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RESUMO

A tuberculose bovina é uma enfermidade de evolugdo cronica e debilitante, que acomete
principalmente bovinos e bubalinos, ocasionada por bactérias do Complexo Mycobacterium
tuberculosis, sendo considerada uma zoonose de grande importancia a saude publica, que
promove o desenvolvimento progressivo de lesdes nodulares denominadas tubérculos,
localizadas em diferentes Orgdos e tecidos. Responsavel por prejuizos diretos e indiretos
apresenta uma distribuicdo mundial, onde a reducdo dos casos deve-se a adocdo de medidas
estratégicas, baseadas no sacrificio de animais positivos, implantacdo de um eficiente
processo de pasteurizacdo do leite e na investigacdo epidemioldgica retrospectiva a partir do
monitoramento de carcacas de animais com lesfes sugestivas de tuberculose em matadouros.
No presente estudo foram coletadas amostras biolégicas de linfonodos pulmonares, bem como
de fragmentos teciduais de pulmdo com alteracBes compativeis de 141 animais da espécie
bovina, abatidos em seis matadouros do Estado de Pernambuco os quais foram submetidos a
inspecdo post mortem; baciloscopia utilizando a técnica de impressao tecidual e coloracdo de
Ziehl-Neelsen e histopatologia pelo método de microtomia de parafina, coradas pelas técnicas
de hematoxilina-eosina. Um Gnico animal mostrou-se positivo para todos os testes realizados,
incluindo o isolamento bacteriolégico em meio s6lido de OGAWA KUDOH, ao qual foi
submetido. Objetivou-se com esse trabalho, realizar um estudo anatomo-patolégico e
laboratorial da tuberculose bovina em matadouros do Estado de Pernambuco, com intuito que,
0s dados obtidos sirvam como base para um melhor entendimento do comportamento da
tuberculose bovina no Estado e na adocdo de estratégias no controle e erradicacdo da

tuberculose zoonética.

Palavras chave: zoonose, inspecdo, matadouro, post-mortem.



ABSTRACT

Bovine tuberculosis is a disease of chronic and debilitating developments affecting mainly
cattle and buffalo, caused by bacteria of the Mycobacterium tuberculosis and is considered a
zoonosis of great importance to public health, which promotes the progressive development of
nodular lesions called tubercles located in different organs and tissues. Responsible for direct
and indirect losses has a worldwide distribution, where the reduction in cases is due to the
adoption of strategic measures based on the sacrifice of positive animals, implementation of
an efficient milk pasteurization process and retrospective epidemiological investigation from
monitoring of animal carcasses with lesions suggestive of tuberculosis in slaughterhouses. In
the present study biological samples of pulmonary lymph nodes were collected and lung
tissue samples with consistent changes of 141 bovine animals slaughtered in six
slaughterhouses in the state of Pernambuco who underwent post-mortem inspection; tissue
smear using the printing technique and Ziehl-Neelsen and histopathology the paraffin
microtome method, stained by hematoxylin and eosin staining techniques. A single animal
was positive for all the tests, including bacterial isolation in solid medium OGAWA Kudoh,
which has been subjected. The objective of this work, conduct a clinical pathology and
laboratory study of bovine tuberculosis in the State of Pernambuco slaughterhouses order that
the data obtained serve as the basis for a better understanding of bovine tuberculosis behavior

in the state and adoption strategies for the control and eradication of zoonotic tuberculosis.

Key words: zoonosis, inspection, slaughter, post-mortem.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma enfermidade de evolucdo cronica e debilitante, que
acomete principalmente bovinos e bubalinos, sendo considerada uma zoonose de grande
importancia a salde publica (ABRAHAO et al., 2005). E ocasionada por bactérias do
Complexo Mycobacterium tuberculosis, que promovem o desenvolvimento progressivo de
lesGes nodulares denominadas tubérculos, as quais podem localizar-se em qualquer 6rgédo ou
tecido (PINTO, 2003; BRASIL, 2006). As lesbes macroscépicas da tuberculose, geralmente,
caracterizam-se por nodulos acinzentados, que contem &reas centrais amareladas, de aspecto

caseoso circundada por cépsula esbranquicada (RIET-CORREA et al., 2001).

Sua distribuicdo é de ocorréncia mundial, onde paises desenvolvidos, com rigorosos
programas de controle e erradicacdo, inspecdo de carnes e pasteurizacdo do leite, possuem
baixa prevaléncia, diferente dos paises em desenvolvimento, que ainda apresentam alta
prevaléncia (ABRAHAO, 1998; MELO, 1999). Os prejuizos diretos e indiretos, a perda de
prestigio e credibilidade das unidades de criacbes, onde a doenca é constatada, tem sido

motivo de grandes perdas econdmicas (BRASIL, 2006).

A reducdo dos casos em bovinos deve-se a adocdo de medidas estratégicas, as quais se
baseiam no sacrificio de animais positivos, na implantacdo de um eficiente processo de
pasteurizacdo do leite e na investigacdo epidemioldgica retrospectiva a partir do
monitoramento de carcacas de animais com lesdes sugestivas de tuberculose em matadouros
(WEDLOCK et al., 2002). Deve-se ainda, ressaltar a importancia da espécie caprina, tanto
quanto a bovina, como fator de risco para tuberculose zoon6tica, alertando as autoridades na
adocdo de novas estratégias de controle e erradicacdo envolvendo a tuberculose caprina, a
qual ja é uma realidade no Estado de Pernambuco (MELO et al.,2005; MELO et al., 2012).

O diagnéstico da tuberculose bovina pode ser realizado por métodos diretos e
indiretos, entre eles estdo os diagndsticos: clinicos, anatomopatoldgico, bacterioldgico,
alérgico-cuténeo, que sdo os mais comumente utilizados. No entanto, os avangos da biologia
molecular e dos conhecimentos sobre a imunidade contra as micobactérias levaram ao
aparecimento de novos métodos para o diagnostico, entre as quais cabe mencionar a reagdo
em cadeia da polimerase Polymerase Chain Reaction (PCR), a prova sorolégica ELISA, a
prova de gama interferon em cultivos de sangue total, entre outros (BRASIL, 2006). A
inspecdo de rotina de carcagas em matadouros frigorificos é importante no diagndstico das

lesbes tuberculosas, fundamental como instrumento de sentinela epidemioldgica e de
14



rastreabilidade no combate a tuberculose, porém o tempo destinado pode ser insuficiente, o
que dificulta o exame detalhado. Durante o processo de inspecdo, s6 € possivel detectar e
identificar macroscopicamente cerca de 47% das lesOes tuberculosas, chamando a atengéo
para 0s casos de tuberculose onde os animais ndo apresentam lesGes macroscopicas
detectaveis no exame post mortem (CORNER, 1994; WHIPPLE et al. 1996).

A realidade da tuberculose bovina no Brasil, em meio ao comércio clandestino de
carne, associada a falta de dados estatisticos confiaveis, torna-se uma grande ameaca a saude
publica (ANTORE, 1998). No Estado de Pernambuco, a prevaléncia registrada nos catalogos
do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) foi de 5,7% (BRASIL,
2006). Contudo, em estudos realizados por Mendes et al. (2008) e por Melo et al. (2010), as
prevaléncias encontradas foram de 15,2% e 11,5%, respectivamente, bem superiores as
notificadas pelo MAPA.

A tuberculose zoondtica, estd muitas vezes associada as atividades profissionais de
risco, mais frequente em individuos que lidam diretamente com animais infectados ou com
produtos provenientes destes, como tratadores, magarefes, veterinrios e laboratoristas
(RUGGIERO et al., 2007). Nos paises em desenvolvimento, os riscos de infeccdo pelo
Mycobacterium bovis (M. bovis) na populacdo é maior, devido a uma maior exposicdo dos
seres humanos aos animais, principalmente quando se leva em conta a cultura do consumo de
leite cru e de produtos lacteos derivados de rebanhos que ndo possuem controle da
tuberculose bovina (BERG et al., 2011). No Brasil, ndo existem estimativas sobre a propor¢éo
de pacientes com tuberculose causada pelo M. bovis. No entanto, é de suma importancia que o
sistema responsavel pela saide da populacdo tenha conhecimento da ocorréncia desse evento
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Pernambuco ocupa, atualmente, o quarto lugar no Brasil
em taxa de incidéncia de tuberculose e o segundo lugar em mortalidade. Entre as capitais
brasileiras, Recife é a terceira em taxa de incidéncia (dados de 2013) e a primeira em nimero
de 6bitos (SES, 2015).

Neste contexto, o objetivo com a elaboragéo deste trabalho foi realizar um estudo
anatomo-patologico e laboratorial da tuberculose bovina em matadouros do Estado de
Pernambuco, com intuito de que, os dados obtidos sirvam como base para um melhor
entendimento do comportamento da tuberculose bovina no Estado e na adogéo de estratégias

no controle e erradicacdo da tuberculose zoondtica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TUBERCULOSE BOVINA E SEU CARATER ZOONOTICO

2.1.1 ETIOLOGIA

As bactérias causadoras da tuberculose pertencem a ordem Actinomycetalis, familia
Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. A tuberculose bovina causada pelo
Mycobacterium bovis, a qual pertence ao Complexo Mycobacterium tuberculosis, € uma
doenca granulomatosa, de evolucdo cronica e efeito debilitante, caracterizada por lesdes
nodulares, de evolucdo progressiva conhecida como tubérculos, podendo estas, estarem
localizadas em qualquer 6rgédo ou tecido (BRASIL, 2006; PAES, 2010; PINTO, 2003; RIET-
CORREA et al., 2001). E também responsavel pela doenca humana, fazendo da bactéria uma
importante espécie zoondtica (MORRIS et al., 1994).

A tuberculose causada por M. bovis em seres humanos é clinica e patologicamente
indistinguivel da doenca causada pelo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
principal agente da tuberculose no ser humano, o qual também pode acometer a especie
bovina, sem causar doenca progressiva, todavia, ocasionalmente, pode sensibiliza-los ao teste
tuberculinico (COSIVI et al., 1998; BRASIL, 2006; RUA-DOMENECH, 2006).

As bactérias da espécie M. bovis apresentam-se de forma bacilar, delgadas e
alongadas, medindo de 0,5 a 7,0 um de comprimento por 0,3 um de largura, imoveis, ndo
capsuladas, ndo flageladas. Sdo bacilos gram positivas, alcool-acido resistentes (BAAR), ou
seja, uma vez corada pela fuccina, ndo se decoram na presenca de uma mistura de alcool e
acido cloridrico, na técnica conhecida como coloragdo de Ziel-Neelsen (RAVIGLIONE et al.,
1995; ROXO0, 1997; BRASIL, 2006; PAES, 2010).

O bacilo possui moderada resisténcia ao calor, dissecacédo e a diversos desinfetantes,
podendo sobreviver em pastagens, aviarios, matéria organica, fezes e cama de galinha, por um
periodo de 6 meses a 4 anos, a depender da influéncia de fatores como a temperatura,
umidade, pH e exposicao a luz solar (RUGGIERO et al., 2007; COELHO, 2002). No entanto,
estd comprovado que a técnica de pasteurizacdo do leite € capaz de destruir o bacilo da
tuberculose, assim como alguns fendis organicos, que conseguem mata-la em meia hora, se
forem usados a 3% (GERMANO & GERMANO, 2010; CORREA & CORREA, 1992).

16



2.1.2 DISTRIBUICAO

A tuberculose bovina apresenta distribuicdo mundial, concentrando-se principalmente
nos paises em desenvolvimento e na América do Sul, a qual detém a maior populacéo bovina.
Com menor frequéncia encontram-se os paises desenvolvidos, onde as politicas de controle e
erradicacdo, com bases em tuberculinizacdo e sacrificio dos animais reagentes, estdo em fase
avancada, final ou ate mesmo ja erradicado, como é o caso de alguns paises da Europa
(ROXO, 1997; WEDLOCK et al., 2002; BRASIL, 2006).

Assim, como os casos de tuberculose bovina, a infeccdo causada pelo M. bovis em
humanos também sdo notificadas em todo o mundo (UNE & MORI, 2007). Os casos de
tuberculose humana de origem bovina sdo estimados em 1% nos paises desenvolvimento,
enguanto que nos paises em desenvolvimento esse percentual é de 5%; estima-se ainda que
ocorram 80.000 casos novos de tuberculose em humanos no Brasil, dos quais
aproximadamente 4.000 s&o causados por M. bovis (RIET-CORREA et al., 2001).

No Brasil faltam estatisticas confiaveis acerca da ocorréncia e distribuicdo das
enfermidades, em especial da tuberculose bovina, onde ha poucos dados referentes sua
prevaléncia nas diferentes regides (RIET-CORREA et al., 2001; LILEMBAUM, 2000).
Entretanto, em 14 Estados brasileiros, a prevaléncia da tuberculose bovina variou de 0,9% a
1,7% entre os anos de 1986 a 1996, segundo dados do Ministério da Agricultura
(ABRAHAO, 1998). No periodo de 1989 a 1998, dados de notificacbes oficiais indicam uma
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais reagentes a tuberculina (BRASIL, 2006). Em
uma populacdo avaliada em aproximadamente 170 milhdes de bovinos no Brasil, calcula-se
que exista 200mil animais infectados (LEITE et al., 2003).

2.1.3 TRANSMISSAO

O M. bovis possui uma ampla cadeia de hospedeiros que abrange diversas espécies de
mamiferos, inclusive o homem, sendo 0s bovinos, caprinos e suinos 0s mais suscetiveis, no
entanto, a infeccdo independe das estac6es do ano, do clima, do sexo, da regido.

Existem varias portas de entradas para o bacilo, sendo as mais frequentes as vias:

1. Respiratoria: com aproximadamente 90% dos casos, principalmente em animais
mantidos em regime de confinamento, onde a infeccdo se d& basicamente pela

inalacdo de particulas infectadas excretadas na tosse ou secre¢do nasal de um animal
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com tuberculose pulmonar ativa, onde nesses casos, 0 complexo primario sera

localizado nos drgéos digestivos e linfonodos regionais;

2. Alimentar: considerada a segunda via mais importante, estd geralmente relacionada a
ingestdo de leite proveniente de vacas infectadas, consumo de alimentos e agua
contaminados, podendo esta ultima, quando estagnada em cochos, por exemplo, causar
infeccdo até 18 dias do Gltimo uso por animal tuberculoso, diferente da dgua corrente
(RADOSTITS et al., 2002; ABRAHAO, 1998; CORREA & CORREA, 1992).

No entanto, pode ocorrer também infec¢do por vias menos comuns como as:

1. Cutéaneas: a infeccdo pode ocorrer por contato com objetos contaminados;

2. Venéreas: pode ocorrer nos bovinos se houver lesbes da infeccdo no pénis ou na
mucosa prepucial dos machos ou ainda da vulva e/ou mucosa vaginal das fémeas;

3. Congénitas: a transmissao pode ocorrer para o feto via vasos sanguineos umbilicais, a
partir da infeccdo presente no Utero da fémea, e mais raramente da degluticdo do
liquido amnidtico infectado (HUCHZERMEYER et al., 1994; NEILL et al., 1994;
RADOSTITS et al., 2002; BRASIL, 2006).

A principal fonte de infeccdo sdo os proprios animais infectados inseridos no rebanho,
principalmente em criacBes onde existe o regime de confinamento. O agente pode ser
eliminado pelo ar expirado, fezes, urina, leite (onde o bacilo é eliminado de forma
intermitente em apenas 1% das vacas doentes, causando infeccdo principalmente em animais
jovens e humanos), corrimento nasal, secrecdes vaginais e uterinas e pelo sémen, a depender
dos oOrgdos atingidos e a sua eliminacdo ocorre antes mesmo do aparecimento dos sinais
clinicos (BRASIL, 2006; ROXO, 1997).

O homem é um hospedeiro acidental para o M. bovis, onde a ingestdo do leite cru
contaminado torna-se uma das principais fontes de infeccdo humana, no entanto, a adogéo
rotineira da pasteurizacdo do leite, tem diminuido os casos ocasionados pelo mesmo.
Entretanto, mesmo que raros os casos de infecgbes causadas pelo consumo de produtos
carneos contaminados aqui no Brasil, j& que existe uma baixa incidéncia do agente em tecidos
musculares e da populacdo ndo ter costume de consumir carne crua, tal risco ndo deve ser
ignorado, principalmente se considerarmos o grande ndmero de abates clandestinos e de
animais descartados de rebanhos positivos em matadouros que ndo atendem as normas
exigidas pela lei (GERMANO & GERMANO, 2010; SOUZA et al., 1999).

O risco da tuberculose zoonoética é maior nos grupos das criancas, idosos e pessoas

com deficiéncia imunoldgica, é também considerada uma doenca ocupacional de grande
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importancia para trabalhadores rurais que lidam com bovinos, profissionais de matadouros
devido ao contato intimo com as carcacas e 6rgdos de animas contaminados. Existindo assim,
a possibilidade de individuos infectados disseminarem o bacilo ndo s6 para outras pessoas,
mas também para o gado (BRASIL, 2006; GERMANO & GERMANO, 2010).

214 PATOGENIA

O M. bovis apresenta como principal porta de entrada no hospedeiro a via aerdgena,
acometendo pulmdes e os linfonodos regionais por meio da inalacdo de aerossodis
contaminados, tornando-se uma realidade para cerca de 90% dos casos de tuberculose bovina
(ROXO, 1997).

Contudo, o bacilo também pode ser transmitido pela via digestiva, principalmente em
bezerros lactentes, provenientes de vacas com mastite tuberculosa, ou mesmo de animais que
ingeriram agua ou alimentos contaminados, infectando, consequentemente, os tecidos do trato
digestorio, incluindo linfonodos faringeos, mesentéricos e pré-hepaticos. Sendo assim, a via
de entrada pode ser deduzida a partir da localizacdo das lesdes post mortem (POLLOCK &
NEILL, 2002; BRASIL, 2006).

Em casos generalizados, todos os érgdos podem estar comprometidos (ROXO, 1997). O
estabelecimento da doenca esta diretamente relacionado as vias de entrada, bem como a
resposta imune desencadeada pelo animal, e aos fatores de viruléncia destes micro-
organismos (NEILL, et al. 1994).

A viruléncia das micobactérias esta associada ao mecanismo de evasao imunolégica que
as mesmas desenvolvem, permitindo sua sobrevivéncia e multiplicacdo dentro de células
imunologicas do hospedeiro (CORREA & CORREA, 1992). Ao ingressar em um organismo,
ha uma multiplicacdo inicial na porta de entrada, seguida de fagocitose por neutrofilos e,
principalmente, macrofagos, originando fagossomos no citoplasma. Contudo, o M. bovis
impede a fusdo desta estrutura com o lisossomo para a formacdo do fagolisossomo,
bloqueando a a¢do enzimatica, o que leva a permanéncia do micro-organismo dentro da célula
(PAES, 2010).

Assim, o M. bovis comeca a se multiplicar e sensibilizar vérias células no local da
invasdo, a exemplo dos linfocitos T CD4+, plasmdcitos e 0s proprios macro6fagos, os quais
sdo ativados, se modificando e originando células epitelidides e células de Langherans
(CORREA & CORREA, 1992; NEILL et al., 2005). Foi demonstrado que os neutréfilos
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participam efetivamente na formacéo da lesdo inicial em bezerros, embora as outras células
desempenhem um papel mais relevante (CASSIDY et al., 1998).

Estes componentes celulares se dispdem em varias camadas concéntricas e formam as
les@es tipicas da tuberculose, denominadas granulomas ou tubérculos, cujo centro € necrético
e pode haver precipitacao de sais de célcio, devido a modificacdo do pH e amadurecimento do
processo (POTEL, 1974; SAUNDERS & COOPERS, 2000; POLLOCK & NEILL, 2002;
PAES, 2010). Observa-se também na porcao mais centralizada, a presenca de bacilos alcool-
acido resistentes, caracteristicos das micobactérias (NEILL et al., 2001).

Paralelamente, as bactérias serdo carreadas pelos macrofagos até os linfonodos satélites.
Os fibroblastos chegam em seguida ao local da lesdo para formar uma capsula na tentativa de
conter o processo (AMENI et al. 2000). A formacdo completa destas estruturas
granulomatosas, seja em 0Orgdos parenquimatoso ou no seu linfonodo satélite, se da em
aproximadamente 4 a 6 semanas ap0s a infeccdo primaria (NEILL et al., 1994; BRASIL,
2008; PAES, 2010), porém de 8 a 14 dias j& se pode observar o foco priméario
microscopicamente (POTEL, 1974; CASSIDY et al., 1998).

As micobactérias podem ainda ultrapassar a barreira conectiva do granuloma e se
disseminar pelas vias linfo-hematogenas do hospedeiro, gerando uma bacteremia profusa e
atingindo outros 6rgdos, o que promove a formacao de tubérculos pds-primarios de diversos
tamanhos, sendo os menores sdo chamados de tubérculos miliares, devido ao aspecto
semelhante a um grao de milho (“milium”).

Se houver septicemia e invasdo a outros 6rgaos, as bactérias serdo fagocitadas por
macrofagos, 0s quais deverdo apresentar 0s antigenos ao Complexo de Histocompatibilidade
Maior (MHC). Os linfocitos T reconhecem estes antigenos apresentados e irdo modular a
resposta imune por meio da producdo de citocinas, sobretudo o interferon (IFN) gama,
ativando outros macréfagos. Estas células sdo induzidas a diminuir o pH do fagolisossomo e
liberar enzimas lisossomais, podendo levar a morte bacteriana (WEDLOCK et al., 2002).

Além disso, o éxido nitrico e o fator de necrose tumoral alfa sdéo componentes que
também participam da reacdo imunoldgica contra 0 Mycobacterium, reorganizando o arranjo
da leséo e ativando a funcdo endotelial local (CHAN et al., 1995; SCOTT-ALGOOQOD et al.,
2003; WATERS et al., 2003).

Sob o aspecto macroscopico, as lesdes sdo de coloracdo esbranquicada ou amarelada,
apresentando diversos tamanhos e 0 exsudato apresenta a consisténcia normalmente caseosa,

devido a apoptose de macrofagos e células T, sendo envolto por uma cépsula fibrosa, embora
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possa estar mais purulento em determinadas situagdes, a depender da evolucéo do processo
(BERNHAGEN et al., 1996; FAYYAZI et al., 2000; GIL, 2000; KOBAYASHI et al., 2001).

De acordo com fatores intrinsecos relacionados ao hospedeiro e ao agente infeccioso,
0 organismo animal pode responder ativamente ao processo infeccioso e alcangar a remissao
do quadro, por meio da reabsor¢éo dos tecidos em necrose e reorganizacéo fibroblastica. Caso
este evento ndo ocorra, o animal entra na fase crénica da enfermidade com perpetuacao e
possivel disseminagdo da infeccdo (POTEL, 1974; CORREA & CORREA, 1992).

2.1.5 SINDROME CLINICA

A tuberculose bovina caracteriza-se por ser uma enfermidade de curso cronica, onde as
diferentes localizagdes das lesbes causam uma grande variedade na ocorréncia dos sinais
clinicos, tanto em bovinos como nos seres humanos. Em infeccdes recentes, a manifestacdo
de sinais importantes para o diagnostico é de pouca relevancia, uma vez que 0s animais
podem apresentar-se aparentemente sadios, sendo detectada somente pelo teste tuberculinico.
No entanto, animais que apresentam um grau avancado da doenca, a realizagcdo de um exame
clinico e uma investigacdo epidemioldgica criteriosa sdo de extrema importancia para a
elaboracdo de um diagndstico definitivo (HUCHZERMEYER et al., 1994; ROXO, 1997,
PALMER, WATERS, 2006).

Nos animais sintomaticos, mesmo que os sinais clinicos possam estar associados a
localizacdo da infeccdo em determinado 6érgdo, alguns sinais sistémicos evidentes podem ser
observados como linfadenomegalia localizada ou generalizada, temperatura oscilante, sinais
respiratdrios, dispneia, secrecdao nasal, manifestacdo rapida de cansaco, a ocorréncia de tosse
seca ndo produtiva, apetite caprichoso, emagrecimento progressivo ndo associado a outros
sinais, diminuicdo da producdo de carne e leite acarretando em uma perda de 10 a 25% nas
suas producdes (RIET-CORREA et al., 2001; ACHA & SZYFRES, 2003; BLOOD et al.
2002; ROXO, 1997; BRASIL, 2001).

A tuberculose bovina pode se desenvolver das mais variadas formas, podendo
apresentar casos de remissdo, recidiva, dificilmente ocorre auto cura e aprisionamento da
infeccdo. Das mais diferentes formas da tuberculose se apresentar nos bovinos, as mais
comuns ocorrem nos linfonodos e nos pulmdes, sendo considerada rara a tuberculose em nivel
renal, hepatico, esplénico, dsseo, articular, mamario e reprodutor, sendo usualmente causada

por disseminagdo hematogénea (COETZER & TUSTIN, 2004). O exame clinico dos animais
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suspeitos de tuberculose deve constar a auscultacéo, a percussao, a termometria e a palpacéao
das glandulas mamaérias e linfonodos superficiais (ROXO, 1997).

Além dos sinais gerais j& citados, quando o sistema pulmonar é o mais afetado pela
doenga, os sinais mais comuns incluem tosse cronica, imida e leve, taquipnéia e hiperpnéia
evidentes e em estdgios avancados, ruidos pulmonares como crepitacdes, sibilos e pontos
silenciosos ocupados por granulomas; os ruidos de friccdo pleural podem ocorrer raramente
(SMITH, 2006). Disfagia e respiragdo ruidosa ocorrem devido a obstrucdo da faringe
resultante do aumento do linfonodo retrofaringeo (BLOOD et al., 1989). A manifestacdo em
linfonodos tem grande importancia diagnostica, podendo afetar um ou varios linfonodos, uni
ou bilateralmente, esse ultimo sendo o mais comum. Apresentam-se com elevacoes,
geralmente indolores, com aspecto tumoral, mas sem estarem aderidos & pele (CORREA &
CORREA, 1992).

Segundo Radostits et al. (2002), as lesdes do trato reprodutivo sdo raras, onde no macho
pode ocorrer orquite caracterizada pelo aumento e endurecimento do testiculo sem causar dor;
nas fémeas sdo descritas lesdes na placenta semelhantes com as que ocorrem nos casos de
brucelose, a tuberculose também pode provocar peritonite, bursite, salpingite, metrite —
podendo ocorrer infertilidade, aborto no final da gestacdo ou morte do recém-nascido por
tuberculose generalizada. Enquanto que na tuberculose intestinal os sintomas séo bastante
inespecificos, quando aparentes, pode ocorrer diarréia alternando com constipacdo causada
pela compressdo do aumento dos linfonodos regionais, acompanhadas de coélicas ocasionais,
como resultado de pressdo no esdfago pelo aumento dos linfonodos mediastinais e pode
ocorrer também episddios de timpanismo (BERR, 1988; HUCHZERMEYER et al., 1994).

A tuberculose Gssea apresenta lesdes nas articulagdes do jarrete, mais raramente, do
carpo ou tarso e excepcionalmente ocorrem complicacdes nas articulacdes falangianas
isoladamente. Clinicamente € possivel observar inflamacdo dolorosa e transtorno funcional
nas articulacdes afetadas (BEER, 1988). Em animais jovens pode ocorre osteomielite, par-
ticularmente nas vertebras, arcos costais e 0ssos chatos da pelve, podendo drenar através das
fistulas no cértex do osso afetado, causando miosite e artrite na regido (HUCHZERMEYER
et al., 1994). Na tuberculose do encéfalo e meninges, uma infeccdo rapidamente fatal, pode
ocorrer sintomas nervosos centrais, generalizados ou focais, dependendo de sua localizagao.
Alguns sinais neurologicos observados s&o: andar inseguro e cambaleante, excitabilidade,
movimento de pedalar, paralisia total ou parcial de alguns nervos cranianos

(ROSEMBERGER et al., 1990; JONES et al., 1997).
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Quando a infeccdo tem como foco o aparelho mamario, conhecida como mastite
tuberculosa, apresenta uma grande preocupacdo a salde publica, sendo os principais sinais
clinicos: o endurecimento e o aumento da glandula maméria, altera¢fes no leite que o tornam
um fluido claro de cor &mbar. O leite ao ser inspecionado nas fases iniciais da infec¢do pode
apresentar um aspecto normal, contudo, com o avancar da doenca ele pode ser constituido
apenas esse fluido (RADOSTITS et al., 2002).

2.1.6 DIAGNOSTICO

Para a realizagdo do diagndstico da tuberculose bovina séo utilizados métodos diretos
e indiretos, onde os diretos baseiam-se na deteccdo e identificacdo do agente etioldgico no
material biolégico e os indiretos, na pesquisa da resposta imunolégica do hospedeiro ao
agente, que pode ser humoral (producéo de anticorpos circulantes) ou celular (mediada por
linfécitos e macrdéfagos). Embora muito se saiba a respeito da tuberculose, o diagnéstico da
doenca e a identificacdo da micobactéria ainda ndo é uma questdo simples; atualmente
existem métodos de diagnosticos adequados, entretanto, ndo existe um que tenha uma eficécia
absoluta, sendo assim, todos devem ser aplicados com critério e respeitando cada situacdo
epidemioldgica (BRASIL, 2006; MICHEL et al., 2010).

O diagndstico clinico da tuberculose tem valor relativo e sem alguns casos, de dificil
interpretacdo, isso porque alguns animais podem estar infectados, mas ao exame clinico
apresentarem-se aparentemente sadios, além de apresentarem sintomas inespecificos quem
podem ser confundidos com outras doencgas. No entanto, é de grande importancia nos
fendmenos de anergia, onde a doenca ja se encontra em estado avancado ndo sendo detectado
pelos testes tuberculinicos (BRASIL, 2006; RIET-CORREA et al., 2001).

A inspecdo post-mortem de carcacas em matadouros ou a necropsia minuciosa, atraves
da deteccdo de lesdes tipicas, e ndo patognomonicas constituem importantes ferramentas no
diagnostico da tuberculose bovina. As lesGes apresentam-se como nodulos de 1 a 3 cm de
diametro ou mais, que podem ser confluentes, de aspecto purulento ou caseoso, com presenca
de capsula fibrosa, podendo apresentar necrose de caseificacdo no centro da lesdo, ou, ainda,
calcificagdo nos casos mais avangados (CORNER, 1994; BRASIL, 2006). Os linfonodos mais
recomendados sdo os mandibulares, os parotideos, os retrofaringeos, o mediastinais, 0s
traqueobronquicos e os mesentéricos (BROWN & DE ANDA, 1998).
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Na inspecdo realizada em matadouros sdo encontradas diversas doencas como
actinobacilose, piogranuloma estafilococico, hidatidose policistica e alguns tumores, as quais
apresentam lesfes macroscopicas similares a tuberculose. Para diferenciar essas lesfes da
tuberculose é necessario o exame histologico (RIET-CORREA et al., 2001). Sendo assim, 0
diagnostico histopatologico é um importante exame complementar a inspe¢do post-mortem de
carcacas com lesdes suspeitas de tuberculose. Com a coloracdo de hematoxilina-eosina (HE),
que é uma técnica indireta, pode-se detectar o granuloma, considerado a lesdo caracteristica
desta doenga (CORNER, 1994; CASSIDY et al., 1999).

As lesdes tuberculosas quando visualizadas ao exame histologico caracterizam-se por
uma area central de necrose caseosa, as vezes mineralizada, circundada por células gigantes
tipo Langhans, células epitelioides, histiocitos e na periferia a presenca de mononucleares,
linfocitos e raros plasmacitos, circundados por tecido conjuntivo fibroso, configurando o
foliculo tuberculoso (OLIVEIRA et al., 1986). O método de coloracdo de Ziehl-Neelsen para
visualizacdo de BAAR ¢ barato e rapido, no entanto, s6 é possivel revelar bacilos quando em
concentracdes superiores a 10% bactérias por mL, ndo sendo possivel com esta técnica
distinguir os membros da familia Mycobacteriaceae (BARKSDALE & KIM, 1977).

O diagnostico indireto in vivo da tuberculose bovina é realizado por meio de testes
cuténeos, que consiste na inoculacdo intradérmica de tuberculinas, que sédo as formas mais
usuais de diagndstico e tem representado um papel fundamental em programas de erradicacéo,
como o primeiro teste diagnostico, porém com a desvantagem de ndo demonstrar infeccdes
recentes (MONAGHAN et al., 1994; NEILL, 1994; NEILL et al., 2001; RIET-CORREA et
al., 2001).

Existem trés tipos de testes cutaneos que sdo utilizados para o diagnéstico da
tuberculose bovina utilizando tuberculinas, séo eles:

o Teste da prega caudal (TPC) - utilizado como prova de triagem, exclusivo para

gado de corte;

o Teste cervical simples (TCS) — indicado para o gado de leite como prova de
rotina;
o Teste cervical comparativo (TCC) — considerado a prova confirmatoria para

animais reagentes ao TPC ou ao TCS (BRASIL, 2006).
O teste cutaneo consiste na inoculacdo intradérmica de 0,1 mL da tuberculina, para
ambos os testes, deve-se observar no momento da aplica¢do a formacdo da papula. Apos 72h

da inoculacdo, é realizada uma leitura da reacdo alérgica com a ajuda de um cutimetro,
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determina-se entdo a diferenca entre as medidas da dobra da pele antes e ap0s a inoculacéo
(RIET-CORREA et al., 2001) e é realizada entdo a interpretacdo dos dados obtidos, podendo
revelar infecgdes a partir de 3 a 8 semanas da exposi¢do ao Mycobacterium

Trata-se de um teste de boa sensibilidade e especificidade, considerado como referéncia
pela OIE, mas para 0 sucesso dessa técnica sdo necessarios alguns cuidados como: escolha
certa do tipo de teste, equipamentos adequados, critérios de leitura, qualidade da tuberculina,
atencdo aos casos de anergia (animais idosos, caquéticos ou com lesbes avancadas), a prova
ndo deve ser realizada 30 dias antes ou depois do parto e deve sempre ser realizada por um
médico veterindrio (BRASIL, 2006; RIET-CORREA et al., 2001).

O diagnostico bacterioldgico é um teste direto, definitivo e considerado padréo ouro,
que permite a deteccdo do patdgeno em amostras clinicas, mediante isolamento e tipificacdo
da bactéria, muito importante para a vigilancia epidemiolégica da enfermidade. Entretanto, o
isolamento bacterioldégico requer um longo periodo de incubacdo, as micobactérias
patogénicas crescem lentamente (em até 90 dias, ou mais) onde 10% das amostras de M. bovis
s6 apresentam colbnias visiveis apds 60 dias de cultivo (CORREA & CORREA, 1992;
BRASIL, 2006; RIET-CORREA et al., 2001).

A pesquisa de (BAAR), podem ser realizadas através de ldminas coradas pela técnica
de Ziehl-Neelsen a partir de amostras frescas, apesar de tratar-se de um método de baixa
sensibilidade e ndo identificar a espécie, quando positivo, a probabilidade de que se trate de
uma micobactéria € muito grande. As micobactérias crescem em meios especiais, como 0
meio de Lowenstein-Jensen, constituidos por gema de ovo e amido, enriquecidos com
asparagina e contendo verde malaquita para inibir organismos contaminantes (CORREA &
CORREA, 1992; BRASIL, 2006). No entanto, para isolamento do M. bovis o meio de cultura
utilizado é conhecido como Stonebrink — Leslie, que contém piruvato ao invés de glicerol.
Outros meios usados sdo Ogawa, Sauton, Kirschner, Middlebrook e Tween (O’ REILLY &
DABORN, 1995). Fatores como qualidade do meio de cultura, descontaminagdo da amostra,
condigdes de incubacdo, viabilidade e carga bacteriana devem ser levados em consideragéo
para o sucesso do isolamento (ARAUJO et al., 2005).

Nos ultimos anos novos métodos para o diagnostico da tuberculose bovina estdo
surgindo e em etapa de estudo, entre as quais podemos citar a prova soroldgica ELISA, a
prova de gama interferon, diferentes métodos de amplificagdo genética e a PCR, que
permitem identificar rapidamente as espécies micobacterianas. A aplicabilidade de algumas
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técnicas, de forma complementar a bacteriologia classica, ja € uma realidade nos programas
de controle e erradicacdo (BRASIL, 2006; RIET-CORREA et al., 2001).

No Brasil, pesquisas realizadas por Zanini et al. (2001) e Aradjo et al. (2005),
descrevem o uso do PCR como método de diagndstico rapido e preciso da tuberculose bovina,
podendo auxiliar a inspecdo sanitaria dos matadouros frigorificos. Apesar disso, embora
bastante eficiente, ainda existem alguns entraves relacionados a técnica, como as extracGes de
DNA genémico amplificavel de qualidade e a disponibilidade de oligonucleotideos com alta
especificidade para diferentes espécies (KHAN; YADAYV, 2004).

2.1.7 CONTROLE E INSPECAO EM MATADOURO: ASPECTOS IMPORTANTES

A tuberculose bovina trata-se de uma enfermidade que compde a lista da  Word
Organisation for Animal Health (OIE) de doencas de notificacdo obrigatéria, uma vez
diagnosticada, devera seguir o fluxo de informacdo partindo dos servicos de defesa e inspecédo
oficiais de cada Municipio/Estadual, esta é remetida ao MAPA, que informara através de
boletins, a OIE, na Franca (BRASIL, 2001). Por se uma doenga de curso crbnica e ndao
apresentar sinais clinicos alarmantes como ocorre nos casos de doencas agudas, tem sido nos
ultimos anos, um dos principais motivos da falta de motivacéo para o seu controle, nao so por
parte dos médicos veterinarios, bem como criadores, autoridades sanitéarias e consumidores de
produtos de origem animal doenga (BRASIL, 2006).

O Brasil esta entre as 34 nac6es incluindo o Caribe, que detém 76% do rebanho bovino
desta area, e que adota o teste-sacrificio como medida de controle e a notificacdo para os
Orgdos competentes. Em 22 paises, a doenca é parcialmente controlada ou ndo tem controle
algum, onde paises como Cuba, Uruguai e Venezuela apresentam taxas de prevaléncia da
infeccdo muito baixas, moderadas na Argentina, Paraguai, Brasil e Chile, e elevada na Bolivia
(COSIVI et al.,1998). Instituido em 2001 pelo MAPA, o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), tem como objetivo a diminui¢do
da prevaléncia e a incidéncia dos casos de tuberculose, bem como o impacto negativo dessa
zoonose na saude publica, além de promover a criacdo de propriedades certificadas como
livres ou monitoradas, onde essas enfermidades sdo controladas com rigor, que oferecam ao
consumidor produtos de baixo risco sanitario aumentando assim, a competitividade da
pecudria nacional (BRASIL, 2006).

Assim sendo, seu principal plano de estratégia é o abate sanitario dos animais que

reagirem positivamente a prova da tuberculinica, realizadas periodicamente, para isso &
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imprescindivel que as autoridades invistam em politicas de incentivo aos produtores, seja
através da indenizacdo dos animais sacrificados, bem como no estimulo a valorizacdo dos
produtos provenientes de propriedades livres da doenga (RIET-CORREA et al., 2001).

Além de todas as acOes ja citadas, outras medidas tdo importantes quanto, podem ser
adotadas para evitar que a doenca se instale na propriedade como limpeza e desinfecgéo das
instalagdes, controle de transito de animais, cuidado na introdugdo de novos animais no
rebanho (com testes negativos, provenientes de rebanhos livres, quarentenario e isolamento de
animais suspeitos), exame clinico nos casos de anergia, confirmacdo do diagndstico através de
exames histopatoldgicos e bacterioldgicos, eliminar o leite de vacas reagentes para qualquer
finalidade e o monitoramento pelo servico de inspecdo das carcacas no momento do abate
para deteccdo de lesdes tuberculosas (ROXO,1995; FERREIRA NETO; BERNARDI, 1997,
BRASIL, 2006).

No Brasil, € de responsabilidade da Divisdo de Normas Técnicas do Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) do MAPA, o Regulamento da Inspecao
Industrial e Sanitéaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), desta forma, os servicos de
inspecdo oficiais possuem respaldo legal e 0 médico veterinario tem a responsabilidade da
decisdo e competéncia legal, de condenar ou ndo, carcacas e visceras ao verificar, mesmo que
empiricamente, lesGes sugestivas de tuberculose com objetivo de promover a salde publica
(CORRY & HINTON, 1997). Desta forma, paises onde a tuberculose € de carater endémico e
que apresentam um desempenho satisfatério nos servigos de inspecdo em matadouros e um
programa de erradicacdo solidificado, tem conseguido reduzir a prevaléncia da doenca, uma
vez que o diagnostico precoce € importante para controle e erradicacdo do bacilo (KANTOR,;
RITACCO, 2006).

As unidades de matadouros juntamente com o servico de inspe¢do sanitaria médico-
veterinaria, constituem uma fundamental ferramenta no diagnéstico de enfermidades, entre
elas as de carater zoonotico, representando assim, um importante instrumento para a saude
publica, impedindo que carcagas improprias para consumo humano sejam comercializadas,
além de possibilitar a avaliagdo de programas de controle e erradicacdo dessas enfermidades
(UNGAR et al.,1992; PEREIRA et al., 2006); além de ser uma importante fonte alternativa
de dados (SENASA, 2004). Assim sendo, os matadouros podem fornecer a base cientifica
para 0 planejamento regional de programas de controle e erradicacdo da tuberculose
(TORRES, 2004), onde todas as informacGes obtidas por meio de inspec¢des sdo de grande

importancia para a compreensdo das doencas nos animais de abate (RAJI etal.,2010).
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No entanto, a prevaléncia da tuberculose bovina continua subestimada, pois mesmo
sendo reservado ao matadouro o papel de sentinela epidemioldgica e de rastreabilidade tdo
importantes aos programas de combate as doencas, menos de 50% das lesdes tuberculosas s&o
detectaveis macroscopicamente durante a inspecdo de rotina, 0 que chama atencdo para 0s
casos de tuberculose onde os animais abatidos ndo apresentam lesbes macroscopicamente
detectaveis nos exames post-mortem (CORNER, 1994).

Para salde publica, o risco de contrair o M. bovis através da ingestdo de produtos
carneos é menor, isso ocorre principalmente pela baixa incidéncia do agente em tecidos
musculares e do habito de ndo se comer carne crua no Brasil, entretanto o risco ndo deve ser
descartado devido a grande quantidade de abates clandestinos, ou mesmo o abate de animais
descartados de rebanhos positivos em matadouros que nao atendem as normas de inspecédo
exigidas pelo rigor da lei (SOUZA et al., 1999).

Até o presente, os tratamentos de bovinos tuberculosos, apesar de diversos estudos,
tém sido proibidos em paises que tém programas de controle, pois ndo é possivel obter por
meio de tratamento a eliminagdo de todos os animais portadores do agente; mantendo desta
forma a fonte de infec¢do e a doenca no rebanho. Sendo assim, esse tipo de pratica ndo é
adotada como tatica de acdo pelo PNCEBT (ROXO, 1997; LAGE et al.,1998; BRASIL,
2006).

No Brasil, assim como nos paises em desenvolvimento, o controle da tuberculose
humana tem se tornado um sério desafio (GUIMARAES & LANGONI, 2009). Para a
profilaxia, o Programa de Controle da Tuberculose (PCT) preconiza a vacinacdo BCG e a
quimioprofilaxia para grupos com maior risco (HIJJAR & PROCOPIO, 2006). Em humanos o
tratamento é padronizado no Brasil. As medicac6es sdo distribuidas pelo sistema de saude,
através de seus postos municipais de atendimento (ABC DA SAUDE E PREVENCAO,
2015).

Como medida de controle da transmissdo de M. bovis para seres humanos, a
pasteurizacao ou esterilizacdo do leite e derivados, a ado¢do do servico de inspecdo sanitaria
para os produtos de origem animal destinados ao consumo humano, diminuem 0s riscos.
Além do monitoramento frequente da salde dos trabalhadores rurais, de agdes de restricdo de

contato com possiveis reservatorios domésticos, sinantropicos ou silvestres (BRASIL, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar um estudo anatomo-patoldgico e laboratorial da tuberculose bovina em

matadouros do Estado de Pernambuco

3.2 ESPECIFICOS

Identificar macroscopicamente, lesbes sugestivas de tuberculose bovina por
meio da inspec¢do post-mortem das carcacgas durante o processo de abate;
Visualizar por meio da baciloscopia os bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR) utilizando as técnicas de impressdo tecidual (imprint) e a coloracédo de
Ziehl-Neelsen;

Identificar morfologicamente por meio da histologia lesdes caracteristicas de
tuberculose;

Isolar em meio de cultura especifica micobactérias provenientes de amostras de
animais com lesdes sugestivas de tuberculose avaliadas durante a inspecao

post-mortem e positivas a baciloscopia.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal sendo
aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco-UFRPE sob o nimero de licenga 056/2015.

4.1 AMOSTRAGEM

A pesquisa foi realizada entre os anos de 2013 e 2015, a amostragem foi estabelecida
por conveniéncia, com base em estudo ndo probabilistico (MAROTTI et al., 2008), sendo
avaliados 141 bovinos, provenientes de abatedouros dos municipios das Microrregies do
Recife (Paulista e Sdo Lourenco da Mata), da Mata Setentrional (Itambé e Paudalho) e da

Mata Meridional (Escada e Ribeirdo), do Estado de Pernambuco (Fig. 01).

01 - Abreu & Lima.
02 - Cemaragibe
03 - Jaboatdo dos Guararapes
04 - Moreng

05 - Olinda

06 - Paulista

07 - Recfe

08 - 580 Lourengo da Meta

01 - Agua Preta 11 -Meraial

02 - Amaraji 12 - Palmares

03 - Barreiros 13 - Primavera 03
04 - Belém de Maria 14 - Quipapa

05 - Catende 15 - Ribairéio

08 - Cortés 18 - Rio Formoso

07 - Escada 17 - S&o Beneditodo Sul

08 - Gamelgira 18 - S&o José da Coroa Grande
09 - Jagueira 19 - Sirinh sém

i 01 - Aliznga
02 - Buenos Aires g
03 - Camutan ga
04 - Carpina
05 - Condado
0E - Farrairos
07 - Goiana
08 - kembé

el
i
1 1
3 0% - kaquitinga
10 - Legoado Caro
11 -Lagoa do kaenga

12 - Macaparana

y 13 - Nezaré daMata
| 14 - Paudalho
15 - Timbaiba -
| 16 - Tracun haém
s y 17 - Vicéncia

Fonte: http://www.citybrazil.com.br/pe/microregiao.

Figura 01. Localizacdo dos municipios das Microrregides do Recife 01 (Paulista e S&o

Lourencgo da Mata), da Mata Setentrional 02 (Itambé e Paudalho) e da Mata Meridional

03 (Escada e Ribeiréo), do Estado de Pernambuco.

Os dados da origem dos animais abatidos foram obtidos através dos Guias de Transporte
Animal (GTA), disponibilizados pelos responsaveis técnicos de cada abatedouro, descritos na

Tabela 1. A origem dos animais abatidos em S&o Lourencgo da Mata.
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Tabela 1. Origem/ Procedéncia dos bovinos avaliados no estudo. Recife, 2015.

QUANTIDADE INDIVIDUAL ORIGEM
POR MATADOURO ;
MATADOURO MUNICIPIO ESTADO
4 Chorrocho BA
Paulista S&o Domingos do Maranhdo MA
16 Caetés PE
10 Moreno PE
TOTAL** 31
Sdo Lourenco da
Mata 30 NI* NI*
TOTAL** 30
Paudalho 20 Orobo PE
TOTAL** 20
Ribeirio 19 Ribeirdo PE
1 Joaquim Nabuco PE
TOTAL** 20
3 Brejado PE
4 Caruaru PE
Escada 3 Pombos PE
7 Amaraji PE
3 Primavera PE
TOTAL** 20
6 Ferreiros PE
2 Timbalba PE
1 Camutanga PE
Itambé 3 Juripiranga PB
1 Goiana PE
6 Pilar PB
1 Lagoa do Carro PE
TOTAL** 20

* NI = Nao informado

**TOTAL - corresponde ao nimero total de amostradas coletadas em cada matadouros.
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4.2 COLHEITA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Todos os animais abatidos foram submetidos a condicdes fisicas semelhantes, seguindo
todas as etapas preconizadas durante o processo de abate, todos portavam o GTA. Chegando
ao abatedouro os animais eram descarregados nos currais de recep¢do, onde permaneciam em
repouso e jejum, nesse periodo era realizada a inspe¢do ante-mortem e a separacéo por lotes
de acordo com a procedéncia. Ap6s esse periodo, os animais eram submetidos a um banho de
aspersdo e conduzidos ao boxe de atordoamento onde eram realizadas as insensibilizagdes por
meio de marreta pneumatica, aplicadas na parte superior da cabeca dos animais. Atordoados
0s animais eram transportados em trilhos aéreos até o local de sangria realizada por meio de
corte dos grandes vasos do pescoco, seguida da esfola, remocdo do couro e cabega. Na
evisceracdo, as carcacas eram abertas com serra elétrica, as visceras retiradas e carregadas em
bandejas para inspecao post-mortem para analise de alteracGes macroscopicas com énfase em
lesOes sugestivas de tuberculose, nesse momento eram realizadas as colheitas dos linfonodos
pulmonares, bem como de fragmentos teciduais de pulm&o com alteragdes compativeis. Por
fim, as carcacas eram encaminhadas a camaras frigorificas para comercializacdo ou
condenadas total ou parcialmente de acordo com o tipo de leses observadas (BRASIL, 2006;
SARCINELLLI et al., 2007).

As amostras foram acondicionadas em frascos estéreis, refrigeradas e encaminhadas ao
Laboratorio Clinico de Animais de Producdo do Departamento de Medicina Veterinaria
(DMV), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), para posterior
processamento. Estes espécimes foram separados em duas aliquotas, onde foram
encaminhados a andlise a fresco, pela técnica de impressdo tecidual (imprint) e isolamento
bacteriolégico, ao armazenamento em formalina tamponada a 10% para posterior

processamento visando a anélise histopatologica.

4.3 ANALISE BACILOSCOPICA

Para avaliagdo baciloscopica, os fragmentos de linfonodo pulmonar dos bovinos em
estudo foram seccionados em sentido sagital e submetidos, em duplicata, a técnica de
impressdo tecidual (imprint) em l&minas de vidro secas ao ar, as quais foram coradas

utilizando-se o conjunto de coloragdo de Ziehl-Neelsen (New Prov®) pelo método de Ziehl-
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Neelsen conforme instrugdes do fabricante, descristas a seguir, para visualizacdo de bacilos

alcool-acido resistentes (BAAR).
Coloracéo de Ziehl-Neelsen:

e Apos a impressao tecidual (imprint), as laminas foram fixadas pelo

aquecimento em bico de Bunsen;

e As laminas foram cobertas com fucsina funicada a 0,3% e submetidas ao

aquecimento lento pelo lado inverso até a emissao de vapores visiveis;

e Removeu-se 0 excesso de fucsina funicada das laminas e verteu-se dgua

corrente lentamente;

e As laminas foram cobertas com solucdo descorante de alcool-acido a 3% e

aguardou-se 1 minuto;

e Removeu-se 0 excesso de alcool-acido das Iaminas e verteu-se dgua corrente

lentamente;

e As laminas foram cobertas com azul de metileno a 0,3% e aguardou-se 30

segundos;

e Removeu-se 0 excesso de azul de metileno das laminas e verteu-se agua

corrente lentamente;

e Aguardou-se e secagem completa das laminas e, em seguida, procedeu-se a

analise microscopica com aumento de 100x (MOLINARO et al., 2010a).

4.4 CULTIVO BACTERIOLOGICO

Para o isolamento bacteriol6gico, amostras de tecido pulmonar e/ou linfonodo foram
semeadas em meio sélido de OGAWA KUDOH (OK) (Laborclin®). Para tal, foram seguidas
as recomendagdes do kit comercial da Laborclin®, seguindo as seguintes etapas:

e Mergulhou-se um swab estéril na amostra bioldgica, com cuidado para que a
amostra estivesse impregnada ao swab, pressionando-o contra a parede do

recipiente contendo a amostra;
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e Mergulhou-se o swab em um tubo contendo solucdo de hidroxido de sodio 1N

(N/1); aguardando por no maximo 2 minutos para descontaminacao;

e Retirou-se o swab da solugéo de hidréxido, em seguida foi realizada a semeadura

por estriamento na superficie inclinada do vial com o meio de OK;

e Semeou-se em dois tubos, em seguida o vial foi fechado e as amostras incubadas
em estufa a 35 — 37 °C por até 60 dias;

e O crescimento foi controlado semanalmente, a medida que foram observadas o
crescimento de colonias (culturas positivas) estas foram encaminhadas para

observagdo microscopica.

As colbnias com caracteristicas sugestivas de micobactérias foram analisadas sob 0s
aspectos macroscéopicos e microscopicos, fixadas em lamina de vidro e coradas pelo método e
coloraco de Ziehl Neelsen para pesquisa de BAAR (CORREA & CORREA, 1992; CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1972).

4.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

As amostras foram fixadas e processadas pelo método de microtomia de parafina
utilizando-se o método descritos em Molinaro et al. (2010b), com adaptac¢es, de acordo com
0 protocolo abaixo:

e As amostras foram fixadas com Formalina tamponada a 10% por 48 horas;

e Em seguida lavou-se por 2 horas em agua corrente;

e Asamostras foram armazenadas em alcool a 70% até o processamento;

e Devidamente identificadas, as amostras foram submersas em alcool a 80%
durante 30 minutos;

e Passado o tempo, foram novamente submersas em alcool a 90% durante mais
30 minutos;

e Em seqguida, as amostras foram mergulhadas em alcool absoluto por 30
minutos, retiradas e mergulhadas novamente em nova solucdo de alcool

absoluto por mais 30 minutos;
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e Passada a fase de desidratacdo, as amostras foram mergulhadas em xilol
durante 40 minutos, retiradas e novamente mergulhadas em nova solucéo de
xilol por mais 40 minutos;

e Passada a fase de clarificacdo, em estufa, as amostras foram mergulhadas duas
vezes seguidas em parafinas diferentes por um tempo de 30 minutos cada,

e Por fim foram feitos cortes do material com espessura de 6pm em micrétomo
Leica RM2025 para elaboracédo de duas laminas, as quais foram corados pelas
técnicas de rotina de hematoxilina-eosina (HE), para avaliagdo morfoldgica,
com o propdsito de observar lesdes histoldgicas.

Coelho (2002) descreve como tubérculo completo se apresentar todos os elementos
tais como necrose caseosa, infiltrado linfocitario, plasmocitario e macrofagico, células
epitelidides e células gigantes de Langhans. E incompleto quando faltar um dos trés
elementos, necrose caseosa, células gigantes de Langhans ou macrofagos. Serd tipico quando
existir célula gigante e atipico quando essa faltar.
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5. RESULTADOS

Para o presente estudo, foram realizadas as seguintes técnicas de diagndsticos: analise
macroscopica das carcacas, realizada durante o processo de inspecGes post-mortem para
observacao de lesdes sugestivas de tuberculose; a baciloscopia; a histopatologia e o cultivo.
Onde, dentre as 141 carcagas analisadas apenas uma, foi diagnosticado como positivo para
tuberculose para todos os testes realizados, equivalendo a 0,71% do total de amostras. O
bovino com diagnostico positivo foi abatido no matadouro do municipio de Ribeirdo-PE,
assim como a sua origem.

Durante as inspec6es post-mortem, o animal positivo acima citado apresentava lesdes
anatomopatolodgicas tipicas de tuberculose, devido a presenca de tubérculos granulomatosos
(Fig. 02) ndo apenas em linfonodos pulmonares, mas também distribuidos em diversos 6rgéos
abdominais e toracicos, caracterizando macroscopicamente, um quadro sugestivo de

tuberculose generalizada.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 02. LesBes caracteristicas de tuberculose

em fragmento pulmonar bovino.

Na avaliacdo baciloscopica, 0 mesmo animal que apresentou, durante a inspecao,
lesGes sugestivas para a tuberculose, mostrou-se positivo (Fig. 03) na analise das laminas
confeccionadas pela técnica de impressdo tecidual (imprint) e coradas pelo método de Ziehl-
Neelsen, na qual foi possivel a visualizacdo de bacilos &lcool-4cido resistentes (BAAR),
caracterizados como cocobacilo de coloracdo vermelha intensa. Nas 140 amostras
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remanescentes ndo foram visualizados estes bacilos, sendo, desta forma, consideradas

negativas.

;
b,

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 03. Bacilos &lcool-acido resistentes, observados por

microscopia 6ptica. Aumento de 100X.

Nos achados histopatologicos, 0 mesmo animal dos 141 avaliados, também positivo as
técnicas anteriores, apresentou lesbes compativeis para tuberculose, onde foram observadas
formacgOes de granulomas cléssicos, com areas de necrose com e sem calcificacdo, formagédo
de fibrose, proliferacdo de linfocitos, presenca de células epitelidides e celulas gigantes de
Langhans (Fig. 04).
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 04. Imagens de lesGes caracteristicas de tuberculose. Em A,
formacéao de calcificacdo em fragmento de pulméo (A) obj. 10x; em B,
zona de transicdo entre area de necrose (E) e regido cortical e capsular (F),
obj. 40x; em C, presenca de células gigantes de Langhans, obj. 40x e em D
com obj. 100x.

Quanto ao cultivo bacterioldgico no meio de OGAWA KUDOH, apenas a amostra
positiva a avaliacdo anatomopatoldgica e baciloscépica foi encaminhada, no intuito de isolar o
agente etioldgico e ratificar o quadro de tuberculose. Observou-se o crescimento de colénias
arredondadas, de aspecto rugoso e coloracdo creme (Fig. 05), sugestivo de micobactérias do

Complexo Mycobacterium tuberculosis.
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Fonte: Arquivo pessoal
Figura 05. Coldnias crescidas em meio sélido de OGAWA KUDOH (A); processo de

semeadura para o isolamento bacteriol6gico (B).
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6. DISCUSSAO

A frequéncia de 0,71% observada nesse estudo de animais diagnosticados
positivamente para tuberculose a partir de amostras de animais abatidos em matadouros do
Estado de Pernambuco, mostrou-se semelhante ao estudo de Furlanetto et al. (2012), que
menciona uma frequéncia de 0,007%, em pesquisa realizada em matadouros no Estado de
Mato Grosso.

A ocorréncia da tuberculose bovina nos matadouros estudados foi considerada
relativamente baixa, provavelmente devido ao carater crénico da enfermidade, a qual se
manifesta sob os aspectos clinicos e anatomopatoldgicos ap6s um longo periodo de infeccgéo,
situacdo esta ndo vivenciada normalmente por animais de corte (O’REILLY & DABORN,
1995; OIE, 2008).

A reduzida frequéncia observada nestes matadouros permite a sistematizacdo da
vigilancia epidemioldgica da doenca a partir do rastreamento de propriedades foco (PEREZ et
al., 2002), podendo esta estratégia se tornar uma ferramenta preliminar, de baixo custo e
auxiliar no processo de controle e erradicacdo da tuberculose bovina no Estado de
Pernambuco, a exemplo do que foi mencionado em estudo anterior no Estado da Bahia
(ALZAMORA FILHO, 2013).

Outro modelo que pode ser citado é um relato no Mato Grosso do Sul, onde um Unico
bovino suspeito de tuberculose, avaliado na inspecdo de rotina de um matadouro, impulsionou
0 inicio de uma epidemioldgica retrospectiva, permitindo a detec¢do do foco, bem como a
implementacdo de medidas de controle e saneamento (JORGE, 2010).

Na Argentina, experimentos realizados por Perez et al. (2002) sobre a tuberculose
bovina em animais de matadouro, possibilitou estimar a prevaléncia e caracterizar a doenga
por meio da distribuicdo territorial dos bovinos abatidos.

Com relagéo aos achados anatomopatologicos, varios trabalhos apontam que a maioria
das lesbes sugestivas de tuberculose concentram-se na regido toracica, sugerindo que a
infeccdo ocorre principalmente por via aerdgena (ARAUJO, 2004; SOUZA et al., 2003;
SANDOVAL, 2012). Whipple et al. (1996), por exemplo, descreveram que 60% e 27% dos
achados sdo visualizados na regido toracica e na cabeca, respectivamente.

Neste contexto, a maior evidéncia do meio de transmissdo da Mycobacterium bovis a
um bovino esta diretamente associada a localizagdo das lesbes observadas em matadouros,

durante a inspecao post-mortem (PHILLIPS et al., 2003).
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Quanto a localizacao das lesdes, um estudo com 400 bovinos tuberculosos definiu que
84% (336/400) apresentavam granulomas em linfonodos, semelhante ao encontrado no animal
positivo do presente estudo, e a distribuicdo dos mesmos por ordem decrescente de
acometimento foi: retrofaringeos (49,2% - 183/336), mediastinais (24,4% - 91/336),
mandibulares (6,4% - 24/336), traqueobrénquicos (3% - 12/336), mesentéricos (2,4% - 9/336)
ou uma combinacéo destes (MILIAN-SUAZO et al., 2000).

Um fator importante a destacar é que parte dos bovinos com infec¢do insipiente pelo
M. bovis que chegam ao matadouro ndo apresentam ainda lesdes necroscopicas caracteristicas
(MILIAN-SUAZO et al., 2000; OKANO, 2007), o que dificulta a notificacdo da doenca,
justificando, desta forma, a colheita de fragmentos de linfonodos de todas as carcacas
selecionadas. Pequenas lesdes sdo identificadas apenas mediante técnicas mais apuradas,
incluindo o diagndstico microscopico (MCILROY et al., 1986), como utilizado neste estudo.

Além disso, diversas enfermidades, como actinobacilose, piogranuloma estafilocécico,
mucormicose, coccidioidomicose, pentastomiase, hidatidose policistica e alguns tumores,
devido a similaridade entre as lesGes macroscopicas na carcaca, entram no diagnostico
diferencial para tuberculose bovina, necessitando de analise laboratorial para confirmagédo do
caso (RIET-CORREA & GARCIA, 2001).

Neste estudo, a associagdo entre os achados de inspecdo post-mortem de rotina em
matadouros e o diagnostico laboratorial, incluindo técnicas baciloscopicas, histopatoldgicas e
microbioldgicas, foi eficiente na identificacdo do Mycobacterium sp. a partir de fragmentos de
tecidos lesionados.

A baciloscopia e a histopatologia de tecidos infectados, por apresentar baixo custo e
rapida disponibilizacdo do resultado, sdo recomendas em matadouros-frigorificos como
método auxiliar na notificacdo da tuberculose e condenacdo de carcacas (CORNER, 1994;
OKANO, 2007).

O método microbiolégico através do meio de cultivo Ogawa-Kudoh, é uma excelente
opcao para o crescimento de micobactérias, devido a sua seletividade, além de ser econémico
e apresentar uma boa sensibilidade, confirmando os casos de tuberculose, inclusive para
amostras negativas a baciloscopia. A técnica é empregada em alguns Estados do Brasil e em
outros paises da América Latina (BRASIL, 2008), mas ainda ndo estd amplamente
disseminado nos laboratorios veterinarios do pais.

De acordo com a literatura, as micobactérias crescidas no meio de Ogawa-Kudoh

formam tipicas colbnias de coloracdo creme a amareladas, pequenas, arredondadas, com
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bordas irregulares e superficie granular (CORNER, 1994; MOTA et al., 2001; MONTEIRO
et al., 2003), compativeis com os isolados da presente pesquisa. A utilizacdo do meio de
Ogawa-Kudoh neste estudo demonstrou sua boa reprodutibilidade para o cultivo de
micobactérias e uma alternativa na rotina laboratorial, visto que os meios mais classicos,
como Stonebrink-Leslie e Ldwenstein Jensen apresentam maior custo no isolamento e
laboriosidade na execugdo (OLIVEIRA et al., 2011).
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7. CONCLUSAO

Com o presente trabalho, foi possivel concluir que a tuberculose bovina encontra-se
presente no rebanho do Estado de Pernambuco, que se trata de uma enfermidade possivel de
ser identificada em animais provenientes de matadouros e que a inspe¢do post-mortem, apesar

de apresentar limitacdes mostrou-se bastante eficaz.

A associacdo do processo de inspecdo post-mortem a técnicas laboratoriais como a
baciloscopia e a histologia, além do baixo custo e rapidez dos resultados, mostrou-se eficiente
como metodo auxiliar em matadouros-frigorificos, além do cultivo bacterioldgico para o
diagndstico definitivo, o que ira contribuir para o correto destino da carcaga, corroborando
com o controle da enfermidade e com as praticas de salde publica, visto se tratar de uma

Z00Nnose.

Adicionalmente, a notificacdo de casos de tuberculose em matadouros serve como
alerta as autoridades sanitarias do Estado para a adogdo de estratégias que visem a
investigacdo epidemioldgica e, consequentemente, deteccdo dos focos da doenca para

promocdo de saneamento, controle e erradicacéo.
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