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RESUMO

A tuberculose humana transmitida por produtos de origem animal pode ser causada pelo
Mycobacterium bovis, motivo de preocupagdo em paises em desenvolvimento, pois o niimero de casos
humanos € relativamente alto, quando comparado com o de paises que implantaram programas de
erradicacdo da tuberculose bovina hd muitos anos. Por ser uma doencga cronica, de evolucao subclinica,
possui a caracteristica de ser transmitida para outros animais do rebanho ocasionando prejuizos pecudrios
elevados (10225%), além do carater zoonético da doenga sobre a satide publica. Este trabalho objetivou
estudar a histomorfologia de granulomas em amostras de linfonodos e pulmao de bovinos com lesdes
sugestivas de tuberculose, bem como aquelas similares a inspe¢ao sanitdria. Foram examinados bovinos
sadios ao exame clinico ante-mortem, abatidos num frigorifico da regido noroeste do estado de Sao
Paulo entre abril de 2008 e abril de 2009, considerando carcacas que apresentaram linfonodos com
lesdes tipicas de tuberculose, exibindo caracteristicas nodulares e aspecto hemorragico. As leses caseosas
ou calcificadas, purulentas ou ndo, de tamanho e formas variadas, também foram avaliadas. Dos 307.661
animais abatidos no periodo mencionado, 494 apresentaram lesdes macroscOpicas sugestivas de
tuberculose, sendo provenientes de 29 cidades do estado de Sao Paulo, 16 do Mato Grosso do Sul, 15
de Goias, uma de Mato Grosso e uma do Parand. Dentre estas, 200 amostras (40,5%) foram processadas
para a avaliagao histopatoldgica pela hematoxilina-eosina (HE) e 90 (45%) foram submetidas a colora¢@o
de Ziehl-Neelsen (ZN) e examinadas a microscopia de luz. Na coloracio de HE, altera¢des histopatoldgicas
de tuberculose foram evidenciadas em 197 (98,5%), classificadas de acordo com o estdgio de evolucao
adotado por Wangoo et al.®", onde 29 amostras foram incluidas no estagio I (14,5%), 53 no estagio II
(26,5%), 87 no estagio 11l (43,5%), 28 em estigio IV (14%). Na coloragdo de ZN o Mycobacterium
sp foi evidenciado em 89 (99%) dos espécimes. O indice de tuberculose no rebanho estudado foi de
0,16%. Conclui-se que a identifica¢do da doenga em matadouros e frigorificos, a partir de lesdes
macroscopicas significantes, permite a implementacio de medidas eficientes, mais precisamente da origem
da enfermidade nos rebanhos bovinos, providenciando medidas de controle para evitar a sua disseminacao.
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ABSTRACT

Tuberculosis infection among humans transmitted by products of animal origin can be caused by
Mycobacterium bovis, a concern in developing countries, because the number of human cases is relatively
high compared with countries that have implemented programs to eradicate bovine tuberculosis for many
years. Because it is a chronic disease with subclinical evolution, it is transmitted to other animals in the herd
livestock resulting in high loss losses resulting high (10 to 25%), as well as the zoonotic nature of the
disease on public health. This work aimed to study the histomorphology of granulomas in samples of lymph
nodes and lungs of animals with suggestive lesions of tuberculosis, as well as those similar to the sanitary
inspection. The animals clinically healthy ante-mortem, were slaughtered in a slaughterhouse in the
northwestern state of Sao Paulo between April 2008 and April 2009, considering that carcasses had
lymph nodes with lesions typical of tuberculosis, exhibiting nodular and hemorrhagic appearance. The
caseous or calcified lesions, purulent or not, of various sizes and shapes, were also evaluated. Of the
307,661 animals slaughtered in the mentioned period, 494 gross suggestive lesions of tuberculosis and
from 29 cities in the state of Sao Paulo, 16 from Mato Grosso do Sul, Goias 15, one from Mato Grosso
and Parand. Among these, 200 samples (40,5%) were processed for histopathological evaluation by
hematoxylin-eosin (HE) and 90 (45%) were subjected to Ziehl-Neelsen (ZN) and examined by light
microscopy. In HE staining, histopathological changes of tuberculosis were found in 197 (98,5%), classified
according to the stage of development adopted by Wango et al.*", where 29 samples were included in
stage 1 (14,5%), 53 in stage I1 (26,5%), 87 in stage 111 (43,5%), 28 in stage IV (14%). In the ZN staining
Mycobacterium sp was found in 89 (99%) of the specimens. The rate of tuberculosis in the herd studied
was 0,16%. We conclude that the identification of the disease in slaughterhouses and meat companies
from significant gross lesions, enables the implementation of effective measures, specifically the origin of
the disease in cattle herds, providing control measures to prevent its spread.

Uniterms: bovine tuberculosis, histopathology, Mycobacterium sp.
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INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma entidade
nosologica infecto-contagiosa de evolucao cronica
com desenvolvimento de lesdes granulomatosas
caracteristicas ®”. Essa doenga é um grande
problema, levando em consideragdo os prejuizos
pecudrios causados pela tuberculose animal e o
carater de zoonose impactante da doenca sobre a
saide publica, sendo esta enfermidade, alvo de
recente programa oficial regulamentado por
autoridades sanitdrias brasileiras .

O agente etiolégico é o Mycobacterium
bovis, uma bactéria pertencente a ordem
Actinomycetales, e a familia Mycobactericeae,
capaz de infectar muitas espécies de mamiferos,
incluindo o homem. O M. bovis € uma das
espécies causadoras de tuberculose em mamiferos
que constitui um grupo de bactérias
filogeneticamente relacionadas, o chamado
complexo Mycobacterium tuberculosis dos
mamiferos, a saber: M. bovis, M. tuberculosis,
M. africanum, M. caneti, M. microti, ¢ mais
recentemente outras espécies como M. caprae e
M. pinnipedii *° 19,

As lesdes macroscopicas sao constituidas
pela formacdo de nédulos no parénquima do
orgdo, de distribuicdo focal ou difusa e de
consisténcia firme. Ao corte destas estruturas
observa-se que sao bem delimitadas, apresentando
no seu interior contetdo pastoso, de coloracio
amarelada, algumas vezes com dreas calcificadas.
A tuberculose generalizada é representada por
lesdes miliares ou por nodulagdes extensas nos
6rgaos e linfonodos da carcaca®.

As alteragdes histopatoldgicas sédo
compostas por necrose caseosa, circunscrita por
macréfagos epitelidides, células gigantes
multinucleadas tipo Langhans e por camada de
linfécitos. Neutréfilos degenerados mostram-se
presentes de forma isolada ou em grupos proximos
a regido necroética. As lesdes também podem
apresentar calcificacdo distréfica, necrose de
coagulacao e formacgdo de cdpsula de tecido
fibroso 71529 A coloragdo de Ziehl-Neelsen
revela microorganismos no interior de macréfagos
e de células gigantes e, no espago extracelular .

Os prejuizos na cadeia produtiva da carne
e do leite, em fun¢do da tuberculose, estimados
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entre 10 e 25%, estdo vinculados as perdas diretas
resultantes da morte de animais, a redugio
gradativa dos indices zootécnicos e as condenacoes
de carcaca em matadouros-frigorificos sob
inspe¢do sanitdria. Além disso, a presenca da
enfermidade nos rebanhos torna o produto,
resultante da pecudria, vulnerdvel a barreiras
sanitdrias, impostas pelo mercado internacional *
17, 26)‘

No Brasil, a tuberculose bovina € uma
doenca de notificagdo obrigatdria e o controle da
enfermidade baseia-se no método de teste-e-
abate, isto €, no diagndstico de animais reativos a
tuberculina intradérmica, e envio dos mesmos para
matadouros sanitarios, onde médicos veterinarios
avaliam as lesdes da carcaca e determinam o
destino da mesma - '®. Considerando a
importidncia que a pecudria assume na
economia nacional, os dados referentes a
freqiiéncia da tuberculose bovina nos rebanhos
brasileiros ndo permitem uma visao exata sobre
a verdadeira extensdo do problema, por isso a
necessidade de se obter informagdes sobre a
incidéncia e prevaléncia de tuberculose bovina no
BraSil (5,18, 19, 30).

O presente trabalho teve como objetivo
analisar através da histopatologia, as lesdes
macroscépicas tipicas e sugestivas de infeccao por
Mycobacterium bovis em amostras de tecidos de
bovinos abatidos em frigorifico da regido noroeste
do estado de Sédo Paulo.

MATERIALE METODOS

Foram examinados bovinos sadios ao
exame ante-mortem, abatidos entre 26 de abril
de 2008 e 15 de abril de 2009, provenientes
predominantemente da regido noroeste do estado
de Séo Paulo, regido sudoeste do estado de Goias
e regido leste do estado do Mato Grosso do Sul.

Foram consideradas as carcagas que
apresentaram linfonodos com lesdes tipicas de
tuberculose, sendo aquelas caseosas ou
calcificadas, purulentas ou nfo, e as lesdes
sugestivas que apresentavam caracteristicas
nodulares, predominante hemorrigicas, de
tamanho e formas variadas (Figura 1). Dentre
destas, 200 amostras (40,5%) foram processadas
para a avaliacdo histopatoldgica.
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FIGURA 1. A-D. Lesoes caracteristicas de tuberculose bovina encontrada em linfonodos de bovinos

naturalmente infectados por Mycobacterium sp.

O material foi separado diariamente
durante o abate pelo Servigo de Inspecgido
Sanitaria (SIF) e refrigerado até a sua retirada.
As amostras destinadas a histopatologia foram
fotodocumentadas e recortadas em fragmentos
menores, abrangendo a drea lesada, a drea de
transicdo e o tecido aparentemente normal,
sendo parte congelada em freezer, para estudos
posteriores, e parte fixada em formol
tamponado a 10%. As pecgas foram
processadas pela técnica rotineira de inclusao
em parafina, microtomizadas a 4 um, sendo
obtidas duas ldminas histoldgicas de cada
amostra.

Uma lamina de cada amostra foi corada
com hematoxilina-eosina (HE) com o propdsito
de observar lesoes histolgicas. Das 200 restantes,
90 laminas (45%) foram submetidas a coloragdo
de Ziehl-Neelsen-Faraco (ZNF) ja padronizada,
juntamente com controle positivo, para constatar
a presenca de bacilos dlcool-acido resistentes
(BAAR). Totalizando 290 laminas examinadas a
microscopia de luz em objetivas de 10 (100X),
40 (400X) e 100 (1000X).

As alteracdes histopatoldgicas foram
graduadas em quatro estigios de acordo com o
trabalho de Wangoo et al.®" e foi determinadaa
formacao de cépsula de tecido fibroso de 0 a 2
(0= cépsula completa; 1= cdpsulaincompleta; 2=
auséncia de capsula), de acordo com o trabalho
de Johnson et al. ' e fotomicrografadas.

Da andlise microscépica dos cortes
corados pelo ZNF, foi determinado o nimero de
bacilos no interior dos granulomas, segundo a
graduacdode 0a3 (0=sem bacilo; 1=1a10;2
=10 a 50; 3 = maior que 50), de acordo com o
trabalho de Johnson et al.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia observada durante o exame
post-mortem em 307.661 bovinos abatidos num
frigorifico da regido noroeste do estado de Sdo
Paulo foi de 0,16%, correspondente aos 494
bovinos que apresentaram lesdes sugestivas da
doenga. Os animais suspeitos foram provenientes
de 29 cidades do estado de Sao Paulo, 16 do
Mato Grosso do Sul, 15 de Goias, uma do Mato
grosso e uma do Parana (Figura 2).
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FIGURA 2. Origem de lesdes presuntivas de tuberculose diagnosticada no exame post mortem de
bovinos abatidos, no periodo de abril a dezembro de 2008, num frigorifico da regido noroeste do
estado de Sao Paulo.

No diagnéstico histopatoldgico, a coloragdo
com HE evidenciou em 197 (98,5%) das
amostras um processo inflamatério do tipo

granulomatoso, caracteristico da tuberculose
(Tabela 1).

TABELA 1. Classificacdo do processo inflamatdrio granulomatoso de acordo com a evolugao.

Classificacdo do granuloma Quantidade
Estagio 1 29
Estagio II 53
Estagio III 87
Estagio IV 28
NDN 03
TOTAL 200

Os granulomas se apresentavam em diferentes
estagios de evolugao:

Estagio I (lesdo inicial): grupos
irregulares de macréfagos epitelidides ndo
encapsulados, associado a infiltrado
linfocitdrio e pequeno nimero de
neutréfilos. Presenca de raras células
gigantes multinucleadas (tipo Langhans) e
auséncia de necrose.

Estagio II (lesdo solida): granulomas
compostos por macréfagos epitelidides,
revestidos parcial ou totalmente por
capsula fibrosa. Nota-se dreas de
hemorragia, infiltrado de linfdcitos e
neutréfilos, células gigantes multinucleadas
(tipo Langhans). Areas minimas de
necrose, compostas por células
inflamatorias necroéticas.
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* Estagio III (necrose minima):
granulomas totalmente encapsulados, com
dreas centrais de necrose caseosa €
mineralizada. Presenca de células gigantes
multinucleadas (tipo Langhans) em meio a
macrdfagos epitelidides, circunscritos por
area de necrose. Observa-se na periferia
halo de macréfagos, grupos de linfécitos
e neutrdfilos, estendendo junto a capsula
fibrosa.

A taxa de lesdes granulomatosas
caracteristicas da tuberculose encontrada nesta
pesquisa, foi semelhante as encontradas em
trabalhos * 3 & 19 que observaram
respectivamente, estas lesdes histopatoldgicas
em 94,2%, 80,5%, 74,6% e 74,6%, das
amostras avaliadas no estado do Mato Grosso
do Sul. De acordo com Andrade et al. ®, estes
percentuais mostram confiabilidade no
diagnostico post mortem realizado em
frigorificos.

O exame histoldgico pela coloragio de

ZNF permitiu a visualizagao de raros bacilos

T

—
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» Estagio IV (necrose e mineralizacio):
granulomas multicéntricos, grandes,
irregulares, com proeminente necrose
caseosa, revestidos por cdpsula fibrosa
delgada.
mineralizacdo em grande parte da lesao,
macréfagos epitelidides e células
gigantes multinucleadas (tipo Langhans)
ao redor da necrose, associada a grupos
de linfdécitos juntos a capsula fibrosa.

Areas extensas de

isolados ou em grupos, classificados de 0 a 3
(ausente, baixa, moderada e alta), onde obteve-
se 9 laminas grau 0 (10%), 80 laminas grau 1
(89%) e 1 lamina grau 2 (1%). Os BAAR foram
encontrados em sua maioria livres e em area
de necrose (Figura 3). Mesmo as lesdes sendo
extensas, o numero de bacilos foi muito baixo,
muitas vezes Unico. Achados semelhantes
também foram descritos por autores **2® ambos
em bovinos e em caprinos ??, onde observaram
pequeno nimero de micobactérias nas células

gigantes ou em dreas de necrose.

Renata Furlan, 2009"
- -

-
A

FIGURA 3. Bacilos acido-dlcool-resistentes observados em linfonodos de bovinos naturalmente

infectados (ZNF — 100x).
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Charro & Os6rio® encontraram 0o BAAR
através da coloracdo de ZNF em 66,6% das
amostras sugestivas de tuberculose recolhidas de
um frigorifico de Eldorado-MS. Resultado
semelhante ao de Martins et al " que encontrou
0 Mycobacterium sp. em 70% das suas amostras,
também no MS. Em ambos os trabalhos a
quantidade de BAAR observada em até 100
campos, nao foi superior de 1 a 10 BAAR por
campo. Esse fato pode ser explicado em fun¢ao
do estagio de progressdo da lesdo resultante da
reacdo de hipersensibilidade tardia, como
caseificac@o ou calcificagdo ®*>, pois isto leva a
ruptura da membrana bacteriana, perdendo a
caracteristica alcool-acido-resistente © 10,
Logo, as amostras negativas pelo ZNF,
também ndo seriam identificadas em cultura
microbioldgica, pois, em muitas situagdes, as
amostras nao evidenciam crescimento de
coldnias em fungdo de quantidade reduzida de
bactérias vidveis na lesao %29,

A nao observacdo de BAAR em corte
histolégicos de lesdo é um fato freqiiente na
tuberculose bovina @, devido a presenca de
escasso numero de bactérias na lesdo, e ndo, a
sua auséncia. Diante desses resultados,
consideramos positivas todas as amostras que
apresentaram uma lesdo granulomatosa

tuberculdide tipica.

CONCLUSAO

O diagnéstico histopatolégico,
considerando o aspecto enzodtico, foi
conclusivo, e se constitui num importante apoio
laboratorial ao servi¢o de inspec¢do e na rotina
de diagnéstico. Porém, em decorréncia da
dificuldade da identificacdo do BAAR, vérios
estudos tém sido realizados comparando os
principais métodos de coloragdo como o ZNF
e o método fluorescente. Os resultados, no
entanto, t€ém se mostrado controversos, onde

alguns demonstram menores indices de
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positividade no método de fluorescéncia,
enquanto outros pelo ZNF. Logo, se fazem
necessarios maiores pesquisas, sendo esse o

enfoque do préximo trabalho.
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