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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Bioexperimentagéo
Universidade de Passo Fundo

DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSE EM BOVINOS LEITEIROS
Autor: Leonardo Luiz Dametto
Orientador: Elci Lotar Dickel
Passo Fundo, 18 de Setembro de 2018.

A tuberculose ¢ uma antropozoonose cronica de ocorréncia mundial, cujo agente etiologico
pertence ao género Mycobacterium. Nos animais, a enfermidade gera grandes prejuizos
econdmicos a cadeia produtiva da carne e do leite. A infec¢do humana se da, principalmente,
através do contato direto com animais contaminados e pela ingestdo de leite cru e derivados
fabricados com leite cru, tal como os queijos. No Brasil, existe o Programa Nacional de
Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose e, também, o Servico de Inspegdo
Sanitaria e a Vigilancia Sanitaria, os quais estabelecem medidas e critérios que visam
resguardar a saude animal e publica. Entretanto, o maior desafio para o controle da
tuberculose humana esta na sensibilizagdo da populagdo quanto aos riscos de infec¢do ao
adquirirem carne ou leite cru e seus derivados, como os queijos, diretamente de produtores,
feiras e/ou locais ao ar livre, sem controle higiénico-sanitario e de inspecdo. O presente
trabalho descreve a utilizacdo de quatro ferramentas para o diagndstico de micobactérias,
compreendendo o teste tuberculinico cervical comparativo, os achados macroscopicos durante
o abate sanitdrio, histopatologia dos tecidos lesados seguido de histoquimica. O estudo
avaliou um total de 211 bovinos leiteiros, onde 74 (35%) apresentaram reatividade no teste
tuberculinico cervical comparativo, considerando os resultados positivos ¢ inconclusivos. Do
total de animais, 143 (67,8%) foram encaminhados para abate sanitario devido a questdes
legais e de controle nos focos da doenga. No acompanhamento do abate e inspecdo sanitaria
de visceras e carcacgas foi verificado que 74 (51,8%) apresentavam lesdes macroscopicas
compativeis com tuberculose bovina, enquanto 69 (48,2%) ndo apresentavam alteracdes
visiveis. Durante a inspecao foram coletadas amostras teciduais de cinco bovinos tuberculina-
positivos e com lesdes macroscopicas, € de cinco tuberculina-positivos sem lesdes. Na analise
histopatologica todos apresentaram numerosas areas de necrose caseosa e reagao inflamatoria
cronica com ou sem calcificagdo central e, na coloragdo especial de Ziehl-Neelsen foram
evidenciados numerosos bacilos alcool-acido resistentes em todos os casos examinados.
Assim, diante dos resultados obtidos, as quatro ferramentas de andlise empregadas no
presente estudo se mostraram muito uteis para o diagnostico definitivo de tuberculose bovina.
Os achados no rebanho leiteiro estudado também demonstrou que a doenga esta circulando
entre essa categoria de animais, representando uma séria ameaga aos demais bovinos, aos
seres humanos que entram em contato direto com esses bovinos e/ou que consomem ou
manuseiam produtos de origem animal infectados.

Palavras-chave: tuberculose, zoonose, bovinos leiteiros, teste tuberculinico, histopatologia,
histoquimica, zoonose.
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ABSTRACT

Master’s dissertation
Post-Graduation Program in Bioexperimentation
University of Passo Fundo

DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS IN DAIRY CATTLE
Author: Leonardo Luiz Dametto
Advisor: Elci Lotar Dickel
Passo Fundo, 18 de Setembro de 2018.

Tuberculosis is a chronic anthropozoonosis of worldwide occurrence, whose etiological agent
belongs to the genus Mycobacterium. In animals, the disease generates great economic
damages to the productive chain of meat and milk. The human infection occurs mainly
through direct contact with contaminated animals and by the ingestion of raw milk and
derivatives made from raw milk, such as cheeses. In Brazil, there is the National Program for
the Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis, as well as the Sanitary
Inspection Service and Sanitary Surveillance, which establish measures and criteria to protect
animal and public health. However, the greatest challenge for the control of human
tuberculosis is in the population's awareness of the risks of infection when purchasing meat or
raw milk and its derivatives, such as cheeses, directly from producers, fairs and / or outdoors,
without control hygienic-sanitary and inspection. The present work describes the use of four
tools for the diagnosis of mycobacteria, including the comparative cervical tuberculin test,
macroscopic findings during sanitary slaughter, histopathology of injured tissues followed by
histochemistry. The study evaluated a total of 211 dairy cattle, where 74 (35%) showed
reactivity in the comparative cervical tuberculin test, considering the positive and
inconclusive results. Of the total number of animals, 143 (67,8%) were referred for sanitary
slaughter due to legal and control issues in the foci of the disease. In the follow up of
slaughtering and inspection of viscera and carcasses, 74 (51,8%) had macroscopic lesions
compatible with bovine tuberculosis, while 69 (48,2%) showed no visible changes. During the
inspection tissue samples were collected from five tuberculin-positive bovines with
macroscopic lesions and five tuberculin-positive without lesions. In the histopathological
analysis, all of them presented numerous areas of caseous necrosis and chronic inflammatory
reaction with or without central calcification and in the special staining of Ziehl-Neelsen,
numerous alcohol-acid resistant bacilli were evidenced in all the cases examined. Thus, given
the results obtained, the four analysis tools used in the present study proved to be very useful
for the definitive diagnosis of bovine tuberculosis. The findings in the dairy herd also showed
that the disease is circulating among this category of animals, posing a serious threat to the
other cattle, to humans that come in direct contact with these cattle and / or who consume or
handle infected animal products.

Key words: tuberculosis, zoonosis, dairy cattle, tuberculin test, histopathology,
histochemistry, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

A Dbovinocultura leiteira exerce um papel significativo na economia nacional e,
sobretudo na economia regional de Estados onde predominam as atividades agropecuarias. De
acordo com o IBGE (1), o Brasil possui o segundo maior efetivo total de bovinos, sendo cerca
de 218 milhoes de animais. Além disso, detém o terceiro maior rebanho de vacas leiteiras do
mundo sendo quase 20 milhdes de vacas ordenhadas/ano, € ocupa a quinta posi¢do no ranking
dos maiores produtores mundiais de leite.

O IBGE (1) também destaca que quando comparada a produgdo nacional com a
quantidade de leite cru adquirido pelos laticinios sob servigo de inspe¢ao sanitaria, os dados
demonstram que apenas 23,17 bilhdes de litros de leite (69%) sdo inspecionados antes de
chegarem ao consumidor. Assim, 10,45 bilhdes de litros de leite (31%) produzido no Brasil
chega clandestinamente ao consumidor na forma de leite e/ou derivados, o que constitui um
sério risco a saude publica. A baixa sanidade dos rebanhos também tem repercussao na
industria da carne, onde numerosas doengas infectocontagiosas, e muitas de carater zoondtico,
sdo responsaveis pela depreciagdo de muitas carcagas bovinas (2). Dentre as enfermidades de
importancia destaca-se a tuberculose bovina, a qual ¢ caracterizada como uma enfermidade
infectocontagiosa e zoondtica de grande impacto para a saude animal e satde publica,
ocasionando perdas ndo s6 na produtividade do plantel como nos rendimentos da atividade
envolvida (3).

A tuberculose bovina ¢ uma doenga bacteriana causada pelo Mycobacterium bovis,
que afeta bovinos ¢ bubalinos. Ela uma zoonose de distribui¢dao universal, a qual acomete o
homem através da ingestdo de leite cru e seus derivados, consumo de carne contaminada ou
também por contato com animais enfermos. A tuberculose ¢ disseminada entre bovinos
principalmente por via respiratoria, caracteriza-se pelo desenvolvimento progressivo de lesdes
granulomas nodulares, que podem se localizar em qualquer 6rgdo ou tecido (4). Devido a sua
resisténcia a fatores ambientais, pode permanecer viavel nas fezes por 13 dias, em esterco
dessecado em estabulos por 100 dias, entretanto se colocadas ao alcance da luz solar, tornam
se inviaveis apos 5 horas. No leite podem permanecer sobre refrigeragdo por 15 dias viaveis, e
inviaveis somente através de tratamento térmico ou pasteurizagao (5).

A enfermidade apresenta uma grande diversidade de sinais clinicos aparentes tanto em
bovinos quanto em seres humanos. As manifestagoes dependem do local das lesdes causadas

pelo Mycobacterium bovis. Em bovinos a doenga é imperceptivel, na maioria dos casos, sua
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presenca ¢ detectada somente através de testes ou durante o abate e inspecao. A lesdo, na sua
maioria em bovinos, encontra-se nos pulmdes, linfonodos pulmonares e linfonodos craniais.
Em casos avancados a manifestagdo de dispnéia, devido as lesdes extensas pulmonares pode
ser evidenciada (6). Entretanto se a infecgdo tiver origem através da mucosa oral podem ser
observadas lesdes no trato gastrointestinal. Em humanos imunocomprometidos, causa
principalmente linfadenite e lesdes cutaneas e subcutaneas, chamadas extrapulmonares (7).

Em 2016 a WHO estimou que um terco da populagdo mundial esteja infectada com o
bacilo causador da tuberculose e que ocorreram 10,4 milhdes de casos novos s6 em 2015,
além de 1,8 milhdo de 6bitos. Devido a esses altos numeros de pessoas infectadas, a doenca
configura-se como uma emergéncia global (8). Com o objetivo de alertar a populagdo sobre o
risco de infec¢do, numerosos estudos tém sido realizados para elucidar as formas de infecgéo.
Um dos estudos verificou que o leite cru € responsavel pela veiculagdo de 07 doencas
viréticas e de 16 doengas bacterinas, dentre elas a tuberculose (9).

No Brasil, existe o Programa Nacional de Controle ¢ Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose e, também, o Servigo de Inspeg¢do Sanitaria ¢ a Vigilancia Sanitaria, os quais
estabelecem medidas e critérios que visam resguardar a saude animal e publica. Entretanto,
sabe-se que ainda ha muitos bovinos portadores da tuberculose, cuja carne ou leite oferecem
risco de infeccdo aos consumidores, sendo de fundamental importincia a realizagdo de
diagnostico nos rebanhos e a monitoragdo dos produtos de origem animal. Assim, o presente
trabalho descreve e discute a utilizagdo de quatro ferramentas empregadas para o diagnostico
de micobactérias em bovinos leiteiros de trés municipios do Norte do Rio Grande do Sul,
compreendendo o teste tuberculinico cervical comparativo, os achados macroscopicos durante
0 abate sanitario, a histopatologia dos tecidos lesados e a histoquimica.

A presente dissertacdo compreende a introdugdo acima apresentada, uma breve revisao
da literatura sobre Mycobacterium spp. como causa de tuberculose e, seus riscos para a satde
publica e, um capitulo na forma de artigo cientifico. O Capitulo 1 intitulado “Tuberculose
bovina: Diagnéstico em bovinos leiteiros através de quatro ferramentas de analise”
descreve e discute os achados em cada uma das ferramentas diagnosticas utilizadas no estudo.
O artigo serda submetido para publicacdo no periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira. As
consideragdes finais, conclusdes e referéncias bibliograficas compdem a ultima parte desta

dissertagdo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ETIOLOGIA

As micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae e ao género Mycobacterium
(10). S@o microrganismos de forma bacilar com dimensdes entre 0,2um a 0,6 um de largura e
lum a 10um de comprimento (Figura 1). Os bacilos sdo delgados, retos ou ligeiramente
curvos, aerébios ou microaerofilos, imdveis e incapazes de formar esporos, conideos ou
capsulas (11). A sua multiplicacdo ¢é lenta, ocorrendo a cada 18-20 horas, porém apresenta
variagdo dentro do género, o que permite dividi-las em micobactérias de crescimento rapido

(menos de sete dias) e em micobactérias de crescimento lento (mais de sete dias) (12, 13).

AccV  Spot Magn Det WD Exp
30.0 kV-3.0° 15549% SE 74 0

FIGURA 1. Conjunto de bactérias da espécie Mycobacterium tuberculosis visualizadas em
microscopia eletronica de varredura (14).

As micobactérias s@o classificadas como Gram-positivas, entretanto o método de
Gram ndo imprime uma boa coloragdo ao género Mycobacterium. Para a sua caracterizagdo
tintorial ¢ utilizada a coloragdo de Ziehl-Neelsen, a qual utiliza fucsina como corante. Nessa
coloragdo, apds o emprego da fucsina, ¢ realizada a descoloragdo com solucdo alcool-acida
(acido cloridrico), onde as micobactérias permanecem coradas em cor vermelha, recebendo a
designagdo de Bacilos-Alcool-Acido-Resistentes “BAAR” (15, 16). Até pouco tempo, a
coloragdo era um ponto chave na identificagdo de micobactérias. Entretanto, com o uso de
modernas técnicas bioquimicas e moleculares no seu diagnoéstico e identificagdo, o nimero de
micobactérias descritas tem aumentado constantemente. Até o momento existem 196 espécies

e 13 subespécies descritas no género Mycobacterium (17).
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De acordo com sua patogenicidade em seres humanos, as micobactérias sao
classificadas em trés grupos: patogénicas, potencialmente patogé€nicas (oportunistas) e
raramente patogénicas ou saprofitas (11). As patogénicas incluem a espécie M. leprae e as
que compdem o Complexo Mycobacterium tuberculosis, compreendendo as espécies: M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. caprae e M. Canetti (11). Entre as
micobactérias causadoras da tuberculose, o Mycobacterium bovis é a espécie de maior
importancia, visto que ¢ o agente capaz de infectar um grande espectro de hospedeiros
diferentes, incluindo animais e humanos (18, 19). Além disso, constitui um patogeno de alta
relevancia e repercussao econdmica em animais de producao, principalmente bovinos, pois a

infec¢do reduz a producao de leite e carne e também compromete a reproducao (20).

2.2. TRANSMISSAO

O Mycobacterium bovis, agente da tuberculose bovina e que possui carater zoondtico,
pode ser transmitido ao homem pelo consumo de leite cru e seus derivados, contato direto
com animais infectados ou agua contaminada (Figura 2). A legislacdo brasileira permite a
fabricagdo de queijo com leite cru, sendo que os rebanhos devem gozar de bom status
sanitario, serem testados para brucelose e tuberculose e, que o periodo minimo de maturagao
exigido para esses produtos (60 dias) seja respeitado (21, 22). Se ndo respeitado, esse tempo
de maturacdo pode ter influéncia nas transformacdes bioquimicas que deveriam ocorrer nos
queijos, as quais ndo sdo suficientes para inviabilizarem a sobrevivéncia do M. bovis e, em

decorréncia disso o consumo desse produto podera conferir risco de infec¢ao (23, 24).

Direct Contact
Direct Raw Milk
Contact Dairy Products
I Direct §Contact
¥ i : \ Contaminated | Feed

Contaminated | Water

FIGURA 2. Ciclo de transmissao da tuberculose zoondtica (25).
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Além da excre¢do de Mycobacterium pela glandula mamaria da vaca e necessidade de
ingestdo desse leite pelos animais ou humanos, existem outras maneiras de ocorrer a
transmissdo do agente, tal como o contato direto entre e/ou com os animais ¢ suas secregoes, a
inalagdo de aerossois e a ingestdo de agua contaminada (26, 27). Também ¢é possivel a
contaminagdo exogena do leite através de excretas de bovinos (fezes, urina, secre¢des
vaginais e uterinas) infectados e que estdo eliminando a bactéria (4, 28, 29), pela
contaminagdo pos-ordenha, durante o processo de envazamento do produto (30) e pelo

contato com bacilos provenientes de equipamentos de ordenha sujos ou mal lavados (9).

2.3. MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestagdes clinicas em humanos infectados com M. bovis ou pelo M.
tuberculosis sdo muito semelhantes (31). A sintomatologia clinica, as lesdes patologicas e o
tratamento da doenca ndo divergem em nenhum quesito, o que ¢, inclusive, considerado um
empecilho na caracterizagdo especifica do agente causador da tuberculose (19, 32). Quando a
tuberculose acomete o sistema respiratorio, sobretudo o pulmio, os sintomas cursam com
tosse na forma seca ou produtiva, febre vespertina, sudorese noturna, emagrecimento e
cansaco/fadiga (Figura 3 A). Entretanto, tem-se observado um aumento na incidéncia da
localizagdo extrapulmonar de micobactérias (Figura 3 B), tanto em paises desenvolvidos

como nos nao desenvolvidos (33).

Fa

FIGURA 3. Manifestagcdes clinicas da tuberculose em humanos. A) Comprometimento
pulmonar e emaciagdo em um paciente tuberculoso. B) Paciente com tuberculose
extrapulmonar (34, 35).
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Nos bovinos, ¢ sabido que a infeccdo primaria da tuberculose da-se pelos tratos
respiratorio e intestinal, ileo, jejuno e linfonodos drenantes (36). E uma doenca
significativamente mais prevalente e com maior severidade de lesdes nos bovinos de ragas
leiteiras do que em zebuinos ou mestigos, mesmo sob condi¢cdes idénticas de criacdo
encontradas. Os sinais clinicos mais freqlientes sdo a caquexia progressiva, a queda na
producdo de leite e as falhas reprodutivas (Figura 4 A). Animais tuberculosos, quando
submetidos a marcha forgada, tendem a posicionar-se atras dos demais, demonstrando
cansago e baixa capacidade respiratoria. Também pode ocorrer linfadenomegalia localizada
ou generalizada (36). As lesdes nos nodulos linfaticos sdo encontradas durante o exame post
mortem desses animais (Figura 4 B), quando eles sdo abatidos em estabelecimentos com

servigo de inspegao (4).

FIGURA 4. Manifestagdes clinicas da tuberculose em bovinos. A) Comprometimento
respiratorio e emaciagdo em um bovino tuberculoso. B) Linfonodo bovino com lesdes
granulomatosas e calcificadas, caracteristicas de tuberculose (37, 38).

2.4. DIAGNOSTICO

O diagnostico da infecgdo ¢ de extrema importancia para o controle da doenga em
rebanhos e também para o efetivo tratamento nos pacientes humanos. Além disso, o
diagndstico ou monitoragdo para micobactérias diretamente em produtos de origem animal

também se mostra de extrema relevancia, no sentido de dar maior garantia ao consumidor.

2.4.1. Diagnostico alérgico-cutaneo ou teste tuberculinico

Na medicina, essa prova conhecida como teste tuberculinico ou de Mantoux, que
consiste na inoculag@o intradérmica da tuberculina em uma pessoa (Figura 5 A-B), a fim de
conhecer se ela esta ou ndo infectada pelo Mycobacterium tuberculosis (39). Na medicina

veterinaria, ¢ o método diagndstico oficial utilizado pelo PNCEBT para encontrar bovinos
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tuberculose positivos (Figura 5 C-D-E). O teste pode revelar infecgdes incipientes a partir de
3 a 8 semanas da exposi¢do ao Mycobacterium, tem boa sensibilidade e especificidade, além

de ser considerado pela OIE como técnica de referéncia (4).

FIGURA 5. Diagnostico alérgico-cutaneo ou teste tuberculinico em humanos e bovinos. A)
Aplicacdo subcutanea do derivado proteico purificado (PPD) de Mycobacterium tuberculosis.
B) Resposta imune celular aos antigenos de M. tuberculosis e mensuragdo da extensdo da
reagdo inflamatéria. C) Teste tuberculinico simples para M. bovis em regido cervical de um
bovino. D) Teste tuberculinico comparado para M. bovis e M. avium em regido cervical de um
bovino. E) Teste tuberculinico para M. bovis em prega caudal de um bovino (40, 41).

No Brasil o teste pode ser realizado de trés formas: teste na prega caudal (TPC), teste
cervical simples (TCS) e teste cervical comparativo (TCC). Para estabelecimentos de criagdo
de bovinos de corte o teste indicado ¢ o da prega caudal de execugdo simples e pratico,
bovinos leiteiros podem ser utilizados o teste cervical simples, que consiste na aplicagdo de
unico antigeno na paleta do animal, ou o teste cervical comparativo, consiste na aplicagdo de
dois antigenos, este segundo teste ¢ utilizado para eliminar falso-positivos, este teste deve ser
aplicado em rebanhos com alta frequéncia de reacdes inespecificas (42).

Animais reagentes positivos ao teste diagndstico para brucelose ou tuberculose serdo
marcados pelo médico veterinario responsavel pelo exame com ferro candente ou nitrogénio
liquido. A marcagdo ocorre no lado direito da face com um "P" contido num circulo de oito
centimetros de didmetro. Os animais reagentes positivos deverfo ser isolados do rebanho,
afastados da produgao leiteira e encaminhados para abate sanitario no prazo maximo de trinta
dias apds o diagnostico. O abate deve ser realizado em estabelecimento sob servico de

inspecdo oficial (42).
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2.4.2. Inspecdo ao abate

A inspecao sanitaria no post mortem de bovinos é de extrema importancia, pois além
de lesdes suspeitas de tuberculose também poderao ser observadas alteragdes de muitas outras
enfermidades. Tal exame permite que seja dado o destino mais oportuno a carcaga e visceras
do animal suspeito, minimizando o risco de que carne chegue in natura ao consumidor (43).

O conhecimento dos locais a serem examinados ¢ de fundamental importancia para
uma boa inspe¢do. Nos bovinos, as lesdes de tuberculose podem ser sugeridas com a deteccao
de lesdes granulomatosas e/ou calcificadas nos linfonodos da cavidade toracica, seguido pelos
linfonodos da cabega e pelo parénquima pulmonar e hepatico (43, 44), Figura 6. O exame de
sete pares de linfonodos (mediastinais, bronquiais, retrofarigeos, parotideos, madibulares,

mesentéricos e hepaticos) mais o pulmdo e o figado sdo suficientes para detectar

aproximadamente 95% dos animais com lesdes macroscopicas de tuberculose (44).

FIGURA 6. Lesdes tipicas de tuberculose em carcaga e 6rgdos de bovinos positivos no teste
cervical comparativo. A) Carcaca com aspecto de tuberculose generalizada, apresentando
lesdes nodulares por toda sua extensdo. B) Linfonodo mediastinico com processo aumento de
volume e processo inflamatorio granulomatoso contendo exsudato de aspecto caseoso a
purulento em seu interior. C) Pulmao apresentando lesdo nodular com cerca de 3,0 cm de
didmetro, de cor amarelada, envolvido por capsula fibrosa e contendo exsudato com aspecto
caseoso em seu interior. D) Figado com nédulos superficiais, de 1 a 3 cm de didmetro (45).
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A inspecao visual associada a palpacdo e recorte seriado dos linfonodos favorece a
deteccao das lesdes macroscopicas (43). Os cortes seriados dos linfonodos sdo importantes
para detectar pequenas lesdes localizadas internamente no parénquima que ndo sdo visiveis
externamente (44). Na cabeca, deve-se examinar trato respiratdrio superior (cavidade nasal,
nasofaringe, traquéia), tonsilas, linfonodos parotideos, mandibulares e retrofaringeos. No
torax, pulmdes, pleura, linfonodos bronquiais e mediastinais. No abddmen, figado, bago, rins,
peritonio, Utero, linfonodos hepatico e mesentéricos. E na carcaga, linfonodos sub-iliacos,
inguinais, sacrais, glandula mamaria, testiculo e epididimo. Nos casos suspeitos de
tuberculose ¢é preconizado um exame sistematico de todas as visceras (44, 46).

2.4.3. Histopatoldgico de lesdes suspeitas

O diagnostico da tuberculose bovina pode ser sugerido durante um minucioso exame
post mortem através da deteccdo de lesdes granulomatosas, tipicas da doenga, no sistema
linfatico dos bovinos. Entretanto, deve ser realizado diagnéstico diferencial para outros
processos patologicos que apresentam lesdes macroscopicas semelhantes, principalmente
localizadas em linfonodos e pulmdes. Essas patologias podem ser diferenciadas através de
exame histologico (Figura 7 A), sendo necessaria a coleta e encaminhamento de lesdes
suspeitas para um laboratério de patologia (4, 47). Para alguns casos a cultura microbioldgica
também ¢ necessaria e/ou fundamental (44).

O exame post mortem associado ao diagnéstico histopatologico das lesdes suspeitas
sdo procedimentos importantes no diagndstico de tuberculose bovina. Embora para o
diagnoéstico definitivo o padrao ouro seja a cultura bacteriologia, no exame histopatolégico €

possivel realizar a coloragdo especial de Ziehl-Neelsen nas lesdes granulomatosas suspeitas

(44, 47). Essa coloragao identifica bactérias alcool-acido resistentes (Figura 7 B) como as
pertencentes ao género Mycobacterium (48).

= iU PR . = - .
FIGURA 7. Caracterizagdo de lesdes causadas por Mycobacterium spp. em bovinos. (A)
Linfonodo apresentando inflamag¢do granulomatosa acentuada com macréfagos epitelidides,
abundantes células gigantes multinucleadas e focos de necrose caseosa contendo
mineralizagdo multifocal. HE, obj.10x. B) Bacilos alcool-acido resistentes (seta) no

citoplasma de célula gigante em lesdo de linfonodo bovino com tuberculose. Coloragao de
Ziehl-Neelsen, obj.40x (49).
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2.4.4. Cultivo para micobactérias

O isolamento de micobactérias a partir de amostras clinicas pode ser realizado em
diversos meios de cultura (50). Essa variedade de meios e métodos existentes permite que os
laboratorios fagam a melhor escolha, adequando-a com suas necessidades econdmicas e de
demanda de servigo (11). Existem meios de cultura a base de ovos (também ditos ndo
seletivos), a base de agar, meios seletivos (que possuem antimicrobianos) entre outros (11,
50). Os meios a base de ovos possuem boa capacidade tamponante e permitem o crescimento
da maioria das micobactérias. Esses meios sdo compostos de ovos inteiros ou gema de ovo,
fécula de batata, sais e glicerol ou piruvato, além de um corante capaz de inibir a flora
contaminante, o verde malaquita (11).

Para a pesquisa do agente em amostras de alimentos, como o leite e seus derivados, o
Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento (MAPA) recomenda a semeadura
concomitante nos meios de cultura Lowenstein-Jensen e Stonebrink-Leslie para o isolamento
de qualquer bactéria do género Mycobacterium (4). No entanto, sabe-se que 0 meio mais
favoravel para o crescimento de M. bovis contém piruvato e ndo contém glicerol, como ¢ o
caso do meio Lowenstein-Jensen (50). Apesar de existirem meios liquidos bastante utilizados
por melhorarem a rapidez do resultado, como o Middlebrook, sabe-se que, ainda é necessaria
a incubac@o complementar em meio solido, visto que esse procedimento fornece informagdes
sobre a morfologia da colonia (Figura 8 A-B), além de permitir o crescimento de espécies que
ndo crescem nos meios liquidos (50). Apesar de a cultura bacterioldgica ser o método de
referéncia e o teste definitivo para a confirmacdo da presenca das micobactérias, esse € um
procedimento extremamente lento que pode levar até trés meses para sua conclusio, e cuja

sensibilidade ¢ baixa, podendo ocorrer culturas falso-negativas (30, 51, 52).

FIGURA 8. Cultivo bacteriologico. A) Placa de Petri contendo colonias de Mycobacterium
spp. em meio de crescimento Lowenstein-Jensen. B) A) Placa de Petri contendo colonias de
Mycobacterium tuberculosis em meio de crescimento Lowenstein-Jensen (53, 54).
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2.4.5. PCR para micobactérias

Considerando que os métodos tradicionais de isolamento podem ser demorados, tem-
se utilizado cada vez mais os métodos moleculares como diagndstico primario da presenga de
micobactérias, embora o cultivo ainda seja considerado o padrdo ouro (55). A principal
vantagem desses métodos ¢ a reducdo do tempo de diagnostico, onde de semanas (como no
caso dos cultivos), passa a ser de horas ou dias (56).

A reagdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) é uma técnica altamente sensivel através
da qual pequenas quantidades de DNA ou RNA do agente a ser pesquisado podem ser
amplificadas a uma quantidade que permita que esse material genético alcance um limiar de
detecgdo (57, 58). Além do seu uso no diagnostico de amostras, a técnica de PCR também ¢
empregada em muitos laboratorios para determinar ou confirmar a identificagdo das espécies

apos a cultura (Figura 9).

FIGURA 9. Identifica¢do de isolados bacterianos por meio de PCR. O DNA foi extraido de
dezessete isolados de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) oriundos de lesdes sugestivas
de tuberculose, e foi realizada a amplificacdo das sequéncias RvDIRv2031c e IS6110. Na
coluna M encontra-se uma escada de DNA com 100 pb cada, as colunas 1-17 representam os
isolados BAAR sugestivos de tuberculose e, a coluna 18 representa o controle negativo. As
setas indicam o fragmento de 500 pb que confirma o diagnostico para M. bovis e o fragmento
de 245 pb que indica que o isolado ¢ membro do Complexo Mycobacterium tuberculosis (59).

Atualmente, varias modificagdes da técnica de PCR encontram-se disponiveis.
Uma delas ¢ a PCR multiplex, técnica na qual sdo inseridos multiplos pares de primers
para diferentes agentes e/ou regides-alvo do DNA, durante uma mesma reagdo (50, 60).
A técnica de PCR multiplex ¢ utilizada em muitos campos da microbiologia para se
obter a rapida diferenciacdo das espécies de microrganismos, sem comprometer a
precisdo (6 0). Geralmente essa técnica utiliza como alvo o gene 16S rRNA, que ¢ o mais

utilizado para inferir proximidade filogenética entre bactérias (50, 61).
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2.5. PROFILAXIA

A situacdo epidemioldgica da tuberculose bovina ¢ bem conhecida na maior parte do
pais, como ja foi demonstrado. No entanto, o progresso no seu controle e na sua erradicacao
tem sido limitado pela dificuldade em engajar as cadeias produtivas de carne bovina e
laticinios como verdadeiras parceiras nesse processo. Fatidicamente, o combate a tuberculose
tem sido motivo de preocupacdo e incessantes esforcos apenas dos servicos veterindrios
oficiais brasileiros, mas deveria ser uma importante preocupacao de todos os elos das cadeias
produtivas (62).

Considerando que o consumo de leite cru esta entre as principais fontes de infecgdo
humana por M. bovis, a idéia de consumir apenas leite pasteurizado e/ou derivados lacteos
oriundos de leite pasteurizado ja seria suficiente para diminuir drasticamente o nimero de
pacientes infectados (4). Entretanto, existem muitas formas de infec¢do, entre elas o consumo
de carne crua ou mal cozida e o contato direto com animais infectados, seja durante a sua vida
produtiva ou durante o seu abate (63). Além disso, a deteccdo de lesdes tuberculosas,
realizado pelo servi¢o de inspe¢ao de carcagas quando do abate dos animais, ¢ o controle de
transito e de participacdo em exposicdes, feiras e leildes também constituem medidas
importantes. As agdes previstas no PNCEBT séo de extrema relevancia e necessidade para
que de fato se possa realizar o controle e futura erradicacdo da tuberculose bovina no pais, e
por consequéncia minimizar o niumero de humanos infectados pelo agente da tuberculose

bovina (4, 42).
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ABSTRACT.- Dametto L.L., Santos E.D., Santos L.R. & Dickel E.L. 2018. Bovine tuberculosis: Diagnosis in dairy
cattle through four analysis tools. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Programa de P6s-Graduagio em
Bioexperimentagdo, Faculdade Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo, BR-285, Bairro
Sdo José, Passo Fundo, RS, CEP 99052-900, Brazil. E-mail: lldametto@yahoo.com.br

Tuberculosis is a chronic anthropozoonosis of worldwide occurrence, caused by Mycobacterium
tuberculosis. In Brazil, there is the National Program for the Control and Eradication of Brucellosis and
Tuberculosis in cattle, which makes possible the diagnosis and the correct allocation of positive animals, but
there is still a lack of diagnosis of the disease. Thus, this paper describes the use of four diagnostic tools for the
confirmation of suspected cases of tuberculosis. The tools used included the comparative cervical tuberculin test,
the macroscopic findings during sanitary slaughter and the histopathology of the damaged tissues followed by
histochemistry. The study evaluated a total of 211 dairy cattle, of which 35% (74/211) presented reactivity in
the comparative cervical tuberculin test, and 143 animals (67.8%) were referred for sanitary slaughter due to
legal and control issues in the outbreaks of the disease. In the follow-up of slaughter and sanitary inspection of
viscera and carcasses, 51.8% (74/143) of slaughtered cattle had macroscopic lesions compatible with bovine
tuberculosis, while 48.2% (69/143) showed no visible changes. During the inspection, fragments of lymph nodes
and liver and lung parenchyma were collected from five cattle with macroscopic lesions and five with no lesions,
which in histopathological analysis showed numerous areas of caseous necrosis and chronic inflammatory
reaction with or without central calcification. In the Ziehl-Neelsen staining, numerous acid-fast bacilli were
evidenced in all cases. Thus, the results obtained show that the analyzes used in the present study were
extremely important for the accurate diagnosis of tuberculosis in cattle. In addition, the identification of the
disease in dairy herds should serve as an alert to the serious public health risk that this symbolizes, since there
are many people in direct contact or purchasing raw meat and / or milk from tuberculous animals.

INDEX TERMS: Tuberculosis, zoonosis, Mycobacterium spp., dairy cattle, diagnosis.

RESUMO.- [Tuberculose bovina: Diagnostico em bovinos leiteiros através de quatro ferramentas de andlise.] A
tuberculose é uma antropozoonose cronica de ocorréncia mundial, causada por micobactérias pertencentes ao
complexo Mycobacterium tuberculosis. No Brasil existe o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e Tuberculose em bovinos, que viabiliza o diagndstico e a destinacdo correta dos animais positivos,
porém ainda ha caréncia quanto ao diagndstico da doenga. Assim, este trabalho descreve a utilizagdo de quatro
ferramentas diagnoésticas para a confirmagdo de casos suspeitos de tuberculose. As ferramentas utilizadas
compreenderam o teste tuberculinico cervical comparativo, os achados macroscépicos durante o abate sanitario
e a histopatologia dos tecidos lesados seguido de histoquimica. O estudo avaliou um total de 211 bovinos
leiteiros, dos quais 35% (74/211) apresentaram reatividade no teste tuberculinico cervical comparativo, e 143
animais (67,8%) foram encaminhados para abate sanitario devido a questdes legais e de controle nos focos da
doenca. No acompanhamento do abate e inspecdo sanitdria de visceras e carcagas verificou-se que 51,8%
(74/143) dos bovinos abatidos apresentavam lesées macroscépicas compativeis com tuberculose bovina,
enquanto 48,2% (69/143) ndo apresentavam altera¢des visiveis. Durante a inspe¢do foram coletados fragmentos
de linfonodos e parénquima de figado e pulméo de cinco bovinos com lesdes macroscdpicas e de cinco sem
lesdes, que na andlise histopatolégica apresentaram numerosas areas de necrose caseosa e reacdo inflamatoria
cronica com ou sem calcificagdo central. Na coloragio de Ziehl-Neelsen foram evidenciados numerosos bacilos
alcool-acido resistentes em todos os casos. Assim, diante dos resultados obtidos verifica-se que as analises
empregadas no presente estudo foram de extrema importancia para o diagnéstico acurado de tuberculose em
bovinos. Além disso, a identificacdo da doenga em rebanhos leiteiros deve servir como um alerta ao sério risco de
saude publica que tal fato simboliza, ja que hd muitas pessoas em contato direto ou adquirindo carne e/ou leite
cru oriundos de animais tuberculosos.

TERMOS DE INDEXACAO: Tuberculose, zoonose, Mycobacterium spp., bovinos leiteiros, diagnéstico.
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INTRODUCAO

A tuberculose é uma antropozoonose de evolugdo cronica e de ocorréncia mundial, causada por
micobactérias que compde o chamado Complexo Mycobacterium tuberculosis, o qual compreende as espécies M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. canetti, M. mungi, M. orygis e M.
suricattae (Alexander et al. 2010, Van Ingen et al. 2012, Dippenaar et al. 2015). Segundo a Organizagdo Mundial
da Satuide (OMS), a tuberculose é a doenga infecciosa de agente inico que mais causa 6bitos, superando inclusive
o HIV. Em 2016, cerca de 10,4 milhdes de pessoas adoeceram de tuberculose no mundo e cerca de 1,3 milhao
morreram em decorréncia da doenga (WHO 2018). No Brasil, 2016 foram registrados 4.426 6bitos e em 2017
foram notificados 69.569 casos novos de tuberculose (Brasil 2018).

Nos bovinos a doenca é causada pelo Mycobacterium bovis e configura-se numa das principais doencas
infecciosas da espécie (Acha & Szyfres 2005, Radostits et al. 2007). A enfermidade provoca redugdo na produgio
de carne e leite e alto indice de condenacgdo de carcagas em abatedouros, além de perdas econdmicas devido aos
embargos na comercializacdo de animais e produtos de origem animal (Demelash et al. 2009, Asil et al. 2012,
Paes & Franco 2016). Sua transmissdo ocorre, principalmente, por meio de contato direto com animais
contaminados, consumo de agua infectada e ingestdo de leite cru e/ou derivados lacteos fabricados com leite cru,
tal como queijos clandestinos (Corréa & Corréa 1992). A média nacional da ocorréncia da tuberculose em
bovinos é 2,64%, havendo heterogeneidade e flutuagdo dentro e entre os Estados avaliados, sendo que na regido
Sul, destaque na produgdo de leite, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana apresentaram 2,8%, 0,06% e
2,15%, respectivamente (Ferreira Neto et al. 2016).

No Brasil, desde 2001, existe o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) para bovinos e bubalinos, criado para estabelecer normas e procedimentos quanto ao diagndstico
dessas enfermidades (Brasil 2006). Conforme o PNCEBT, a base do diagndstico da tuberculose “in vivo” é dado
pela tuberculinizagdo intradérmica em bovinos e bubalinos com mais de seis meses de idade. A tuberculinizagio
se fundamenta, imunologicamente, por reacdo de hipersensibilidade tardia tipo IV e, pode ser realizada com as
técnicas da prega caudal, cervical simples ou cervical comparativa (Brasil 2006, Brasil 2017). Para o teste
tuberculinico positivo, a legislacdo brasileira preconiza o abate sanitario do animal, que deve ser realizado em
frigorificos com servico de inspegdo oficial para que observagdes “post mortem” possam ser realizadas e,
principalmente, para destinacdo correta da carcaca ("Brasil 2017). Existem, porém, casos de reagdo inespecifica
onde o bovino manifesta reagdo a tuberculina sem apresentar a doenga. Também podem ocorrer casos em que o
animal teve contato com o agente, sem lesdes caracteristicas de tuberculose na inspe¢do post mortem, bem como
animais negativos no teste e que apresentam lesdes compativeis no post mortem. Essas situagoes se transformam
em um celeiro de ddividas para os agentes oficiais que tém de decidir o destino dos animais (Paes & Franco
2016). Assim, neste estudo, foram utilizados o teste tuberculinico cervical comparativo, seguido de inspec¢io
minuciosa nos animais submetidos a abate sanitario e coleta de tecidos para exame histoldgico e histoquimico
para diagndstico da tuberculose bovina.

MATERIAL E METODOS

A aplicacdo dos testes para diagnostico de brucelose e tuberculose fazia parte da rotina do médico
veterinario habilitado pelo PNCEBT e colaborador do estudo, e cujos servicos foram contratados pelos
proprietarios dos rebanhos. O estudo avaliou 211 bovinos leiteiros de diferentes idades, entre os meses de
novembro de 2017 e abril de 2018, oriundos de pequenas propriedades do Norte do Rio Grande do Sul. Aos
proprietarios foi explicada a importancia do diagnéstico, bem como esclarecidas as medidas legais em caso de
haver animais positivos no rebanho. Assim, mediante esclarecimento, todos os animais das propriedades foram
avaliados por exame clinico geral e posteriormente submetidos ao teste tuberculinico.

0 teste tuberculinico cervical comparativo (TTCC) é considerado um teste confirmatorio e para realiza-
lo foi realizada tricotomia em duas areas: 1) regido cervical, a frente da espinha da escapula e a 20 cm da
cernelha, onde foi inoculada a tuberculina aviaria; 2) na regido cervical, atras da espinha da escapula, e a 20 cm
da cernelha, onde foi inoculada a tuberculina bovina. Inicialmente, entre estes dois pontos, respeitou-se uma
distancia minima entre 15 a 20 cm e mensurou-se e registrou-se a espessura da dobra da pele de cada ponto com
cutimetro. Apos, procedeu-se a inoculagdo de 0,1 mL de da tuberculina PPD (Purified Protein Derivatite) aviario e
0,1 mL da tuberculina PPD bovina. Apés 72 horas da inoculagdo realizou-se nova verificagdo da espessura das
dobras de pele, onde as diferengas foram interpretadas de acordo com os critérios definidos pelo Regulamento
Técnico do PNCEBT (?Brasil, 2017), para entdo concluir quais animais eram reagentes, ndo reagentes ou
inconclusivos.

Conforme preconiza o PNCEBT, todos os bovinos considerados reagentes ou inconclusivos no teste
tuberculinico foram marcados no lado direito da face com um "P" contido num circulo de oito centimetros de
diametro e, destinados para abate sanitario em abatedouro frigorifico com servico de inspecdo oficial. Para o
estudo foi acompanhada a inspecdo de carcaga e visceras de todos os animais destinados ao abate sanitario, a fim
de localizar e identificar lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose bovina, principalmente as lesdes



granulomatosas e/ou calcificadas. A inspeg¢do visual foi realizada através de palpagdo e sec¢do seriada nos
linfonodos (mediastinais, bronquiais, retrofaringeos, parotideos, mandibulares, mesentéricos e hepaticos),
parénquima pulmonar e parénquima hepatico e na carcaga (linfonodos sub-iliacos, inguinais, sacrais, retro
mamarios).

Dentre os bovinos TTCC reagentes e enviados para abate selecionou-se cinco animais sem lesdes
caracteristicas de tuberculose e cinco que ndo apresentavam nenhuma lesdo caseosa ou calcificada. Desses
bovinos coletou-se fragmentos de linfonodos (retrofaringeos, mediastinais, bronquiais, mesentéricos e
hepaticos) e de parénquima pulmonar e hepdatico para realizagdo de exame histopatolégico (hematoxilina e
eosina) e coloragdo especial de Ziehl-Neelsen para verificacdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo clinica dos bovinos leiteiros, constatou-se que 15,1% (32/211) apresentavam sinais
clinicos classicos de tuberculose bovina, como queda na producdo de leite, dificuldade de concepcdo e
dificuldade respiratdria, prostragdo e caquexia (Fig.1 A). Posteriormente foram submetidos ao TTCC (Fig.1 B), o
qual evidenciou que 35% (74/211) apresentaram reatividade, sendo 22,3% (47/74) positivos e 12,8% (27/74)
inconclusivos. O teste demonstrou também que 64,9% (137/211) dos bovinos eram negativos para as
tuberculinas bovina e avidria, embora mantidos com animais reagentes ao teste. Na tabela 1 encontra-se o
resumo dos resultados da avaliagdo clinica, do TTCC, da frequéncia de animais destinados para abate sanitario
por municipio e do nimero de lesGes macroscépicas encontradas durante a inspe¢do post mortem.

Por se tratar de uma doencga de carater cronico, a grande variabilidade de manifesta¢des faz com que o
diagnéstico clinico da tuberculose tenha valor relativo, uma vez que o bovino pode estar infectado de modo
localizado e aparentar-se sadio (Corréa & Corréa 1992). Estudos com animais inoculados com M. bovis em
contato com animais ndo inoculados demonstraram nao haver sinais clinicos compativeis com a enfermidade nos
dois grupos (Cassidy et al. 1999). Nos casos de tuberculose avancada, o diagnéstico clinico assume maior
importancia, pois os animais em geral apresentam queda na producdo de leite, dificuldade de concepgio,
dificuldade respiratoria, eliminagdo de secre¢do nasal, prostracdo e caquexia (Roxo 1997, Brasil 2006, Garbaccio
etal. 2018).

O teste tuberculinico em bovinos apresenta uma sensibilidade com variagdo entre 32 a 99% e uma
especificidade de 75,5 a 99,9% (Vitale et al. 1998), e no presente estudo a sensibilidade foi de 35% (74/211) de
animais reagentes. O teste tuberculinico pode apresentar resultados falso-positivos (Monaghan et al. 1994), pois
animais infectados por M. avium, M. tuberculosis, M. avium subsp. paratuberculosis, Nocardia farcinius ou outras
micobactérias podem ser reativos ao PPD bovino (Monaghan et al. 1994, Souza et al. 2016, Garbaccio et al. 2018).
Assim, o TTCC é o teste preconizado ja que em comparagdo com o teste tuberculinico simples apresenta redugdo
na possibilidade de tais reacdes cruzadas (Collins et al. 1994). Entretanto, a ocorréncia de 12,8% (27/211)
animais inconclusivos demonstra sua limitacdo, bem como a necessidade da utilizacdo de métodos
complementares para um resultado preciso (Monaghan et al. 1994, Romero et al. 1999).

Alguns animais, ainda que infectados, ndo respondem aos testes tuberculinicos (Brasil 2006), o que pode
ter ocorrido no presente estudo. Nos municipios de Ciriaco e Passo Fundo (RS), por medida de controle dos
focos, 100% dos animais testados foram enviados para abate sanitario, dos quais 52% (27/52) e 47% (42/89)
foram negativos no TTCC embora estivessem junto com animais positivos, respectivamente. Nos animais
oriundos dos mesmos municipios e enviados para abate foram evidenciados 85% e 33,7% de ocorréncia de
lesdes macroscépicas sugestivas de tuberculose durante a inspe¢do post mortem, respectivamente. Fatores como
infeccdo recente, final de gestagdo, desnutri¢do e doenga avang¢ada podem ocasionar falso-negativos no teste
tuberculinico. Além disso, tais resultados podem ocorrer devido a variagdes inerentes ao prdprio teste ou por
varia¢des na leitura e interpretacio do exame (BRASIL, 2006). E importante salientar que animais em estado
avancado de infeccdo podem manifestar o fendmeno chamado de anergia, definido como auséncia de reatividade
cutdnea a tuberculina (ROX0, 1996).

Com base os resultados do TTCC, da orientagdo do PNCEBT (Brasil, 2006) e da Inspetoria Veterinaria,
além dos bovinos reagentes também foi determinado o abate sanitario de animais negativos para o TTCC mas
oriundos de propriedades com mais de 50% de bovinos reagentes para as tuberculinas bovina e avidria,
totalizando 67,8% (143/211) dos animais examinados. Os abates foram realizados em abatedouro frigorifico
com servico de inspecdo oficial, onde todos os processos puderam ser acompanhados e registrados, incluindo a
realizacdo da inspecdo post mortem de carcagas e visceras. Na inspecdo post mortem verificou-se que 51,8%
(74/143) dos bovinos apresentaram lesdes granulomatosas de aspecto purulentas ou caseosas, por vezes
calcificadas em um ou mais sitios, principalmente linfonodos pré-escapular, retrofaringeo, retromamario,
hepatico, mesentéricos e linfonodos pulmonares apicais e/ou mediastinicos (Fig.1 C), além das pleuras parietal
(Fig.1 D)e visceral e, dos parénquimas pulmonar (Fig.1 E) e hepatico. Enquanto isso, 48,2% (69/143) dos
bovinos inspecionados nio apresentaram lesdes visiveis.

As carcagas foram consideradas positivas quando em pelo menos um o6rgio verificou-se lesdes
sugestivas de tuberculose, tal como no estudo de Furlanetto et al. (2012). No presente trabalho, dos 143 bovinos



submetidos a abate sanitario 51,8% (74/143) apresentaram lesdes sugestivas, resultado inferior ao reportado
por Fraguas et al. (2008) que observou 72% de carcagas com lesdes em estudo semelhante. Entretanto, foi
superior ao relatado por Pinto et al. (2004), o qual encontrou 44% dos bovinos reagentes a tuberculinizagdo
também apresentando lesdes tuberculosas. Para Corner et al. (1990), cerca de 58% dos animais com tuberculose
apresentam lesdes Unicas, e a inspe¢do detalhada de linfonodos (cabega, tordcicos, mesentéricos e da carcaga)
bem como figado, pulmao, baco, rins, Ubere e 6rgios genitais, aumenta a possibilidade de visualizacdo destas
lesdes (Corner, 1994). Alguns aspectos podem estar envolvidos com a ndo deteccdo de lesdes sugestivas em
carcacas de animais reagentes ao TTCC, tais como: estagio inicial da doenga, contato com outras micobactérias
que ndo o M. bovis, tempo e atengdo destinados para a inspegdo post mortem insuficientes (Souza et al. 1999,
Corner 1994, Brasil 2006, Medeiros et al. 2012).

Dos 10 bovinos selecionados para exame histopatolégico, cinco apresentavam lesdes amareladas, com
conteudo purulento ou caseoso circundado por capsula fibrosa e, por vezes, aspecto calcificado ao corte, tal como
encontrados por Souza et al. (2016). Também foram coletados fragmentos de linfonodos retrofaringeos,
mediastinais, bronquiais, mesentéricos e hepaticos e, do parénquima pulmonar e hepatico de cinco bovinos TTCC
reagentes e que ndo apresentavam lesdo macroscdpica na inspec¢do. Tal como encontrado por Furlanetto et al.
(2012), na andlise microscépica os 10 bovinos apresentaram lesdes compativeis com tuberculose bovina. No
presente trabalho foram identificadas lesdes intensas ou moderadas, porém todas circundadas por tecido
conjuntivo fibroso e bem delimitadas. Além disso, apresentavam reagdo granulomatosa acentuada, infiltrado
mononuclear constituido de macrdfagos epitelioides, linfocitos e células gigantes tipo Langhans e necrose
caseosa central e/ou mineralizagdo multifocal (Fig.1 F).

Em bovinos podem ocorrer processos inflamatérios granulomatosos com caracteristicas macroscépicas
semelhantes a tuberculose, porém de etiologias diferentes como linfossarcoma, linfadenites inespecificas,
actinobacilose e nocardiose (Kantor et al. 1981, Reis et al. 1995, Roxo 1997). Assim, a inspe¢do macroscdpica
pode ser subjetiva para julgamento das carcagas (Reis et al. 1995, PBrasil 2017), indicando que a inspegdo
sanitdria das carcagas deve ser realizada de forma criteriosa, por profissionais bem treinados, diminuindo assim
o risco de alimentos suspeitos chegarem a mesa dos consumidores ou de carcagas serem condenadas
desnecessariamente em fung¢io de lesoes ndo tuberculosas (Fraguas et al. 2008, bBrasil 2017).

No presente estudo a coloragido de Ziehl-Neelsen proporcionou a evidenciacio de numerosos bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR) em todas as amostras teciduais examinadas (Fig.1 G), inclusive naquelas sem
lesdo macroscépica. Entretanto, estes achados destoam de estudos que consideram a coloragdo de Ziehl-Neelsen
de baixa sensibilidade quando aplicada em cortes histoldgicos (Fraguas et al. 2008). Andrade et al. (1991)
observou BAAR em apenas 9,1% das amostras histoldgicas examinadas em seu estudo, enquanto Salazar (2005)
e Furlanetto et al. (2012) relataram auséncia de BAAR em amostras de tecidos com lesdes macroscopicas
sugestivas de tuberculose e confirmadas no exame histopatoldgico. Conforme Rodriguez et al. (2004), essas
divergéncias podem ocorrer porque o teste revela a presenca de BAAR em concentragdes superiores a 104
micobactérias em um corte histolégico.

Os resultados permitiram inferir que o TTCC, a inspecdo post mortem macroscopica, 0o exame
histopatolégico e identificagdo de BAAR sdo ferramentas uteis para o diagndstico de tuberculose bovina. O
presente estudo destaca, sobretudo, a analise histopatoldgica e histoquimica em tecidos com lesdes sugestivas de
tuberculose bovina, o que permite caracterizar as alteracdes microscopicas das lesdes, bem como identificar
BAAR. Também €é importante salientar que o estudo foi realizado em um rebanho leiteiro, demonstrando a
circulagdo da doenca entre esses animais, 0 que representa uma ameaga as pessoas que entram em contato
direto e/ou que consomem carne e leite desses animais. Além disso, os bovinos infectados também constituem
uma fonte de infeccdo para aqueles que trabalham na industria de producdo de alimentos, expondo-os ao agente
etiolégico durante o manuseio de animais ou produtos de origem animais infectados.

CONCLUSOES

A obtencdo do diagndstico confirmatério da tuberculose bovina ndo é simples, principalmente quando
consideramos as reacgdes inespecificas que podem ocorrer nas provas intradérmicas e as duvidas quanto as
lesdes encontradas em matadouros durante a inspecdo post mortem. O presente estudo demonstrou que a
associagdo de alternativas de baixo custo permitiu ampliar a acurdcia diagnéstica para tuberculose bovina.
Afinal, o TTCC identificou animais reagentes que no abatedouro foram identificados com lesdes sugestivas,
enquanto a histopatologia das lesdes sugestivas identificou lesdes granulomatosas, e a coloracdo de Ziehl-
Neelsen evidenciou BAAR, inclusive em bovinos reagentes no TTCC sem lesdo macroscopica. Assim, a associagdo
dessas ferramentas contribuiria para o bom funcionamento do PNCEBT para controle e erradicagdo dessa
zoonose nos rebanhos bovinos brasileiros.
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Legenda da Tabela

Tab.1. Avaliagio clinica, teste tuberculinico comparativo cervical (TTCC), animais destinados ao abate sanitario e
animais com les6es macroscépicas encontradas na inspegio post mortem dos 143 bovinos abatidos.

Avaliacao Teste tuberculinico Abate Inspecio post mortem
clinica (TTCC) sanitario pecao p
Municipio (_Ion_l ?en_l Positivo Inconc. Negativo N2 animais Comlesdées Sem lesdes
sinais  sinais
Cirfaco 13 39 15 10 27 52 44 8
Nova Bassano - 70 2 - 68 2 - 2
Passo Fundo 19 70 30 17 42 89 30 59
Total 32 179 47 27 137 143 74 69

% 15,1 84,9 22,3 12,8 64,9 67,8 51,8 48,2




Legendas das Figuras

Fig.1l. Ferramentas diagnésticas para tuberculose bovina. A) Fémea bovina apresentando dificuldade
respiratdria, prostracdo e caquexia. B) Fémea bovina com TTCC positivo. B) Lesdo granulomatosa em
linfonodo mediastinico. D) N6dulos granulomatosos aderidos a pleura parietal. E) extensas areas de lesdes
granulomatosas no parénquima pulmonar. F) Pulmio com inflamagdo granulomatosa acentuada com
macroéfagos epitelioides, abundantes células gigantes multinucleadas e necrose caseosa. HE, obj.10x. G)
Bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) no citoplasma de célula gigante em lesdo de linfonodo bovino com
tuberculose. Ziehl-Neelsen, obj.100x.
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4. CONCLUSOES

A proposta do presente trabalho foi de detectar bovinos leiteiros reagentes ao teste
tuberculinico cervical comparativo (TTCC) e a partir disso, acompanhar a inspe¢ao post
mortem dos bovinos regentes para identificar lesdes sugestivas de tuberculose bovina e coleta-
las para exame histopatolégico e histoquimico.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que o TTCC, a inspegao
macroscopica em frigorificos, a realizagdo de exame histopatologico e identificacdo de
bacilos alcool acido através da coloragdo especial de Ziehl-Neelsen, constituem ferramentas
de andlise, que quando utilizadas em conjunto, sdo muito utéis para o diagndstico definitivo
de tuberculose bovina. O estudo destaca, sobretudo, a analise histopatologica e histoquimica
em tecidos com lesdes sugestivas de tuberculose bovina, pois esses exames permitiram
caracterizar o tipo de alteragdes microscopicas que compunham as lesdes, bem como
identificar que os agentes envolvidos no processo inflamatdério eram bacilos alcool-acido
resistentes.

Também ¢ importante salientar que o estudo foi realizado em um rebanho leiteiro e
demonstrou que a doencga esta circulando entre os animais dessa categoria, o que representa
uma séria ameaca a satde das pessoas que entram em contato direto com os animais doentes
e/ou que consomem carne ¢ leite cru, cuja a origem ¢ de animais infectados. Além disso,
indiretamente, o estudo demonstra como os bovinos infectados também constituem uma fonte
de infeccdo para aqueles que trabalham na industria de produgdo de alimentos, ja que durante
0 manuseio dos animais in vivo ou durante o abate e inspe¢do post mortem eles se expdem ao
agente etioldgico.

Outro ponto que deve ser salientado e merece mais estudos ¢ o quanto do percentual
de positividade em uma propriedade deve ser considerado para a realizagdo de um vazio
sanitario, pois o presente trabalho evidenciou que bovinos negativos abatidos de propriedades
com altos indices de animais positivos, podem possuir lesdes sugestivas de tuberculose, os
anérgicos, e estes se permanerem na propriedade serdo a fonte de contaminagdo para os

demais bovinos do rebanho.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos 211 animais examinados no teste tuberculinico cervical comparativo
(TTCC) pode-se dizer que a tuberculose bovina encontra-se presente com alto indice de
prevaléncia (35,1%) dos bovinos analisados, nestas trés propriedades, dos municipios de
Ciriaco, Nova Bassano e Passo Fundo. Sem falar que esse indice seria mais alto se
considerassemos todos os bovinos que eram negativos no TTCC, mas apresentaram lesdes
sugestivas de tuberculose na inspe¢do post mortem e que foram confirmadas
macroscopicamente.

Por ser tratar de um rebanho leiteiro e pela ocorréncia da tuberculose representar um
risco zoonotico serissimo, o TTCC deveria ser um exame de rotina obrigatério em toda
propriedade que comercializa leite. Embora o teste tuberculinico seja preconizado pelo
PNCEBT e haja uma Instru¢do Normativa do MAPA que trate do controle e erradicagdo da
brucelose e tuberculose, a legislagao brasileira ndo obriga e tampouco penaliza os pecuaristas
que ndo realizam os diagndsticos. Além disso, quando o diagnostico ¢ realizado em um
rebanho e alguns animais se apresentam positivos, esses sao marcados e destinados ao abate
sanitario. Porém os demais, que estavam em contato com o0s positivos, mas que foram
negativos no teste tuberculinico s6 deverdo ser retestados apds no minimo 60 dias, tempo
suficiente para um bovino se constituir numa grave fonte de disseminagdo de tuberculose.

As agroindustrias também tém culpa de o rebanho bovino brasileiro ainda estar sujeito
a doencas como brucelose e tuberculose. Se as pequenas, médias e grandes industrias de
produtos de origem animal realmente se preocupassem com a qualidade sanitaria das suas
matérias primas, bem como com a saide do consumidor, elas fariam uma parceria com o
MAPA e implementariam o PNCEBT em todo territiorio nacional. Assim, os produtores de
leite e carne ficariam obrigados a aderirem ao PNCEBT, pois s6 assim haveria de fato
controle e, num futuro proximo, erradiagdo dessas duas doengas zoonoticas.

Enquanto tal parceria ndo ¢ instituida e os rebanhos continuarem sendo acometidos por
essas zoonoses, se torna extremamente importante o uso de varias ferramentas para o
diagnostico da tuberculose, sobretudo as de baixo custo e que apresentem boa sensibilidade e
especificidade. Principalmente o exame histopatologico das lesdes de abatedouros
considerdas suspeitas, pois embora requeira pessoal e laboratdrios especializados, ¢ uma
ferramenta que tem boa especificidade e permite a confirmagdo da presenca da lesdo
granulomatosa e, quando associada a coloragdo especial permite a visualizagdo de bacilos

alcool-acido resistentes, compativeis com Mycobacterium spp.
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