplicar-se livremente no local primario de
implantagdo antes de se dispersar para outros tecidos e drgaos nao infectados. Um
dos fatores de viruléncia esta associado com a complexidade da parede celular, rica
em lipidios, que protegem as micobactérias dos efeitos bactericidas dos produtos
intermediarios reativos de oxigénio dentro dos fagolisossomas, bem como, a inibicao
da fusdo do fagossomo com o lisossoma, além do ataque a membrana do citoplasma

(WATERS et al., 2003).

O bacilo tuberculoso é capaz de interromper o funcionamento normal do fagossomo,
evitando o desenvolvimento de compartimentos dentro dele, ricos em pH acido e
hidrolases. As vesiculas que contém micobactérias falham na fusdao com vesiculas
endossomais que contém outras particulas ingeridas. Esta capacidade restringida dos
fagossomos que contém a micobactéria de fundir-se com outras vesiculas, indica que
sua composicdo quimica esta alterada a fim de evitar a entrada da micobactéria no
lisossoma, sendo bloqueada desta forma a fusdo dos fagossomos com moléculas do

hospedeiro que sao daninhas ao bacilo (HOPE et al., 2004).

Os principais organismos de defesa na resposta imune anti-micobacteriana sao os
linfocitos T e as células apresentadoras de antigeno. Os linfdcitos T s3o os primeiros
envolvidos na infeccao por M. bovis no gado bovino. A resposta imune celular
predomina como a principal resposta imune na tuberculose. Todas as sub populacdes
T sao envolvidas na resposta anti-micobacteriana no gado bovino. A sequéncia de
participacdo destas subpopulacOes € iniciada pelo Tyd, seguida de TCD4 e, mais

tarde, com predominancia de TCD8aB (SMYTH et al., 2001).
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O estabelecimento de uma resposta imune do tipo Thl é de grande importancia, e é
caracterizada pela producdo de interferon gama, que é considerada fundamental
como via de ativacdo dos macréfagos. Nos bovinos infectados por M. bovis, a
subpopulacao TCD4 dominam a producao de interferon gama capaz de ativar a
capacidade anti-micobacteriana dos macrdéfagos. As células TCD8 se encontram

envolvidas, principalmente, na lise das células infectadas (COSIVI et al., 1998).

A resposta humoral, apesar da dominancia inicial da resposta imune celular, tem um
importante papel. Os antigenos ESAT-6, 14 KDa, MPT63, MPT70, MPT51, MPT32 e
MPB83, tém sido identificados como epitopos importantes reconhecidos pelos
linfocitos B na tuberculose bovina. O nivel de anticorpos contra M. bovis, da classe
IgG1 esta correlacionado positivamente com alteragdes patoldgicas na tuberculose
bovina em periodos de tempo prolongado. Estas observacoes indicam a possibilidade
da aplicagdo de mais de uma prova em combinacdo, para fornecer uma melhor
informacdo sobre o status em que se encontra a enfermidade no individuo (COBOS-

MARIN et al., 2003).

3.6 PATOGENIA

As rotas pelas quais os bovinos sao infectados sao influenciadas por fatores como o
ambiente, idade e praticas agricolas. A transmissao da tuberculose através da rota
respiratoria é facilitada pelo comportamento natural do gado, especialmente em
comunidades com altas densidades de estocagem e significativa movimentagao de

animais entre fazendas e feiras. Sendo a porta principal de entrada do bacilo da
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tuberculose em bovinos o alvéolo pulmonar, encontra-se uma predominancia de
lesbes em ganglios bronquicos e/ou mediastinicos. Uma vez atingido o alvéolo, o
bacilo é capturado por macréfagos e o seu destino sera determinado pelos seguintes
fatores: viruléncia do microrganismo, carga infectante e resisténcia do hospedeiro

(MORRISON et al., 2000).

O foco primario da infeccao é estabelecido apds a interacdo do hospedeiro e
patdgeno. Esta lesdao primaria, juntamente com a lesao no linfonodo regional é
denominada de "complexo primario". Dentro de focos infectados, os macréfagos
assumem frequentemente uma aparéncia distinta de células epitelidides e células
gigantes do tipo Langhans que também sao formadas devido a fusdo de macréfagos.
Uma mistura de células epitelidides e gigantes formam o centro de tubérculos
jovens, rodeada por uma zona de linfocitos, células plasmaticas e mondcitos, e, com
a progressao da lesao, o tubérculo desenvolve fibroplasia periférica e necrose
caseosa, que resulta da reacdao de hipersensibilidade do tipo retardada. Com a
mediacao dos linfdcitos T, ocorre a migragao de novas células de defesa, culminando
com a formagdo de granulomas. A aparéncia normalmente é de um nddulo firme
branco ou amarelado e é comum a calcificacao e areas de necrose caseosa (NEILL et

al., 1994) .

Em bovinos, as lesdes do complexo primario podem persistir, com ou sem
progressao, ou pode curar completamente. O desenvolvimento de lesGes pode
envolver o pulmdo e pode ser unilateral ou bilateral, ocorrendo predominantemente

nos lobos caudais e muitas vezes no terco distal destes lobos. A Tuberculose pleural
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pode resultar diretamente de uma expansao das lesdes subpleurais ou se espalhar
através da linfa ou sangue, é caracteristicamente nodular, com lesdes tendendo a
ocorrer em grupos e podem tornar-se fortemente calcificadas. A pleurite caseosa
difusa ocorre comumente com menos frequéncia, apresentando grandes placas

caseosas entre camadas pleurais mais espessas (NEILL et al., 2001).

A disseminacao da infeccdo para outros érgaos pode ocorrer precocemente durante
o desenvolvimento da doenca, ou numa fase tardia, provavelmente em funcao de
uma queda na imunidade do animal. A generalizagao da infecgao pode assumir a
forma miliar, que ocorre de maneira abrupta e macica, devido a entrada de um
grande numero de bacilos na circulagdo, ou pela forma protraida, que é a mais
comum, e se da pela via linfatica e sanguinea, acometendo o pulmao, linfonodos,
figado, baco, Ubere, ossos, rins, sistema nervoso central, disseminando-se por,

praticamente, todos os tecidos (NEILL et al., 2005).

A medida que a lesao envelhece, o tecido conjuntivo colagenoso que circunda a
lesdo aumenta em quantidade e maturidade. Se as bactérias forem eliminadas, o
tubérculo sera reduzido a uma pequena massa de tecido cicatricial hialino. Contudo,
mesmo com a cura, 0s microrganismos podem nao ter sido completamente
eliminados, e persistem na forma de infeccdo latente. Posteriormente, apods a
infeccao primaria, pode ocorrer a reativacdo da doenga. O individuo ja apresenta
memoria imunoldgica para os antigenos dos bacilos da tuberculose e, em geral,

desenvolve lesao mais circunscrita, de evolucao mais lenta (POLLOCK; NEILL, 2002).
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A manifestacao da doenca em outros 6rgaos e tecidos dependera também da via de
infeccdo pela qual o animal é infectado, da resposta imune do hospedeiro e a
viruléncia do organismo. InfeccOes adquiridas através da pele normalmente serdo
limitadas ao sitio inicial ou podem envolver o nddulo linfatico local. Na tuberculose
congénita o complexo primario localiza-se no figado e no linfonodo hepatico, embora
as lesdes primarias nem sempre sejam Obvias. Nestes casos, a propagacao da
doenca é rapida e a morte do bezerro pode ocorrer dentro de algumas semanas,

quando a doenca alcanga a generalizagao (MENZIES; NEILL, 2000).

A infeccao por M. tuberculosis em bovinos € pouco comum, devido a elevada
resisténcia desta espécie. O desenvolvimento de lesdes progressivas ocorre
raramente, mas os bacilos podem sobreviver por algum tempo em seus tecidos,
principalmente nos linfonodos, sensibilizando o animal, podendo gerar reacao
cruzada no teste de tuberculinizacdo para tuberculose bovina (ACHA; SZYFRES,

2001).

3.7 SINAIS CLINICOS

A tuberculose pode causar uma grande diversidade de sinais clinicos, tanto em
bovinos, como em seres humanos. Na maioria dos rebanhos bovinos infectados por
M. bovis a doenca é inaparente e a sua presenca somente é detectada pelo teste
tuberculinico, o curso da doenca €, nestes casos, cronico e normalmente limitado aos

pulmoes, linfonodos pulmonares e linfonodos craniais. Alguns animais podem passar
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toda sua vida Util sem a sintomatologia evidente, constituindo uma ameaga potencial

para o resto do rebanho (MURAKAMI et al., 2009).

Em casos avangados, a dispnéia pode ser aparente, devido a extensas lesoes
pulmonares que levam ao enfraquecimento das funcdes respiratdrias, ou em
decorréncia do aumento dos linfonodos bronquiais, que causam a obstrucao das vias
aéreas. O comprometimento dos pulmoes, além da dispnéia, leva a uma tosse
cronica, devido a broncopneumonia, esta tosse ocorre vez ou outra e é deprimida,
entrecortada e produtiva. Pode ocorrer corrimento nasal seroso ou purulento,
taquipneia e hiperpneia. Raramente podem ser auscultadas areas de vazio pulmonar,
correspondente a maciez percussora e as vezes ruidos de roce pleural, crepitagdes e
sibilos. Em casos avancados de tuberculose pulmonar pode ocorrer hemoptise e a
respiragao pode ficar profunda. Nestes casos os bovinos podem apresentar

emagrecimento progressivo, anorexia, febre e debilidade (JUNIOR; SOUZA, 2008).

Os sinais mais comuns de acometimento alimentar sao causados pela pressao de
linfonodos aumentados sobre os 6rgdos vizinhos, como o timpanismo ruminal
recidivante e, depois, persistente. Os linfonodos mesentéricos aumentados de
volume podem provocar obstrugdes intestinais, e o aumento dos linfonodos
retrofaringeos pode levar a disfagia, estridores e salivagdo. A ocorréncia de diarréia é
rara, e quando presente, resulta de ulceras tuberculosas no intestino delgado

(CASTRO et al., 2009).
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Em infecgbes tuberculosas na glandula mamaria, o achado caracteristico € um
endurecimento e hipertrofia acentuada que envolve primeiro a parte superior do
Ubere nos quartos posteriores. No inicio o leite ndao apresenta anormalidades
macroscoépicas, mas com o avanco da doenca, aparecem flocos muito finos que se
depositam quando o leite estd em repouso, deixando-o com aspecto claro de

coloracdo Ambar (ABRAHAO et al., 2005).

A endometrite, como resultado da tuberculose, pode causar infertilidade ou resultar
em abortos no estagio final da prenhez. A fémea afetada pode ter repeticdo de cio e
a metrite pode levar a peritonite e salpingite. A vulva também pode estar
comprometida e podem ser encontradas massas ovarianas, sendo frequente e quase
sempre bilateral com comprometimento dos ovarios. Pode existir um corrimento
purulento cronico altamente infectado por M. bovis, principalmente em vacas que
apresentam falha na concepgao. Algumas vacas apresentam vaginite tuberculosa

concomitante ao corrimento (JUNIOR; SOUZA, 2008).

A forma humana da infeccao pelo M. bovis tem manifestacdes clinicas semelhantes,
com a causada por M. tuberculosis. Tal como acontece com a infeccao humana por
M. tuberculosis, a invasao M. bovis nos tecidos é seguida por uma resposta de
macréfagos inicial que ndo &, contudo, suficiente para prevenir a proliferacao de
microrganismos. As manifestacoes clinicas mais comuns, na infeccao por M. Bovis em
humanos estdo associadas a forma extra-pulmonar da doenca, linfadenopatia
cervical (que afeta principalmente a tonsilas e os ganglios linfaticos pré-auriculares),

lesdes intestinais, tuberculose cronica da pele (/upus vulgaris), e outras formas de
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manifestagdes nao pulmonares sao particularmente comuns, no entanto, em
pacientes imunodeficientes, a doenca pode evoluir para um quadro grave e

disseminado (ANAELOM et al., 2010).

3.8 DIAGNOSTICO

O diagnéstico preciso da tuberculose bovina em animais vivos é notoriamente
problematico. A patogénese da doenca pode variar dentro de uma espécie, bem
como, entre espécies, resultando em diferentes vias de excrecao e os padrdes de
transmissao. Periodos de incubacdo mais prolongados, de até varios anos em
algumas espécies, indicam que os animais aparentemente saudaveis podem
transportar e excretar micobactérias patogénicas. Além disso, as micobactérias
podem ser eliminadas apenas intermitentemente por animais infectados, o que limita
a sensibilidade dos testes baseados na deteccdo de M. bovis nas excregdes em um

unico momento (DREWE et al., 2009).

Nestas circunstancias, € necessario desenvolver sistemas de diagndstico que sao
diretamente aplicaveis de amostras bioldgicas e permitir um elevado nivel de
realizacdo e bons niveis de sensibilidade e especificidade, permitindo um diagndstico
rapido, no laboratorio, utilizando as amostras colhidas no matadouro (PARRA et al.,

2008).

Apesar de varios métodos terem sido desenvolvidos para o diagndstico da

tuberculose, nenhum deles pode ser empregado isoladamente, havendo sempre a
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necessidade do uso de técnicas complementares para o alcance de uma informacao
eficaz e completa (COSIVI et al., 1998). Varios métodos estdo atualmente disponiveis
e consistem em recentes avancos para o controle da tuberculose. A prova
tuberculinica, a vigilancia epidemioldgica em matadouros, os controles sanitarios e o
diagndstico de laboratdrio, sao elementos basicos que devem ser empregados com
critério e de modo adequado a cada situagdo epidemioldgica, sendo que, os
resultados laboratoriais obtidos devem ser sempre interpretados em conjunto com os

achados clinicos (RUGGIERO et al., 2007).

O diagnostico clinico da tuberculose é dificil devido ao fato de que os sinais
respiratorios, o emagrecimento e o aumento de tamanho de alguns linfonodos
ocorrem em casos avangados da enfermidade e podem ser confundidos com outras
doencas, por outro lado, um animal pode estar infectado, com um foco localizado e

apresentar-se aparentemente sadio (CASTRO et al., 2009).

Nos casos de tuberculose avangada, o diagndstico clinico assume maior importancia,
pois 0os animais em geral apresentam decréscimo da sensibilidade alérgica, podendo,
por vezes, chegar a anergia. Os sinais clinicos mais freqlientes sdo a caquexia
progressiva e a tosse seca, curta e repetitiva. Podem ser reconhecidos também sinais
de broncopneumonia com tosse Umida (com presenca de escarro) seguida de
dispnéia e taquipnéia. Animais tuberculosos, quando submetidos a marcha forgada,
tendem a posicionar-se atras dos demais, demonstrando cansago e baixa capacidade
respiratéria. Pode ocorrer linfadenomegalia localizada ou generalizada (BRASIL,

2006).
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O diagnodstico da tuberculose bovina pode ser efetuado por métodos diretos e
indiretos. Os diretos envolvem o isolamento e identificacdo do agente etioldgico no
material bioldgico a partir de lesdes oriundas de animais doentes. A dificuldade de
obtencao de amostras /n vivo torna pouco viavel sua utilizacao rotineira, uma vez
que é bastante complexa a obtencao de lavados bronco-alveolares em bovinos,
dessa forma, os métodos diretos de diagnostico tém-se limitado ao diagndstico post-
mortem da infeccdo. Os indiretos pesquisam uma resposta imunoldgica do
hospedeiro ao agente etioldgico, que pode ser humoral (producao de anticorpo
circulantes) ou celular (mediada por linfocitos e macréfagos) e sdao mais utilizados no

diagndstico da infecgdo in vivo (FRAGUAS et al., 2008).

3.8.1 HISTOPATOLOGICO

A histopatologia € uma forma de diagndstico que consiste na analise de lesdes
suspeitas de tuberculose, colhidas em carcacas submetidas a inspegao post mortem.
Os exames histoldgicos sao praticos, rapidos e de baixo custo, além disto, outra
vantagem da histopatologia é aumentar a sensibilidade de diagnostico quando esta é
realizada em conjunto com a cultura, sendo um importante meio de diagndstico a ser
aplicado principalmente em regides de alta prevaléncia da doenca (WATRELOT-

VIRIEUX et al., 2006).

O exame histopatologico € uma técnica indireta de diagndstico presuntivo de
tuberculose que permite a verificacdo da presenca de granuloma, o que é

considerado sugestivo da enfermidade, ou direta, quando sob coloracao especial de
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Ziehl-Neelsen, é pesquisada a presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR)

(MEDEIROS et al., 2012).

A metodologia deste exame consiste em se obter fragmentos de lesdes presuntivas,
com espessura de até 1,0 centimetro, compreendendo preferencialmente a area de
transicdo entre a area com lesdo e a aparentemente normal. As amostras de tecido
devem ser acondicionadas em frascos de boca larga e fixadas com formol a 10%.
Apds a fixagdo as amostras sao inseridas em blocos de parafina e microtomizadas,
sendo que as que possuem lesdes fortemente calcificadas passam por um processo
de descalcificacao para facilitar no preparo dos cortes histologicos. Para o preparo
das laminas, sao efetuados cortes com cerca de 2 micrémetros, que posteriormente,
sao submetidos a coloragao por Hematoxilina-Eosina (HE) e examinados sobre

microscopia de luz (VARELLO et al., 2008).

A morfologia das lesdes granulomatosas caracteristicas da tuberculose, é observada,
revelando uma area central de necrose caseosa, as vezes mineralizada, circundada
por células gigantes tipo Langhans, células epitelidides, histidcitos e na periferia a
presenca de mononucleares, linfécitos e raros plasmacitos, circundados por tecido

conjuntivo fibroso (LAISSE et al., 2011).

Os achados histopatoldgicos podem ser classificados como positivos quando verifica-
se a presenca de granuloma tuberculoso exibindo necrose central com ou sem
mineralizagdo rodeado por macréfagos, linfécitos, células plasmaticas, neutrofilos,

células epitelidides, células gigantes de Langhans, e inseridos em parte ou
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completamente por uma capsula fina; inconclusivos quando ocorre lesdo
caracterizada por um aglomerado irregular ndao encapsulado de células epitelidides,
mas nao verifica-se a presenca células gigantes multinucleadas tipo Langhans e
necrose, consistente com lesdes em uma fase inicial, e negativos quando a lesao
apresenta caracteristicas nao consistentes com granuloma tuberculoso, incluindo
significativos infiltrados eosinofilicos, hiperplasia linféide, a presenca de colbnias de

bactérias dentro da area necroética ou tumores (WANGOO et al., 2005)

As laminas histologicas sao submetidas entdo a coloragdo pelo método de Ziehl-
Neelsen, modificada por Faraco e Wade, onde estas sao coradas com o corante
Fucsina e Azul de Metileno. A metodologia se baseia nas propriedades tintoriais
comuns as micobactérias e as bactérias dos géneros Nocardia, Rhodococcus e
Corynebacterium. Estas apresentam grande quantidade de lipideos (acido micdlico)
em suas paredes. Tal particularidade faz com que essas bactérias, quando
submetidas a uma coloragao, se impregnem pelo corante. Apés uma descoloracao
por solucao de acido cloridrico em alcool, elementos celulares e outras bactérias se
descoram, mas as micobactérias mantém a coloracao e por isto sdo denominadas
BAAR. Essas caracteristicas tintoriais se mantém enquanto a membrana bacteriana
estiver integra. Com a ruptura da mesma, desaparece a caracteristica alcool-acido-
resistente. Apos coloracao pela fucsina de Ziehl, procede-se a coloragao de fundo
com solucdo de azul de metileno. Nesta técnica os bacilos, sao visualizados, em
microscopia 6ptica de luz como bastonetes delgados, ligeiramente curvos, isolados,

ao0s pares ou em grupos corados em vermelho com o fundo azul (BRASIL, 2006).
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O método de visualizacao de micobactérias através da coloracao de Ziehl-Neelsen, a
despeito de ser rapido e barato, ndao permite, no entanto, distinguir membros da
familia Mycobacteriaceae, e outros organismos que partilham esta acido-
caracteristica. Além disso, s consegue revelar a presenca de BAAR quando as

concentragdes s3o superiores a 10* bactérias por mililitro (RODRIGUEZ et al., 2004).

3.8.2 CULTURA E ISOLAMENTO

O diagndstico definitivo da tuberculose estd fundamentado no isolamento e na
identificacdo do agente, esta metodologia, no entanto, apesar de classicamente ser
considerada como “padrao-ouro”, apresenta aspectos restritivos para o seu uso, pois
as técnicas bacterioldgicas empregadas apresentam baixa sensibilidade, necessitam
de uma grande quantidade de bacilos vidveis e consomem muito tempo para
crescimento em meios de cultura apropriados (que pode variar entre 4 e 6 semanas)

(RUGGIERO et al., 2007).

A melhor maneira de detectar M. bovis em fragmentos de tecido é através da
inoculagdo de amostras descontaminadas em meio de cultura, posteriormente
incubadas a 37 © C por até 60 dias. O objetivo da descontaminacdo da amostra é
inativar outras bactérias que possam estar presentes na amostra, a fim de evitar o
seu crescimento mais rapido e a exaustdo dos nutrientes, o que torna invidvel o
crescimento do M. bovis. Os produtos utilizados nos procedimentos de
descontaminagao ndao devem ser agressivos para as micobactérias e, ao mesmo
tempo, serem capazes de inativar a microbiota acompanhante. O balanco destas

duas possibilidades, assim como o grau de contaminacao da amostra, vai ser o
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principal fator responsavel pela sensibilidade do método de isolamento (AMBROSIO

et al., 2008).

O maior problema encontrado na selecao de um reagente e a concentracao deste
para a descontaminagao de amostras € o efeito adverso que os diversos reagentes
possuem sobre M, bovis. O reagente ideal deve ter um minimo de toxicidade para o
M. bovis, mas a toxicidade maxima para outros organismos contaminantes. Como
nenhum reagente ideal foi encontrado o tipo e concentragao do descontaminante
utiizado é muito importante. O método usado tradicionalmente para a
descontaminagao de amostras é o de Petroff, considerada sensivel e relativamente
barato e que utiliza que utiliza NaOH a 4%, com posterior neutralizagao com 1N HC1.
Além do método de Petroff, outras substancias também sao utilizadas para o mesmo
fim, tais como, o Cloreto de hexadecilpiridinio (HPC) a 0,75% e o acido sulfdrico 6%
que apresentam baixa toxicidade para o M. bovis. O acido sulfirico € o método
utilizado no laboratério de referéncia brasileira para doengas animais e o HPC ndo
requer a fase de neutralizagdao, apresentando um tempo de processamento mais

rapido (HOLLANDA et al., 2002).

A metodologia de isolamento de micobactérias em meios de cultura, é realizada
rotineiramente através da inoculacdo nos meios de Lowenstein Jensen, Petragnani e
Middlebrook 7H10 e 7H11 para M. tuberculosis, enquanto que Stonebrink é o Unico
meio utilizado para isolamento de M. bovis. O M. bovis tem dificuldade em se
desenvolver em meios glicerinados, e por este motivo se desenvolve melhor no meio

de Stonebrink, onde o glicerol é substituido pelo piruvato de sédio. Para o isolamento
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primario do M. bovis nos meios a base de agar, recomenda-se uma pequena
concentragdo de CO2 (ndo superior a 5%), ja que o M. bovis é microaerdfilo

(MARCONDES et al., 2006).

Nos meios de cultura a base de agar, o crescimento bacteriano € mais rapido, sendo
que a primeira colonia de bactérias reconhecivel aparece em torno de 28 dias no
7H11. Quando se utiliza o meio de Stonebrink este tempo é de 36 dias. Entretanto,
0s meios a base de agar sdao mais suscetiveis ao crescimento de microrganismos
contaminantes, mesmo se a amostra tenha sido previamente descontaminada. Apos
o cultivo, técnicas bioquimicas, com base em parametros observados, sdo utilizadas
para a identificagdo das espécies de micobactérias. O aumento da quantidade de
niacina, a reducao de nitrato e nitrito e a producao de catalase, que ocorre no cultivo
M. Tuberculosis e que nao ocorre com o M. bovis, permitem uma selecao previa
entre estas bactérias. O teste de sensibilidade ao antibidtico pirazinamida também é
utilizado para diferenciar o M. bovis do M. tuberculosis e contribui para o diagndstico

definitivo (CORNER, 1994).

3.8.3 PCR

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular como a de PCR (Polymerase
Chain Reaction), que permite a amplificacdo de segmentos génicos pela reacdo de
polimerase em cadeia, foi um dos principais avancos tecnoldgicos ocorridos nas
Ultimas décadas e tém permitido o estudo da expressao génica e o diagnostico de
doencas genéticas, neoplasicas e infecciosas. A técnica de PCR foi introduzida em

1986 por Mullis e Faloona, sendo considerada revolucionaria por permitir inUmeras
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vezes e em poucas horas a amplificacdo /in vitro de uma seqiéncia alvo de DNA.
Através do emprego da enzima Taq polimerase, proveniente da bactéria Thermus
aquaticus, este método permite a identificacdo e amplificacdo do DNA bacteriano. A
técnica é empregada no diagndstico da tuberculose tanto na deteccao do agente em

isolados de cultura como também em amostras clinicas (MACENTE; RIBEIRO, 2009).

A amplificacdo da fita de DNA com sequéncia complementar a fita molde se
desenvolve em trés etapas distintas: a desnaturacdo térmica e a separacao da dupla
fita de DNA bacteriano, a hibridacao das fitas resultantes com os primers (marcador
genético polimorfico) e a extensao destes com o auxilio da enzima DNA-polimerase.
Os fragmentos amplificados podem ser evidenciados em gel de eletroforese corado
com brometo de etidio, ou por primers marcados com isotopos radioativos, ou
fluorescentes e ainda empregando-se métodos enzimaticos ou de quimiluminescéncia

(RUGGIERO et al., 2007)

De um modo geral, o sucesso do método de PCR, na rotina de diagndstico da
tuberculose, depende da disponibilidade de DNA livres de contaminantes que
dificultam o processo de amplificacdo. O isolamento de DNA com silica de
thyocianate-diatomaceas é uma técnica eficiente para liberar o DNA a partir de varias
fontes. No entanto, a presenca de impurezas na solucao de DNA, que interferem na
sua amplificacao, continua como um obstaculo para a adogao universal desta técnica

(ZANINI et al., 2001).
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A escolha do DNA alvo, a definicdo dos primers dentro da sequéncia do DNA e o
emprego de métodos de extracao adequados, sdo também fatores determinantes

para sua acuidade (OGUSKU; SALEM, 2004).

As sequéncias de oligonucleotideos, que constituem os primers, agem como sondas
e sao consideradas elementos chaves para garantir a especificidade da reagao, uma
vez que a amplificacdo do DNA so sera possivel se houver a hibridizacao do primer
com a sequéncia alvo de DNA da amostra, fornecendo assim, um sitio para que a
enzima DNA-polimerase promova a sintese e a incorporagdo de nucleotideos. A
discriminacdo do género Mycobacterium pode ser efetuada com primers géneros-
especificos, que detectam as micobactérias do complexo M. tuberculosis, ou ainda os
primers espécie-especificos que reconhecem seqiiéncia de DNA do M. bovis, embora

nao diferencie do M. tuberculosis (RUGGIERO et al., 2007).

Em populacdes onde o status da doenga é desconhecido uma técnica que diferencia
as micobactérias que integram o complexo M. tuberculosis € um elemento repetitivo
IS6110, encontrado em diferentes sitios do cromossomo de M. tuberculosis e que
determina uma grande heterogeneidade genotipica em isolamentos (ZANINI et al,
2001). A PCR multiplex, que emprega em uma mesma reacao varios conjuntos de
pares de primers especificos para determinadas regides do genoma bacteriano, tem
sido uma alternativa para diferenciar as micobactérias do complexo M. tuberculosis
(YEBOAH-MANU et al., 2001). Atualmente, o uso da PCR multiplex em tempo real,

cujo tempo de ensaio é de uma hora, vem sendo utilizado para identificar e
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diferenciar simultaneamente cinco espécies de bactérias do complexo WM.

tuberculosis, envolvidas na tuberculose zoonotica (REDDINGTON et al., 2011).

Nos ensaios moleculares, um fator de relevante importancia é o desenvolvimento de
um método apropriado para a extracao de um pequeno nimero de organismos de
lesdes teciduais e a liberacao do DNA presente nestes organismos para a
amplificacao por PCR. Os primeiros estudos empregando PCR para a deteccao direta
de M. bovis em tecidos bovinos foram realizados em 1995 por Wards et al, as
vantagens referidas incluiam a rapidez e a habilidade para detectar bacilos inviaveis.
Com a diversidade de kits de extracado de DNA e o aperfeicoamento dos
procedimentos de amplificacdo, o diagndstico de culturas de micobactérias por PCR é
muito sensivel, mas a reagao, quando empregada para amostras de tecido, ainda
apresenta restricdes quanto a sensibilidade em razdo da pequena quantidade de

bacilos (RORING et al., 2000).

A aplicacdao de uma metodologia de diagndstico molecular que permita a deteccao
rapida do M. bovis diretamente em amostras bioldgicas de lesdes compativeis com
tuberculose é uma interessante alternativa para a confirmagdo de existéncia da
doenca, a ser utilizada na vigilancia epidemioldgica de animais abatidos em
matadouro em programas de erradicacao. Neste sentido, a deteccao molecular por
meio PCR multiplex em tempo real, processo baseado na aplicacao direta em
amostras bioldgicas de bovino, permite a diferenciacao entre a bactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis, do complexo Mycobacterium avium e outras

micobactérias atipicas, representando uma ferramenta de alto rendimento para a



46

deteccao da presenca de micobactérias diretamente em amostras clinicas de animais

(PARRA et al., 2008).

Em um estudo realizado com amostras de linfonodos, oriundos de bovinos abatidos
em matadouro, foram comparados os métodos de diagndstico em cultura, PCR das
colbnias e PCR direto das pecgas. A PCR detectou M, bovis em todas as amostras
oriundas de colonias e quando foi realizado direto das lesdes, a positividade
aumentou para 38 amostras, pois identificou a bactéria em amostras que ndo haviam
crescido na cultura e em amostras contaminadas, estes resultados foram obtidos
quando se adicionou alfa-caseina no mix de extragdao de tiocianato de guanidina

(ZANINI et al., 2001).

3.8.4 IMUNOHISTOQUIMICO

A imunohistoquimica € uma combinacdo de técnicas histoldgicas, imunoldgicas e
bioquimicas que possibilita a deteccdo de antigenos tissulares in situ, por meio da
utilizagdo de anticorpos especificos e moléculas marcadoras. A localizacao de tais
antigenos pode ser feita a partir de tecidos frescos (cortes de congelacao) ou tecidos
ja fixados e processados pelos métodos histoldgicos convencionais, através da
conjugacdo das moléculas de imunoglobulina com moléculas marcadoras,
normalmente, de carater enzimatico, tais como, a peroxidase e a fosfatase alcalina

(PALMER et al., 2007).

A imunohistoquimica utilizando anticorpos especificos tem o potencial de revelar

qualquer antigeno micobacteriano, e a presenca de uma parede celular intacta do
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bacilo ndo é um pré-requisito para a realizacdo deste exame. Desta forma, a
imunohistoquimica é considerada geralmente como sendo mais sensivel do que a
tradicional técnica de coloracao Ziehl-Neelsen e tem sido utilizada com a finalidade
de melhorar o diagnodstico da tuberculose. A técnica além de ser uma ferramenta de
diagndstico, também fornece informacbes sobre a resposta imune do hospedeiro

(MEDEIROS et al., 2010).

A técnica em que os anticorpos primarios especificos para o antigeno de interesse
sao marcados com uma enzima € denominada método direto. Na imunocoloragao
direta, o anti-soro é incubado sobre o tecido, seguido pela adigdo de um substrato
de enzima que provoca a deposicao de um produto de reacado colorido insoltvel nos
locais de ligacdo do anticorpo nos tecidos. A reagdo produzida € visivel ao
microscopio 6ptico. A imunocoloragao direta € uma técnica de realizagdo simples e
econdmica, no entanto, fornece uma amplificagdo pouco visivel da ligacdo, em
decorréncia disto a sua utilizacdo esta limitada a deteccao de antigenos abundantes,
tais como em depdsitos de imunoglobulinas em bidpsias de pele para o diagndstico

das doencas da pele auto-imunes (MUSTAFA et al., 2006).

A técnica indireta de imunocoloracdo utiliza uma enzima-conjugada anti-
imunoglobulina em um anticorpo secundario para detectar a ligagdo do anticorpo
primario que com o antigeno especifico presente no tecido. Embora o método de
imunocoloragao indireta seja um pouco mais complexo e moroso de executar, esta
reacao possui duas vantagens sobre o método direto. A reacdo indireta aumenta a

sensibilidade de deteccao do antigeno porque varios anticorpos secundarios irdao se
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ligar a cada anticorpo primario, intensificando o sinal visivel produzido, além disso, a
reacao indireta ndo exige a conjugacao de cada um dos anti-soros primarios. Anti-
soros de titulo elevado de enzima conjugada com imunoglobulinas estao
comercialmente disponiveis, e um anti-soro conjugado com enzima Unica para a
imunoglobulina de coelho ou de cabra pode ser usado com varios anticorpos

primarios, em diversas reacdes (PUROHIT et al., 2007).

Em adicdo ao método indireto, ha uma variedade de outras técnicas
imunoenzimaticas concebidas para uma maior amplificacdo do sinal visivel produzida
pela ligacdao de anticorpos primarios em amostras de tecidos. Uma das mais versateis
é o complexo avidina-biotina (ABC). A técnica ABC baseia-se na interacdo das
moléculas de avidina e biotina e inclui a utilizagdo de um anticorpo primario nao-
conjugado, um anticorpo secundario conjugado com biotina e um complexo avidina-
biotina-peroxidase. Esta técnica, comparada com a técnica direta e indireta, € mais
complexa e demorada, no entanto, a amplificacao proporcionada por esta coloracao
€ muitas vezes necessaria para deteccdo de antigenos escassos ou antigenos
imunologicamente alterados pela fixagao com formalina, sendo utilizada para a
deteccao da maior parte dos marcadores de tumores e agentes de doencas

infecciosas em tecidos (BEYTUT, 2011).

A utilizacdo da técnica de imunohistoquimica tem provocado grande impacto na
patologia humana e veterindria, devido a sua elevada sensibilidade e especificidade.
A técnica permite que a mesma amostra possa ser utilizada tanto para exame

histoldgico e imuno-histoquimico de rotina. A capacidade de deteccdao de antigenos
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em amostras fixas também permite diagndsticos retrospectivos nos casos em que
nao ha mais amostras de tecidos frescos disponiveis. Além disso, este exame pode
melhorar exatidao, promovendo a visualizagao da distribuicao do agente infeccioso

da doenca simultaneamente com lesdes histologicas (BREES et al., 2000).

3.8.5 DOSAGEM DE CITOCINA

Nos animais infectados por M. bovis, as células T respondem aos antigenos
micobacterianos, sob expansdo clonal levando ao desenvolvimento de células de
memodria. Na resposta imune anti-micobacteriana os subgrupos de células T (TCD4 e
TCD8) proliferam-se significativamente. O interferon gama (IFN.,) € uma citocina
predominantemente liberada pelas células T apds estimulagdo antigénica (POLLOCK

et al., 2005).

O ensaio de interferon gama bovino empregado no diagndstico /in vitro da
tuberculose, assim como no teste intradermico, tem como objetivo detectar a
resposta imune mediada por células do hospedeiro contra a infeccdo causada pelo M.
bovis. Ele esta fundamentado na dosagem da citocina IFN., em amostras de sangue
de animais infectados, apds a prévia estimulacao dos linfécitos com PPD bovino e
aviario, uma vez que, as células dos animais ndo infectados, quando estimulados,

nao produzem a citocina (RUGGIERO et al., 2007).

A partir de uma a quatro semanas de infeccdao, as células T presentes no sangue
periférico de bovinos infectados, liberam /n vitro quantidades mensuraveis de IFN.,

guando o animal é estimulado pela tuberculina. Caso o animal esteja infectado por
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M. bovis a produgdo de IFN.,sera maior quando inoculada a tuberculina bovina, ao
passo que, quando o animal estiver contaminado com o M. avium a maior producao

da citocina sera pela inoculacao de tuberculina aviaria (WOOD; JONES, 2001).

O exame é realizado em duas etapas, na primeira o sangue € heparinizado e
distribuido em duplicatas, as amostras entao sao incubadas por 28 hora a 37°C na
presenca dos antigenos bovino e aviario e do controle negativo. Retirando-se o
sobrenadante apos 16 a 24 horas. Na segunda etapa, quantifica-se a producdo de
IFN., utilizando um kit comercial. Varias proteinas podem aumentar a especificidade
do diagndstico ante-mortem da tuberculose bovina, tais como a ESAT-6 e a CFP-10.
Eles sao codificadas pela regiao de diferenca RD1, presentes no M. bovis e em outros
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis e, em algumas espécies de

micobactérias ndo-tuberculoso (MOLICOTTI et al., 2011).

Assim como no teste intradérmico a dosagem de citocina pode ndo ser especifico,
uma vez que animais nao infectados podem apresentar resultados positivos quando
expostos a antigenos de micobacterias ambientais, além disto, o0 método apresenta
outras restricdes como o elevado custo e tempo inferior a oito horas entre a coleta e

0 processamento das amostras de sangue (RUGGIERO et al., 2007).

3.8.6 ELISA

Em geral, as respostas mediadas por células imunitarias predominam no inicio da

infeccdo por M. bovis. Em estagios mais avancados da doenga, ocorre uma maior
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resposta hrumoral e os anticorpos séricos passam a ser detectados (POLOCK et al.,

2005).

Os programas destinados ao controle e erradicagdao da tuberculose bovina sao
baseados na identificacdo de animais positivos através de teste tuberculinico. Estes
testes apresentam desvantagens na identificacao de animais reagentes em um
estado cronico da doenca, em que os animais falham em responder, sendo
chamados de anérgicos ao teste, mantendo, no entanto, o bacilo circulando no
rebanho. Os animais que ndo respondem ao teste de tuberculina, em estagios
avancados da doenca, podem ser detectados pelo teste imunoenzimatico ELISA -

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (LIGHTBODY et al., 1998).

A utilizacdo do teste ELISA apresenta também outras vantagens para o diagndstico
da tuberculose bovina, pois este teste requer apenas uma manipulacao dos animais,
a amostragem de sangue pode ser repetida tantas vezes quanto necessario, sem
alterar o estado imunitario do animal e a interpretacdo dos resultados baseia-se em
valores numeéricos, tornando esta mais objetiva do que a observacao de um inchaco

da pele (LILENBAUM et al., 2001).

A técnica indireta ELISA mede a ligacdo de anticorpos especificos para um antigeno.
A fim de diagnosticar bovinos infectados por M. bovis, os antigenos normalmente
utilizados sao a PPD e isoladas ou associadas antigenos purificados a partir de M.
bovis. Em relacdo aos antigenos purificados de M. bovis, o complexo AG85

representa a maior parte das proteinas secretadas, atingindo uma sensibilidade de
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91,3% e especificidade de 94,8%. No entanto, os anticorpos dirigidos contra os
antigenos podem também estar presentes em individuos nao infectados que

conduzem a resultados falso positivos (MEDEIROS et al., 2010).

A proteina MPB70 que representa aproximadamente 10% da PPD tem sido
identificada como uma célula B alvo em bovinos tuberculosos e também como uma
proteina razoavelmente especifica. Tanto esta proteina como a sua proteina
homologa MPB83, ambas consideradas como antigenos soro dominantes e
reconhecidamente espécie-especificas, sendo altamente expressas no M. bovis, mas
minimamente expressa em M. tuberculosis, tem sido incluidas com o objetivo de
aumentar a especificidade do teste, ndo resultando, porém, em maior sensibilidade

(WIKER, 2009).

Embora testes soroldgicos ndo possam ser considerados métodos de diagndstico de
primeira escolha, muitas pesquisas indicam estratégias para a sua utilizacdo. Suas
recomendacdes sdao baseadas na existéncia de animais anérgicos, bem como, o
aumento de titulos de anticorpos em estagios mais avancados da doenca. Estes
testes sao simples e nao onerosos, oferecendo uma alternativa para detectar animais
negativos ao teste intradérmico e interferon gama, tornando-se uma alternativa de
baixo custo em programas de erradicacdo da tuberculose bovina, como diagndstico
complementar para a identificacao e eliminacao de bovinos em estados avancados

da doenca (LILENBAUM; FONSECA, 2006).
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3.8.7 IMUNOFLORECENCIA

Imunofluorescéncia é uma reacdao antigeno-anticorpo, onde os anticorpos sdo
marcados com um corante fluorescente e o complexo antigéno-anticorpo é
visualizada utilizando um microscépio com luz ultra-violeta (fluorescente). Os
fluorocromos sao corantes que absorvem os raios ultravioletas e emitem luz visivel.
Este processo é chamado de fluorescéncia. Os fluorocromos habitualmente utilizados
na imunofluorescéncia sdo o isotiocianato de fluoresceina de cor verde e tetrametil

rodamina isotiocianato, vermelho (STRAIN et al., 2011).

A técnica de imunoflorecéncia pode ser realizada de forma direta ou indireta. A
técnica direta é utilizada para detectar o antigeno em amostras clinicas usando
anticorpos especificos marcados com fluorcromo. As etapas envolvidas no processo
sao: fixagdo de esfregaco na lamina, o tratamento com anticorpo marcado,
incubacao, lavagem para remover o excesso de anticorpos marcados nao ligados e
visualizagdo sob microscopio fluorescente. Esta técnica pode ser usada para detectar

virus, parasitarias e antigenos de tumor (AOKI et al., 2010).

A técnica indireta é utilizada para a detecgao de anticorpos no soro. Os antigenos em
esfregaco sao preparados para reagir com um anticorpo especifico nao marcado
(produzidos em ratos), apds a lavagem os anticorpos ndo ligados sao eliminados. A
presenca de anticorpos especificos de rato, ligado ao antigeno no esfregaco é
detectada pela adicao de um segundo anticorpo marcado anti-gama globulina. Este
anticorpo liga-se ao primeiro anticorpo, mesmo apds lavagem. A deteccao da

presenca do segundo anticorpo é observada sob microscépio de fluorescéncia. A
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técnica indireta € habitualmente utilizada para detectar anticorpos em processos

infecciosos (AOKI et al., 2010).

A utilizagdo da imunoflorecéncia, nos programas de controle e erradicacdo da
tuberculose bovina, € uma alternativa de diagnostico soroldgico simples, rapido e de
baixo custo e que pode ser adaptado para utilizacgao a campo (SCHILLER et al.,
2010). Nos ensaios de fluorescéncia polarizada (FPA), um marcador (o antigeno alvo
ou parte dele) ligado a uma molécula fluorescente é adicionado ao soro. Se o
anticorpo esta presente no soro, este se liga ao antigeno marcado e a polarizagao de
fluorescéncia mensuravel aumenta devido ao aumento conjugado do tamanho do
complexo antigeno-anticorpo. A aplicacao deste teste utilizando a proteina MPB70
marcada com fluoresceina para a deteccdo de anticorpos contra M. bovis no soro,
pode detectar a presenca de anticorpos especificos em minutos, com uma
especificidade estimada de 98.3% e uma sensibilidade de 92,9%, (SURUJBALLI et

al., 2002).

3.8.8 TESTE A CAMPO — TUBERCULINIZAGCAO

O ponto fundamental para o controle de tuberculose bovina é a deteccao precisa e
remocao de animais infectados com Mycobacterium bovis. A infeccao do gado com
este organismo é geralmente cronica e pode permanecer subclinica durante um
longo periodo. E importante ressaltar, que o gado infectado pode se tornar infeccioso
muito antes de apresentar quaisquer sinais clinicos Obvios ou lesdes tipicas de
tuberculose, detectavel mesmo com um exame clinico cuidadoso. Mesmo se estiver

presente, os sinais clinicos da tuberculose no gado ndo sao patognoménicos. Como
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resultado, uma eficaz vigilancia ante mortem da tuberculose bovina, deve se basear
primeiramente na deteccdao de animais infectados numa fase inicial, através da

utilizacdo de testes de imunodiagndstico sensiveis (RUA-DOMENECH et al., 2006).

Os dois testes aprovados para o diagnostico ante mortem da tuberculose bovina sao:
o teste /n vivo intradérmico de tuberculina e o ensaio /n vitro de interferon gama
(IFN.,) (sangue-baseado). O primeiro detecta uma reagao de hipersensibilidade do
tipo retardada de uma injecdo intradérmica de tuberculina, enquanto o segundo
detecta a libertagao de IFN., em culturas de sangue total estimulado com tuberculina
usando um ensaio solvente imunoldgico ligado a enzima. Em paises que
implementaram programas de erradicagdo da tuberculose bovina, os exames de
triagem de rotina em rebanhos bovinos sdo baseados no teste intradérmico de
tuberculina, este, também é o teste ante mortem prescrito pela Organizagao
Internacional de Epizootias (OIE) como técnica de referéncia para o comércio

internacional de gado bovino (ANON, 2005).

Programas baseados no teste de pele em rebanhos bovinos, complementados com o
abate obrigatério dos animais positivos, restricdo de movimento de rebanhos
infectados e vigilancia em matadouros para animais infectados e ndo detectados,
erradicaram a tuberculose bovina em muitos paises desenvolvidos, tais como a
Australia, a maioria dos Estados Membros da Unido Européia, Suica, Canada e varios

estados dos EUA (COUSINS, 2001).
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O extrato de glicerol de cultura liquida pura de bacilos da tuberculose foi descoberto
por Robert Koch, em 1890, originalmente foi desenvolvido como uma possivel vacina
terapéutica para a tuberculose humana, que, apos ter sido refinada, Seibert em
1934, desenvolveu a tuberculina conhecida como PPD (Purified Protein Derivative),
em que as proteinas sao separadas do meio de cultura por precipitacdo, para ser
usada, em varios paises em todo o mundo, como uma ferramenta de diagndstico na

medicina humana e veterinaria (MONOGHAN et al., 1994).

A tuberculina pode ser definida como um extrato obtido de filtrados de cultivos de
Mycobacterium sp previamente esterilizados pelo calor, para ser utilizado com o
propdsito de medir a hipersensibilidade retardada causada pela infeccao por
micobactérias. A tuberculina bovina em uso atualmente em muitos paises, inclusive
no Brasil, € uma preparacdao de M. bovis AN5, uma cepa de campo isolada na
Inglaterra por volta de 1948 e selecionada para o crescimento 6timo /n vitro. O
organismo € cultivado em meio liquido sintético, tratado termicamente em fluxo livre
de vapor, filtrado, concentrado por precipitacao, lavado e, em seguida, re-dissolvido
em uma preparacdo estéril, isento de micobactérias intactas. Similarmente, as
tuberculinas aviaria e humana sdo obtidas, respectivamente, a partir de culturas de
estirpes especificas de bacilos da tuberculose aviaria - M. avium subsp. avium e

humana - M. tuberculosis (POLLOCK et al., 2003).

Quando tuberculina bovina é injetada na pele de um animal ndo sensibilizado aos
antigenos da tuberculina, ndo ha nenhuma resposta inflamatdria local significativa.

No entanto, se a tuberculina é injetada em um animal cujo sistema imunoldgico



57

tenha sido sensibilizado por uma infeccdo com M. bovis, ou por exposicao a
antigenos de reacdo cruzada, desencadeia uma resposta inflamatdria com
endurecimento e edema progressivo no local da inoculacao, que atinge a sua maior
intensidade 48-72 h apods a aplicacdo e regridem rapidamente depois disso. A
intensidade da reacao cutanea pode ser quantificada pela mensuracao do tamanho
do endurecimento ou do engrossamento da pele. A reacdo a tuberculina pode evoluir
para uma necrose central, algumas vezes acompanhada por vesicula e enduracao

caracteristicas de uma hipersensibilidade intensa (RUA-DOMENECH et al., 2006).

Esta hipersensibilidade tardia a reacdo a aplicacao intradérmica da tuberculina PPD, é
mediada por uma populacao de células T sensibilizadas e leva varias semanas para
desenvolver-se apds a infeccdo, quando estes reconhecem, entdo, os antigenos
tuberculinicos e secretam citocinas, entre elas o interferon gama. Ha bovinos que,
embora infectados, ndo reagem a tuberculinizacdo devido a uma deficiéncia
temporaria do sistema imunitario, induzida por inoculagdes sucessivas de tuberculina
ou aplicacdo de altas concentracdes do antigeno, denominada dessensibilizacao.
Reacdes falso-negativas também podem ocorrer em tuberculinizacdes proximas ao
parto ou em animais com alimentacao deficiente. Em animais com tuberculose
generalizada, ou em estagios finais da doenca, ha um excesso de antigeno circulante
gue induz uma imunossupressao especifica, ocorrendo entao o fendomeno da anergia

(BRASIL, 2006).

No seu formato mais simples, o teste da pele é realizado pela inoculacdo de um

volume de no maximo 0,2 ml de tuberculina na pele bovina. Aproximadamente 72
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horas apds a inoculacdo, o local é palpado e examinado para verificar qualquer
evidéncia de inflamagdo. Este é conhecido como o teste intradérmico Unico e pode
ser aplicado na pele da regido cervical média (cervical simples) ou na base da cauda
(prega caudal). Quando teste cervical simples é utilizado, além da subjetiva palpacao
e observacao visual do local da inoculacdo, a espessura da prega cutanea é medida
com cutimetro, imediatamente antes da inoculacao da tuberculina e 72 horas mais

tarde com variacao de 4-6 horas para mais ou menos (ANON, 2005).

O teste cervical comparativo com PPD bovino e aviario aplicados simultaneamente
em diferentes locais, geralmente do mesmo lado da pele do pescoco, deve ser
utilizado como teste confirmatdrio, por sua maior especificidade em relacdo aos
testes simples. A interpretacao do teste baseia-se na observacao de que bovinos
infectados com M. bovis tendem a mostrar uma maior resposta a tuberculina bovina
do que a tuberculina aviaria, enquanto que as infecgbes com outras micobactérias
promovem a relacao inversa. Este teste, por conseguinte, permite uma melhor
discriminagdo entre animais infectados com M. bovis e aqueles sensibilizados a
tuberculina apds a exposicao a organismos do complexo M. avium ou a micobactérias

ambientais ndao patogénicas (ANON, 2005).

O tipo de teste de pele a ser usado geralmente depende da prevaléncia da
tuberculose e da prevaléncia de exposicdo a outros sensibilizantes, tais como
micobactérias ambientais. O teste ndo comparativo caudal é o principal teste
primario ante mortem de rotina para rastreamento da tuberculose em um animal e

rebanhos nos EUA, Canada e Nova Zelandia e foi o teste utilizado com sucesso para
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erradicar a tuberculose bovina da Australia. O teste cervical simples é o teste de
rastreio primario de tuberculose para um animal e rebanhos na Europa continental.
Em todos esses paises, o teste comparativo € usado principalmente como um teste
auxiliar para animais reatores ou reatores inconclusivos para o intradérmico simples,
embora o teste IFN., vem gradualmente substituindo o teste comparativo como o
teste na ordem de escolha. Em contraste, no Reino Unido e na Irlanda, estudos que
avaliam o desempenho do teste intradérmico simples revelou uma elevada incidéncia
(6-12%) de bovinos com reacdes falso-positivas (ndo especificas) a tuberculina de

mamiferos (RUA-DOMENECH et al., 2006).

No Brasil, o protocolo de testes preconizado pela legislacao em vigor recomenda para
o diagndstico indireto da tuberculose, a utilizacdo dos testes alérgicos de
tuberculinizacao intradérmica em bovinos e bubalinos com idade igual ou superior a
seis semanas e devem ser realizados por médico veterinario habilitado pelo MAPA. O
teste cervical simples é o teste de rotina recomendado, o teste da prega caudal por
ser de execucao mais simples e pratica, pode ser utilizado quando ha necessidade da
realizacdo de um teste de triagem, e, pela legislacdo, esse teste é admitido para
utilizacao de rotina, exclusivamente em estabelecimentos de criacao especializados

na pecuaria de corte (BRASIL, 2006)

O teste cervical comparativo é o teste confirmatério utilizado em animais
inconclusivos ao teste cervical simples e reagentes ao teste da prega caudal. A
positividade do teste comparativo, no Programa Nacional de Controle e Erradicacao

da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), é estabelecida quando a diferenca do
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aumento da dobra da pele provocada pela inoculacao da tuberculina PPD bovina e da
tuberculina PPD aviaria, apds 72 horas € maior ou igual a quatro mm. Devendo ser
este o teste de eleicao para rebanhos do pais com alta freqiiéncia de reagdes
inespecificas, evitando-se os prejuizos decorrentes da eliminacao de animais falso-
positivos, bem como, estabelecimentos certificados como livres e para

estabelecimentos de criacao de bubalinos (BRASIL, 2006).

3.8.9 DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

A inspecao de carcaca ou a necropsia detalhada constituem importantes ferramentas
no diagndstico da tuberculose bovina (BRASIL, 2006). Nos paises nos quais as
normas de inspecao post mortem sao rigorosas, o procedimento adotado tem como
critério a deteccdo da totalidade das lesdes suspeitas através de uma inspecao

minuciosa dos tecidos apropriados (RUGGIERO et al., 2007).

A principal razdao para a realizacao da inspecao post mortem de carcacas em
matadouro é a protecdo da salde publica. A situacdao da tuberculose nos bovinos
destinados ao abate é um indicador aproximado da prevaléncia de animais para
abate, tuberculoso-positivos e, portanto, da exposicdo humana através do consumo
de carne infectada. Além de fornecer dados para o estabelecimento de um programa
baseado na verdadeira prevaléncia da infeccdo tuberculosa nos bovinos, o exame
das carcacas também fornece pistas sobre se a infecgdo esta na sua fase inicial ou
atingiu a fase transmissivel. Isso proporciona uma melhor consciéncia programatica
com o posterior desenvolvimento de uma orientagao sobre como reduzir o risco da

propagacao da enfermidade dentro de uma area geografica especifica, bem como,
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oportunidades de se rastrear a fonte de infeccao para os rebanhos (BIFA et al.,

2010).

A deteccao de tuberculose pela inspecao post mortem requer que 0s animais
infectados apresentam lesdes visiveis nos locais inspecionados. No entanto, em
alguns animais infectados por M. bovis, as lesdes macroscopicas ndo sao visiveis nos
tecidos examinados no momento do abate. Portanto, existe a possibilidade de que,
quando um numero muito grande de carcagas sao inspecionadas diariamente, alguns
animais com lesdes incipientes podem passar despercebidos. Além disso, a inspecao
de carnes pode levar a classificagdo de nao-tuberculosas lesdes que, devido as

semelhangas na aparéncia macroscdpica, sao tuberculosas (TEKLU et al., 2004).

As lesdes macroscopicas provocadas pelo M. bovis, apresentam coloracao amarelada,
com nodulos de 1 a 3 cm de diametro ou mais, que podem ser confluentes, com
aspecto purulento ou caseoso, com presenca de capsula fibrosa, podendo apresentar
necrose de caseificagao no centro da lesao, ou, ainda, calcificacao nos casos mais

avancados (BRASIL, 2006).

Lesbes com caracteristicas acima, ndo sdo patognomonicas da tuberculose bovina,
sugerindo um diagnostico diferencial, pois podem ocorrer também nas infeccbes por
Corynebacterium pyogenes, Staphylococcus aureus, Actinobacillus lignieresii,
Pseudomonas aeruginosa, por parasitas, fungos e em alguns processos neoplasicos
que podem ser confundidos com tuberculose (OHARA, 2006). Apesar das

dificuldades, nas fases iniciais de programas de controle da tuberculose e em regides
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em que a prevaléncia da doenca é alta, uma grande confianga pode ser colocada no
diagndstico de tuberculose com base na deteccao macroscopica de lesdes na

inspecao post-mortem (CORNER, 1994).

Milian-Suazo et al. (2000) descrevem que a alta proporcao de resultados positivos na
cultura bacterioldgica e no exame histopatoldgico indica que a inspecdo da carcaga
com lesdes macroscopicas pode ser confidvel na estimativa da prevaléncia da

doenca.

Cerca de 70% a 90% dos casos de lesdes presuntivas de tuberculose, encontradas
no exame de carcacas em matadouros, encontram-se nos linfonodos da cabeca e
térax, e 66% dos animais necropsiados apresentam apenas uma Unica lesdo visivel.
Em 95% dos casos, as lesdes estdo localizadas em linfonodos (mediastinicos,
retrofaringeos, bronquiais, parotideos, cervicais, inguinais superficiais e
mesentéricos), pulmao e figado. Com menor freqiiéncia, podem estar presentes em
intestino e tecido mamario, ou em qualquer outro 6rgdao ou tecido do animal

(BRASIL, 2006).

Em um estudo realizado na Australia, foi observado ser conveniente acrescentar a
inspecao post-mortem convencional, o cuidadoso exame do pulmao, dos linfonodos
mediastinicos, retrofaringeos e bronquicos podendo estabelecer desta forma o
diagndstico em 86% das carcacas de bovinos com apenas uma lesao macroscopica
presuntiva de tuberculose. A eficiéncia do exame pode identificar 95% das carcacas

com Unica lesdo presuntiva da doenca, quando é acrescentado o exame dos
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linfonodos mesentéricos, os linfonodos parotideos, cervicais caudais e inguinais
superficiais ao procedimento anterior. Desta forma, dependendo da experiéncia do
inspetor, a andlise das lesdes macroscopicas durante a inspecao pode provir um
rapido e real diagndstico da tuberculose. Em matadouros menores, no entanto, além
de procedimentos inadequados, as lesdes podem passar despercebidas, por nao

haver tempo para o exame detalhado de 6rgaos e tecidos (CORNER et al., 1990).

Estudos conduzidos em matadouros na Etidpia revelaram que os procedimentos de
inspecao adotados apresentam uma capacidade limitada para detectar carcagas
infectadas com M. bovis. Quando comparados com os protocolos detalhados de
inspecao de abate, a rotina de inspecao nos matadouro falhou em detectar a maioria
das carcagas infectadas. Em cinco matadouros a inspegao de rotina ndao conseguiu
detectar 71,8% de carcagas infectadas com tuberculose (BIFA et al., 2010). Em
outro trabalho, no sul do pais, a inspecao de rotina detectou apenas 29,4% das

carcacgas com lesoes visiveis de tuberculose (TEKLU et al., 2004).

O acompanhamento da rotina de inspegdo no México detectou 16% de bovinos com
tuberculose, sendo que 90% destes bovinos tinham lesdes localizadas, afetando
somente um 06rgao ou tecido. Dos 400 animais tuberculosos 84% tinham lesdes em
linfonodos, sendo assim distribuida: retrofaringeos 49,2%, mediastinais 24,4%,
mandibulares 6,4%, traqueobronquicos 3%, mesentéricos 2,4% ou uma combinagao
destes linfonodos. As lesbes também foram encontradas no pulmdo 1,5%, Ubere

1,5%, figado 0,7% e cartilagem esternal 0,2% (MILIAN-SUAZO et al., 2000).
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Os procedimentos de rotina na inspecao de carcagas bovinas foram avaliados em
seis frigorificos da Argentina, os resultados indicaram que os profissionais e técnicos
que fiscalizam o abate naqueles frigorificos, tém uma grande capacidade de
diagnosticar lesdes tuberculosas macroscopicas em animais abatidos, com uma
confiabilidade de 89%, o que demonstra a importancia do inspetor frigorifico como
participante nos programas de controle e erradicacao da tuberculose (LATINI et al.,

1997).

No Brasil, a inspecdo das carcacas é regulamentada pelo RIISPOA “Regulamento da
Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal”, garantindo que todos
0os Orgaos sejam examinados na sala de matanga, imediatamente apds a sua
remocao da carcaga, assegurando sempre a identificacdo entre érgdos e carcaca
correspondente. Os ganglios inguinais, iliacos, pré-curais, pré-escapulares e pré-
peitorais devem ser sempre examinados. Na inspecao post mortem da carcaga,
varios critérios devem ser seguidos para liberagdo para o consumo ou nao da
carcaga, carcagas com lesdes sugestivas de tuberculose podem ser destinadas a
condenacao total, parcial ou tratamento pelo calor, o que vai depender da

localizacao, extensao e quantidade de lesdes encontradas (BRASIL, 1997).

Em um matadouro no estado do Para, foi constado que a inspecdo de carcagas
bovinas e a condenacao das mesmas acometidas por lesdes suspeitas de tuberculose
a uma importante ferramenta epidemioldgica, bem como uma fundamental acao a
fim de evitar o consumo de carne de animais infectados, garantido a seguranca

alimentar da populacao (DELGADO et al., 2011).
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3.9 CONTROLE E PREVENCAO

Controlar uma doenca significa limitar esta de tal forma que a sua incidéncia diminua
consideravelmente e haja condigdes para evitar sua disseminacao caso aparega um
novo foco, fazendo com que a enfermidade deixe de representar um risco econdmico
ou de saude publica. O controle é indicado para regides nas quais seria inviavel a
realizagdo da erradicacdo como medida inicial, por ser a doenca endémica e

altamente disseminada (FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997).

O controle da tuberculose fundamenta-se no bloqueio de pontos criticos da cadeia de
transmissdao da doenca. Inicialmente é necessario conhecer a situacao sanitaria do
rebanho em cada unidade de producdo. A identificacao das fontes de infeccao é
baseada principalmente em uma politica de teste tuberculinicos e o abate dos
animais reagentes. O cuidado na introducdao de novos animais no rebanho, também
€ uma estratégia fundamental para o controle na propriedade, devendo estes serem
testados na origem e apds a entrada no quarentenario da unidade de criacdo,

respeitando-se o intervalo minimo de 60 dias entre os testes (BRASIL, 2006).

Em varios paises, no comeco do século XX, foram iniciadas campanhas para o
controle e a erradicacao da tuberculose bovina. Nestas nacdes a enfermidade foi
erradicada ou eficientemente controlada. O maior estimulo para o controle desta
enfermidade foi o de evitar o seu carater zoondtico, que naquele periodo alcancava

indices alarmantes tanto na populacao humana com o animal (COLLINS, 2001).
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Os programas de controle e erradicacao da tuberculose bovina nos paises ocidentais,
que tiveram sucesso, baseiam-se no saneamento de rebanhos infectados, por meio
da realizacao de testes tuberculinicos periddicos, sacrificio de animais reagentes e
confirmagdo do diagndstico por meio de exames histopatoldgicos e bacterioldgicos.
Outras medidas como a adogdo de métodos de desinfeccao, controle do transito de
animais, quarentena, notificacdo, controle de reservatorios e a criacao de divisdes
entre regides e propriedades de acordo com a ocorréncia da doenca, também
contribuiram para a erradicacdo bem sucedida ou a reducdo significativa da
incidéncia da doenca em paises como Estados Unidos, Canada, Inglaterra,

Dinamarca, Australia e Uruguai (WEDLOCK et al., 2002).

Outra importante medida observada em paises que lograram éxito no controle e
erradicacdo da enfermidade é a indenizacao dos proprietarios, embora na maioria
dos casos esta seja parcial. A divisao de custos entre o governo e a iniciativa privada
aumenta a possibilidade de sucesso, pois cada seguimento envolvido torna-se co-
responsavel pelo programa. A indenizagdo é feita de maneira direta, por animal
positivo abatido, ou indireta, através da valorizacdo dos produtos comercializados

pelos criadores que aderem ao programa (FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997).

Apesar dos esforcos de erradicacao intensiva ao longo de décadas, a tuberculose
bovina continua a ser um problema com perspectiva global. Varios fatores foram
identificados como principais obstaculos para a sua erradicagdo. Em alguns paises, os
reservatdrios na vida selvagem constituem uma fonte continua de re-infeccdo para o

gado. Outros fatores que contribuem para a persisténcia da tuberculose sdo as
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limitacOes dos testes de diagndstico (no que concerne tanto a sensibilidade como a
especificidade), grandes rebanhos, intensificacado do movimento de animais e do
comércio destes, extensao territorial, infra-estrutura, clima, caracteristicas das
criagbes, existéncia de servicos veterinarios organizados e disponibilidades de

recursos financeiros (SCHILLER et al., 2010).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) foi instituido em 2001, com o objetivo de diminuir o impacto negativo
desta zoonoze na saude humana e animal, além de promover a competitividade
nacional (BRASIL, 2001). As propostas técnicas do programa incluem a certificacao
de propriedades livres ou monitoradas da doenca, com adesdo voluntaria dos
produtores; o controle do transito de animais; normas sanitarias para participacao de
bovinos em exposicoes, feira e leildes; o credenciamento e capacitacao de
veterinarios; o diagndstico e apoio laboratorial com participacao do Servigo Oficial e a

educacdo sanitaria (BRASIL, 2006).

O Brasil retine condigbes que favorecem a implementacao do programa, dentre as
quais se destacam a existéncia de servicos veterinarios com experiéncia no controle
de doencas animais; de laboratdrios capacitados para a producao de antigenos e a
realizacdo de diagndstico, bem como, a existéncia de bacias leiteiras relativamente
organizadas. No entanto, alguns fatores dificultam um sucesso mais amplo, tais
como o tamanho do rebanho nacional; a grande extensdo territorial; a existéncia de
fronteiras com outros dez paises; as grandes diferencas regionais quanto a infra-

estrutura e condigdes sdcio-econdmicas; a grande heterogeneidade das criagOes
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quanto ao modo de producdo e situacdo sanitaria; a insuficiéncia dos recursos
financeiros destinados aos orgaos oficiais que se ocupam da saude animal e a
inexisténcia de fundos para indenizagdo dos criadores que abatem animais reatores

positivos (FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997).

Outra importante medida de controle € o monitoramento dos rebanhos pela deteccao
de lesdes tuberculosas realizado pelo servico de inspecao de carcagas quando do
abate dos animais, cujos achados de matanca em carcagas e visceras presuntivos de
tuberculose sao comunicados ao Servigo de Defesa Oficial, bem como, presuntivos
de tuberculose proceder ao abate sanitario de animais reagentes positivos (BRASIL,

2006).

Como medida preventiva recomenda-se que a saude dos trabalhadores da
propriedade seja rotineiramente monitorada. Alem disto, acdes sobre possiveis
reservatorios domésticos, sinantrépicos ou silvestres devem ser consideradas, bem
como, prover a propriedade de Instalagdes adequadas, que permitem boa ventilagao
e exposicao direta a luz solar, contribuem para prevenir a contaminagdo do
ambiente. Recomenda-se ainda higienizar e desinfetar periodicamente todas as
instalagOes, especialmente os bebedouros e os cochos. Deve-se ainda, abolir a
utilizagao do leite de vacas reagentes para qualquer finalidade, e em quaisquer
circunstancias (CASTRO et al., 2009). A inspegdo sanitaria dos produtos de origem
animal destinados ao consumo humano e a pasteurizacao ou esterilizacao do leite e
derivados, também sdo medidas preventivas importantes para prevenir esta zoonoze

(BRASIL, 2006).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a eficacia dos procedimentos de inspecdo na
deteccdo de lesBes sugestivas de tuberculose e determinar a prevaléncia dessas lesdes
em bovinos abatidos na regido Sudoeste da Bahia. No periodo de marco a novembro de
2012 foram inspecionados 58.268 bovinos abatidos em um matadouro frigorifico em
Vitoria da Conquista. A inspecdo consistiu na avaliacdo sistematica dos ganglios
linfaticos e 6rgdos em busca das lesdes sugestivas, por meio de exame visual e tatil com
posterior incisdo dos ganglios linfaticos. Setenta (0,12%) animais abatidos apresentaram
99 linfonodos com lesdes sugestivas de tuberculose. Ao exame histopatolégico, 60,6%
das amostras apresentaram lesdes histoldgicas caracteristicas de processo inflamatério
do tipo granulomatoso, sugestivas de micobactérias. Das amostras coradas com Ziehl-
Neelsen, 10,01% apresentaram bacilos alcool-acido resistentes, sendo, portanto,
positivas para micobactérias. Em conclusdo, a prevaléncia de carcagas bovinas com
tuberculose no Sudoeste da Bahia é baixa e os procedimentos na rotina de inspe¢do post
mortem sdo satisfatdrios para detectar lesdes sugestivas dessa zoonose.

Palavras-chave: Diagndstico, granuloma, inspecdo, Mycobacterium spp

SUMMARY

The aim of this study was to verify the effectiveness of inspection procedures for the
detection of suggestive tuberculosis lesions and determine the prevalence those lesions
in cattle slaughtered in Southwestern Bahia. From March to November 2012, 58,268
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slaughtered animals were inspected in a slaughterhouse in Vitoria da Conquista. The
inspection consisted in a systematic evaluation of the lymph nodes and organs searching
for suggestive lesions, through visual and tactile examination with subsequent incision
of the lymph nodes. Seventy (0.12%) slaughtered animals presented 99 lymph nodes
with suggestive lesions of tuberculosis. To histopathology, 60.6% of the samples had
histological lesions characteristic of inflammatory granulomatous process, suggestive of
mycobacteria. From samples stained with Ziehl-Neelsen, 10.01% had acid-fast bacilli
resistant, and therefore positive for mycobacteria. In conclusion, the prevalence of cattle
carcasses with tuberculosis in Southwestern Bahia is low and the procedures in routine
post mortem inspection are satisfactory for detecting lesions suggestive of this zoonosis.

Keywords: Diagnosis, granuloma, inspection, Mycobacterium spp

INTRODUCAO

Historicamente, os matadouros frigorificos tém sido utilizados como um
instrumento de fiscalizagcdo e diagndstico das doencas transmissiveis, constituindo-se
em relevantes ferramentas de vigilancia epidemioldgica de enfermidades, em especial
daquelas de carater zoonético (FUKUDA et al., 2003).

Dentre as zoonoses alimentares detectadas durante o exame post mortem nos
matadouros frigorificos de bovinos, destaca-se a tuberculose, enfermidade grave que
apresenta grande impacto econdmico e na saide publica, sendo considerada como uma
das doencas zoondticas mais importantes para os seres humanos (PINTO, 2003).

O diagnostico da tuberculose bovina, nos matadouros frigorificos € realizado com
base na observacdo de lesbes tipicas macroscopicas em carcacas e Orgdos durante a
inspecdo de carnes (DIGUIMBAYE-DJAIBE et al., 2006). No entanto, apesar da
importancia que representa para a prevencdo da tuberculose, a avaliacdo baseada no
diagnostico anatomopatoldgico, é muitas vezes posta em davida, pois além do fato de
que muitos animais condenados por tuberculose apresentam-se aparentemente

saudaveis, outras lesbes podem, macroscopicamente, serem confundidas com
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tuberculose e em alguns animais infectados por Mycobacterium bovis, as lesbes
macroscopicas podem ndo ser visiveis nos tecidos examinados (TEKLU et al., 2004).

Os exames histologicos, além de permitir a identificacdo das lesdes
micobacterianas tipicas e a diferenciacdo de outras causas (VARELLO et al., 2008), se
constituem em importante instrumento de diagnostico conclusivo da tuberculose pela
sua praticidade, rapidez e baixo custo (WATRELOT-VIRIEUX et al., 2006).

A realizacdo de inguéritos epidemiologicos em matadouros € um indicador da
prevaléncia da enfermidade nos animais destinados ao abate e, portanto da
probabilidade da exposi¢do humana através do consumo de carne infectada, bem como,
fornece dados que podem ajudar na definicdo do modelo de programa estatistico a ser
utilizado para se averiguar a prevaléncia nos rebanhos (DEMELASH et al., 2010).
Estudos realizados em diversos estados do Brasil revelam uma ampla variacdo na
prevaléncia de lesbes de tuberculose em bovinos abatidos (FERNANDES et al., 2003,
BAPTISTA et al.,, 2004; CRETELLA et al., 2006; DELGADO et al., 2011,
FURLANETTO et al., 2012).

Na Bahia, os inquéritos epidemioldgicos sobre a prevaléncia da tuberculose foram
executados apenas em propriedades rurais, utilizando o exame in vivo da
tuberculinizagdo comparada, sendo que em dois levantamentos realizados no municipio
de llhéus (RIBEIRO et al., 2003) e de Alagoinhas (COSTA et al., 1996), 2,8% e 5,5%,
respectivamente, dos animais foram identificados como positivos para tuberculose e em
um estudo epidemioldgico estadual, realizado pela Agéncia de Estadual de Defesa
Agropecuaria da Bahia (ADAB), no periodo entre 2008 a 2010, foi constatada a
prevaléncia de focos e de animais reagentes a tuberculose de 1,6% e 0,21%,

respectivamente (AVILA et al., 2012).
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O presente estudo teve como objetivo verificar a eficacia dos procedimentos de
inspecdo na deteccdo de lesdes sugestivas de tuberculose e determinar a prevaléncia

dessas lesdes em bovinos abatidos na regido Sudoeste da Bahia.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no matadouro-frigorifico CONFRIGO, localizado na
Rodovia BR 116, Km 867, Vitdria da Conquista - BA (14°53°00” S, 40°48°00” O). O
estabelecimento, sob Servico de Inspecdo Estadual (ADAB/DIPA), funciona como um
polo regional de abate de bovinos prestando servigcos a diversos municipios da regiao
Sudoeste da Bahia.

As amostras foram coletadas no periodo de marco a novembro de 2012, quando
foram abatidos 58.268 bovinos procedentes de 76 municipios baianos (Figura 1). Todos

0s animais apresentavam-se sadios ao exame ante mortem.

[ Reoido Sudoeste
W regiosu

Regido Oeste 17 - Potiragua
18 - Ribeirdo do Largo
19 - Serra do Ramaho

20- Vitéria da Conguista

B RegioNordesie

Figura 1. Municipios de procedéncia (a) e com lesdes sugestivas tuberculose (b), em bovinos
abatidos em Vitéria da Conquista-BA

O material biologico foi coletado de 70 bovinos procedentes de 20 municipios

(Figura 1), submetidos a exames de carcacas e visceras durante a inspecao sanitaria post
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mortem. As carcagas suspeitas foram desviadas para o Departamento de Inspecdo Final
(DIF) por apresentarem, macroscopicamente, alteracdes sugestivas de tuberculose.

A inspecao consistiu em avaliacdo sistematica dos ganglios linfaticos e érgéos dos
animais abatidos em busca das lesbes sugestivas, realizando-se exames visuais e tateis
com posterior incisdo longitudinal profunda dos ganglios linfaticos divididos através
das seguintes linhas de inspecdo: Linha B: Atloidiano, parotidiano, retrofaringeano, e
sublingual; Linha D: Mesentérico; Linha E: Hepatico; Linha F: Apical,
traqueobronquial, esofagiana e madiastinal; Linha H: pré-crural, inguinais ou
retromamario, iliacos e isquiaticos; Linha I: pré-escapular. As carcacas e 6rgdos que
apresentaram lesbes sugestivas de tuberculose foram destinados a condenacdo total,
rejeicdo parcial ou esterilizacdo pelo calor de acordo com gravidade e a extensdo das
lesBes encontradas, conforme preconizado pelo Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitéria de Produtos de origem Animal (RIISPOA), Artigo 196 (BRASIL, 1997).

Foram retiradas de lesdes nodulares, hemorragicas ou ndo, amostras de tamanhos
e formas variadas, contendo exudato purulento, caseoso ou calcificado. Fragmentos das
lesbes com tamanho aproximado de 2x2 cm, abrangendo a zona de transi¢do entre a
area lesada e a area aparentemente normal, foram coletados e acondicionados em
frascos pléasticos de boca larga, contendo formol a 10%, na proporgédo de 5 a 10 partes
de fixador para cada parte de material colhido. Os recipientes contendo as amostras,
devidamente identificados, foram encaminhados ao Laboratério de Patologia
Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da Universidade
Federal do Rec6ncavo da Bahia.

As amostras foram fotografadas e examinadas para a descricdo das alteracfes

macrocoépicas. Posteriormente, foram recortadas com no maximo 8,0 mm de espessura
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de forma que o fragmento de lesdo contivesse a zona de transicdo entre a lesdo e o
tecido normal, a capsula e o material necrotico. Depois de clivados, os fragmentos
foram processados, conforme sugerido por Behmer et al. (1976), para o diagnostico
histopatolégico por coloracdo com Hematoxilina-Eosina . Os achados histopatoldgicos
foram interpretados como sugestivo ou negativo para micobactéria com base nas
classificacOes descritas por Ohara (2006) e Varello et al. (2008).

Foram consideradas sugestivas para micobactérias as amostras que apresentavam
pelo menos uma das trés condicdes: a) granuloma tuberculoso exibindo necrose, com
ou sem calcificacdo, inflamacdo crénica e células gigantes de Langerhans; b) presenca
de necrose, calcificacao e inflamacdo crénica; c) presenca de células gigantes. Por outro
lado foram consideradas negativas para micobactérias as amostras com: a) alteracfes
isoladas: necrose ou calcificacdo ou inflamacgdo cronica; b) necrose e calcificacdo; c)
alteracbes  patolégicas ndo  condizentes com  granuloma  tuberculoso,
incluindo, significativo infiltrado eosinofilico, hiperplasia linféide, presenca de colonias
de bactérias dentro da area necrética e tumores; d) auséncia de quaisquer alteragoes
patoldgicas.

Todas as amostras foram destinadas a coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN) para a
identificacdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) com a finalidade de se obter
diagnostico definitivo, conforme sugerido por Behmer et al. (1976). As laminas coradas
pelo método ZN foram avaliadas em microscopio optico de luz, sendo que aquelas que
apresentavam bacilos evidenciados foram fotomicrografadas.

Os achados histopatologicos foram interpretados como positivo ou negativo para
micobactéria, conforme sugerido por Varello et al. (2008). Foram consideradas

positivas para micobactérias as amostras que apresentaram um ou mais BAAR, em pelo
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menos uma sec¢ao da amostra. As amostras, cujos cortes ndo apresentaram pelo menos
um BAAR foram consideradas negativas.

As frequéncias dos linfonodos com alteracGes sugestivas de tuberculose, por
regido anatdbmica (cabeca-pescogo, carcaca e cavidades) identificados nos exames
anatdmopatoldgico e histopatologico foram comparados pelo teste qui-quadrado em

nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame post mortem, 70 bovinos de um total de 58.268 abatidos apresentaram
lesbes sugestivas de tuberculose, correspondendo a prevaléncia de 0,12%. Os
municipios de Condelba, Jaborandi e Guaratinga, a despeito do pequeno numero de
animais abatidos (201/58.268), foram 0s que apresentaram as maiores prevaléncias de
animais suspeitos (Tabela 1).

Os municipios de Vitéria da Conquista, Itambé e Itapetinga, que juntos
totalizaram 24,74% dos animais abatidos no periodo, foram responsaveis por 58,57%
dos bovinos com lesdes sugestivas de tuberculose (25,71%, 21,42% e 11,42%,
respectivamente). No entanto, a prevaléncia de animais suspeitos nesses trés municipios
fo1 <0,20% (Tabela 1).

A prevaléncia de animais com lesfes sugestivas de tuberculose encontrada na
rotina de inspecao post mortem, em bovinos abatidos no sudoeste da Bahia foi inferior a
descrita em paises africanos, 10,1% na Etiopia (DEMELASH et al., 2009), 0,18-4,25%
em Camarbes (NDUKUM et al., 2010). No Brasil, a prevaléncia varia em fungdo do
estado considerado, sendo de 0,007% no Mato Grosso (FURLANETTO et al., 2012),

0,21-0,81% em Sé&o Paulo (FERNANDES et al., 2003; CRETELLA et al., 2006),
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0,82% no Pard (DELGADO et al., 2011) e 0,7% em Minas Gerais (BAPTISTA et al.,

2004).

Tabela 1. Prevaléncia de bovinos abatidos com lesdes sugestivas de tuberculose observadas ao
exame post mortem em Vitdria da Conquista-BA

Municipio Bovinos abatidos Prevaléncia de bovinos com lesdo
presuntiva de tuberculose

n° %
Anagé 1224 3 0,25
Barra do Choca 2717 2 0,07
Caatiba 1408 1 0,07
CondeUba 70 3 4,29
Coribe 328 1 0,30
Guaratinga 88 1 1,14
Ibicui 324 3 0,93
Iguai 889 1 0,11
Itaju do Colénia 116 1 0,86
Itambé 7602 15 0,20
Itapetinga 4886 8 0,16
Itarantim 3417 1 0,03
luiu 538 2 0,37
Jaborandi 43 1 2,33
Macarani 2832 2 0,07
Planalto 1633 1 0,06
Potiragua 1851 1 0,05
Ribeirdo do Largo 1747 3 0,17
Serra do Ramalho 229 2 0,87
Vitoria da Conquista 9459 18 0,19
Total 58268 70 0,12

Em levantamento recente realizado em propriedades rurais, utilizando a
tuberculinizacdo comparada, Avila et al. (2012) encontraram prevaléncia de 0,21% para
animais positivos no Estado da Bahia, portanto, superior aos achados do presente
estudo. Essa diferenca pode ser devida ao fato da inspecédo de rotina post mortem néo
identificar todos os animais doentes, além disto, eventos extrinsecos a inspe¢do tais
como a canalizagdo dos animais de descarte para o abate clandestino ou a eliminagéo de

bovinos positivos na unidade de criagdo, podem interferir na estimativa
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(FURLANETTO et al.,, 2012). Contudo, a prevaléncia de lesdes de tuberculose
encontrada em animais abatidos no Sudoeste da Bahia é um indicativo da realidade
sanitaria da doenca nos rebanhos baianos.

Em regides onde o status sanitario € de baixa prevaléncia da tuberculose, como a
encontrada na Bahia, a implantacdo de eficientes sistemas de vigilancia, integrando os
servigos de inspecdo oficiais com os de defesa sanitaria, pode ser de grande valia na
deteccdo de focos remanescentes (FURLANETTO et al., 2012). A determinacdo da
prevaléncia e a descricdo anatdmica e histopatoldgica das lesbes tuberculosas, em
inquérito realizado em matadouro regional contribuem para o delineamento de acbes
para o controle e/ou erradicacdo da doenca no Estado da Bahia.

Durante os exames post mortem, foram identificados e coletados, dos 70 animais
suspeitos, 99 linfonodos com lesbes presuntivas de tuberculose. Os linfonodos mais
acometidos foram pré-escapulares (51,5%) traqueobronquiais (19,2%) e isquiaticos
(11,1%).

As alteragdes histopatoldgicas observadas nos fragmentos analisados consistiram
de nodulagdes com estrutura discretamente diferente do tecido adjacente e nédulos com
massa amorfa repleta de material caseoso encapsulado, por vezes sendo observadas
areas multifocais coalescentes. As lesdes macroscopicas dentro dos linfonodos variaram
em coloragéo (de branca a branco-amarelada), nimero e dimensdes. Em geral, as lesdes
eram bem delimitadas, sendo que algumas apresentaram contorno irregular. Ao corte,
embora macias, sentiu-se o ranger da lamina na maioria das lesdes, sugerindo a

ocorréncia de mineralizagéo (Figura 2).
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Figura 2. Linfonodo peitoral com les6es macroscopicas
sugestivas de  tuberculose, com forma
arredondada, bem delimitada, cor amarelada e
consisténcia firme

Considerando a localizacdo por regido anatdmica, dentre os linfonodos
acometidos da cabeca-pescoco, 96,22% pré-escapulares e 3,78% parotideos. Dos
linfonodos localizadas nas cavidades toracica e abdominal, 63,3% traquebrdnquiais,
20,0% hepéticos e 16,7% mediastinicos. Na carcaca, 68,75% isquiaticos, 18,75%
peitorais e 6,25% lliacos e pré-crurais (Tabela 2).

O elevado percentual de lesGes sugestivas de tuberculose identificadas na regiéo
da cabeca e pescoco pode estar relacionado a maior atengdo dispensada ao linfonodo
pré-escapular, na rotina de inspecdo, alem disto, algumas lesdes diagnosticadas como
granulomatosas, podem ser confundidas com a reacao vacinal, provocada pela aplicagéo
de vacinas na regido da paleta e pescoco, cujos adjuvantes minerais, quando drenados
para os linfonodos regionais, podem provocar lesbes macrocopicamente semelhantes

(FURLANETTO et al., 2012).
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Tabela 2. Distribuicdo de lesfes sugestivas de tuberculose em linfonodos de bovinos abatidos
em Vitdria da Conquista-BA

Localizacdo anatbmica Lesdo sugestiva de tuberculose
n %
Linfonodos da cabega/pescoco (parotideo e pré-
escapular) 53 53,5
Linfonodos da cavidade toracica e abdominal
(traqueobronquial, mediastinico e hepético) 30 30,3
Linfonodos da carcaca (pré- crural, isquiatico,
iliaco e peitoral) 16 16,2
Total 99 100,00

A elevada presenca de lesdes sugestivas de tuberculose encontradas na regido da
cabeca-pescoco (73,2%) foi verificada também por Furlanetto et al. (2012). No entanto,
ha relatos de maior prevaléncia lesdes sugestivas de tuberculose (60,6% a 84,0%) nos
linfonodos da cavidade toracica (Freitas et al., 2001; Teklu et al., 2004). Esses achados,
analisados de forma conjunta com o presente estudo, mostram que os linfonodos das
regides da cabeca-pescoco e cavidade toréacica sdo de fato os mais frequentemente
acometidos.

No presente estudo ndo foram detectadas lesGes sugestivas de tuberculose nos
linfonodos mesentéricos. Esta ndo ocorréncia pode ser atribuida ao fato da via oral ser
uma forma de propagacdo secundéria a respiratoria, justificando maior freqiiéncia de lesbes nos
linfonodos da cavidade toracica (PALMER & WALTERS, 2006). Por outro lado, a baixa atengdo
dispensada aos linfonodos mesentéricos pode ser um fator de falhas no exame post morten,
uma vez que quando estes sdo examinados mais detalhadamente ocorre aumento
consideravel no nimero de carcacas identificadas com lesGes sugestivas de tuberculose
(CORNER et al., 1990).

Evidencia-se entdo a necessidade de melhoria nos atuais procedimentos de

inspecdo, sendo recomendavel o exame de maior nimero de linfonodos, incluindo
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aqueles que se localizam em regiBes ainda ndo previstas na legislacdo, bem como, que
seja dispensada a mesma atenc¢do a todos os linfonodos inspecionados, independente da
regido anatémica.

Das amostras de linfonodos corados pela HE, 60,6% (60/99) foram sugestivas
para micobactérias, apresentando lesdes histologicas caracteristicas de um processo
inflamatdrio do tipo granulomatoso tipico de tuberculose com necrose, calcificacdo,
células gigantes e inflamacdo crénica (Tabela 3). Esses achados foram bastante
semelhantes aos verificados por Varello et al. (2008), os quais relatam que, das amostras
oriundas de linfonodos acometidos, 67,63% apresentaram lesdes compativeis com

granuloma tuberculoso.

Tabela 3. NUmero de lesGes caracteristicas de granuloma por linfonodo em bovinos abatidos em
Vitoria da Conquista-BA

Numero relativo de lesdes (%)

Linfonodo 4 lesbes 3 lesdes 2 lesbes 1 lesdo Sem leséo
Pré-escapular 45,1 (23/51) 21,6(11/51) 3,9(2/51) 11,7 (6/51) 17,7 (9/51)
Parotideo - - - 50 (1/2) 50 (1/2)
Traquebrénquico 26,3 (5/19) 21,1(4/19) 10,5(2/19) 15,8(3/19) 26,3 (5/19)
Hepatico 33,3 (2/6) 16,7 (1/6) 16,7 (1/6) 16,7 (1/6) 16,6 (1/6)
Mediastinico 60 (3/5) 20 (1/5) - 20 (1/5) -
Isquiatico 18,1 (2/11) 36,4 (4/11) 9,1 (1/11) 9,1 (1/11) 27,3 (3/11)
Peitoral 33,3 (1/3) - 33,3 (1/3) - 33,3 (1/3)
lliaco - - - - 100 (/1)
Pré-crural - - - - 100 (/1)
Total 36,4 (36/99) 21,2(21/99) 7,1(7/99) 13,1(13/99) 22,2 (22/99)

Nas lesdes encontradas no presente estudo foram observados multiplos
granulomas, caracterizados por uma area central com intensa necrose caseosa,
fortemente corada pela eosina (deposicdo de material violaceo), em cujo centro, por
vezes, havia material amorfo basofilico correspondente a calcificagdo distréfica com

focos de mineralizacdo, circundado por intenso infiltrado inflamatério composto por
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neutrofilos, linfocitos, macrdéfagos e células epitelioides. Também foram observadas
células multinucleadas, com nucleos disposto perifericamente, resultantes da fusdo de

células epitelioides, denominadas células gigantes do tipo Langerhans (Figura 3).
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Figura 3. Fotomicrografias: a) Linfonodo classificado como sugestivo. Apresenta area central de
necrose circundada por infiltrado inflamatério composto principalmente por
macrofagos. Coloragdo HE, obj. 4x. b) Evidéncia de célula gigante tipo Langerhans.
Coloragéo HE, obj. 40x

As presencas de necrose central com mineralizacdo, células epitelioides,
macrofagos e células gigantes de Langerhans, téem sido utilizada para caracterizar as
lesGes granulomatosas tipicas de tuberculose (WANGOO et al., 2005). Estudos sobre a
eficiéncia do exame histopatoldgico demonstraram alta precisdo e bons valores
preditivos positivos e negativos na coloracdo por HE (VARELLO et al., 2008). O
exame histopatologico apresenta elevada sensibilidade e especificidade, mostrando ser
uma ferramenta confiavel e de resultado rapido, podendo ser uma aliada no diagnéstico
post mortem realizado em frigorificos.

Ao exame histopatologico pela coloracdo por HE, os linfonodos da cabega-
pescoco foram os mais acometidos (p<0,05), sendo 100% pré-escapulares. Daqueles
localizados nas cavidades toracica e abdominal, 57,9% foram traquebronquiais, 21,05%

hepéticos e 21,05% mediatinicos. Na carcaga, 85,71% foram isquiaticos e 14,29%
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peitorais (Tabela 4). Ao considerar as regifes anatdbmicas, verificou-se que a maioria
dos linfonodos com lesdes sugestivas foi oriunda da regido da cabeca-pesco¢o. Em
segundo plano ficaram os linfonodos das cavidades (tordcica e abdominal) e, por
ultimo, os linfonodos da carcaca, sendo essa ordem de prevaléncia semelhante ao

verificado no exame anatomopatoldgico (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de linfonodos, por regido anatémica, com lesdes sugestivas de tuberculose
em bovinos abatidos em Vitéria da Conquista-BA

Regido anatdmica Anatomopatolégico Histopatoldgico
(%) HE (%) ZN (%)
Cabeca e pescogo’ 53,5 (53/99)" 56,7 (34/60)" 30,0 (3/10)*
Cavidade? 30,3 (30/99)® 31,7 (19/60)® 50,0 (5/10)*
Carcaca’ 16,2 (16/99)° 11,7 (7/60)¢ 20,0 (2/10)*

Iparotideo e Pré-escapular; 2 Bronquico, Mediastinico e Hepatico; * Pré-crural, Isquiatico, lliaco e Peitoral
Valores com letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste qui-quadrado (p<0,05)

A coincidéncia de resultados do exame histopatolégico (HE) com os achados
macroscopicos demonstra que os exames anatomopatoldgicos realizados na rotina de
inspecdo foram executados de maneira adequada para deteccdo da prevaléncia de lesbes
sugestivas de tuberculose. Por outro lado, a maior freqiiéncia de linfonodos com lesdes
sugestivas na regido da cabeca-pescogo e cavidades também ao exame histopatolégico
sugere que a via respiratoria é a principal via de contaminacdo por micobactérias,
mostrando que o exame desses linfonodos é imprescindivel na rotina de inspecgéo.

Em 22,2% das amostras ndo foram verificadas quaisquer alteracdes sugestivas de
granuloma tuberculoso. Em trés amostras, foi observada necrose eosinofilica multifocal;
em outras trés amostras, observou-se metastase de carcinoma; em duas amostras fibrose;
em uma encontrou-se area central de necrose circundada por neutrofilos, com vacuolo

central e reacdo inflamatdria granulumatosa com macréfagos, plasmocitos e
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fibroblastos; e em outra amostra infiltrado histiocitico na cortical. Do total de amostras
examinadas, 12,1% ndo apresentaram alteracdes de nenhuma natureza.

Considerando que as lesGes granulomatosas poderem ter causas diversas, tais
como fungos, Staphylococcus, Actinomyces, e Actinobacillus spp. e até mesmo por
corpos estranhos (BIFFA et al., 2010), tem sido proposta uma padronizacdo na
descricdo de lesdes tuberculosas em ganglios linfaticos de bovinos. A descri¢do deve
fornecer o contexto espacial sobre as fases de desenvolvimento do granuloma,
permitindo inferéncias quanto a cronicidade da lesdo, e dessa forma, melhorar a
compreensdo da patogénese da tuberculose bovina e facilitar seu diagndstico pelo
exame histopatologico.

De acordo com Wangoo et al. (2005), o granuloma tuberculoso é caracterizado
por acimulo focal de células inflamatdrias com predominio de macr6fagos, macréfagos
epitelioides, células gigantes multinucleadas e linfécitos. No presente estudo, essas
caracteristicas foram observadas, sendo inclusive coincidentes com aquelas descritas em
bovinos reagentes naturalmente infectados (MEDEIROS et al., 2012) e em bovinos
inoculados experimentalmente por M. bovis (PALMER et al., 2007).

A coloragdo pelo método ZN revelou a presenca de BAAR distribuidos
difusamente ou no interior de macrofagos em 10,1% (10/99) das amostras (Figura 4).
Das amostras com BAAR, 30% eram de linfonodos pré-escapulares, 20%
mediastinicos, 20% traqueobrdnquicos, 10% hepaticos e 20% de linfonodos isquiaticos.
Essa baixa freqiéncia de BAAR em relacdo ao numero de lesdes sugestivas ao exame
histopatologico pode ser consequiéncia: i) da baixa taxa de sobrevivéncia das
micobactérias; ii) da perda de estrutura bacteriana em razdo das respostas imunitarias

(ANDRADE et al., 1991), ou iii) da baixa concentracdo de bacilos na lesédo examinada
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(PALMER et al., 2007). Esses aspectos, provavelmente, foram responsaveis pela
expressiva variacao de 2,73% (OHARA, 2006), 17,9% (VARELLO et al., 2008), 36,8%
(LAISSE et al., 2011) até 50,0% (PINTO et al., 2002) no nimero de amostras positivas
para ZN em diferentes estudos.

Por outro lado, apesar da baixa fregiiéncia de amostras positivas pela coloracao
ZN, normalmente verificada em estudos dessa natureza, a elevada especificidade deste
método (VARELLO et al., 2008) é fundamental para a confirmacdo definitiva da

presenca de micobactérias.
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Figura 4. Fotomicrografias: Evidencia BAAR em coloragéo Zielh-Nielsen

Conclui-se que a prevaléncia de carcagas bovinas com tuberculose no Sudoeste da
Bahia é baixa e 0s procedimentos na rotina de inspecdo post mortem sdo satisfatorios
para detectar as lesdes sugestivas dessa zoonose. Entretanto, a identificacdo dessas
lesbes em carcagas & um indicativo da realidade sanitaria da doenga nos rebanhos e
remete a necessidade de intensificacdo das acOGes para o controle e erradicacdo da

tuberculose bovina no Estado da Bahia.



98

REFERENCIAS

AVILA, L.N.; BAHIENSE. L.C.; PEREZ A.M.; GONCALVES. V.S.P.; BAVIA, M.E;
FERREIRA NETO, J.S.; FERREIRA, F.; TELLES, E.; DIAS. R.; AMAKU, M.
Prevaléncia e anéalise espacial da tuberculose bovina no estado da Bahia. Acta Scientiae
Veterinariae. v. 40, p. 66, 2012, Supl. 2.

ANDRADE, G.B.; RIET-CORREA, F.; MIELKE, P.V.; MENDEZ, M.D.C.; SCHILD,
A.L. Estudo histolégico e isolamento de micobactérias de lesdes similares a tuberculose
em bovinos no Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 11, n.3/4, p. 81
- 86, 1991.

BAPTISTA, F.; MOREIRA, E.C.; SANTOS, W.L.M.; NAVEDA, L.A.B. Prevaléncia
da tuberculose em bovinos abatidos em Minas Gerais. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v.56, n.5, p.577 - 580, 2004.

BEHMER, O.P.; TALOSA, E.M.C.; FREITAS, A.G. Manual de técnicas para
histologia normal e patoldgica. So Paulo: EDART, 1976.256 p.

BIFFA, D.; BOGALE, A.; SKJERVE, E. Diagnostic efficiency of abattoir meat
inspection service in Ethiopia to detect carcasses infected with Mycobacterium bovis:
Implications for public health. BMC Public Health, v. 10, n. 462, 2010.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal. Brasilia, 1997.

COSTA, J.N.; FERREIRA, M.M.; TEIXEIRA, L.L.; MENEZES, R.V.; RAMALHO,
E.J. Tuberculose bovina: estudo preliminar da bacia leiteira de Alagoinhas-Ba. Arquivo
da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, v.18, p.141 -
148, 1995/1996.

CORNER, L.A.; MELVILLE, L.; McCUBBIN, K.; SMALL, K.J.; McCORMICK,
B.S.; WOOD, P.R.; ROTHEL, J.S. Efficiency of inspection procedures for the detection
of tuberculous lesions in cattle. Australian Veterinary Journal, v. 67, n. 11, p. 389 -
392, 1990.

CRETELLA, R.V.; MARTINS, R.L.G.; PINHEIRO JUNIOR, O.A. Incidéncia e
destino de carcagas de bovinos acometidos por tuberculose na regido centro oeste
paulista no periodo de julho a dezembro de 2004. Revista Cientifica Eletrénica de
Medicina Veterinaria, n. 6, 2006.



99

DELGADO, E.M.; ABRANTES, M.R.; SOUSA, IK.F; NEVES, KA.L,;
MOREIRA,T.R.; VINHOLTE, B.P.; CASTRO, A.N.; SILVA, J.B.A. Condenagéo de
carcacas acometidas de lesbes sugestivas de tuberculose em abatedouro na regido oeste
do Para, Brasil. Veterinaria e Zootecnia, v. 18, n. 4, 2011.

DEMELASH, B.; INANGOLET, F.; OLOYA, J.; ASSEGED, B.; BADASO, M,;
YILKAL, A.; SKJERVE, E. Prevalence of Bovine tuberculosis in Ethiopian slaughter
cattle based on post-mortem examination. Tropical Animal Health and Production, v.
41, p. 755 - 765, 2009.

DEMELASH, B; ASSEGED, B; SKJERVE, E. Diagnostic efficiency of abattoir meat
inspection service in Ethiopia to detect carcasses infected wich Mycobacterium bovis:
Implications for public health. BMC Public Health, v. 10, p.462, 2010.

DIGUIMBAYE-DJAIBE, C.; HILTY, M.; NGANDOLO, R.; MAHAMAT, HH.;
PFYFFER, G.E.; BAGGI, F.; HEWINSON, G.; TANNER, M.; ZINSSTAG, J;
SCHELLING, E. Mycobacterium bovis Isolates from Tuberculous Lesions in Chadian
Zebu Carcasses. Emerging Infectious Diseases, v.12, n.5, 2006.

FERNANDES, J.0. M.; NETO, R.S.; SILVA, H.L.; SILVA, C.S.P.; SOUTELLO,
R.V.G.; BORGES, J.H.R.; FARIA, R.F.; COELHO, R.V.; TANAKA, D.; SOUSA,
C.H.F.; DIAS, A.E. Prevaléncia da tuberculose bovina determinada através de exames
realizados em carcacgas de bovinos abatidos no municipio de Andradina-SP. Ciéncias
Agrérias, v. 3,n.2, p. 07 - 12, 2003.

FREITAS, J.A.; PANETTAB, J.C.; CURCIOC, M.; UEKIC, S.Y.M. Isolamento de
cepas de Mycobacterium avium em bdfalos abatidos para consumo. Revista Saude
Puablica, v. 35, n. 3, p. 315 - 317, 2001.

FURLANETTO, L.V.; FIGUEIREDO, E.E.S.; CONTE JUNIOR, C.A.; SILVA, F.G.S.;
DUARTE, R.S.; SILVA, J.T.; LILENBAUM, W.; PASCHOALIN, V.M.F. Prevaléncia
de tuberculose bovina em animais e rebanhos abatidos em 2009 no estado de Mato
Grosso, Brasil. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 64, n. 2,
p. 274 - 280, 2012.

FURLANETTO, L.V.; FIGUEIREDO, E.E.S.; CONTE JUNIOR, C.A.; CARVALHO,
R.C.T; SILVA, F.G.S;; SILVA, J.T.; LILENBAUM, W.; PASCHOALIN, V.M.F. Uso
de métodos complementares na inspe¢do post mortem de carcagas com suspeita de
tuberculose bovina. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 32, n. 11, p. 1138 - 1144,
2012.



100

FUKUDA, R.T.; PRATA, L.F.; VERARDINO, H.; ALMEIDA, L.A.M. Evolucéo da
cisticercose bovina em animais abatidos no Estado de S&o Paulo. Higiene Alimentar.
v.17,n.108, p.21 - 23, 2003.

LAISSE, C.J.M.; GAVIER-WIDEN, D.; RAMIS, G.; BILA, C.G.; MACHADO, A_;
QUEREDA, J.J.; AGREN, E.O.; HELDEN P.D. Characterization of tuberculous lesions
in naturally infected African buffalo (Syncerus caffer). Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, v. 23, n. 5, p. 1022 - 1027, 2011.

MEDEIROS, L.S.; MARASSI, C.D.; FIGUEIREDO, E.E.S.; LEITE, J.; FERREIRA,
AM.R.; LILENBAUM, W. Assessing the histopathology to depict the different stages
of bovine tuberculosis infection in a naturally infected herd. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v. 32, n. 2. p. 135 - 139, 2012.

NDUKUM, J.A.; KUDI, A.C.; BRADLEY, G.; ANE-ANYANGWE, I.N.; FON-
TEBUG, S.; TCHOUMBOUE, J. Prevalence of bovine tuberculosis in abattoirs of the
littoral and western highland regions of Cameroon: a cause for public health concern.
Veterinary Medicine International, v. 2010, 2010.

OHARA, P.M. Microbiologia e histopatologia de linfonodos com lesGes macroscopicas
sugestivas de tuberculose. Dissertacdo de Mestrado. Sdo Paulo, Sdo Paulo, 106 p.
2006.

PALMER, M.V.; WATERS, W.R. Advances in bovine tuberculosis diagnosis and
pathogenesis: what policy makers need to know. Veterinary Microbiology, v. 112, p.
181 - 190, 2006.

PALMER, M.V.; WATERS, W.R.; THACKER, T.C.; Lesion development and
immunohistochemical changes in granulomas from cattle experimentally infected with
Mycobacterium bovis. Veterinary Pathology, v. 44, p. 863 - 874, 2007.

PINTO, P.S.A. Atualizacdo em controle da tuberculose no contexto da inspecdo de
carnes. Bioscience Journal, v.19, n.1, p.115 - 121, 2003.

PINTO, P.S.A.; FARIA, J.E.; VILORIA, M.LV.; BEVILACQUA P.D. Exame
microbioldgico da tuberculose como subsidio a inspecdo post-mortem de bovinos.
Revista Brasileira de Saude e Producéo Animal, v. 3, n. 1, p. 10 - 15, 2002.



101

RIBEIRO, A.R.P.; LOBATO, F.C.F.; ABREU, V.L.\V.; FARIA, ES.; SILVA, JA.
Prevaléncia de tuberculose e brucelose bovina no municipio de Ilhéus. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.55, n.1, 2003.

TEKLU, A.; ASSEGED, B.; YIMER, E.; GEBEYEHU, M.; WOLDESENBET, Z.
Tuberculous lesions not detected by routine abattoir inspection: the experience of the
Hossana municipal abattoir, southern Ethiopia. Revue Scientifique et Technique
Office international des Epizooties, v.23, n.3, p.957 - 964, 2004.

VARELLO, K.; PEZZOLATO, M.; MASCARINO, D.; INGRAVALLE, F,;
CARAMELLI, M.; BOZZETTA E. Comparison of histologic techniques for the
diagnosis of bovine tuberculosis in the framework of eradication programs. Journal of
Veterinary Diagnostic Investigation, v.20, p.164 - 169, 2008.

WANGOO, A.; JOHNSON, L.; GOUGH, J.; ACKBAR, R.; INGLUT, S.; HICKS, D;
SPENCER, Y.; HEWINSON, G.; VORDERMEIER, M. Advanced granulomatous
lesions in Mycobacterium bovis-infected cattle are associated with increased expression
of type | procollagen, gd (WC1") T cells and CD 68" cells. Journal of Comparative
Pathology, v. 133, p. 223 - 234, 2005.

WATRELOT-VIRIEUX, D.; DREVON-GAILLOT, E.; TOUSSAINT, Y.; BELLI, P.
Comparison of three diagnostic detection methods for tuberculosis in french cattle.
Journal of Veterinary Medicine B, v.53, p.321 - 325, 2006.



	Cruz das Almas – Bahia
	2013
	Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação do curso de mestrado profissional em Defesa Agropecuária do Centro de ciências agrárias, ambientais e biológicas da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia, como requisito parcial para obtenção d...
	Orientador: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira
	Cruz das Almas – Bahia
	2013
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ABREVIATURAS
	paraffin-embedded bovine tissue sections. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v. 12, p. 60-63, 2000.
	DREWE, J. A.; DEAN, G. S.; MICHEL, A. L.; PEARCE, G. P. Accuracy of three diagnostic tests for determining Mycobacterium bovis infection status in live-sampled wild meerkats (Suricata suricatta). Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v.21. p...
	MILIAN-SUAZO. F.; SALMAN, M. D.; RAMIREZ, C.; PAYEUR, J. B.; RHYAN, J. C.; SANTILLAN, M. Identification of tuberculosis in cattle slaughtered in Mexico. American Journal of Veterinary Research, v. 61, n. 1, p. 86-89, 2000.
	RIBEIRO, A. R. P.; LOBATO, F. C. F.; ABREU, V. L. V.; FARIA, E. S.; SILVA, J. A. Prevalência de tuberculose e brucelose bovina no município de Ilhéus. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia, v. 55, n. 1, 2003.

	VARELLO, K.; PEZZOLATO, M.; MASCARINO, D.; INGRAVALLE, F.; CARAMELLI, M.; BOZZETTA E. Comparison of histologic techniques for the diagnosis of bovine tuberculosis in the framework of eradication programs. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation...
	WANGOO, A.; JOHNSON, L.; GOUGH, J.; ACKBAR, R.; INGLUT, S.; HICKS, D.; SPENCER, Y.; HEWINSON, G.; VORDERMEIER, M. Advanced granulomatous lesions in Mycobacterium bovis-infected cattle are associated with increased expression of type I procollagen, gd ...
	VARELLO, K.; PEZZOLATO, M.; MASCARINO, D.; INGRAVALLE, F.; CARAMELLI, M.; BOZZETTA E. Comparison of histologic techniques for the diagnosis of bovine tuberculosis in the framework of eradication programs. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation...
	WANGOO, A.; JOHNSON, L.; GOUGH, J.; ACKBAR, R.; INGLUT, S.; HICKS, D.; SPENCER, Y.; HEWINSON, G.; VORDERMEIER, M. Advanced granulomatous lesions in Mycobacterium bovis-infected cattle are associated with increased expression of type I procollagen, gd ...

