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RESUMO

A criacdo de bufalos € uma importante fonte de renda no Amapa, representando um
importante setor na economia local. A tuberculose é uma enfermidade infecto-contagiosa de
distribuicdo mundial, que ocorre em bovinos e bubalinos, causada predominantemente por
Mycobacterium bovis. A doenca tem carater cronico debilitante com impacto econémico na
producdo de carne e leite em diversas regides do mundo, além de ser uma importante zoonose.
Obijetivando caracterizar M. bovis em lesdes sugestivas de tuberculose detectadas na inspecao
de bubalinos no Estado do Amapa, através dos métodos histopatologicos e
imunohistoquimicos (IHQ) e analise molecular, realizou-se a coleta de 109 amostras de lesdes
sugestivas de tuberculose. Para a andlise histopatologica, empregou-se técnicas habituais para
inclusdo em parafina, pela coloracdo de hematoxilina e eosina, e Fite-Faraco. Para a IHQ
utilizou-se 0 método da peroxidase-antiperoxidase (PAP) com um anti-soro policlonal de
coelho contra 0 M. bovis (Dako B0124). Para a analise molecular, a extracdo do DNA
micobacteriano, foi realizada diretamente do linfonodo e tratado pelo método do fenol-
cloroférmio, passando por dois protocolos de amplificacdo (PCR convencional e Nested-
PCR). Histologicamente, 94,5% (103/109) apresentaram reacédo tecidual granulomatosa tipica
de lesdo tuberculoide (LT), enquanto em 5,5% (06/109) sem caracteristicas de granulomas
tuberculoides (p < 0.0001). Os resultados obtidos através da IHQ, dentre os casos positivos
pela histopatologia, todos apresentaram algum tipo de lesdo classificada em diversos estagios
pelo exame histopatoldgico, sendo observado que a maioria delas 82,2% (74/90; p < 0.0001)
estava apenas no estagio IV. Entre 0s casos negativos, lesdes necréticas apresentando-se
apenas no Ultimo estagio de desenvolvimento (1) também foram as mais frequentes 52,5%
(10/19), e 31,5% (06/19) também foram negativos no histopatolégico (p = 0.0030). Das 103
amostras positivas ao exame histopatoldgico, 73,8% (76/103) apresentaram reacdo de PCR
positiva para o género Mycobacterium e 64,1% (66/103) apresentaram amplificacdo para a
regido RD4, confirmando a delecdo, exclusiva da espécie M. bovis. Os resultados
demonstraram que a tuberculose esta presente nos rebanhos bubalinos do Amapa e regides do

Marajo6 no Para, representando um sério risco de saude publica.

Palavras-chave: Tuberculose. Bufalo. Amazonia. Saude publica. Diagndstico.



ABSTRACT

The creation of buffalo is an important source of income in Amapa, an important sector in the
local economy. Tuberculosis is an infectious disease of worldwide distribution, which occurs
in cattle and buffaloes caused mainly by Mycobacterium bovis. The disease has debilitating
chronic nature with economic impact on the production of meat and milk in different regions
of the world, besides being an important zoonosis. Aiming to characterize M. bovis in
suggestive of tuberculosis lesions detected in buffalo inspection in the State of Amapa,
through histopathological and immunohistochemical methods (IHC) and molecular analysis,
there was the collection of 109 samples suggestive of tuberculosis lesions. For
histopathological analysis, we used standard techniques for paraffin by hematoxylin and eosin
and Fite-Faraco. For IHC was used the method of peroxidase-antiperoxidase (PAP) with a
polyclonal rabbit antiserum against M. bovis (Dako B0124). For molecular analysis,
mycobacterial DNA extraction was directly performed lymph node and treated by the phenol-
chloroform method through two amplification protocols (conventional PCR and Nested-
PCR). Histologically, 94.5% (103/109) had typical granulomatous tissue reaction tuberculoide
injury (LT), while in 5.5% (06/109) without features of tuberculoid granulomas (p <0.0001).
The results obtained by IHC among the positive cases by histopathology, all had some kind of
injury classified in several stages by histopathology, and observed that most of them 82.2%
(74/90; p <0.0001) was only stage IV. Among the negative cases, necrotic lesions presenting
only the last stage of development (IVV) were also frequently 52.5% (10/19) and 31.5%
(06/19) were also negative in the histopathologic ( p = 0.0030). Of the 103 positive samples
for histopathology, 73.8% (76/103) were PCR positive reaction to the genus Mycobacterium
and 64.1% (66/103) had amplification for the RD4 region, confirming the deletion, exclusive
of the species M. bovis. The results showed that tuberculosis is present in buffalo herds of
Amapa and regions of Marajo in Pard, representing a serious risk to public health.

Keywords: Tuberculosis. Buffalo. Amazon. Public health. Diagnosis
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1. INTRODUCAO

A tuberculose é uma enfermidade infectocontagiosa de distribuicdo mundial, causada
por microorganismos do género Mycobacterium. Em bovinos e bubalinos prevalece como
agente dessa enfermidade Mycobacterium bovis, que pertence ao Complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMT), causando doenca cronica debilitante, que provoca perdas econémicas
comprometendo a producdo de carne e leite em diversas regides do mundo (FREITAS;
GUERRA; PANETTA, 2001; ACHA; SZYFRES, 2003; BEZERRA; CERQUEIRA, 2012;
ALZAMORA FILHO et al., 2014).

Devido ao seu impacto na saude coletiva, varios paises desenvolveram programas de
controle e erradicacdo da doenca em bovinos (GRISI FILHO et al., 2011). O Brasil iniciou o
combate a doenca de forma mais organizada em 2001, com o langamento do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT), que
tem certificado propriedades livres e testado animais em transito como principais estratégias
de combate a tuberculose (BRASIL, 2006).

No Brasil, o efetivo de bubalinos em 2014 era de 1.319,478 milhdes de cabecas
(IBGE, 2014), com o rebanho concentrando-se sobremaneira nos estados do Paré (37,41%) e
Amapa (21,65%), representando cumulativamente 59,06% do total nacional. Nesse aspecto, 0
estado do Amapa possui o segundo maior rebanho de bubalinos do pais, ficando atras apenas
do Par4, sendo o Unico Estado da Federagdo com uma concentracdo maior de bubalinos do
qgue de bovinos. Esta escolha ou condicdo se da devido a resisténcia do animal as
adversidades, a facil adaptacdo da espécie a regido de varzeas e a popularizacdo da sua carne
(NEIVA, 2010; SILVA, 2010; SANTO, 2013).

O Estado do Amapa é o unico Estado da Federacdo com uma concentracdo maior de
bubalinos do que de bovinos (IBGE, 2014). Segundo dados da Agéncia de Defesa e Inspecédo
Agropecuaria do Amapad - DIAGRO foram abatidos somente no ano de 2015, em um
matadouro com Servico de Inspecdo Estadual (SIE0003), 33.690 cabecas de bufalo para
abastecer Macapa, a capital do estado, e alguns municipios. Nesse mesmo ano 0
estabelecimento abateu 6.578 cabecas de bovino, ou seja, aproximadamente 84% da carne
comercializada no estado é proveniente da espécie bubalina, demonstrando o elevado
consumo da mesma na regiéo.

O SIE vem registrando alteracGes sugestivas de tuberculose nas carcagas, cabegas ou

visceras, bem como casos de lesdes generalizadas. No abate de animais, tais lesdes sugestivas
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de tuberculose sdo rotineiramente observadas, contribuindo para as grandes perdas
econdmicas devido as rejeicdes e condenacbes de carcacas e 6rgaos. Todavia um percentual
consideravel dessas lesdes pode ocorrer devido a outras enfermidades, podendo confundir o
veterinario inspetor. Entre as patologias mais frequentes destacam-se a onchocercose bovina,
processos  granulomatosos causados por fungos, actinobacilose, actinomicose,
coccidiomicose, abscessos, paratuberculose, granuloma eosinofilico, granuloma parasitario,
granuloma por corpo estranho, carcinomas e sarcomas. Além disso, nem sempre 0s animais
com tuberculose apresentam lesdes aparentemente tuberculdides (CORNER et al., 1990;
ARAUJO, 2014).

Em levantamento através de dados do SIE da DIAGRO, Silva et al. (2014),
evidenciaram aproximadamente 3% de alteracdes do tipo tuberculoides em rebanho bubalino
no Amapa, com 8,56% das amostras com lesbes generalizadas, 5% localizadas na carcaga,
18,24% na cabeca, 65,22% nas visceras vermelhas (pulmdes, coracao e figado), e 2,97% nas
visceras brancas (estbmago e intestinos).

No diagnostico da tuberculose bovina, ressalta-se a importancia de métodos de
deteccdo da bactéria para estabelecimento de um diagnostico mais preciso, ja que nem toda
lesdo sugestiva € positiva para tuberculose (ARAUJO, 2014). A histopatologia através da
coloragdo Ziehl-Neelsen (ZN) tem alta especificidade, mas baixa sensibilidade, necessitando
ser reexaminadas, em casos de planos de erradicagdo, com outros métodos. A
imunohistoquimica é uma opc¢do de método diagnostico relativamente rapido, mais sensivel e
especifico para estabelecer o diagndstico etioldgico da tuberculose em amostras histoldgicas
(MUSTAFA et al., 2006; VARELLO et al., 2008).

Rotineiramente, o diagnostico da tuberculose (TB) em bovideos é principalmente
anatomopatoldgico post mortem, porém esta técnica apresenta consideraveis limitacdes pelo
fato de que muitas inflamagdes granulomatosas possuem caracteristicas morfoldgicas
semelhantes a TB, inclusive reacBes pds-vacinais (FURLANETTO et al., 2012; NORONHA,
2015). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e diversos métodos baseados nessa técnica
tém sido explorados para a deteccdo e identificagdo de micro-organismos a partir das mais
variadas fontes, apresentando vantagens em compara¢do com os métodos classicos, como
especificidade, sensibilidade e rapidez (FURLANETO et al., 2007; RUGGIERO et al., 2007;
SALES, 2012).

A literatura reporta levantamento de dados através dos 6rgdos oficiais de inspecdo

sanitéria acerca de prevaléncia e localizagdo de lesdes sugestivas da tuberculose em bubalinos
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do estado do Amapé (BEZERRA; CERQUEIRA, 2012; SILVA et al., 2014). Entretanto, o
presente estudo adotou uma metodologia investigativa diferente da desenvolvida pelos
respectivos trabalhos de levantamento, nos aspectos anatomopatoldgicos das lesdes
abordando ndo apenas o percentual encontrado de lesbes como também suas caracteristicas
histopatoldgicas e imunohistoquimicas, e deteccdo molecular do agente etioldgico da
enfermidade.

Neste contexto, o presente trabalho objetiva caracterizar Mycobacterium bovis nas
lesGes sugestivas de tuberculose detectadas na inspecao de bubalinos no Estado do Amapa,
através dos achados histopatologicos, da imunomarcacdo imunohistoquimica e analise
molecular, o que possibilita a comparacdo entre as técnicas desenvolvidas com demais
trabalhos semelhantes disponiveis na literatura, e ainda conhecer a situacdo sanitaria para esta
enfermidade no rebanho local, e os riscos a saude da populacdo que consome produtos

oriundos desses animais.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Caracterizar Mycobacterium bovis nas lesdes sugestivas de tuberculose detectadas na
inspecdo de bubalinos no Estado do Amapd, através dos achados histopatoldgicos, da

imunomarcacao imunohistoquimica e analise molecular.

2.2. ESPECIFICOS

e Analisar a frequéncia e a distribuicdo de lesdes macroscopicas sugestivas de
tuberculose em carcagas e/ou visceras de bubalinos abatidos para consumo no

Estado do Amapa;

e Caracterizar e discutir os aspectos histopatologicos das lesbes tuberculGides

diagnosticadas na inspecao;

e Correlacionar a participacdo de M. bovis nas lesdes tuberculdides mediante estudo
imunohistoquimico;

e Investigar a presenca de micobactérias nas amostras de lesbes presuntivas de

tuberculose através da Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. BUBALINOCULTURA NO ESTADO DO AMAPA

A criacdo de bafalos é uma importante fonte de renda no Amapa, apesar das restri¢oes
sanitérias pela auséncia do servico de inspecdo federal nos estabelecimentos de abate, que
acabam limitando o escoamento da producéo e sua venda para outros estados, 0 que impede o
desenvolvimento produtivo e dessa forma, seu consumo acaba se restringindo ao mercado
local (SILVA et al., 2014c).

Os bdfalos sdo animais domésticos da familia dos bovideos, de origem asiética,
utilizados para produzir carne e leite para consumo humano, além de apresentar-se como
opcao de transporte em algumas regides (FELINI, 2013). No Brasil, sdo reconhecidas pela
Associacao Brasileira de Criadores de Bufalos quatro racas: Mediterraneo, Murrah, Jafarabadi
(bufalo-do-rio) e Carabao (bufalo-do-pantano) (MONTEIRO, 2009).

Os bufalos da raga indiana Murrah e seus mesticos ocupam 80% das fazendas no
Amapa. Sdo animais com conformacdo média e compacta, cabeca leve e chifres curtos,
espiralados, enrodilhando-se em anéis na altura do cranio. Possuem temperamento docil, o
que facilita sua criacdo e manejo, apresentando grande capacidade de adaptacdo aos mais
diferentes ambientes, inclusive aqueles com baixa adequacdo aos bovinos, mesmo em areas
alagadas (BANIN, 2013).

Na regido Norte a bubalinocultura é extensiva, a ponto das fazendas néo
contabilizarem o rebanho anualmente (BANIN, 2013). Entretanto, dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013), refere que o Estado do Amapa tem um
rebanho bubalino efetivo de 268.903 cabecas, e uma participacao de 20,18% no efetivo total
nacional, considerado como o segundo maior indice entre as Unidades da Federacdo,
perdendo apenas para o estado do Para, com 38,12%. Os municipios de Chaves (PA), Cutias
(AP) e Almeirim (PA) s&o os que tém os maiores efetivos de bubalinos (FELINI, 2013).

A pecuéria tem se expandido significativamente nas Gltimas décadas, representando
um importante setor na economia do Brasil. No censo agropecuario de 2014, houve um
aumento consideravel no numero de bubalinos na regido Norte, no qual o pais possuia um
rebanho bubalino de 1,319 milhdes de cabecas, sendo o Norte detentor de 66,49% do efetivo.
O Amapé abriga 21,65% de cabecas, permanecendo como 0 Unico estado da Federacdo que

possui uma concentracdo maior de bubalinos do que de bovinos (IBGE, 2014).
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Os bubalinos sdo mais precoces que o0s bovinos e podem atingir a idade de abate, a
pasto, entre 18 e 24 meses, quando criados exclusivamente para corte (BANIN, 2013). No que
se refere a sanidade, esses animais sdo tdo sensiveis as doengas quanto os bovinos, ainda que,
sistematicamente, se apresentem mais resistentes as moléstias e infecgdes comuns aos dois
grupos de ruminantes, como a tuberculose, em bdfalos abatidos para consumo no Estado do
Pard (FREITAS; GUERRA e PANETTA, 2001).

Apesar do destaque para a qualidade da carne bubalina, existem algumas restri¢des por
parte da populacdo consumidora de tal produto, que muitas vezes possui preferéncia pela
carne de bovinos do que de bubalinos. Nesse sentido, no estado do Amap4, sdo poucos 0s
locais em que se observa uma cadeia produtiva bem consolidada em relagdo a producgdo de
carne bubalina e o preco pago pela carne de bufalo varia em torno de 15 e 20% a menos
guando comparado com o valor pago pela carne bovina (MARQUES et al, 2013). Esses
fatores evidenciam a fragilidade da cadeia produtiva bubalina no Estado do Amap4, em toda a
sua extensdo, o que a torna vulneravel a préticas fraudulentas (OLIVEIRA et al., 2015).

3.2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE Mycobacterium bovis

As bactérias causadoras de tuberculose pertencem a ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriacea e género Mycobacterium, sendo a espécie M. bovis o principal agente causal
da tuberculose bovina. O género compreende 127 espécies e 11 subespécies diferentes, com
caracteristicas muito diversas com relacdo a morfologia das colbnias e as caracteristicas
bioquimicas, mas com algumas caracteristicas taxondémicas comuns como: alcool-4cido-
resisténcia, presenca dos acidos micolicos e DNA com alto teor de guanina e citosina. Séo
bacilos curtos aerobicos, imdveis, ndo capsulados, ndo flagelados, apresentando aspecto
granular quando corados, medindo de 0,5 a 10 um de comprimento por 0,2 a 0,7 um de
largura, sendo a élcool-acido resisténcia a sua propriedade mais caracteristica. S&o
moderadamente resistente ao calor, dessecacdo e diversos desinfetantes e diferem-se em
tropismo entre hospedeiros, fenotipos e patogenicidade (BRASIL, 2008; MOTA, 2008;
HERRERA-LEON et al., 2009; DUARTE, 2010; SIMOES, 2011; GOMES, 2014).

Essa bactéria produz a tuberculoproteina (tuberculina), uma proteina que € ativada em

reacOes de hipersensibilidade do tipo retardada. Animais sensibilizados ao M. bovis
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evidenciam uma reacdo cutanea quando inoculados com a tuberculoproteina, teste importante
no diagndstico desta infeccdo (GOMES, 2014).

As micobactérias apresentam uma elevada concentracdo de lipideos em sua parede
celular, correspondendo a cerca de 20 a 40% do peso seco do bacilo. Os &cidos micdlicos sao
provavelmente o suporte molecular da alcool-acido resisténcia, visto que quando ligados ao
peptideoglicano, formam uma barreira periférica hidrofobica capaz de se ligar e reter fucsina
a certos lipidios da parede, adquirindo a cor vermelha durante a coloragdo Ziehl-Neelsen
(ZN). As bactérias que ndo retém a fucsina se coram pelo azul de metileno (ARAUJO, 2004;
COSTA, 2008; HEINEMANN et al., 2008; HERRERA-LEON et al., 2009).

Tais bacilos apresentam-se “gordos” em esfregacos de tecidos, maiores e mais finos
em meio liquido, estritamente aerdbio com crescimento Otimo a 37°C, imdveis, ndo
formadores de esporos, catalase positiva com exigéncias nutricionais complexas ndo crescem
a 25°C, nao reduzem o nitrato e a niacina, sdo resistentes a pirazinamida e sensiveis a
hidrazida (QUINN et al., 2005; GOMES, 2014).

De acordo com Biberstein e Hirsh (2003) e Duarte (2010), o elevado contetdo lipidico
presente na parede celular é responsavel pelos relevantes efeitos biolégicos no hospedeiro,
como a inducdo de granulomas, atividade adjuvante e antigenicidade, além da estabilidade
acida e propriedades imunoldgicas. Os micosideos de superficie, como os glicolipidios,
influenciam diretamente sobre as caracteristicas coloniais, especificidade soroldgica e
sensibilidade bacteriofagica, além de assegurar a sobrevivéncia bacteriana quando fagocitada
(ARAUJO, 2004; DUARTE, 2010).

As bactérias causadoras da tuberculose em humanos e animais sdo agrupadas no
“Complexo Mycobacterium tuberculosis” (CMT), que inclui as seguintes espécies:
Mycobacterium tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis-BCG (Bacilo de Calmitte e
Guérin), M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, e M. canettii. Os membros do CMT sao
reunidos por apresentarem uma estreita relacdo genética e, apesar do elevado grau de
conservacdo dos seus genomas, as espécies do CMT demonstram importantes diferencas
fenotipicas, adaptacdes a diferentes hospedeiros e evidenciam diferentes graus de viruléncia
para 0 homem, sendo que M. africanum ainda ndo foi isolado no Brasil (BROSCH et al.,
2000; DE LA RUA-DOMENECH, 2006; MOTA, 2008; HERRERA-LEON et al., 2009;
GOMES, 2014).

De acordo com Mota (2008) e Gomes (2014), M. bovis permanece vidvel em

estabulos, pasto e esterco por até dois anos, em até um ano na agua e cerca de dez meses nos



19

produtos de origem animal contaminados. Agentes desinfetantes como fendlicos, &lcool e em
especial pelo hipoclorito de sodio séo bastante eficientes no combate ao bacilo. Contudo, sua
acao pode ser afetada pela concentracdo, o tempo de exposicao, a temperatura e a presenca de
matéria organica. Compostos de aménia quaternarios e clorhexidine ndo o destroem,
entretanto, o calor umido a 60°C mata o bacilo rapidamente. A pasteurizacao do leite (62,8 -
65,6°C por 30 minutos ou 71,7°C por 15 segundos) mata as micobactérias. E rapidamente
destruido pela luz solar direta e no ambiente seco.

Gomes (2014) refere que as micobactérias, quanto a velocidade de crescimento e
pigmentacdo, dividem-se em grupos diferentes, onde a espécie M. bovis produz pouco ou
nenhum pigmento, se enquadrando no grupo das ndo cromogénicas e ndo fotocromogeénicas.
E considerado, assim como M. tuberculosis, parasita intracelular facultativo, no qual a
principal célula que serve de hospedeiro para essas micobactérias sdo os macrofagos. Sao
parasitas do sistema fagocitico mononuclear na grande maioria das infec¢des iniciais. Pode
ser destruido pela luz solar, mas resiste bastante a dissecacgdo, aos acido e as bases.

Apesar de alguns estudos apontarem dificuldades na extracdo de DNA de M. bovis em
tecidos, quando se aplica modificacbes no método de extracdo, a técnica se mostra mais
sensivel em 90% dos casos (TAYLOR et al., 2007). A proximidade genética das espécies do
complexo M. tuberculosis pode ser verificada pelo alto grau de similaridade em nivel de DNA
e pela sequéncia 16s rRNA idéntica, mas diferem enormemente em termo de hospedeiro
preferencial, caracteristicas fenotipicas e patogenicidade (ARANAZ et al., 2003).

O genoma de M. bovis foi completamente sequenciado, possuindo 4.345.492 pares de
bases, um contetdo de Citosina+Guanina de 65,6% e 3.951 genes codificadores para
proteinas, incluindo um profago e 42 elementos de inser¢do (insertion sequence - IS). A
similaridade com o genoma de M. tuberculosis € de 99,95%, mostrando colinearidade e sem
evidéncias de translocacbes, duplicacBes ou inversdes. Entretanto, o genoma de M. bovis
sofreu 11 delegdes. Comparando-se ao genoma de M. tuberculosis, a maioria das variacGes
nas sequencias de DNA ocorreu nos genes que codificam proteinas secretadas e de parede
celular, que presumivelmente estdo envolvidas na adesdo celular e modulagdo da resposta
imune (FARIAS, 2009; ROCHA, 2009).
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3.3. TUBERCULOSE EM BUBALINOS

A tuberculose é caracterizada como uma doenca cronica, de evolucdo lenta. Nos
bovinos e bubalinos ocorre a formacéo de nddulos granulares denominados tubérculos e que
podem estar localizados em qualquer 6érgdo, mas as lesbes com maior frequéncia séo
observadas nos linfonodos da cabeca e torax, pulmdes, intestinos, figado, pleura e periténio,
sendo responsavel por perdas econémicas importantes na pecuaria brasileira (ALMEIDA,
2004; SANTOS, 2004; BRASIL, 2006; HEINEMANN et al., 2008).

A principal forma de transmisséo é a inalagdo de aerossois infecciosos, e 0 processo é
clinicamente inaparente por muito tempo, e alguns animais, embora eliminem o agente para o
ambiente, transcorrem as suas vidas produtivas sem sintomatologia evidente. Os animais
sintomaticos geralmente desenvolvem sinais respiratorios e perda de peso progressiva,
resultando em diminuicdo da producédo de carne e leite (ACHA; SZYFRES, 2003; GOMES,
2014).

Esta enfermidade de distribuicdo cosmopolita apresenta uma maior prevaléncia nos
paises em desenvolvimento, enquanto nos paises desenvolvidos, a prevaléncia é reduzida em
virtude da implantacdo e consolidacdo de programas de controle e erradicacdo da doenca
(ALZAMORA FILHO, 2013). No Brasil, dados de notificagdes oficiais indicaram uma
prevaléncia média nacional para a espécie bovina de 1,3% de animais reagentes a tuberculina
no periodo de 1989 a 1998 (BRASIL, 2006).

Segundo Lopes Filho (2010), um fato que provoca bastante preocupacgdo é que 85%
dos bovinos e 82% da populacdo humana mundial encontram-se em areas onde a tuberculose
bovina ndo esta controlada ou possui apenas controle parcial.

Os programas de controle e erradicacdo da tuberculose visam o saneamento do
rebanho, através da identificacdo de animais infectados e sacrificio daqueles reativos a
tuberculina, implantacdo de um sistema de vigilancia epidemioldgica da doenca a partir do
monitoramento de carcacgas de animais com lesdes sugestivas de tuberculose em matadouros-
frigorificos com servigos oficiais e também pela pasteurizacdo do leite para 0 consumo
(KANTOR; RITACCO, 1994; SALAZAR, 2005; DE LA RUA-DOMENECH, 2006;
KANTOR et al., 2008; GRISI FILHO et al., 2011).

A tuberculose é considerada uma doenca de grande importancia em saude coletiva,
causando grandes perdas econdmicas. Estima-se que os animais infectados perdem de 10 a

25% de sua eficiéncia produtiva, com perdas na produgdo de leite e ganho de peso,
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diminuicdo da eficiéncia reprodutiva, descarte precoce e eliminagdo de animais de
considerado valor zootécnico, condenacdo de carcacas no abate, perda de mercados potenciais
com restricdo as exportacdes, além de custos com tratamentos em seres humanos e perda por
mortes de animais (BRASIL, 2001; ARAUJO, 2004; MORATO, 2007; OLIVEIRA et al.,
2008; PACHECO et al., 2009).

E uma doenca que gera consequéncias econdmicas desastrosas, devidas em grande
parte a aquisicdo de animais doentes, como a reducdo da producdo de leite e carne,
desvalorizacdo comercial do animal infectado pela rejeicdo de sua carcaga, maior intervalo
entre partos, maior necessidade de substituicdo dos animais no rebanho, producdo de crias
debilitadas e diminuicdo do valor comercial da fazenda. Por isso, ainda hoje se pratica o abate
clandestino em varias regifes do Brasil, sendo dificil fazer uma estimativa do problema. Este
fato é muito importante, pois alguns produtores de gado de corte, com altos indices de
condenacéo por tuberculose, enviam seus animais para serem abatidos em locais sem controle
sanitario (ABRAHAO, 1998; ABRAHAO et al., 2005; SOUZA, 2013).

A introducdo e a manutencdo da tuberculose bubalina em um rebanho sdo fortemente
influenciadas por fatores diversos, como o aumento da densidade populacional de bovinos por
propriedade, a introducdo de animais ou material genético infectado, contaminacdo ambiental,
alteracdo no manejo sanitario e tipo de exploracdo que facilitam a disseminacdo de diversos
micro-organismos patogénicos, como M. bovis, de grande importancia sanitaria e econdmica
para a bovinocultura (COSTA, 2008; LOPES, 2008; BITTENCOURT, 2009; DUARTE,
2010).

A maioria dos bubalinos ndo manifesta sinais clinicos da doenca. Porém, nos casos em
que estes se manifestam se assemelham aos dos bovinos, bem como as lesdes
anatomopatoldgicas. Estudo realizado em bufalos abatidos em matadouro na cidade de Belém,
estado do Para, demonstrou uma prevaléncia de lesbes compativeis com tuberculose de
60,3%, ocorrendo principalmente nos pulmdes (FREITAS; GUERRA; PANETTA, 2001).

Segundo Silva et al. (2014), analisando dados tabulados pelo SIE em um matadouro
frigorifico do Estado do Amapa, a partir de lesbes sugestivas de TB observadas durante o
abate de animais, 0s municipios do Estado que apresentaram o0 maior numero de carcagas com
condenacdes generalizadas para tuberculose foram Tartarugalzinho (17%), Cutias de Araguari
(16%), Macapa (12%) e Amapa (11%). Todos sdo localizados em regido de extensas areas de

varzea e juntos representam 70% da pecuaria estadual.
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3.4. PATOGENIA E TRANSMISSAO DA INFECCAO TUBERCULOSA

Informacdes definitivas sobre a patogénese da tuberculose ainda ndo sdo totalmente
conhecidas, embora o bacilo da tuberculose tenha sido descoberto hd mais de 129 anos.
Existem diferencas inexplicaveis na suscetibilidade entre os bacilos &lcool-acido-resistentes
(BAAR) e as diferentes espécies animais, apesar de todo o conhecimento (GOMES, 2014).

A patogénese da lesdo tuberculosa depende de uma resposta imunologica conhecida
como hipersensibilidade. A lesdo inicial consiste de um aglomerado de neutrofilos
circundando os bacilos invasores. As micobactérias sdo ingeridas, mas multiplicam-se
intracelularmente. Com isso, 0s micro-organismos podem ter acesso aos linfocitos, de onde
serdo conduzidos até os linfonodos regionais e outros locais distantes. Com o inicio de uma
resposta imune, a lesdo passa a apresentar 0s aspectos tipicos de um granuloma. Este
granuloma vai aumentar de tamanho e suas células centrais sofrerdo necrose caseosa. A seguir
pode ocorrer calcificacdo no centro caseoso do tubérculo (JONES et al., 1997).

Quando um tubérculo se abre para a luz de um vaso sanguineo e provoca um derrame
muito grande de micobactérias na circulacdo, que se alojam nos capilares de 6rgdos viscerais,
ddo origem a multiplas lesdes em praticamente todos os 6rgdos, 0 que caracteriza a forma
miliar da tuberculose, com granulomas pequenos de 2 a 3 mm de didmetro, dispersos nos
Orgdos viscerais e na superficie do periténio e da pleura (COSTA, 2008b).

Todas as lesbes tuberculosas localizadas tendem a estimular a formacdo de uma
capsula fibrosa que as envolve, mas o grau de encapsulamento varia com o desenvolvimento
da lesdo. Os casos ativos ou abertos sdo disseminadores perigosos e sdo indicados pela
tuberculose miliar com lesGes em forma de pequenos pontos transparentes, localizados em
varios 0rgaos, ou pelas lesdes pulmonares, que ndo estdo bem encapsuladas e caseificadas. A
presenca de broncopneumonia ou hiperemia em torno das lesfes é altamente sugestiva de uma
infeccdo ativa (PACOLA, 1998). Segundo esse autor, os casos de mastite tuberculosa ou
metrite tuberculosa com secrecdo podem ser considerados como lesGes abertas. Ja as lesdes
fechadas sdo caracteristicamente discretas, nodulares, contendo um material caseoso, espesso
e de coloracédo que varia de amarela a alaranjada, geralmente calcificada e envolvida por uma
densa cépsula fibrosa. Apesar de ser pouco provavel que estas lesdes causem grande
contaminacdo do ambiente, em comparacdo com as lesbes abertas, os animais acometidos

podem ser ainda importantes fontes de infecgéo.
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A fonte de infeccdo de M. bovis em um rebanho pode consistir, principalmente na
presenca de animais infectados, sendo a via respiratoria ou aerégena a forma mais comum de
propagar o bacilo para outros animais suscetiveis, embora seja possivel a transmissdo atraves
do leite, fezes, urina, secrecOGes Utero-vaginais, sémen e produtos de abscedacdo de
linfonodos, e ainda em menor propor¢do através da contaminacdo da agua, pastagens,
utensilios e cochos por essas secrecdes (ABRAHAO et al., 2005; LAVAGNOLI, 2010;
ALZAMORA FILHO, 2013; GOMES, 2014).

A ingestdo de leite contaminado € a principal via de transmissdo para animais jovens e
também para 0 homem e as vias cuténea e genital s&o de ocorréncia bastante rara. A ingestdo
de carne crua infectada também é considerada uma via de infeccdo de M. bovis para 0 homem
(CORNER, 1994; ZANINI et al., 2002; SALAZAR, 2005; COSTA, 2008; LOPES FILHO,
2010; VURAL; ALCIGIR, 2010; COSTA, 2012).

Tradicionalmente, bovinos leiteiros possuem uma taxa de infeccdo maior que 0s
bovinos de corte, e 0s bezerros podem ser infectados intrauterinamente ou pelo leite de vacas
com infecgdo no Ubere e ha isolamentos de M. bovis do prepucio, sugerindo que a transmissédo
venérea seja possivel, em bovinos (GOMES, 2014).

M. bovis ocasiona tuberculose em uma ampla variedade de hospedeiros, podendo
infectar diversas espécies de mamiferos silvestres e domésticos, como bovinos, bubalinos,
suinos, primatas e carnivoros. No homem, a doenca ndo tem diferenca da causada por M.
tuberculosis, sendo tratada da mesma forma (PARREIRAS, 2003; ABALOS; RETAMAL,
2004; ALZAMORA FILHO, 2013).

Em bovinos e bubalinos, cerca de 80 a 90% das infec¢bes por M. bovis se da pela via
respiratéria através da inalacdo de aeross6is contaminados com micro-organismos
(ABRAHAO et al., 2005; LOPES FILHO, 2010; COSTA, 2012). Assim, essa enfermidade de
evolucdo cronica, apresenta o alvéolo pulmonar como a principal porta de entrada do bacilo,
favorecendo o aparecimento de lesfes granulomatosas no parénquima pulmonar,
principalmente nos linfonodos brénquicos e/ou mediastinicos (SOUZA et al., 1999; LOPES,
2008).

A partir de uma infeccdo pulmonar, macrofagos alveolares e células dendriticas,
podem fagocitar M. bovis, que migra atraves do sistema linfatico em dire¢do ao linfonodo
regional e forma nesse 6rgdo uma lesdo, estabelecendo o “complexo tuberculoso primario”.
Ao mesmo tempo, as células fagociticas podem penetrar no parénquima pulmonar, iniciando

um foco inflamatério para onde outros macréfagos serdo atraidos. Nesse caso, 0 acimulo de
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celulas inflamatdrias ao redor do micro-organismo inicia a formacdo de um granuloma,
coordenado por linfdcitos T e essas se tornam indispenséveis para a formacdo de granulomas
estaveis, ficando em contato com fagdcitos mononucleares e influenciando seu estado de
diferenciacéo e ativacdo (TEIXEIRA et al., 2007).

Podem ocorrer casos de lesdes de tuberculose em intestino e linfonodos relacionados,
principalmente mesentéricos, quando a infeccdo se da pela ingestdo do agente em pastagens e
uso de bebedouros e cochos coletivos contaminados por animais infectados. Portanto, 0s
sinais clinicos da enfermidade e a distribuicao das lesGes dependem do modo de transmissdo
(CASWELL; WILLIAMS, 2007).

Mycobacterium n&o elabora toxina ou outro fator de viruléncia celular, embora o
"fator corda" esteja presente em cepas virulentas e ndo presentes em cepas avirulentas. Seu
papel sobre a viruléncia ndo é compreendido, mas se acredita que tenha importancia na
estimulacdo da resposta granulomatosa (GOMES, 2014). Segundo esse autor, animais jovens
frequentemente desenvolvem as lesbes mais severas frente as infecgBes micobacterianas,
guando comparadas aos animais mais velhos, considerando a maioria das espécies animais.

Espécies silvestres podem assumir papel importante na cadeia epidemioldgica como
reservatorios de M. bovis, com condicGes de introduzir ou reintroduzir a doenca em rebanhos
(BITTENCOURT, 2009). Entre eles, destacam-se o texugo (Meles meles), marsupiais
silvestres (Trichossurus vulpecula), furdo (Mustela furo) e cervideos (Odocoileus
virginianos), que tiveram suas populacdes infectadas primariamente pelos hospedeiros
classicos da doenca, ou seja, humanos e bovinos (ACHA; SZYFRES, 2003; CORNER, 2006).
Outra maneira da tuberculose ser introduzida em um rebanho é principalmente pela aquisicao
de animais infectados, podendo a enfermidade se propagar, independentemente da idade, sexo
e raca (ABRAHAO et al., 2005).

M. bovis pode ser eliminado ainda pelas fezes, urina, secrecfes Utero-vaginais, sémen
e produtos de abscedacdo de linfonodos, sendo que a sua transmissdo ocorre em menor
proporcao atraves da contaminacdo da agua, pastagens, utensilios e cochos por secrecoes
(CORNER, 1994; MORRIS et al., 1994; SALAZAR, 2005). A ingestdo de leite contaminado
é a principal via de transmissdo para animais jovens e também para 0 homem e as vias
cutanea e genital sdo de ocorréncia bastante rara (ZANINI, 2002; ABRAHAO et al., 2005;
COSTA, 2008).

A lesédo tuberculosa pode regredir, persistir estabilizada ou progredir e generalizar-se

no organismo em duas fases: o complexo primario e o pds-primario. O complexo primario
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constitui-se na lesdo inicial, na qual houve a primo infeccdo com comprometimento do
linfonodo regional. A generalizacdo da tuberculose ocorre na fase pés-priméaria e pode
assumir a forma miliar aguda, com a distribuicdo sistémica de grande carga bacilar através da
circulacdo, que consiste em discretas lesdes espalhadas por varios 6rgdos; ou de forma
protraida, que é a disseminacdo do agente, por via circulatoria ou linfatica, por reinfec¢do
continua em outros tecidos, podendo acometer praticamente todo o sistema, pela
recrudescéncia da lesdo ou por reinfeccdo exdgena. O desenvolvimento da doenca pode
ocorrer precocemente ou numa fase tardia, em decorréncia de uma queda na imunidade
animal (RADOSTITS et al., 2002; BRASIL, 2006).

3.5. A TUBERCULOSE NA INSPECAO SANITARIA DE CARNES

No Brasil, a tuberculose bovina ocorre por todo o territorio nacional, porém a sua
prevaléncia e distribuicdo regional ndo estdo bem caracterizadas (BRASIL, 2001).

Embora o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
preconize a tuberculinizacdo como teste de diagnostico, ha outros métodos que podem
auxiliar na identificacdo da doenca nos rebanhos (PAIXAO; NETA, 2006). A inspecio
sanitaria de produtos de origem animal é uma forma rotineira de diagndstico da doencga. A
inspecdo feita em todas as carcacas bovinas nas linhas de abate em frigorificos e abatedouros
com inspecdo veterinaria tem um papel importante na deteccdo de rebanhos infectados,
contribuindo ativamente para o sucesso dos programas de controle e erradicacdo (CORNER,
1994; KANTOR; RITACCO, 2006; PAIXAO:; NETA, 2006).

O exame post mortem realizado durante o abate pelo servico de inspecdo de produtos
de origem animal é uma etapa essencial no diagnostico da tuberculose bovina, em virtude do
seu papel tanto na protecdo ao consumidor (com o objetivo de tornar seguro o consumo dos
alimentos inspecionados), quanto na atuacdo da vigilancia epidemioldgica da doenca. A
presenca de lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose, geralmente caracterizadas por
nodulos granulomatosos, constitui um diagnostico presuntivo (BRASIL, 2006; KANTOR;
RITACCO, 2006).

Animais reagentes ao teste intradérmico podem néo apresentar lesdes visiveis durante

0 exame post mortem, mas isso ndo significa, porém, que se trata de reacdo falso-positiva. As
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lesbes podem estar em estagios iniciais de evolugdo, ou simplesmente ndo terem sido
encontradas durante a inspecao de rotina (BRASIL, 2006).

A inspecdo veterinaria (mesmo que possua falha, ja que o diagnostico definitivo
depende da identificacdo do agente causal, e na grande maioria dos estabelecimentos de abate
as condenagOes ocorrem a partir de lesdes sugestivas macroscopicas), tem como finalidade
avaliar o estado das carcagas, impedindo o consumo humano de produtos que representem
risco a saude humana (BALIAN et al., 1997). Nesse sentido, Furlanetto et al. (2012)
verificaram na inspecdo post mortem de bovinos com suspeita de tuberculose, que pode
ocorrer resultados indicativos de equivocos durante o julgamento das lesGes suspeitas de
tuberculose. Isto pode provocar uma distorgdo nas estimativas da tuberculose em abatedouros,
0 que traria consequéncias para o sucesso do PNCEBT.

Para minimizar equivocos no julgamento de tuberculose em abatedouros, recomenda-
se a utilizacdo de testes complementares de diagnéstico rapido nas lesbes localizadas em
regides da carcacga frequentemente acometidas pela tuberculose, em especial do linfonodo
retrofaringeano (FURLANETTO et al., 2012).

Em relacdo a literatura relacionada a estudos acerca da inspe¢do sanitaria de bovinos
no Brasil, Aradjo et al. (2005), isolaram e identificaram M. bovis em amostras de 6rgdos de
bovinos com lesbes sugestivas de tuberculose no Estado do Mato Grosso do Sul, detectadas
pela inspecdo sanitaria de abate, confirmando a presenca de tuberculose bovina em seus
rebanhos. Silva et al. (2013), em Uberlandia, MG encontraram 4,22% de alteracdes
patoldgicas no sistema respiratério e 0,76% na cabeca, apos inspecdo post mortem de bovinos,
onde a tuberculose foi a enfermidade mais frequente com 2,69% dos casos.

Silva et al. (2014b), verificando lesbes macroscopicas sugestivas de tuberculose
bovina, na regido nordeste do Estado de Sdo Paulo, observando que as lesdes tuberculosas
podem se apresentar tanto na forma caseosa quanto na forma calcificada em diferentes érgaos
e/ou tecidos do mesmo animal, e que os 6rgdos mais afetados sdo, na maioria das vezes, 0s
pulmdes, figado e linfonodos. Foi observado incidéncia de 0,16% de lesdes sugestivas de
tuberculose caseosa e 0,11% de lesbes sugestivas de tuberculose calcificada, e de todos os
orgaos estudados, 0 mais acometido foi o pulméao, apresentando 86,7% das lesdes calcificadas
e 83,5% das lesbes caseosas.

A inspecdo de animais em matadouros representa um ponto de partida em potencial
para o rastreamento e identificacdo de "focos" de enfermidades. Tabosa et al. (2000), na

regido semi-arida da Paraiba, observaram que 3,14% dos animais inspecionados apresentavam
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lesbes macroscopicas semelhantes a tuberculose, sendo que cinco foram positivos (0,48%),
confirmados pela bacteriologia e/ou histoquimica.

Alvim e Pinheiro Janior (2005) registraram incidéncia de 1,51% de tuberculose para
0s animais estudados na regido sul do Pard, afirmando que a doenca estd amplamente
difundida na regido. Albernaz et al. (2015), estudando teste cervical comparativo em bufalos
de diferentes regides do Estado do Para, encontraram prevaléncia de 4,65% de animais
positivos, com resultado satisfatorio quando comparado com exame histopatolégico e
bacterioldgico. Ainda no Pard, Freitas; Guerra e Panetta (2001), estudaram as caracteristicas
da tuberculose em bufalos abatidos para consumo na regido metropolitana da cidade de
Belém, encontraram uma taxa de prevaléncia de 7,7% da doenca a partir de alteragdes
macroscopicas, andlise histopatologica, e isolamento de cepas micobacterianas,
predominantemente de M. bovis. Os autores afirmam que no abate de bufalos, carcacas e
6rgdos demonstraram alteracdes anatomopatoldgicas indistinguiveis daquelas da tuberculose
bovina, e o aparelho respiratorio € o mais importante érgéo da infeccéo priméria.

No Amapa, Silva et al. (2014), realizaram um estudo de prevaléncia de lesdes
sugestivas de tuberculose em bubalinos abatidos no principal estabelecimento de abate de
bovideos que abastece a populacdo e evidenciaram aproximadamente 3% de alteragcdes do
tipo tuberculoide. Bezerra e Cerqueira (2012), ap6s avaliacdo macroscopica e bacterioldgica
de lesdes clinicamente sugestivas de tuberculose em 25 bubalinos e 4 bovinos abatidos no
Amap4, identificaram que aproximadamente 42% das amostras estudadas foram positivas
para M. bovis. Os autores enfatizam que no estado do Amapa ndo existem estabelecimentos
de abate com servico de inspecéo federal ou municipal, e que a identificacdo de doenca para a
condenacéo e/ou rejeicdo de visceras e carcaca € realizada a partir do exame macroscopico de
lesGes indicativa de tuberculose e segundo a extensao das lesdes (localizada ou generalizada).

E importante destacar que no Brasil, a inspecdo das carcacas é regulamentada pelo
“Regulamento de Inspegdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal” (RIISPOA)
da Divisdo de Normas Técnicas do Departamento de Inspecdo dos Produtos de Origem
Animal (DIPOA), do Ministério da Agricultura, segundo decreto de 29 de marco de 1952,
alterado pelos decretos de 1962, 1994, 1997, e vigente nos dias atuais (BRASIL, 1952).

Nos paises desenvolvidos, a inspecdo das carcagas para a evidenciagdo de tuberculose
tornou-se cada vez mais uma pratica a ser considerada como uma extensdo do programa
nacional de salde animal e ndo apenas como um ponto de controle na prevencdo de casos

humanos de tuberculose causado por M. bovis. Nesses paises, € levado em consideracdo a
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importancia de concentrarem-se sobretudo na eficiéncia que a inspecao veterinaria da carne
possui, apoiada pelo diagnostico avancado da bacteriologia, o que favorece a possibilidade de
erradicacdo desta doenca zoondética (BERENDS et al., 1993).

Uma questdo que merece ser ressaltada é que no abatedouro em paises menos
desenvolvidos, o diagnostico é feito apenas com base na lesdo sugestiva e é de conhecimento
que existem bactérias que causam lesdes semelhantes a tuberculose, mas que ndo séo a rigor
micobactérias (ARAUJO, 2014). Onchocercose bovina, processos granulomatosos causados
por fungos, actinobacilose, actinomicose, coccidiomicose, abscessos, paratuberculose (nos
casos de tuberculose digestiva), granuloma eosinofilico, granuloma parasitério, granuloma por
corpo estranho, carcinomas e sarcomas sdo as patologias mais frequentemente confundidas
com as lesbes de tuberculose (CORNER et al., 1990; BRIET et al., 2005). Por sua
semelhanca, Lage et al. (1998), acrescentam que o diagnostico macroscopico da tuberculose
pode ser confundido ainda com outros processos inflamatérios granulomatosos, tais como
lesGes por Corynebacterium pyogenes.

Um sistema adequado de controle de doencgas e vigilancia epidemioldgica depende da
inspecdo no matadouro. Isto implica uma infra-estrutura de pessoal altamente treinado e um
sistema de registo confiavel. No entanto, a escassez de inspetores veterinarios qualificados e
pessoal treinado limita a eficiéncia do exame post-mortem em varios paises (KANTOR;
RITACCO, 2006). Portanto, a vigilancia no matadouro tem sido importante para a deteccéo
de lesdes durante o abate comercial que é usado como método eficiente em termos de custo

para a vigilancia passiva de tuberculose (RAMOS, 2012).

3.5.1 Lesdes anatomopatoldgicas da tuberculose na inspecéo

O diagnostico realizado em matadouros, no momento do abate de animais, é baseado
na observacao de lesdes granulomatosas, de aspecto nodular, denominada ‘“tubérculo”
(ABRAHAO et al., 2005; ARAUJO, 2014). Esses tubérculos ou nodulacdes consistem de
estrutura discretamente diferente do tecido adjacente, com massa amorfa repleta de material
caseoso encapsulado. As lesdes macroscopicas dentro dos linfonodos variam em coloracgéo, de
branca a branco-amarelada, nimero e dimensfes. Em geral, as lesdes sdo bem delimitadas

podendo no entanto apresentar-se irregulares. Ao corte, embora macias, pode-se sentir o
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ranger da lamina na maioria das lesdes, 0 que sugere a ocorréncia de mineralizacéo
(FRANCA et al., 2013).

As lesbes na tuberculose generalizada s@o representadas por nodulagbes miliares
extensas nos orgédos e linfonodos da carcaca (MEIKLE, 2007). Em alguns casos, pode ser
visualizado no parénquima dos 6rgdos um grande nimero de tubérculos secundarios, com
dois ou trés milimetros de didmetro, todos da mesma idade, caracterizando a tuberculose
miliar (SMITH, 1993; RIET-CORREA; GARCIA, 2001). Dessa forma, o0 medico veterinario
inspetor pode caracterizar se a carcaca ou 0rgaos sdo proprios para consumo.

O tamanho das lesdes varia desde pequenas o suficiente para passarem despercebidas a
olho nu até aquelas que envolvem a maior parte do 6rgao (OIE, 2009), e os linfonodos podem
estar aumentados de volume até 10 vezes o tamanho normal (PAIXAO; NETA, 2006).

Nos bovinos, as lesbes de tuberculose sdo mais comumente encontradas nos
linfonodos da cavidade toréacica, seguido pelos linfonodos da cabeca e pelo parénquima
pulmonar. Contudo, as lesdes podem ser encontradas em qualquer linfonodo do corpo e uma
boa parcela dos animais infectados apresenta uma Unica lesdo de tuberculose e em alguns
deles este Unico sitio esta localizado fora da cavidade toracica (PAIXAO; NETA, 2006; OIE,
2009). Em paises com bons programas de controle, bovinos infectados normalmente tém
poucas lesBes na inspecdo. A maior parte destas lesbes sdo encontradas nos linfonodos
associados ao sistema respiratorio. No entanto, lesdes pequenas, muitas vezes podem ser
descobertas nos pulmdes destes animais se os tecidos sdo seccionados (RAMOS, 2012).

A inspecdo visual associada a palpacdo e recorte seriado dos linfonodos favorece a
deteccdo das lesGes macroscépicas. Os cortes seriados dos linfonodos sdo importantes para
detectar pequenas lesdes localizadas internamente no parénquima que ndo sao Visiveis
externamente. Na cabeca, deve-se examinar trato respiratorio superior (cavidade nasal,
nasofaringe, traqueia), tonsilas, linfonodos parotideos, mandibulares e retrofaringeos. No
torax, pulmdes, pleura, linfonodos bronquiais e mediastinais. No abdémen, figado, baco, rins,
peritonio, atero, linfonodos hepatico e mesentéricos. E na carcaga, linfonodos sub-iliacos,
inguinais, sacrais, glandula mamaria, testiculo e epididimo (CORNER, 1994; PAIXAO:;
NETA, 2006; OIE, 2009).

Franca et al. (2013), observaram que lesGes sugestivas de tuberculose, ocorreram
principalmente nos linfonodos da cabecga-pescoco (96,22%), seguidos dos traqueobronquiais
(63,3%), dos hepaticos (20,0%) e mediastinicos (16,7%). Na carcaga, 68,75% isquidticos,

18,75% peitorais e 6,25% iliacos e pré-crurais. Ndo foram identificadas lesdes sugestivas de
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tuberculose nos linfonodos mesentéricos, o que pode ser atribuida ao fato da via oral ser uma
forma de propagagdo secundéria a respiratoria, justificando maior frequéncia de lesdes nos
linfonodos da cavidade torécica.

Corner et al. (1990), observaram que de 70 a 76% das lesGes tuberculosas, durante a
inspecdo post mortem de bovinos em abatedouros, ocorreram nos linfonodos da cabeca ou da
cavidade torécica. Em relacdo as carcacas, 74% das lesbes apresentam-se Unicas,
evidenciando assim, a importancia da inspecdo dos linfonodos para o diagnéstico desta
doenca.

De acordo com Caswell e Williams (2007), as lesbes de tuberculose podem ocorrer
nos pulmbes e sdo frequentes nos linfonodos relacionados ao sistema respiratorio,
principalmente retrofaringeos, bronquiais e mediastinicos. Em algumas circunstancias,
ocorrem inimeros focos disseminados a partir da liberacdo de bacilos do micobacterium na
circulacdo sanguinea, caracterizando tuberculose miliar.

Freitas; Guerra e Panetta (2001), em estudo no Estado do Para, revelaram 72,1% de
alteracdes tuberculGides localizadas e 27,9% de alteragdes generalizadas. No aparelho
respiratorio estavam localizadas 60,3% das alteracdes, no conjunto cabeca-lingua 20,3%, na
carcaca 9,6%, na cavidade abdominal 6,3% e nas mamas 3,8%. M. bovis foi a espécie
predominante, correspondendo a 67,3% das cepas isoladas. Do isolamento micobacteriano
70,3% foram do aparelho respiratério e 87,5 do parénquima pulmonar. Entre outras
micobactérias isoladas, oito (16,3%) eram cepas de M. fortuitum, quatro (8,2%) de
crescimento rapido e escotocromogénico, duas (4,1%) do complexo M. avium e duas (4,1%)
de M. gordonae. O aparelho respiratorio foi a via priméria de infec¢do observada nos animais
abatidos, a qual apresentava um certo grau de doenca progressiva, similar a de bovinos.

Pesquisas com avaliacdo anatomopatoldgica de lesbes macroscopicas sugestivas de
tuberculose em buafalos abatidos na cidade de Macapa, estado do Amapa, em 2012,
demonstraram que, apds coleta de amostra de 29 animais (25 bubalinos e 4 bovinos), foi
observado uma distribuicdo das lesdes sugestivas localizadas no pulméo (27,4%); nos
linfonodos (20,94%); no figado (11,3%); na pleura (3,22%) e no tecido 6sseo (1,61%)
(BEZERRA; CERQUEIRA, 2012).

De acordo com Silva et al. (2014), em estudo sobre a prevaléncia de tuberculose em
bubalinos abatidos para consumo no estado do Amapa, haviam lesdes generalizadas
sugestivas de tuberculose em 8,56% das amostras estudadas, 5% localizadas na carcaca,

18,24% na cabeca, 65,22% nas visceras vermelhas (pulmdes, coracdo e figado), e 2,97% nas
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visceras brancas (estbmago e intestinos). Os casos considerados generalizados da doenca
foram aqueles com lesbes disseminadas em diversos Orgdos e tecidos. Ja 0s casos
considerados de tuberculose miliar, apresentaram lesfes granulomatosas dispersas por todo o
peritbnio e nas serosas dos 6rgdos viscerais.

Rotineiramente, a avaliacdo macroscépica durante a inspe¢do post mortem de
tuberculose em abatedouros é a Unica medida empregada para o diagnostico da enfermidade,
0 que pode incorrer em erros na sua deteccao, que por sua vez, podem resultar em prejuizos
econdmicos e sanitarios, comprometendo o sucesso do programa de vigilancia da tuberculose
bovina (FURLANETTO et al., 2012). A real etiologia e prevaléncia de lesdes granulomatosas
ndo-tuberculosas, requerem mais atencdo por representarem motivo de condenacdo
desnecessaria de carcacas e muitas vezes induzirem ao erro durante os procedimentos de
inspecdo (FRAGUAS et al., 2008).

3.6. METODOS DIAGNOSTICOS DA TUBERCULOSE EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS

Os testes de diagndstico da tuberculose no Brasil estdo de acordo com os padroes
internacionais e, em particular, com as recomendacfes do C6digo Zoo-sanitario Internacional.
Entretanto, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), pretende atualizar
e melhorar o padrdo de diagnostico, a medida que novos e melhores testes forem surgindo no
mercado (BRASIL, 2001, 2004).

Os métodos utilizados no diagnostico da tuberculose em animais podem ser divididos
em diretos e indiretos. Os diretos envolvem a detec¢éo e identificacdo do agente etioldgico no
material biologico (lesbes, escarros). A bacterioscopia e os métodos moleculares, dentre estes
a PCR, correspondem também a esta categoria. JaA os indiretos pesquisam uma resposta
imunologica do hospedeiro ao agente etiologico, que pode ser humoral, pela producdo de
anticorpos circulantes ou celular, mediada por linfocitos e macr6fagos (ALZAMORA FILHO,
2013).

A grande variabilidade de sinais e lesdes, bem como o carater cronico da tuberculose,
fazem com que o diagnostico clinico tenha um valor relativo, proporcionando apenas um

diagndstico presuntivo. Os testes para diagnostico da enfermidade se baseiam na deteccéo de
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infeccbes latentes por Mycobacterium sp através de testes alérgicos ou pela deteccdo do
agente em secrecgdes, sendo este Gltimo 0 mais utilizado em humanos (SOUZA et al., 1999).

Para o diagnostico da tuberculose bovina, os métodos mais utilizados sdo: a reacédo
tuberculinica, a bacteriologia e a histopatologia, juntamente com a interacdo de achados
epidemiologicos (SOUZA et al., 1999; ALZAMORA FILHO, 2013). Para os métodos diretos
as amostras teciduais, sdo obtidas durante a inspecdo de carcacas no abate, com lesdes
sugestivas da doenca e pelo isolamento de BAAR em cultura (CORNER, 1994; SOUZA et
al., 1999; CHARRO; OSORIO, 2013).

Gomes (2014) orienta que, nos animais, especialmente nos ruminantes, as amostras
para andlise laboratorial devem ser coletadas do pulmdo e linfonodos associados ao trato
respiratorio (linfonodos bronquiais, mediastinicos, submandibulares e retrofaringeos), bem
como dos linfonodos toracicos e abdominais, linfonodos faringeos e linfonodos intestinais,
considerados como os locais mais comuns para disposi¢do do micro-organismo.

Entre os métodos de diagnostico que podem complementar a inspecdo post mortem
estdo os testes histopatoldgicos, com coloracdo dos tecidos por hematoxilina-eosina (HE), a
baciloscopia, com coloracdo por ZN, a cultura bacterioldgica, e também testes moleculares
baseados na PCR (FURLANETTO et al., 2012).

O diagndstico microbioldgico é baseado na cultura a partir de lesdes, podendo
demorar até trés meses (90 dias) para ter o resultado, e ainda passa por uma bateria de testes
bioquimicos (ARAUJO, 2014b). Do mesmo modo que o exame histopatolgico, o
bacterioldgico tem sido apontado como uma sinalizacdo da presenca de micobactérias em
animais com tuberculose e outras micobacterioses. Segundo Pinto et al. (2002), o estudo
bacteriolgico da tuberculose serve para controlar o diagndstico realizado no campo ou

durante a inspecdo em matadouros e permite avaliar a eficacia da prova da tuberculinizacgéo.

3.6.1. Diagndstico histopatologico

O diagnéstico histopatolégico é uma forma complementar ao exame post mortem de
carcacas com lesdes presuntivas de tuberculose (SALAZAR, 2005). Na avaliagédo
histopatoldgica sdo observados aspectos indicativos de tuberculose, como a organizacdo da
lesdo granulomatosa, e a presenca de bacilos, através da coloracdo de ZN (VARELLO et al.,
2008).
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Os achados histoldgicos de amostras que revelaram bacilos &lcool &cido resistentes
(BAAR) no cultivo caracterizam-se por uma &rea central de necrose caseosa, podendo ter
mineralizacdo. Estas areas sdo circundadas por células gigantes multinucleadas de Langhans,
células epitelidides, macréfagos e na periferia ha a presenca de células mononucleares,
linfocitos e raros plasmécitos, circundados por tecido conjuntivo fibroso, configurando o
granuloma (Figura 1) (ARAUJO, 2004; ULRICHS; KAUFMANN, 2006).

Figura 1 - Multifocos granulomatosos (setas) em linfonodo de bubalino.
Coloracéo HE. Obj. 10x.

Fonte: Arquivo pessoal.

Histologicamente, as lesGes se caracterizam por apresentarem areas multifocais a
coalescentes ou difusas de necrose caseosa, compostas por material eosinofilico homogéneo,
nucleos e restos nucleares (cariorrexia) escassos, com graus variados de mineralizacdo
multifocal, ausente em alguns casos. Adjacente a necrose pode-se observar inflamacéao
granulomatosa com macrofagos epitelidides abundantes, células de Langhans e linfocitos
escassos a abundantes. Observou-se ainda proliferacdo discreta a acentuada de tecido
conjuntivo fibroso circundando o infiltrado inflamatdrio ou, em alguns casos, entremeado
nele. BAAR pdem-se pela coloragdo de ZN em todos os casos (ANDREAZZA et al., 2015).

Os métodos histologicos empregados para o diagnostico de tuberculose, com
identificacdo dos bacilos, a exemplo daqueles obtidos por meio de cortes de lesdes coradas,
sdo rapidos e baratos, contudo, apresentam baixa sensibilidade, na qual outros agentes que
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ndo M. bovis podem também produzir lesdes semelhantes a tuberculose bovina, dificultando o
diagnéstico (WARDS et al., 1995; ZANINI et al., 2001). O diagnostico definitivo de
tuberculose depende do isolamento e identificacdo do agente etioldgico. No entanto, esta
metodologia apresenta aspectos restritivos para uso em larga escala, pois requer uma grande
quantidade de bacilos viéveis, o que ndo € frequente em infeccbes recentes; requer também o
uso de métodos drasticos de descontaminacdo, podendo comprometer a eficécia do cultivo; e
o crescimento fastidioso do agente (ZANINI et al., 2001).

O método de visualizacdo de micobactérias atraves da coloracdo de ZN, a despeito de
ser rapido e barato, s6 consegue revelar a presenca de BAAR em concentracdes superiores a
10° bactérias por mL, sendo que esta técnica ndo permite distinguir os membros da familia
Mycobacteriaceae de outros micro-organismos, como Corynebacterium, Nocardia e
Rhodococcus que tem as mesmas caracteristicas tintoriais (PRITCHARD, 1988; ZANINI,
2002).

O exame histopatoldgico pode ser aplicado principalmente em regides de elevada
prevaléncia da doenca, por ser de conclusdo mais rapida para o diagnostico presuntivo, que
deve ser confirmado em definitivo pelo cultivo de amostra (CORNER, 1994).

As variacdes das lesGes de tuberculose podem ocorrer devido ao estado imunolégico
de cada animal, da toxicidade do tipo bacilar e ainda da espécie animal, predominando os
caracteres de uma inflamacdo, ora proliferativa, ora exsudativa (JULIANO, 2007).

M. bovis produz uma lesdo, com componentes proliferativos e exsudativos. A primeira
reacdo € do tipo exsudativa e de carater inespecifico, que consiste no aparecimento de
congestdo vascular, edema e exsudacdo leucocitaria, jA a lesdo granulomatosa especifica
ocorre com a formacgdo do granuloma tuberculoso, constituido por uma zona central de
necrose caseosa, intimamente ligada a hipersensibilidade retardada, na qual pode-se observar
mineralizacOes por precipitacdes de sais de calcio. Rodeando esta zona de necrose, observa-se
macréfagos com ndcleo grande e claro, com abundante citoplasma, dispondo-se um ao lado
do outro, conferindo ao conjunto um aspecto que recorda epitélio, chamado “células
epitelidides”. Intercaladas observam-se células gigantes multinucleadas de Langhans, com
nucleos ordenados preferentemente na periferia, originarios a partir da fusdo de macréfagos
(MOTA; NAKAJIMA, 1992). A medida que a lesdo evolui, o tubérculo desenvolve
fibroplasia (SOUZA et al., 1999).

Estudo comparativo realizado por Fraguas et el. (2008) para o diagndstico da

tuberculose bovina em animais reagentes a tuberculinizagdo demonstrou que 64,95% dos
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animais apresentaram lesdo granulomatosa caracteristica quando corados pela HE. Todas
estas lesdes eram associadas a lesdes macroscopicas, ndo tendo sido caracterizado como um
achado inesperado, uma vez que a totalidade dos animais examinados foram reativos aos
testes intradérmicos e provinha de rebanhos com histérico de tuberculose. Em 10% dos
animais as lesdes macroscopicamente semelhantes a tuberculose ndo se confirmaram no
exame histopatoldgico. Esta diferenga pode ser compreendida pela ocorréncia de lesGes
granulomatosas determinadas por outras etiologias, com caracteristicas macroscopicas
indiferenciaveis da tuberculose (KANTOR et al., 1981).

A coloracdo ZN tem alta especificidade, mas baixa sensibilidade, o que pode ser
explicado por uma baixa taxa de sobrevivéncia de micobactérias no ambiente da necrose
caseosa ou perda de estrutura bacteriana devido respostas imunes que operam na inflamacao
granulomatosa em micobacterioses. Por esta razdo, a identificacdo de BAAR usando o
método de ZN precisa ser reexaminadas para sua aplicacdo em planos de erradicacdo com
outros métodos de diagnéstico ou coloragdo imunohistoquimica (VARELLO et al., 2008).

3.6.2. Diagnostico imunohistoquimico

A imunohistoquimica (IHQ), segmento moderno da histoquimica, € uma combinacéo
de técnicas histoldgicas, imunoldgicas e bioguimicas, relativamente recentes, que possibilita a
deteccdo de antigenos tissulares in situ, por meio da utilizacdo de anticorpos especificos e
moléculas marcadoras, cuja crescente utilizacdo tem provocado grande impacto na patologia
humana e veterinaria devido a sua elevada sensibilidade e especificidade (GIMENO, 1995;
SILVA; NOGUEIRA, 2002).

A técnica permite a avaliacdo da relacéo entre a presenca de antigenos especificos dos
tecidos com as lesbes por eles provocadas, com rapidez e precisdo nos diagnosticos,
favorecendo a durabilidade do material corado e a realizacdo de estudos restrospectivos
(SILVA; NOGUEIRA, 2002). Diante da alta especificidade, esses métodos IHQ podem ser
usado para avaliar a precisdo de diferentes técnicas imunoldgicas e soroldgicas
(BREES et al., 2000).

A pesquisa de material antigénico de micobactérias por IHQ esta recomendada de
forma sistematica em todos os casos de reagdo granulomatosa sem definicdo etioldgica,

inclusive na tuberculose pleural, onde o bacilo € dificilmente encontrado. Ademais, contribui
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para a caracterizacdo da etiologia do processo em casos de tuberculose submetidos a
terapéutica especifica, ocasido em que, as paredes das bactérias sdo alteradas precocemente
repercutindo, em resultados negativos nas reacoes histoquimicas (ZN, Fite-Faraco, etc.) o que
ndo ocorre com a técnica IHQ (DUARTE; PAGLIARI, 1999).

Deve-se assinalar que a imunomarcacdo ndo demonstra a morfologia dos bacilos.
Identifica-se através desta, material antigénico particulado principalmente entre as células
epitelidides, no citoplasma de macrofagos e em meio ao material necrético
(DUARTE; PAGLIARI, 1999).

A deteccdo de antigenos micobacterianos por IHQ, utilizando anticorpos policlonais e
monoclonais produzidos contra organismos completos ou seus componentes purificados, em
parede celular ou citoplasma de micobactérias, é uma alternativa para a coloracdo &cido-
resistente convencional com resultados variaveis em tecidos embebidos em parafina (FURAK
etal., 2003; ULRICHS et al., 2005; PUROHIT et al., 2007).

Para Ahmed (2014), o diagnostico da tuberculose através da técnica de IHQ é de facil
realizacdo e adequado para laboratérios de paises em desenvolvimento, onde 0s recursos
laboratoriais sdo limitados. Entretanto, Lima (2011) cita que ha escassez na literatura quanto
ao diagnostico de tuberculose por essa técnica.

Ulrichs et al. (2005), em estudo de detec¢do de M. tuberculosis em tecido humano
com ZN negativo e utilizando a técnica IHQ com o anti-soro policlonal anti-M. bovis
Calmette Guérin (pAbBCG), observaram que a referida técnica tem algumas vantagens em
relacdo aos métodos convencionais (ZN e PCR - Reacdo em cadeia da polimerase). Dentre
estas se destacam a alta sensibilidade em localizar as células infectadas pela micobactéria no
interior do tecido humano infectado, bem como permite o diagndstico de atividade da doenca.
Neste estudo, apesar da alta sensibilidade do método, os autores sugerem seu aprimoramento
utilizando anticorpo monoclonal com sensibilidade comparada ao pAbBCG, porém, com
especificidade expressiva para o complexo M. tuberculosis.

Mustafa et al. (2006), realizaram IHQ em biopsia de paciente com linfadenite
granulomatosa sugestiva de tuberculose, utilizando anticorpo MPT64, que demonstrou alta
sensibilidade e especificidade do método em relacdo a PCR para a amplificacdo da 1S6110.
De acordo com o estudo, trata-se de um anticorpo especifico contra o antigeno MPT64
secretado por micobactérias ndo sendo portanto o referido antigeno detectado em
micobactéria ndo tuberculosa. Os autores concluiram que a IHQ com anti-MPT64 mostra-se

um método rapido, sensivel e especifico para estabelecer o diagnostico etioldgico da
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tuberculose em amostras histologicas, bem como demonstraram sua vantagem em relacéo a
PCR por se tratar de um teste diagnostico barato, com possibilidade de uso em laboratério de

rotina.

3.6.3. Diagnostico molecular

Devido as dificuldades encontradas no diagnostico da TB em animais, como
limitacdes relacionadas a sensibilidade e especificidade do teste de reacdo cutdnea no campo e
o longo periodo para a confirmagdo da presenca do agente pelos métodos bacterioldgicos de
rotina, o interesse pelo desenvolvimento de métodos moleculares para a deteccdo direta do
agente em amostras clinicas tem aumentado nos Gltimos anos, sendo as técnicas baseadas em
PCR as mais apropriadas (ZANINI et al., 2002).

A PCR é um método de sintese enzimatica in vitro que permite a geracao exponencial
de sequéncias génicas especificas a partir de mistura simples ou complexas de RNA ou DNA.
Apresenta maior eficiéncia que o cultivo do micro-organismo e as colbnias podem ser
identificadas no mesmo dia em que o crescimento nos meios de cultura séo detectados,
possibilitando sua utilizacdo como ferramenta auxiliar na inspe¢do sanitaria ou para apoiar a
decisdo quanto ao sacrificio de animais com suspeita de serem portadores de TB (COUSINS
etal., 1991; ZANINI et al., 2001).

Vérias técnicas de biologia molecular tém sido exploradas no sentido de identificar
rapidamente M. bovis com altos graus de sensibilidade e especificidade. Alguns desses testes
incluem a deteccdo do DNA do bacilo por PCR, servindo ainda como um complemento para o
teste da tuberculina e para os testes microbioldgicos (JORDAO JUNIOR et al., 2005). E um
método rapido, simples e extremamente sensivel, capaz de detectar até 10 fg DNA de
micobactéria, o equivalente a cinco BAAR (COLLINS, 2011).

A técnica vem sendo empregada tanto para a deteccdo do agente etioldgico da TB
isolado em culturas, como diretamente a partir de amostras clinicas (KESARWANI et al.,
2004). No entanto, as principais limitages séo os resultados falso negativos, que quais podem
ser atribuidos principalmente a presenca de inibidores da reacdo de PCR no material
investigado (GARBACCIO; CATALDI, 2010), mas também & natureza paucibacilar das
amostras teciduais (RORING et al., 2000).
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Em amostras clinicas de pacientes humanos, a PCR tem sido aplicada para a deteccéo
do complexo M. tuberculosis, mas ja foi relatada como sendo de pouco uso para o diagnostico
de TB animal (SANTQOS, 2004). No entanto, a técnica pode ser mais rapida e segura do que
0s métodos bioquimicos para a diferenciacdo de M. bovis de outros membros do complexo M.
tuberculosis (OIE, 2000) e, apesar de detectar até uma micobactéria apenas, necessita de
cuidados para evitar a contaminagdo da amostra com outro material de necropsia, podendo
resultar em falso positivo (VITALE et al., 1998).

O Complexo M. tuberculosis (MTC) compreende um grupo de bacilos que possui um
elevado grau de similaridade genética. Duas espécies deste grupo — M. tuberculosis e M. bovis
— s8o os principais agentes causadores da doenca em humanos e bovinos, respectivamente,
sendo que o bacilo bovino tem uma gama de hospedeiros mais ampla, incluindo os seres
humanos. Assim, a diferenciacdo dos grupos de micobactérias € de grande importancia do
ponto de vista de manejo e controle epidemioldgico (SALES et al., 2014).

O padrdo-ouro para o diagnéstico da TB bovina é o isolamento e subsequente
identificacdo por métodos bioguimicos (BRASIL, 2006; TAYLOR et al., 2007; CARDOSO et
al., 2009). Este método é demorado devido ao lento crescimento micobacteriano. A utilizacéo
de métodos moleculares baseados em PCR e suas variantes (PCR convencional, PCR
multiplex, nested-PCR, PCR em tempo real e nested-PCR em tempo real) tem se mostrado
promissores, permitindo tanto resultados réapidos e precisos na identificagdo apds o
isolamento, bem como a deteccdo em amostras clinicas (ARAUJO et al., 2014a, 2014b;
SOINI; MUSSER, 2001).

No entanto, apesar de ser promissora, a sensibilidade destes métodos as vezes € baixa,
principalmente em amostras com baciloscopia (LIMA et al.,, 2008). Além disso, o
desenvolvimento de ensaios de PCR tem usado diferentes alvos gendmicos, como 1S6110,
16S rDNA, rpoB, recA, e hsp65, que tém mostrado resultados discrepantes em sua
sensibilidade e especificidade (NEONAKIS et al., 2008).

O gene hsp65 é de uma proteina de choque térmico, altamente conservada, presente no
género Mycobacterium, sendo considerada um alvo valioso para a utilizagdo no diagnostico
molecular detectando e diferenciando micobactérias de ndo-micobactérias em amostras
clinicas (ZAKHAM; BAZOUI; AKRIM, 2012). J& 0 gene 1S6110 é um elemento genético de
insercdo exclusivo do CMT, altamente conservado, de multiplas copias no DNA, variando no
namero de repeticdes de 1 a 22 dependendo da espécie, e apresenta um excelente potencial de
amplificagdo (HALDAR; BOSE; CHAKRABARTI, 2011). Essa repeticdo ¢ um fator que
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aumenta a sensibilidade das amplificacGes quando comparada com uma Unica copia em hsp65
(COLLINS, 2011).

A escolha correta dos marcadores moleculares a serem detectados e o desenho dos
iniciadores (primers) é critico para o sucesso de uma reacdo de PCR no diagnostico de
tuberculose e detec¢do de micobactérias (SAKAMOTO et al., 1999). Os melhores resultados
foram obtidos utilizando PCR com iniciadores MB.400 relacionadas com a delecédo da regiéo
RD4, que foi indicada por outros estudos (BROSCH et al., 2002) como a mais adequada para
a identificacdo de M. bovis; enquanto que o gene que codifica a proteina de choque térmico
65-kDa (hsp65) foi reportado como um alvo atil para a deteccdo de micobactérias
(MACENTE et al., 2013).

A variacdo nos resultados quanto a especificidade e sensibilidade destes testes sdo
devido a muitos fatores, tais como, o tipo de amostra utilizada, a utilizacdo de diferentes
metodologias de preparacdo de amostras, o sistema de amplificacéo e de deteccdo do produto
amplificado, e 0 meio de protocolo confidvel e padronizado por varios laboratérios (OIE,
2009).

O sucesso da técnica depende da disponibilidade de DNA livre de contaminantes, que
interferem na amplificacdo, na escolha correta dos primers para a amplificacdo do material,
assim como no emprego de métodos de extracdo adequados, especialmente para amostras
paucibacilares (KLASTER et al., 1998; ZANINI et al., 2001; RUGGIERO, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

A investigagédo foi realizada em bubalinos em idade de abate, de ambos os sexos,
procedentes de diversos municipios do Estado do Amapa e alguns municipios da regido da
Ilha de Marajo, no Estado do Para, ambos no Norte do Brasil. Os animais foram abatidos para
consumo em um matadouro-frigorifico fiscalizado pelo SIE da DIAGRO, situado no
Municipio de Santana (00°02°20” N/51°03°59” W). A coleta das amostras utilizadas neste
estudo foi realizada no periodo de novembro de 2014 a abril de 2015, totalizando 109 casos
de bubalinos abatidos com lesdes macroscopicas sugestivas de TB.

Os dados relacionados aos animais, como procedéncia, identificacdo da carcaca no
matadouro, inspecdo post mortem, caracteristicas e localizacdo das lesbes, julgamento e
destinagdo de carcacas e Orgdos, foram levantados com o SIE, a partir de informacGes
levantadas através de fichas do servico de inspecéo.

No acompanhamento do abate, foram observadas lesGes macroscopicas sugestivas de
TB a partir de 6érgdos (pulmdes, intestinos, figado, conjunto cabeca e lingua), carcagas e/ou
seus respectivos linfonodos, dos quais foram coletados amostras no decorrer das linhas de
inspecdo, apds a sangria e evisceracdo, das quais foram obtidos fragmentos para estudo
histopatolégico, imunohistoguimico (IHQ) e molecular.

Para a andlise histopatoldgica, as amostras foram acondicionadas individualmente em
frascos plasticos contendo formol tamponado a 10% e identificados com os dados do animal,
para envio ao laboratério. Ja para as analises IHQ e molecular, as amostras foram
acondicionadas em frascos plasticos sem formol, e congeladas para envio ao laboratério.

Na inspecdo os critérios basearam-se no Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA - Art. 196), referente aos casos de
condenacgdes por TB, além de periddicos e livros com consideracOes acerca da TB na

inspecdo, como em casos de TB generalizada.
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4.2. METODOS

4.2.1. Analise histopatoldgica

Para a analise histopatoldgica, o material foi processado através das técnicas habituais
para inclusdo em parafina, com a obtencgéo de laminas coradas com hematoxilina-eosina (HE)
e Fite-Faraco (FF), para caracterizacdo histopatoldgica das lesbes e pesquisa de bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR), respectivamente. As laminas histopatologicas foram
subsequentemente examinadas a microscopia de luz sob objetivas de 10 (100x) e 40 (400x).

No presente estudo, para a comprovacgdo histolégica da lesdo macroscopica sugestiva
de infecdo por micobactérias, foram consideradas pelo menos uma das trés condicdes
sugeridas por Franca et al. (2013) para granulomas tuberculoides: i) presenca de necrose
caseosa, com ou sem calcificacdo, inflamacdo cronica com células de Langhans; ii) presenga
de necrose, calcificacdo e inflamacédo crénica ou iii) presenca de células gigantes.

Na avaliacdo histomorfoldgica do granuloma tuberculoide, foi adotada a classificacéo
histoldgica de Wangoo et al. (2005), que estabeleceu graduacédo das lesdes em quatro estagios,
definidos de acordo com sua evolucdo, conforme descritos abaixo:

e Estagio I (inicial): aglomerados irregulares de macrofagos epitelioides com infiltrado
linfocitario associado e um pequeno numero de neutrdfilos. Raras células de Langhans.
Lesdo sem necrose e fibrose.

e Estagio Il (solido): os granulomas nesta fase sdo compostos principalmente de
macrdfagos epitelioides com infiltracdo de neutrofilos, linfécitos e muitas vezes células de
Langhans. Hemorragia € frequentemente observada e areas minimas de necrose estdo as
vezes presentes e geralmente compostas por células inflamatérias necroticas. O processo
esta em parte ou completamente envolto por uma fina capsula conjuntiva.

e Estagio Il (minima necrose): os granulomas estdo totalmente encapsulados, com
areas centrais de necrose caseosa e mineralizacdo, cercada por macrofagos epitelioides e
com células de Langhans. Na zona mais periférica aos macréfagos aglomerados, ha
presenca de linfocitos e neutrofilos que se estendem até a capsula fibrosa.

e Estagio IV (necrose e mineralizacdo): os granulomas sdo multicéntricos, grandes,
irregulares e encapsulados, com necrose caseosa proeminente e areas extensas de

mineralizagdo em grande parte da lesdo. Presenga de macrofagos epitelioides e células de
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Langhans ao redor da necrose, com infiltrado denso de linfocitos junto a capsula fibrotica
periférica.

4.2.2. Andlise imunohistoquimica

Para a andlise IHQ, os cortes em laminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath) foram
desparafinizadas em estufa a 60°C, durante 60 minutos, e diafanizadas em solucgdes de xilol |
e I, por 10 minutos cada. Em seguida, os cortes foram reidratados em concentragdes
decrescentes de 4alcool etilico (100%, 90%, 80% e 70%) a cada dois minutos e,
posteriormente, foram lavados em agua destilada por 10 vezes.

Para o bloqueio da peroxidase enddgena, as laminas foram incubadas com perdxido de
hidrogénio a 3% em &gua destilada durante 15 minutos, & temperatura ambiente, e as amostras
foram novamente lavadas em &gua destilada. O bloqueio de proteinas inespecificas, a fim de
se evitar a formacdo de ligacdo cruzada, foi realizado incubando-se os cortes com leite em pé
desnatado (Molico®) a 5% diluido em solugdo tamp&o de fosfato (PBS), durante 30 minutos.
A recuperacdo antigénica foi realizada com as Iaminas imersas em solugdo tampdo de citrato
de sodio a 10mM (pH 6.0), em forno de micro-ondas na poténcia méxima (5 minutos). Para
evitar a evaporacdo, adicionou-se, quando necessario, solucdo tampdo (citrato de sédio ou
PBS). Apos o resfriamento das ldaminas, procedeu-se a nova lavagem em agua destilada.

Foi utilizando o método peroxidase anti-peroxidase (PAP), onde, apos a aplicacdo de
100 pL de anti-soro policlonal de coelho contra 0 M. bovis (Dako B0124) na diluicdo de
1:1000 em solucdo tampdo (PBS), as sec¢bes foram incubadas em cadmara Umida por 12-14
horas (“overnight™) a 4°C. Depois desse procedimento, incubou-se o complexo streptavidina-
biotina (LSAB) com o anticorpo secundario biotinilado universal durante 20 minutos, em
temperatura ambiente. Em seguida, foi feita a lavagem com tampao TBS (solu¢do TRIS salina
tamponada) seguida de incubacéo pela streptavidina (20 minutos), em temperatura ambiente,
e posterior lavagem com agua destilada.

As reacGes foram reveladas utilizando o cromogeno diaminobenzidina (DAB;
Peroxidase substrate - Kit DAB K3466, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) durante 5
minutos, seguido de lavagem em &gua destilada. A contra coloracdo dos cortes foi realizada
com hematoxilina de Harris, com permanéncia de um minuto. As laminas foram lavadas em

agua corrente e passaram por desidratagdes sucessivas, a cada 1 minuto, em banhos de alcool
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etilico (70%, 80%, 90% e 100%) e em duas solucGes de xilol. A montagem das laminas foi

realizada com Entelan®.

4.2.3. Analise molecular

4.2.3.1. Obtencédo do DNA

O DNA foi extraido diretamente do linfonodo e tratado com proteinase K e purificado
pelo método do fenol-cloroférmio (ASSIS et al., 2007), seguindo modificacbes descritas por
Furlaneto et al. (2007). A bidpsia foi macerada e adicionada de 150 ul de tampdo de
homogeneizacéo (tris-HCL 1M, pH 8,0; NaCl 1M; EDTA 0,5M, pH 8,0; sacarose), 150 ul de
tampdo de lise (tris-HCL 1M, pH 9,0; EDTA 10mM, pH 8,0; sucrose 20%, SDS 10%) e 10 pl
de proteinase K (10 mg/ml). Esta mistura foi incubada a 56°C por 12 horas. A temperatura
ambiente, foram adicionados 300ul de fenol tamponado (PA), depois homogeneizados por 10
minutos e centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos. A extracao foi repetida com 300 ul de
cloroformio, seguido por 300 ul cloroférmio-alcool isoamil (24:1), intercalados por etapa de
homogeneizacdo por 10 minutos e centrifugacdo (13000 rpm/10 min). O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e adicionou-se 100 ul de acetato de sodio (3M, pH 4,8) e 500 ul de
isopropanol, para precipitacdo do DNA. O DNA foi, entdo, lavado com 500 pl de etanol a
70%, seco a 37°C e ressuspenso em agua ultrapura. Para cada processo de extracdo, foi

incluido um controle negativo que recebeu 0 mesmo tratamento das amostras.

4.2.3.2. Amplificagdo do DNA

As amostras foram submetidas a dois protocolos de amplificacdo, ambos qualitativos,
cada um com determinado objetivo. Para investigar a presenca de DNA especifico de M.
bovis, foi usada PCR convencional para um alvo que flanqueia uma regido de delegdes
gendmicas sequenciais irreversiveis (Region of Difference 4 — RD4), a qual amplifica um
fragmento de 400pb apenas para a espécie M. bovis (primers Mb.400 F/R), conforme estudos
prévios (LAZARO SALES et al., 2014).
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Nos casos negativos para o M. bovis, foram realizadas Nested-PCR utilizando
iniciadores especificos para o género Mycobacterium (TELENT] et al., 1993), que amplificam
um segmento de 441 pb do gene que codifica uma proteina de choque térmico (heat shock
protein) de 65-kDa (hsp65), a fim de esclarecer se nestes casos havia micobactérias que nédo o
bacilo causador da TB bovina.

Como controles foram utilizados DNA de M. bovis BCG (Isogen, Bioscience,
Holanda), M. tuberculosis H37Rv e os controles ‘brancos’ de extra¢ao e PCR.

As reacOes de PCR para a sequéncia alvo do M. bovis (flanqueadora da RD4 do M.
bovis) foram realizadas para um volume de 25 ul contendo 2 mM de MgClz, 0.12 mM de cada
desoxinucleotideo, 0.5 pmol de cada iniciador (Mb.400.F - AACGCGACGACCTCATATTC
e Mb.400.R — AAGGCGAACAGATTCAGCAT), solucdo Q®, tampao da Taq 1X, 1.0 U da
enzima Taq DNA polimerase (Qiagen, Holanda) e 4 pL do produto da extragéo.

A primeira reacdo da Nested-PCR para amplificar o alvo género especifico utilizou 2
mM de MgCl,, 0.12 mM de cada desoxinucleotideo, 0.5 pmol de cada iniciador (hsp65.A —
CAATTGCGTACGACGAAGAG e hsp65.B — CGGATCTTGTTGACGACCA), solugdo Q®,
tampéo da Tag 1X, 1.0 U da enzima Taq DNA polimerase (Qiagen, Holanda) e 4 pL do
produto da extracdo, e a segunda utilizou 2.5 mM de MgCl;, 0.12 mM de cada
desoxinucleotideo, 0.5 pmol de cada iniciador (Th1l — ACCAACGATGGTGTGTCCAT e
Th12 — CTTGTCGAACCGCATACCCT), solugdo Q®, tampao da Taq 1X, 1.0 U da enzima
Tag DNA polimerase (Qiagen, Holanda) e 4 pL do produto da primeira PCR, ambas para um
volume final de 50 pL. As condi¢bes de termociclagem foram realizados em um
termociclador Veriti®, (Applied Biosystems) (Quadro 1) e os produtos amplificados foram
submetidos & eletroforese em gel de agarose 1%, corados com SYBRsafe (Invitrogen) e

visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.
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Quadro 1 - Condigdes de termociclagem

Reacado Ciclos Temperatura/Tempo

1x 95°C/10 minutos

. 94°C/1 minuto

PCR ,f/lo_”t;’;zg'ona' 40 x 64°C/L minuto
72°C/1 minuto

1x 72°C/7 minutos

1x 95°C/15 minutos

Nested-PCR 95°C/1 minuto
Reacdo 01 30 x 50°C/1 minuto
Género Mycobacterium 72°C/1 minuto

72°C/10 minutos

1x 95°C/15 minutos
Nested-PCR 94°C/1 minuto
Reacdo 02 40 x 50°C/1 minuto
Género Mycobacterium 72°C/1 minuto
1x 72°C/7 minutos

4.2.4. Andlise estatistica

Os dados referentes as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas foram tratados
utilizando estatistica descritiva, expressos sob a forma de frequéncias absoluta e relativa e
apresentados em tabelas e/ou gréficos.

A associacdo entre varidveis categéricas foi avaliada utilizando o teste G de
independéncia, e distribuicdo de casos de acordo com as categorias foi avaliada pelo Qui-
Quadrado de Aderéncia.

A diferenca entre as proporc¢des de casos observados de acordo com a sua classificagao
em cada categoria (localizacdo das lesdes, estagio de desenvolvimento das lesGes) observada
foi avaliada utilizando o Qui-quadrado (ou o teste G, conforme o caso) de aderéncia, e a
associacdo entre variaveis categoricas (localizacdo das lesdes versus regido de origem do
animal, casos positivos ou negativos em cada teste versus estagio das lesbes) foi efetuada
utilizando o teste do Qui-Quadrado (ou teste G, conforme a necessidade) de independéncia e,
no caso de associacgdo significativa, a analise foi complementada pela Analise de Residuos do
Qui-Quadrado.
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Para a andlise molecular, considerou-se a diferenca entre as propor¢Ges de casos
observados de acordo com a positividade para os marcadores, avaliada atraves do teste Qui-
Quadrado (Aderéncia) e a associacdo entre variaveis categoricas (casos positivos ou negativos
versus estagio das lesdes) estimada utilizando o teste do Qui-Quadrado (ou teste G, conforme
a necessidade) e, no caso de associacdo significativa, a analise foi complementada pela
Analise de Residuos do Qui-Quadrado.

A concordancia entre os resultados obtidos pelas diferentes técnicas utilizadas foi
estimada pela estatistica Kappa (k), sendo que k > 0.75 denota excelente reprodutibilidade,
0.40 < k <£0.75 denota boa reprodutibilidade e 0 < k < 0.40 representa reprodutibilidade fraca
ou marginal (ROSNER, 2011). Todos os testes foram executados com o auxilio
do software BioEstat 5.4 (AYRES et al., 2008), e resultados com p < 0.05 (bilateral) foram

considerados significativos.

5. RESULTADOS

As caracteristicas das lesdes sugestivas (LS) de TB variaram desde pequenas
alteracdes nos linfonodos, variando em coloracdo de branca a branco-amarelada, com
aumento em suas dimensdes, a lesbes granulomatosas de maiores extensdes, caracterizadas
como tubérculos, de aspecto nodular, constituido de massa amorfa, repleta de material
caseoso encapsulado, encontrando-se em alguns casos bem delimitados, ou ainda irregulares e
dispersos nas carcacas e/ou visceras (Figura 2A), bem como no conjunto cabeca e lingua.

Ao corte, tais lesdes apresentaram-se ora macias com contetdo pastoso de coloragdo
amarelada, ora podendo-se sentir o ranger da lamina com areas calcificadas, e ainda de
aspecto petrificado, no qual nesse ultimo caso, ndo foi possivel realizar o corte de tal lesdo,
pois se apresentava dura, com aspecto de ‘pedra’, sendo que na maioria das amostras
evidenciou-se a presenca de mineralizacdo, portanto, uma forma calcificada de tuberculose.

Em grande parte dos casos diagnosticados as lesbes mostraram-se na forma de
pequenos pontos transparentes, ou nodulacGes, encontrados dispersos em varios Orgaos, e
principalmente, disseminadas na carcaga e seus linfonodos, 0 que caracteriza a TB miliar ou

TB generalizada (Figura 2B).
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Figura 2 — (A) Nodulos hepaticos de lesdes sugestivas de tuberculose. (B) Carcaca com
tuberculose miliar.

\‘

e

Fonte: Arquivo pessoal.

A avaliacdo macroscopica através de LS de TB durante a inspecao post mortem € a Unica
medida empregada para o diagndstico da enfermidade no frigorifico no qual foi realizada a
presente pesquisa. Dos 109 bufalos abatidos com LS de TB, 69 casos (63,3%) foram
notificados em animais do Amapa e 40 (36,7%) de regibes do Estado do Para (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo dos animais com lesdes sugestivas de tuberculose de acordo com o
estado e municipio de procedéncia, abatidos no periodo de novembro de 2014 a abril de 2015.
Amapa e Para, 2014-2015.

. Frequéncia
Estado de origem N (%)
Amapa
Praculba 01 1.5
Ferreira Gomes 01 1.5
Tartarugalzinho 09 13.0
Itaubal 11 15.9
Macapa 21 30.4
Amapa 12 17.4
Cutias 14 20.3
Total 69 100
Para
Chaves 21 52.5
Almeirim 09 22.5
Prainha 08 20
Afua 02 05
Total 40 100

Fonte: Protocolo de Pesquisa.

Dentre as 109 carcacas avaliadas nesse estudo, a maior parte das LS de TB situava-se no
conjunto linfonodo e o pulméo (47/109, 43,1%), seguido pelo conjunto linfonodo, pulméo e
figado (33/109, 30,3%), sendo observado menor nimero de lesdes no conjunto figado e
pulmao (02/109, 1,8%), exclusivamente nos pulmdes (03/109, 2,8%) e no linfonodo e figado
(05/109, 4,6%) (p<0.0001) (Gréafico 1). Em relacdo a distribuicdo de casos, quanto a
localizacdo das lesBes e a origem do animal, ndo foi observada diferenca significativa entre 0s

estados considerando-se o sitio de coleta (p = 0.4169) (Gréfico 2).
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Gréafico 1 — Distribuicao das lesdes sugestivas de tuberculose, de acordo com a localizacdo da
lesdo em bubalinos incluidos no estudo. Amapé e Pard, 2015.

p< 0.0001%
19;17.4% 03;2.8%
05; 4.6% 02;1.8%

47; 43.1%

Pulméo

mFigado + pulméo
Linfonodo + Pulméo

m Linfonodo + Pulmio + Figado
Linfonodo + Figado
Linfonodo

33;30.3%

Fonte: Protocolo de pesquisa.
p< 0.0001 (Qui-Quadrado de Aderéncia). *Estatisticamente significativo.

Gréfico 2 — Frequéncia de bubalinos com lesdes sugestivas de tuberculose, abatidos para
consumo no estado do Amapa, de acordo com a localizagdo da lesdo e a regido de origem dos
animais, no periodo de novembro de 2014 a abril de 2015.

12;63.2%

Linfonodo
07;36.8%
- 0,
Linfonodo + Figado 02; 40.0%
03; 60.0%
Linfonodo + Pulmio + 21: 63.6%
Figado 12;36.4%
. 0,
Linfonodo + Pulmio 32:68.1%
15;31.9%
Figado + pulméo
02;100.0%
- 0,
Pulméo 02; 66.7%
01;33.3%
T T T | | |
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Frequéncia (1; %) = Amapa
m Para

Fonte: Protocolo de pesquisa.
p= 0.4169 (Teste G de Independéncia).
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Todos os 109 casos com diagnostico macroscopico sugestivo de TB foram avaliados
pelas técnicas de histopatologia e imunohistoquimica (IHQ). Destes, considerando as
condi¢des sugeridas por Franca et al. (2013) para a comprovacdo histologica da lesédo
macroscopica sugestiva de infecdo por micobactérias, 94,5% (103/109) puderam ser
confirmados por esta técnica, apresentando histologicamente reacdo tecidual granulomatosa
tipica de lesdo tuberculoide (LT) e caracteristica de um “granuloma completo”, descrito para
bovinos por Wangoo et al. (2005) e Andreazza et al. (2015), com necrose caseosa central e
frequente mineralizacdo, rodeada por um infiltrado inflamatério de células epitelioides,
macrofagos, linfécitos e, em todos os casos, presenca de células gigantes de Langhans, e na
periferia uma capsula de tecido conjuntivo fibroso.

Entre os 103 casos (94,5%) que atendiam aos critérios sugeridos por Franca et al. (2013),
considerados como granulomas do tipo tuberculoide, a maioria (84/103; 81,6%) apresentou
lesdo apenas no estagio IV de acordo com a classificacdo de Wangoo et al. (2005) (p <
0.0001) (Grafico 3). Quanto aos os demais casos (06/109, 5,5%), estes ndo apresentaram

nenhuma das condicBes que os caracterizassem como granulomas tuberculoides.

Grafico 3 — Distribuicdo dos casos com lesdes sugestivas de tuberculose ao exame
macroscopico, de acordo com a analise histopatolégica das lesdes e o estagio da lesdo*.
Macap4, 2014-2015.

Estagio
da lesdo*

Negativo 0
mill
u, v

06
ga | WLILIV

01 11, IV
03
02

021 p <0.0001° mil, v

08 mil, v

ml LY
Positivo

03 W\

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Frequéncia (n)

Fonte: Protocolo de pesquisa.
*Classificado de acordo com Wangoo et al. (2005).
p < 0.0001 (Teste G de Aderéncia). "Estatisticamente significativo.
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A LT em estagio inicial (I), sempre associada com lesGes em outros estagios (Gréafico
3), estava presente em 14,6% (15/103) dos casos, sendo observados granulomas sem necrose
de caseificacdo (NC) e fibrose, apresentando aglomerados irregulares de macrofagos
epitelioides com infiltrado linfocitario associado (Figura 3B) e presenca de raras células de
Langhans (CL), alteracBes estas que em todos 0s casos estavam associadas a outros estagios
de desenvolvimento do processo granulomatoso. Lesdo em estagio Il (Figura 3C) foi
observada em 8,8% (09/103) dos casos de LT, também associada a outras fases de evolucao
do granuloma (Gréafico 1); em trés casos estavam presentes CL, infiltradas no tecido linfoide
de linfonodos acometidos (Figura 3D), sem evidéncias de reacdo granulomatosa associada,
provavelmente um estéagio inicial de desenvolvimento de processo tuberculoide. A hemorragia

estava ocorrendo em apenas 1,9% (02/103) dos casos no estagio 1V da LT.

Figura 3 - (A) Linfonodo: lesdo tuberculoide (LT) com multifocos, coalescentes de necrose de
caseificacdo (NC) e calcificacdo. HE (barra= 200um). (B). Linfonodo: LT estagio I, com
células epitelioides, células Langhans (CL), linfocitos e auséncia de NC, sem calcificacdo. HE
(barra= 100um). (C). Linfonodo: LT estagio Il, com reacdo linfo-macrofagica, presenca de
NC, sem calcificacdo. HE (barra= 100um). (D). Linfonodo: CL distribuida aleatoriamente
pelo tecido linfonodal, sem evidéncia de LT. HE (barra= 50pum).
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Histologicamente, 97,1% (100/103) dos casos apresentavam lesGes no estagio 1V
(Figura 4A), nos quais 84% (84/100) estava isolada e 16% (16/100) estava presente em
associacdo com lesdes em outros estagios de evolucdo (Grafico 3). Quanto a presenca de
neutrofilos, 69,9% das LT (72/103) ndo apresentavam esse tipo celular e, quando presente, 0s
infiltrados eram de grau leve a moderado, situando-se dispersos ou em pequenos
agrupamentos na regido de células macrofagicas ou em &rea de necrose caseosa (Figura 4B).
Em 25,2% (26/103) dos casos as LT foram de origem pulmonar, e em todos eles se observou
0 comprometimento bronquiolar (Figura 4C). A LT hepética estava presente em 17,5%
(18/103) dos casos, e como nos pulmd@es, 0 processo mostrou-se multicéntrico e a reacdo
fibrotica mais expressiva (Figura 4D).

Figura 4 - (A). Pulmdo: LT estagio 1V, demonstrando carater mais cronico, com pequena
reacao celular (1) e maior espessamento da capsula conjuntiva (2). HE (barra= 100um). (B).
Linfonodo: Necrose de caseificagcdo com pidcitos dispersos e em pequenos agregados. HE
(barra= 50um). (C). Pulmédo: multifocos granulomatosos, com comprometimento bronquiolar
(seta). HE (barra= 200um). (D). Figado: Lesdo em estagio IV, com a presenca de hemorragia
(1) e capsula bem desenvolvida @)'TI_{E _(_barra}: 100um).

Fonte: Arquivo pessoal.
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Em relacdo aos resultados obtidos através da IHQ, dentre 0s casos positivos por essa
técnica todos apresentavam algum tipo de lesdo, classificada em diversos estagios pelo exame
histopatolédgico, sendo observado que a maioria delas (74/90, 82,2%; p < 0.0001) estava
apenas no estagio IV da classificacdo proposta por Wangoo et al (2005). Entre os casos
negativos, lesdes necréticas apresentando-se apenas no uGltimo estagio de desenvolvimento
(IV) também foram as mais frequentes (52,5%, 10/19), e 31,5% (06/19) também foram
negativos no histopatolégico (p = 0.0030) (Gréfico 4).
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Gréfico 4 — Distribuicdo dos casos com lesdes sugestivas de tuberculose de acordo com o resultado da Imunohistoquimica (IHQ) e o estagio da

lesdo. Macapa, 2014-2015.
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Fonte: Protocolo de pesquisa.

p < 0.0001/p = 0.0030 (Teste G de Aderéncia). *Estatisticamente significativo.
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Notou-se associagdo significativa entre a positividade pela IHQ e as lesdes que
apresentavam necrose e mineralizacdo (estagio IV apenas ou associado) e também entre o
resultado negativo por essa técnica e a auséncia de lesdes ao histopatolégico (p < 0.0001)
(Grafico 5).

Gréfico 5 — Distribuicdo dos casos com lesdes sugestivas de tuberculose de acordo com o
resultado da Imunohistoquimica (IHQ) e o estagio da lesdo. Macapé, 2014-2015.

127;63.2%

Negativa 01;5.2%

88%,97.8%

Imunoistoquimica

Positiva 02;2.2%

m |V (isolado e associado)
mil

1 Sem lesdo

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Frequéncia (%)

Fonte: Protocolo de pesquisa.
p < 0.0001 (Teste G de Independéncia/Analise de Residuos do Qui-Quadrado). "Estatisticamente significativo.

Quanto a concordancia, a reprodutibilidade entre resultados obtidos pela
histopatologia e IHQ foi classificada como “boa” (k = 0.4325, p < 0.0001) (Tabela 2).



56

Tabela 2 — Comparacdo dos resultados obtidos atraves das técnicas histopatoldgicas e
imunohistoquimica na analise de lesdes sugestivas de tuberculose ao exame macroscopico.
Macap4, 2014-2015.

Histopatolégico

Kappa

Positivo Negativo ] 3 p-valor*
(interpretagéo?)
n (%) n (%)
Imunohistoquimica
Positiva 90 (87,4) 0 (0)
] 0,4325 (Boa) <0,0001f
Negativa 13 (12,6) 06 (100)

Fonte: Protocolo de Pesquisa.
Rosner B, 2011. *Teste Kappa. TEstatisticamente significativo.

A imunomarcacdo de M. bovis nas LT de bubalinos do presente estudo ocorreu em 82,6%
(90/109) dos casos. Nos casos positivos a IHQ, a marcacdo foi mais observada em
macrofagos epitelioides (Figura 5A) ocorrendo em menor propor¢do nas células gigantes
(Figura 5B). Na &rea necrética também houve positividade na coloragdo IHQ para o M. bovis
(Figura 5C) em 21,8% dos casos. Neste estudo, as células epitelioides da periferia do
granuloma eram mais positivamente coradas do que as células epiteliais proximas a zona
necrdtica central (Figura 5D).
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Figura 5 — Fotomicrografia de linfonodos bubalinos. Imunomarcacdo anti-Mycobacterium
bovis, corando o antigeno especifico M. bovis de cor marrom. (A) Em macrofagos epitelioides
(setas). (B) Em célula gigante Langhans (seta). (C) Em células epitelioides e linfocitos da
periferia do granuloma (setas). (D) Em macro6fagos em area de necrose (setas). (Polyclonal
primary antibody (DAKO, B0124) na diluicdo de 1:1000 com revelacdo pelo metodo

Fonte: Arquivo pessoal.

Das 109 amostras incluidas no estudo — todas com diagndstico macroscopico
presuntivo de TB —, a maioria (66/109, 60,6%; p = 0.0351) apresentou reacdo de PCR positiva
para o alvo exclusivo de M. bovis (Figura 6) e, em 65,1% (28/43; p = 0.0673) das negativas
para este alvo houve amplificacdo do fragmento de 441 pb presente nos bacilos do género
Mycobacterium (hsp65 positivo) (Gréfico 6). Nao houve amplificacdo dos controles negativos

e 0s controles positivos apresentaram os perfis esperados.
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Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos obtidos apds reacdo para amplificacdo
do fragmento de 400 pares de base do genoma de M. bovis. 1kb: marcador de peso molecular
de 1kb. Colunas numeradas de 1 a 8: amostras. C-: controle negativo de PCR. BCG e H37Rv:
cepas controle.

400pb

Fonte: Arquivo pessoal.

Gréfico 6 — Distribuicdo das amostras com diagndstico macroscopico sugestivo de
tuberculose, de acordo com a positividade para os marcadores moleculares do género
Mycobacterium e da espécie M. bovis. Macapé, 2014-2015.

15

66
“hsp65 +
B hsp6s -

28 OM. bovis +
B M. bovis -

Fonte: Protocolo de Pesquisa.
hsp65: heat shock protein 65kDa. CMTB: Complexo M. tuberculosis
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Dentre as 15 amostras que ndo apresentaram amplificacdo do alvo especifico para o
género Mycobacterium, 73,3% (11/15) foram classificadas como granuloma tuberculoide pelo
exame histopatoldgico, com 91,0% (10/11) apresentando lesdes com evolucdo até o estagio
IV, e 66,7% (10/15) apresentaram imunomarcacao na IHQ (Tabela 03).

Todos os casos foram submetidos previamente ao exame histopatoldgico para verificar
a presenca de granulomas do tipo tuberculoide e tambem testados por IHQ, a fim de pesquisar
material antigénico de micobactérias. Do total de casos incluidos, 103 (94,5%) foram
definidos como granulomas do tipo tuberculoide ao exame histopatolégico, com 97,1%
(100/103) contendo lesbes desenvolvidas até o estdgio IV da classificacdo proposta por
Wangoo et al. (2005) e seis (5,5%) foram negativos por essa técnica. Pela IHQ, 82,6%
(90/109) dos casos foram positivos, sendo observado que 97,8% (88/90) continha lesGes em
estagio V. Entre 0s casos negativos, 63,2% (12/19) apresentavam les6es no ultimo estagio de
desenvolvimento (1V) e 31,5% (06/19) também foram negativos no histopatolégico.

Desta forma, quanto a concordancia entre os resultados obtidos pela técnica molecular
— considerando apenas a positividade para o género Mycobacterium, ja que a IHQ e o
histopatolégico nédo diferenciam entre as espécies do género — e 0s demais métodos utilizados,
observou-se que a positividade entre a técnica molecular e as demais ndo era independente (p
< 0.0001), porém esta concordancia mostrou-se ‘fraca’ em relagdo a histopatologia (kK =
0.3281) e ‘boa’ em relagdo a positividade pela IHQ (k = 0.4260) (Tabela 3).

Tabela 3 — Analise de concordéncia entre os resultados obtidos com as técnicas molecular,
histopatol6gica e imunohistoquimica na detecgdo de micobactérias em amostras de lesdes
sugestivas de infeccdo tuberculosa. Macapa, 2014-2015.

Identificacdo molecular para o

género Mycobacterium (hsp65) Concordancia

(K) p-valor*

Técnica

Positivo Negativo (interpretago)
n (%) n (%) pretag
Histopatologia
Positivo 92 (97,9) 11 (73,3)
: < 0.0001"
Negativo 02 (2,1) 04 (26,7) 0-3281 (Fraca) 0.0001
Imunohistoquimica
Positivo 80 (85,1) 10 (66,7)
. 0.4260 (B < 0.0001%
Negativo 14 (14,9) 05 (33,3) (Boa)

* Teste Kappa. fEstatisticamente significativo.
Fonte: Protocolo de Pesquisa.
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Considerando o0s resultados positivos e negativos para o alvo hsp65 quando
considerada a presenca ou auséncia de amostra com lesdo em estagio IV ou sem lesdo em
estadgio IV ou negativa pela histologia, notou-se que a auséncia de amplificacdo estava
significativamente associada a auséncia de lesdo ou lesdes em estado menos avancgado (I e/ou
I) pelo exame histopatologico (p < 0.01), assim como a positividade estava diretamente
associada a presenca de lesdo em estagio IV (p < 0.01). Também se observou associacdo
significativa entre os resultados positivos pela IHQ a e a maior frequéncia de casos com
lesbGes cronicas (estagio 1V) (p < 0.01), e também entre a auséncia de imunomarcacao e 0s
casos classificados histologicamente como “sem lesdes” e lesdo em “estdgio I ou II” (p <

0.01) (Gréfico 7).

Grafico 7 — Distribuicdo das amostras com diagnéstico macroscopico sugestivo de
tuberculose, de acordo com a presenga de imunomarcagédo por IHQ e amplificacdo por PCR
para o0 alvo em micobactérias e a presenca de lesbes em diferentes estagios de
desenvolvimento ao exame histopatoldgico. Macapa, 2014-2015.
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IHQ: imunohistoquimica. PCR: reacdo em cadeia mediada pela polimerase.

p = 0.0001" (Teste G de independéncia). TEstatisticamente significativo.
Fonte: Protocolo de Pesquisa.
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Por questdes técnicas, a pesquisa de BAAR (Fite Faraco) foi possivel para 102 das 109
amostras do estudo, das quais em 54,0% (55/102) foi possivel a visualizagdo de bacilos.
Dentre essas, todas eram positivas pelo exame histopatolégico, 96,3% (52/54) apresentaram
imunomarcacao e 91,0% apresentaram amplificacdo do alvo molecular presente nas espécies
do género Mycobacterium.

Quanto a concordancia entre os resultados obtidos pelas técnicas utilizadas e a

(¢]

pesquisa de BAAR nas pecas, observou-se que os resultados alcancados pela IHQ

histopatologia, embora demonstrando fraca concordancia, ndo eram independentes (p
0.0032 e p = 0.0022, respectivamente) quando comparados aos resultados do Fite Faraco. No
entanto, a concordancia entre a baciloscopia pelo Fite Faraco — técnica considerada de baixa
sensibilidade e especificidade — e os resultados obtidos pela técnica molecular mostraram-se

independentes, realcando as diferencas entre essas duas técnicas (p = 0.1856) (Tabela 4).

Tabela 4 — Andlise de concordancia entre os resultados obtidos com a pesquisa de BAAR e as
técnicas molecular, histopatologica e imunohistoquimica na deteccdo de micobactérias em
amostras de lesbes sugestivas de infec¢do tuberculosa. Macapa, 2014-2015.

Pesquisa de BAAR Concordancia
Técnica Positivo Negativo (k) p-valor*
n (%) n (%) (interpretacéo)
Histopatologia
Positivo 55 (100) 41 (87,2) ;
Negativo 0(0) 06 (12.7) 0.1363 (Fraca) 0.0032
Imunohistoquimica
Positivo 52 (94,6) 32 (68,1) ;
Negativo 03 (5.4) 15 (31.9) 0.2770 (Fraca) 0.0002
PCR?
Positivo 49 (89,1) 39 (83,0)
. .0644 (F A
Negativo 06 (10,9) 08 (17,0) 0.0644 (Fraca) 01856

* Teste Kappa. Estatisticamente significativo. 2Reacdo em cadeia da polimerase para o género Mycobacterium
(alvo hsp6b).
Fonte: Protocolo de Pesquisa.
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6. DISCUSSAO

Roxo et al. (2007), afirmam que a literatura apresenta poucos os trabalhos a respeito da
TB em bubalinos. Dentre os estudos, Freitas; Guerra e Panetta (2001) pesquisaram a TB em
bafalos abatidos em um matadouro no Estado do Para, onde cepas de Mycobacterium spp.
foram isoladas em 60,3% dos 1.735 animais examinados. Conforme os autores, daqueles
animais considerados positivos, 55,1% apresentavam lesdes no trato respiratorio, resultado
este inferior ao presente trabalho, no qual 78,0% dos animais com LS de TB, apresentaram
lesbes no trato respiratorio, de forma isolada (2,8%) ou associada ao figado (1,8%), ao
linfonodo adjacente (43,1%) e ao linfonodo e figado (30,3%). Além disso, as lesdes
localizadas de TB foram encontradas nas regides da cabeca e da lingua (20,1%), carcaca
(9,6%), cavidade abdominal (6,3%) e Ubere (3,8%) e as lesBes generalizadas, referentes a TB
miliar, foram encontradas em 27,9% do animais examinados.

As caracteristicas morfoldgicas em geral das LS de TB da presente pesquisa foram
semelhantes as descritas por Franca (2013) para TB em bovinos, com lesdes com coloracdo de
branca a branco-amarelada, com aumento em suas dimensdes, a lesbes granulomatosas de
maiores extensbes, de aspecto nodular, massa amorfa, repleta de material caseoso
encapsulado.

Da mesma forma que Silva et al. (2014), na presente pesquisa ao corte das lesdes
evidenciou-se ora macias com conteldo pastoso de coloracdo amarelada, ora podendo-se
sentir o ranger da ldmina com éareas calcificadas, e ainda de aspecto petrificado, ndo sendo
possivel realizar o corte de tal lesdo, pois se apresentava com aspecto de ‘pedra’, com
presenca de mineralizacdo, forma calcificada de tuberculose.

Na presente pesquisa foi observado que a localizacdo das LS de TB apresentavam-se
em sua maioria situadas ao mesmo tempo nos pulmdes e linfonodo adjacente (43,1%),
corroborando com Neill et al. (1994), onde essa lesdo pulmonar, juntamente com a lesdo no
linfonodo regional ¢ denominada de “complexo tuberculoso primario”.

A presenga de TB em bubalinos no Estado do Para foi descrita também por Ribeiro et
al. (2003), os quais mencionaram lesdes nos linfonodos retrofaringeo, mediastinico e
mesentérico. Os autores demonstraram que 8,11% dos 1.061 bubalinos estudados,

procedentes de dez propriedades de cinco municipios, incluindo a Ilha de Marajo foram
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reagentes positivos a TB, inferior ao presente trabalho, onde 36,7% dos animais estudados
com LS de TB eram procedentes de regides do Estado do Pard, incluindo a llha do Marajo.

Recentemente, a prevaléncia da TB em bufalos no Estado do Para foi estimada por
Barbosa et al. (2013), que avaliaram 3.917 fémeas bubalinas das racas Murrah e
Mediterranea, das quais 2.809 eram provenientes da llha de Marajé e 1.108 de outras
Mesorregides do estado, e registraram prevaléncia de TB igual a 3,5% (100/2.809) nos
bufalos da llha de Marajo e 7,2% (80/1.108) naqueles provenientes de outras Mesorregides.
Diante dos resultados, pode-se verificar que a prevaléncia de TB bubalina no estado do Para é
maior na Ilha de Marajo.

Corroborando com o que foi descrito pelos autores acima mencionados, Oliveira et al.
(2015) ressaltaram que ha escassez de dados relativos a TB bubalina na literatura. Portanto,
devido ao incremento da criacdo desses animais e de sua importancia econdmica, torna-se
relevante a necessidade de estudos e pesquisas relativos a ocorréncia e identificacdo da TB
nessa especie.

No estudo realizado por Silva et al. (2014), encontrou-se lesdes generalizadas em 8,56%
dos casos, sendo que 56% das carcacas condenadas eram de animais provenientes da regido
de maior concentracdo de bubalinos do Estado do Amapa, os municipios de Tartarugalzinho,
Cutias do Araguari, Macapa e Amapa. Dessa forma, em virtude dos resultados obtidos, o0s
autores destacaram que se torna imprescindivel a implementacdo do Programa Nacional de
Controle e Erradicacao da Brucelose e TB Animal no Estado do Amapéa para saneamento dos
rebanhos.

O Manual Técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose Animal (PNCEBT), refere que a TB bovina generalizada pode se apresentar sob
a forma miliar, que acontece de forma abrupta e macica, com entrada de um grande nimero
de bacilos na circulacdo, e a forma protraida, que é a mais comum e a disseminacdo se da por
via linfatica ou sanguinea, acometendo os pulmdes, linfonodos, figado, dentre outros 6rgaos
(BRASIL, 2006). Situagdo esta diagnosticada em grande parte dos casos encontrados no
presente trabalho, no qual as lesdes mostraram-se na forma de pequenos pontos transparentes,
ou nodulacdes, encontrados dispersos em varios 6rgdos, e principalmente, disseminadas na

carcaca e seus linfonodos, o que caracteriza a TB miliar ou TB generalizada.
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A presenca de TB bubalina foi também relatada por Pereira et al. (2009), que avaliaram
animais criados no municipio de Arari, Maranhdo, onde encontraram uma prevaléncia de
13.54%, estimada por meio da prova alérgica de tuberculinizacao.

A variacdo na distribuicdo da TB nos diferentes municipios, segundo ressaltado por
Ribeiro et al. (2011), pode estar relacionada com diversos fatores, como a fonte de aquisicéo
dos animais, as praticas de manejo e o clima, sendo que todos os animais sdo criados
extensivamente, em areas alagadas, e sdo transferidos no periodo das chuvas para outras
terras, entrando em contato com outros grupos de animais, aumentando desta forma a
possibilidade de difusdo da doenga.

Observacgdes semelhantes as do presente trabalho para as alteragbes macroscopicas € a
analise histopatoldgica, foram feitas por Freitas; Guerra e Panetta (2001) para a TB nessa
espécie, onde assim como as cepas micobacterianas isoladas, predominantemente de M. bovis,
permitiram afirmar que os bufalos abatidos em Belém estavam afetados pela tuberculose. Os
resultados desse estudo indicaram que esta € uma importante doenga dos bubalinos oriundos
de rebanhos regionais, pela prevaléncia. Adicionalmente, os autores demonstraram em seu
estudo que o processo infeccioso da TB no bubalino é muito semelhante ao do bovino, que
em alguns casos era evidenciado pela presenca de multiplos granulomas em diferentes fases
de evolugéo, alguns com necrose central apenas e outros com necrose central e calcificagdo
distrofica.

Ainda quanto ao exame histopatoldgico, Varello et al. (2008) referem que 0 mesmo
possui alta precisdo e bons valores preditivos positivos, apresentando elevada sensibilidade e
especificidade, tornando-se desta maneira uma ferramenta confiavel e de resultado répido,
podendo ser um aliado no diagnostico post mortem realizado em frigorificos e, de acordo com
Salazar (2005), a histopatologia possui um bom valor preditivo para diagnéstico de lesdes
macroscépicas presuntivas de TB. Roxo (1997) afirma ainda que os resultados obtidos atraves
dessa técnica podem ser considerados conclusivos em regides em que a tuberculose é
enzootica.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo superiores aos de Silva (2015), cuja
andlise histopatologica utilizando coloracdo HE, possibilitou a classificacdo de 64,0% das
amostras como postivas por apresentar lesdes teciduais sugestivas de TB. Entretanto, ao
utilizar a coloragdo de ZN, apenas 12% foram positivas para BAAR. J& Andrade et al. (1991)

avaliaram 159 lesdes macroscopicas similares a tuberculose colhidas em frigorificos,
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provenientes de 14 municipios do Rio Grande do Sul e diagnosticaram histologicamente a
tuberculose em 147 (92,45%) dessas lesfes. Resultado superior foi registrado por Souza
(2013), onde de 150 linfonodos com lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose, 100%
apresentaram lesdes microscopicas compativeis com a enfermidade.

As lesdes granulomatosas em todos os casos foram multifocais, com alguns focos
coalescentes (Figura 3A), aspecto também observado por Andreazza et al. (2015) em lesGes
do tipo tuberculoide de bovinos. Esses focos variaram em tamanho e morfologia, de acordo
com os estagios de desenvolvimento. Wangoo et al. (2005) referem que as caracteristicas
histolégicas e a variacdo nas proporces dos componentes celulares permitem uma nogdo
acerca do tempo de evolucdo da LT. Assim, na avaliacdo histopatoldgica da LT, a literatura
mostra que existem variacOes histologicas para a presenca de caseificacdo, calcificacéo,
infiltrado inflamatorio e células gigantes, de conformidade com a fase de desenvolvimento do
processo granulomatoso tuberculoide (SARWAR et al., 2004; WANGOO et al., 2005;
MARTIN-HERNANDO et al., 2010; SOUZA, 2013; ANDREAZZA et al., 2015). Essas
alteracdes podem ainda variar entre espécies acometidas (RHYAN; SAARI, 1995).

Assim, pelos aspectos histoldgicos supracitados, os granulomas micobacterianos sao
dindmicos, onde as populacGes celulares mudam ao longo do curso da infecgdo (WANGOO et
al., 2005).

Na classificacdo de Wangoo et al. (2005) as hemorragias sao frequentemente observadas
no estagio Il, o que difere da presente pesquisa, na qual a hemorragia estava ocorrendo em
apenas 1,9% (02/103) dos casos no estagio IV da LT.

VariacBes na morfologia da lesdo tuberculosa também foram registradas por Rhyan e
Saari (1995) entre cervideos, na espécie Cervus elaphus geralmente com mineralizacdo
periférica em vez de mineralizacdo central, contendo mais neutr6filos e menos CL do que nas
lesGes vistas na espécie bovina. Em Dama dama as CL eram mais numerosas e praticamente
indistinguiveis das lesdes em C. elaphus; em C. nippon mais CL e menos neutréfilos do que
nas lesdes em bovinos ou noutras espécies de cervideos. Ainda em C. nippon as CL foram
maiores e com maior numero de nucleos, que as CL nas outras espécies. Diferencas
interespécies também foram observadas por Andreazza et al. (2015), que descreveram que as
CL foram abundantes nas LT de bovinos enquanto que, em suinos, predominaram macréfagos

epitelioides.
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Histologicamente, 97,1% (100/103) dos casos apresentavam lesdes no estagio 1V
(Figura 4A), nos quais 84% (84/100) estava isolada e 16% (16/100) estava presente em
associacdo com lesGes em outros estagios de evolucdo (Grafico 3). Wangoo et al. (2005) e
Welsh et al. (2005) referem que esta fase caracteriza o “granuloma tuberculoso classico”
(grande, multicéntrico, densamente necrético e encapsulado), e resulta do progresso da
enfermidade, onde no estigio | de desenvolvimento do granuloma a comunicagdo entre
macrofagos ativados e linfocitos T facilita a producao de citoquinas, especialmente de IFN-[],
IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF) (SAUNDERS; COOPER, 2000); esses fatores
promovem a ativacao e estimulacdo da proliferacdo de macrdfagos, de células epitelioides e
de CL, formando o nucleo do granuloma e, com o avanc¢o da lesdo, desenvolve-se a necrose
central que expande nos estagios I, Il e IV (WANGOO et al., 2005).

Sarwar et al. (2004), mostraram que nas LT iniciais, além da necrose de caseificacéo,
os neutrofilos também estdo presentes, enquanto que nas lesdes tardias quando o granuloma
esta bem definido eles ndo sdo observados. No entanto, Wangoo et al. (2005) afirmam que os
neutrofilos sdo vistos ocorrendo dispersos em todas as quatro fases da LT e, mais
abundantemente, nos estagios iniciais da infecdo por M. bovis.

Em 25,2% (26/103) dos casos as LT foram de origem pulmonar, e em todos eles se
observou o comprometimento bronquiolar (Figura 4C). Laisse et al. (2011) observaram, em
animais com grave lesdo tuberculoide pulmonar, que os granulomas haviam destruido a
parede dos bronquiolos, indicando que estes animais podem excretar M. bovis e ser uma fonte
de infeccdo para outros animais.

Embora o granuloma seja uma lesdo classica de TB, ndo é considerado uma alteracéo
patognomonica (BRASIL, 2006), conforme referem Wangoo et al. (2005). Nesse sentido,
Furlanetto et al. (2012) atestaram que 98,3% (179/182) das lesdes encontradas com
caracteristicas tuberculoides ndo foram ocasionadas por M. bovis. Portanto, a presenca do
granuloma, observado no exame histopatolégico, ndo é conclusiva como pardmetro de
diagnostico de suporte da TB.

Esse aspecto de classificacdo descritivo apresentou diferencas em relacdo a literatura
quanto aos estagios de desenvolvimento da LT. Souza (2013) também utilizou coloragéo de
HE e classificacdo de acordo com o estagio de evolugéo adotado por Wangoo et al. (2005) e
verificou que 14,5% dos casos foram LT no estagio I, 26,5% no estagio 11, 43,5% no estagio

Il e 14% em estagio 1V. Esses resultados diferem dos observados no presente estudo, visto
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que 97,1% dos casos continham lesbes no estagio IV (isoladamente ou associadas) e em
14,6% e 8,8% dos casos (associadas a outros estagios) estavam presentes LT em estégio | e Il,
respectivamente, indicando que a doenca tem um carater progressivo e desenvolvimento
multicéntrico.

Resultado semelhante ao do presente estudo foi relatado em bovinos por Menin et al.
(2013), em que a analise histoldgica revelou alta frequéncia de lesdes cronicas em diferentes
tecidos, onde 70-100% estavam na fase final de desenvolvimento do granuloma, ou seja, no
estagio 1V. Ja os resultados de Liebana et al. (2008) para bovinos na Inglaterra Ocidental e
Pais de Gales mostraram que os granulomas isolados na fase 1V, ou nessa fase combinados
com outros estagios, constituiram 63% das lesdes, ao passo que 16% das lesdes foram estadio
I/11 de granulomas.

Laisse et al. (2011) adotaram a mesma classificacdo de Wangoo et al. (2005) no estudo
da TB em um rebanho de bufalo africano do Parque Hluhluwe-Imfolozi na Africa do Sul e,
histologicamente, observaram os quatro estadgios microscopicos da LT, onde em um mesmo
animal estava presente mais de um estagio, sendo que as lesGes de grau Il foram as mais
frequentes, diferindo do observado no presente estudo onde predominaram lesdes no estagio
IV. Menin et al. (2013) ressaltam que lesbes encapsuladas, com multiplas &reas de necrose
caseosa intragranulomatosa e presenca de mineralizacdo distrofica, pelos critérios
estabelecidos para o granuloma tuberculoide, podem ser classificadas como lesdes cronicas e,
portanto, nas fase Il e IV do desenvolvimento.

Martin-Hernando et al. (2010) fazem uma classificacdo diferente de Wangoo et al.
(2005), onde no tipo | (recente) a reacdo granulomatosa é constituida de processo inflamatorio
de células mistas, as vezes com um nucleo necrético, no tipo Il a LT apresenta necrose
moderada e leve calcificacdo e no tipo Il estdo presentes necrose acentuada e calcificacao,
com a area de calcificacdo semelhante ou mais extensa do que a area de necrose. Ndo houve
uma classificacdo para a fase IV da LT. Ainda em relacdo a evolugdo do processo
granulomatoso tuberculoide, Palmer et al. (2007), em estudo experimental, observaram que os
granulomas sdo mais numerosos nos estagios Il e IV da doenca. Os autores afirmam que
embora ndo haja uma progressao ordenada atraves de estagios como lesdo, a doenca avanga
dentro de um determinado 6rgdo em qualquer tempo, podendo haver granulomas de varias
fases de desenvolvimento que provavelmente representam lesbes com microambientes

diferentes. Devido ao aumento da resisténcia bovina para a infeccdo por M. bovis é possivel
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que durante a infeccdo natural a maioria das lesdes encontradas em animais assintomaticos
estejam em uma fase avancada (cronica) de desenvolvimento (MENIN et al., 2013).

Entretanto, a imunomarcacdo do M. bovis em LT de bubalinos no presente estudo, que
ocorreu em 82,6% (90/109) dos casos, foi inferior a obtida por Kohli et al. (2014), que
realizaram IHQ em LT de bovinos e observaram maior propor¢do (95,56%), enquanto
Martinez-Burnes et al. (2012), também estudando bovinos, registraram 100% de positividade
para 0 M. bovis em LT de linfonodos. Na Turquia, Vural e Alcigir (2010) verificaram 96% de
positividade para antigenos de M. bovis em bovinos, que foram vistos principalmente em
macrofagos, em menor propor¢do nos detritos necréticos caseosos e raramente nas células
gigantes de Langhans. A imunohistoquimica mostrou maior positividade e possibilitou maior
evidéncia de Mycobacterium comparada ao método de ZN.

Segundo Seva et al. (2002), a IHQ marca antigenos micobacterianos, organismos
vivos ou mortos e fragmentos, mesmo com a parede celular defeituosa. Ja na presente
pesquisa, a imunoreatividade para M. bovis foi expressa pelo cromdgeno que marcou 0s
bacilos como granulos de coloracéo acastanhada.

Nos casos positivos a IHQ da presente pesquisa, foi mais observada a marcacdo em
macrofagos epitelioides, ocorrendo em menor proporcao nas células gigantes, diferindo de
Martinez-Burnes et al. (2012), que apesar de detectarem pela IHQ o antigeno de M. bovis no
citoplasma de macréfagos, evidenciaram ainda em grande parte de células gigantes de
linfonodos de bovinos com LT.

Em estudo realizado em bovinos com tuberculose por Santos (2004), a técnica
mostrou imunomarcacdo difusa na forma de massas indefinidas nas areas de necrose caseosa,
onde todas as amostras foram positivas também pela coloracdo de ZN e pela cultura.

Os resultados obtidos neste estudo e diversos outros confirmam a necessidade de se
discutir a inclusdo de técnicas de maior acurdcia aos exames realizados pelos Servicos de
inspecdo no Brasil (ALMEIDA FRAGUAS et al., 2008; FURLANETTO et al., 2007;
ALZAMORA FILHO et al., 2014; NORONHA, 2015).

O diagndstico anatomopatoldgico em frigorificos, na inspecdo post mortem, apresenta
varias limitacGes, pois ndo confirma a presenca do agente e muitos processos inflamatdrios
granulomatosos sdo comuns a outras co-morbidades e outros agentes que ndo M. bovis
(BRASIL, 2006; WANGOO et al., 2005). Esse fato resulta em erros no diagnostico e

condenagéo nos matadouros, pois a legislagdo vigente preconiza a condenacdo de carcagas ou
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parte delas, quando as lesdes forem sugestivas de TB. Furlanetto et al. (2012) relataram que
em 98,3% (179/182) das lesdes encontradas com caracteristicas tuberculoides ndo houve
isolamento de col6nias sugestivas de M. bovis. A presenca do granuloma, observado no
exame histopatolégico, pode ndo ser conclusiva ou a recuperacdo de bacilos vidveis € uma
limitag&o para cultivo de M. bovis.

Neste estudo foram consideradas pelo menos uma das trés condigdes sugeridas por
Franca et al. (2013) para granulomas tuberculoides. Diversos autores defendem o exame
histopatoldgico pela sua alta precisdo e bons valores preditivos positivos, apresentando
elevada sensibilidade e especificidade (ROXO, 1997; SALAZAR, 2005). No entanto, 0
exame histopatolégico deve ser considerado para infecches causadas pelo género
Mycobacterium, pois 0 exame ndo permite a diferenciacdo do agente micobacteriano. Ja
Noronha (2015) sugere que manifestacdes anatomopatologicas podem estar relaciondas a
reacdo vacinal apés BCG.

A dificuldade em se obter um diagndstico mais preciso, pode ser atribuida as varias
dificuldades na identificacdo do agente da TB. Quanto ao cultivo de micobactérias, se
considerarmos o volume de exames, haveria a necessidade de investimentos em laborario com
biosseguranca adequada (Programme 2013) ou em um organizado esquema de vigilancia que
incluisse coleta de material nos criadouros pelo menos um més antes da data de abate. A
baciloscopia, com coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN), permite maior rapidez na liberacdo dos
resultados, além do baixo custo, no entanto, carece de sensibilidade e especificidade. A
técnica imunohistoquimica pode ser um complemento de diagnoéstico eficiente a coloracéo de
ZN para o diagndstico de granulomas tuberculoides, sendo uma técnica simples, sensivel e
especifica (PAGLIS, 2013; KOHLI et al., 2014). No entanto, a imunomarcacdo apenas
identifica material antigénico particulado principalmente entre as células epitelioides no
citoplasma de macréfagos e em meio ao material necrético (DUARTE; PAGLIARI, 1999) e o
anticorpo utilizado na técnica IHQ reage com cerca de 100 diferentes antigenos BCG, que
podem ser comuns a outras micobactérias (HARBOE et al., 1979).

O CMT apresenta microorganismos com grande homologia genética. O genoma de
M. bovis assemelha-se em 99,95% com M. tuberculosis, sendo as dele¢des gendmicas
sequenciais irreversiveis (region of difference-RD) no DNA o principal contribuinte para
essas diferencas (FLEISCHMANN et al.,, 2002; GARNIER et al., 2003). O padrdo da

presenca ou auséncia destas RD no genoma dos membros do CMT proporciona uma
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assinatura molecular que permite sua discriminacgdo e isto tem sido confirmado por diversos
autores (BROSCH et al., 2002; HUARD et al., 2006). Os iniciadores especifico para M. bovis,
usados neste estudo, flanqueiam a regido RD4, ausente em M. bovis e nas cepas vacinais BCG
(SMITH et al., 2006), o que permite a formacdo de um amplicom de 400pb, confirmado nos
testes in silico (LAZARO SALES et al., 2014). Bahksi et al. (2005) analisaram a regido RD4
e concluiram que todas as suas amostras de M. bovis apresentavam a delecéo.

Neste estudo, 10 amostras com comprovacao histopatoldgica e resultado negativo
para M. bovis e para o alvo 1S6110 apresentaram amplificacdo para o gene Hsp65, o que
sugere a presenca de micobéacterias ndo pertencentes ao CMTB. Outros autores ja relataram a
ocorréncia de outras micobactérias em lesGes granulomatosas sugestivas de TB (SALAZAR,
2005). Figueiredo et al. (2009) e Souza Figueiredo et al. (2009), relatam a presenca de
Mycobacterium spp. em 11% das culturas micobacterianas previamente identificadas como
M. bovis. No entanto, em nenhum dos casos foram usadas técnicas para diferenciacdo das
espécies dentro do CMT.

Das dez amostras negativas para M. bovis e positivas para 0 gene Hsp65, sete foram
positivas para 1S6110. O 1S6110 é um elemento genético de 1350pb presente em diferentes
nameros de copias e integrado a varios sitios do genoma das espécies do CMT. Em geral esta
presente em numero de 4-20 de M. tuberculosis e em numero reduzido em M. Bovis
(THIERRY et al., 1990; VAN SOOLINGEN, 2001). No entanto, a especificidade das técnicas
de amplificacdo para a 1S6110 tem sido questionadas pois elementos semelhantes ou identicos
tem sido descritos em micobactérias ndo tuberculosas ou mesmo em espécies de outros
géneros (RMC et al., 2006).

Apenas o cultivo e posterior sequenciamento nucleotidico dos isolados poderia
esclarecer os agentes ndo identificados como M. bovis. Em caso de confirmacdo de MNT
deverd ser cuidadosamente investigado, em trabalhos posteriores, se a presenca destas em
bidpsias é suficiente para defini-las como agente da TB bubalina e seu impacto nos casos de

infec¢Bes humanas.



71

7. CONCLUSAO

A tuberculose esta presente nos rebanhos bubalinos do Estado do Amapa e regido da
Ilha de Marajé no Estado do Par, representando um sério risco de satde publica.

A histopatologia demonstrou ser uma boa ferramenta para o diagndstico e
identificacdo das diferentes fases de desenvolvimento da lesdo tuberculoide, assim justifica
sua importancia na avaliacdo epidemioldgica da tuberculose em bubalinos.

A deteccdo de diferentes estagios de evolucdo da lesdo tuberculoide nos animais de
estudo indica que a doenga em bubalinos criados no Estado do Amapé e de alguns municipios
da llha de Maraj6 e abatidos para consumo, tem carater autoperpetuante.

Para a populacdo de estudo foi demonstrado que os casos de lesdo tardia (fase 1V da
infeccdo) prevalecem e, por conseguinte, as lesdes sdo mais notaveis, facilitando o trabalho do
inspetor veterinario na inspecao.

O resultado da analise imunohistoquimica mostrou eficiente na deteccdo de
micobactérias em lesdes granulomatosas de bubalinos abatidos para consumo no Estado do
Amapa. Além disso, a presenca de animais positivos para micobacteriose indica que o agente
esta presente nos rebanhos bubalinos na regido pesquisada.

H& um elevado percentual de casos de TB ndo causadas por M. bovis entre bubalinos
consumidos na Regido Amazoénica brasileira. Os resultados da anélise histopatoldgica
apresentaram boa concordancia com os dos dados moleculares para determinacdo do Género
Mycobacterium, no entanto, os dados obtidos reforcam a necessidade de se discutir a incluséo

de técnicas de maior acuracia aos exames realizados pelos Servigos de inspecéo no Brasil.
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