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Resumo

Objetivo: descrever os achados sugestivos da presenga do Mycobacterium bovis em bovinos abatidos num matadouro-frigorifico
situado regido sudoeste da Bahia, além de demonstrar a eficacia dos métodos tintoriais usados como presuntivos no diagndstico da
tuberculose bovina. Metodologia: no Laboratdrio de Patologia Veterindria (LPV) da Universidade Federal do Reconcavo Baiano (UFRB),
foram analisadas 28 amostras de fragmentos de linfonodos bovinos fixados em formol a 10%. Estas amostras foram processadas e
coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina (H&E) pela e a técnica de Ziehl-Neelsen (ZN). Resultados: o diagndstico para tuberculose
bovina foi feito apds leitura das laminas utilizando microscopia éptica. Das amostras histologicamente coradas por H&E, em 78,6%
foi possivel observar a presenga de Unico ou multiplos granulomas, sugestivos da doenga. Destas amostras, 13,6% demonstraram
a presencga de bacilos alcool acidos resistentes (BAAR) ap6s coloragdo com ZN. Conclusdo: neste trabalho, evidenciou-se que a
consorciagdo das técnicas histopatolégicas H&E e ZN torna o diagndstico da tuberculose bovina mais eficiente do que quando as
técnicas sdo processadas isoladamente.
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Abstract

Objective: to describe the findings suggestive of the presence of Mycobacterium bovis in cattle slaughtered in a slaughterhouse
fridge located southwest of Bahia, and demonstrate the effectiveness of dyeing methods used as presumptive diagnosis of bovine
tuberculosis. Methodology: in Veterinary Pathology Laboratory (PVL) of Federal University of Recéncavo Baiano (UFRB), 28 samples
of bovine lymphnodes fragments fixed in 10% formalin were analyzed. These samples were processed and stained by hematoxylin
and eosin technique (H&E) and by Ziehl-Neelsen technique (ZN). Results: the diagnosis of bovine tuberculosis was made after reading
the slides using optical microscopy. In the samples, histologically stained with H&E, 78.6% were observed the presence of single or
multiple granulomas suggestive of the disease. Of these samples, 13.6% showed the presence of bacilli acid-alcohol-fast, after staining
with ZN. Conclusion: our results concluded that the combination of histopathological techniques is considerably more sensitive than

these techniques processed separately.
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INTRODUGCAO

A tuberculose bovina (TB), zoonose de ocorréncia
mundial, causa grandes prejuizos econémicos a pecuaria
brasileira, por ser uma enfermidade que atua de maneira
enzodtica nos rebanhos bovinos de corte ou leiteiros em
todo territério nacional, comprometendo a produtividade
do plantel e consequentemente a producdo nacional e ex-
portacées (CAMPQS, 2008; GLOBAL..., 2013). Os prejuizos
econdmicos estdo relacionados principalmente a baixa
produtividade, a ébitos no rebanho e a condenacéo de
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carcagas em matadouros frigorificos. Um animal tubercu-
loso pode apresentar 10 a 25% de queda na capacidade
produtiva (BRASIL, 2006).

ATB, causada pelo Mycobacterium bovis, € uma doen-
¢a infectocontagiosa de evolugdo crdnica, cujo hospedeiro
primario é o bovino, podendo acometer outras espécies
como o homem por seu carater zoondtico (HAAGSMA,
1995). M. bovis, contido na familia Mycobacteriaceae,
é um bacilo curto, aerdbico, imdvel, Gram-positivo, ndo
esporulado, ndo possui cdpsula e é dlcool-acido resistente.
ATB Caracteriza-se pela formagdo de granulomas nodula-
res especificos denominados de tubérculos, que podem
estar localizados em qualquer érgdo ou tecido (CORREIA;
CORREIA, 1992; RUGGIERO, 2004).
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A manifesta¢do da doenga no hospedeiro depende de
fatores diversos valendo destacar, resposta imune, via de
infeccdo e viruléncia do microrganismo que determinam
ainda a sobrevivéncia e multiplicagdo do mesmo no animal
(AYELE et al., 2004). A inalagdo de aerossdis contaminados
com o microrganismo é responsavel por aproximadamente
90% das infecgdes em bovinos e bubalinos (EL KIK JUNIOR;
SOUZA, 2008; MARQUES; MAIA JUNIOR; ZAPPA, 2008; PA-
CHECO et al. 2009; LAVAGNOLI et al., 2010; PEREZ-LAGO;
NAVARRO; GARCIA-DE-VIEDMA, 2014).

No cenario da inspegdo sanitaria durante o exame
post mortem, usualmente, as amostras suspeitas en-
contradas sdo adequadamente coletadas e rapidamente
encaminhadas para exames bacterioldgicos e histopa-
tolégicos com o objetivo de comprovagdo e controle
do diagndstico realizado a campo e para a avaliagdo da
eficacia das provas de tuberculina (ORGANIZACION PA-
NAMERICANA DE LA SALUD, 1995).

Em 95% dos casos, as lesbes estdo localizadas em
linfonodos (mediastinicos, retrofaringeos, bronquiais, pa-
rotideos, cervicais, inguinais superficiais e mesentéricos),
pulmao e figado. Com menor frequéncia, podem estar
presentes em intestino e tecido mamario, ou em qualquer
outro érgdo ou tecido do animal (BRASIL, 2006). Portanto
para um diagndstico eficaz da infecgdo faz-se necessario
junto ao método de isolamento do microrganismo, uso
de técnicas complementares (FRAGUAS et al., 2008; FUR-
LANETTO et al., 2012)

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimen-
to (2006) recomenda que as amostras frescas de tecidos
suspeitos podem ser fixadas em lamina e coradas pelo mé-
todo de ZN para a pesquisa de BAAR. O MAPA preconiza o
envio de parte do material para exames histopatoldgicos,
a fim de pesquisar tecido de granulagdo. O diagndstico
definitivo da TB bovina é realizado mediante o isolamento
e a identificacdo do agente por métodos bacterioldgicos.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de
descrever achados sugestivos da TB bovina em amostras
de tecidos de animais abatidos em um matadouro-frigo-
rifico da regido sudoeste da Bahia, avaliando resultados
das técnicas de H&E e ZN a fim de auxiliar na rotina do
diagnéstico da doenga.

METODOLOGIA

Vinte e oito amostras de fragmentos de linfonodos,
selecionados durante a inspegdo de bovinos abatidos
num frigorifico da regido sudoeste da Bahia provindos de
cidades diversas, foram coletadas no periodo de margo
ajulho do ano de 2012. Estes animais tinham entre 2 e 5
anos de idade sendo 22 fémeas e 6 machos.

AMOSTRAS

Os linfonodos que apresentaram lesdes nodulares, de
tamanhos e formas variadas, contendo exsudato purulen-
to, caseoso ou calcificado foram considerados sugestivos
para TB bovina, seguindo a recomendacgao de Wangoo et
al. (2005) que descreve as lesGes como area central com
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necrose caseosa por vezes com focos de mineralizagdo,
circundado por intenso infiltrado inflamatdrio composto
por neutrdfilos, linfécitos, macréfagos,células epitelidides
de células gigantes e areas delimitadas por tecido fibroso.
Em algumas secgbes as lesdes foram delimitadas por teci-
do fibroso. Desses linfonodos foram retirados fragmentos
com tamanho aproximado de 2cm?2. As amostras, com
cerca de 1cm?, foram fixadas em formol a 10%, armaze-
nadas em frascos tipo coletor universal e encaminhados
ao LPV da UFRB.

TECNICAS ZN e H&E

Fragmentos na zona de transi¢do entre a drea lesada
e a area aparentemente normal foram retirados e colo-
cados em um cassete para a inclusdo em parafina. Num
micrétomo, foram cortadas fitas a 5um, depois pescadas
por laminas onde foram montadas, obtendo duas laminas
de cada amostra. Antes do processo de coloragao dessas
laminas, estas passaram por uma técnica de preparagao
para desparafinizar, hidratar e montar o corte usando
uma sequéncia a base de Xilol, Alcool 95%, e por tltimo,
lavagem em agua destilada.

Dois processos de coloragdo foram realizados apds
confeccdo das laminas. A técnica de H&E, para coloragdo
do tecido com granuloma e a técnica de ZN para identifi-
cacdo do BAAR. Os achados histopatolégicos foram inter-
pretados como sugestivo ou negativo para micobactéria
com base nas classificagGes descritas por Ohara (2006) e
Varello et al. (2008). A leitura foi realizada em microscépio
Optico Olympus®, Modelo CX21FS1.

RESULTADOS

Dentre as amostras examinadas coradas por H&E,
em 22 (78,6%) delas foi possivel observar presenca de
unico ou multiplos granulomas (Figura 1). Na coloragdo
pela técnica de ZN, 3 (13,6%) foi detectada a presenca
de BAAR (Figura 2).

Figura 1 — Ldmina corada com H&E demonstrando tecido com
presenga de cdpsula de granuloma

Legenda: (A): processo necrético com mineralizagéo (B): infiltrado de
células linféides com nticleo enegrecido (C): Obj. 10X.
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Figura 2 — Ldmina com técnica de Ziehl-Neelsen identificando
BAAR (corado em vermelho), Obj. 40X.
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DISCUSSAO

As lesOes provocadas pelo M. bovis ndo sdo patogno-
monicas da TB bovina, apresentando coloragdo amarelada
em bovinos. Sdo ndédulos de 1 a 3cm de didametro ou
mais, que podem ser confluentes, de aspecto purulento
ou caseoso, com presenca de capsula fibrosa, podendo
apresentar necrose de caseificagdo no centro da lesédo,
ou, ainda, calcificacdo nos casos mais avancados (BRASIL,
2006).

Em estudo realizado por Fraguas et al. (2008), no Rio
de Janeiro, foi encontrado resultado semelhante com
64,95% de animais apresentando lesdo granulomatosa
caracteristica quando corados pela H&E, sendo todas
estas associadas a presenca de lesdes macroscdpicas,
porém os resultados encontrados por Pinto et al. (2002)
foram bastante inferiores totalizando 18%.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, amostras frescas podem ser fixadas em
lamina e coradas pelo método de ZN para a pesquisa de
BAAR. A sensibilidade do método é baixa, e um resultado
positivo sugere fortemente tratar-se de micobactéria, mas
nao informa a espécie. Muitas caracteristicas, inclusive a
propriedade tintorial, superpdem-se os géneros Myco-
bacterium e Nocardia, tornando dificil, em alguns casos,
a diferenciagdo de ambos.

Barksdale e Kim (1977) afirmaram que a técnica do
ZN é um método de diagndstico direto rapido e barato,
porém sé consegue revelar a presenca de BAAR em con-
centracBes superiores a 10*bactérias/mL. Uma possivel
explicacdo para a baixa frequéncia de BAAR em relacdo
ao numero de lesOes sugestivas ao exame histopatolégico
pode ser devido a baixa taxa de sobrevivéncia das mico-
bactérias, perda de estrutura bacteriana em razdo das
respostas imunitarias (ANDRADE et al., 1991) ou baixa
concentracdo de bacilos na lesdo examinada (PALMER;
WATERS, 2006).

Os métodos diretos de diagndstico, com base na
visualizagdo ou isolamento do agente etioldgico a partir

de lesdes oriundas de animais doentes, sdo sem duvida
os mais confidveis e inequivocos, sendo considerados
como “padrao-ouro” de diagndstico (LILENBAUM, 2000).

CONCLUSAO

Evidenciou-se que a consorciagdo das técnicas es-
tudadas torna o diagndstico mais seguro. A técnica H&E
indica a presenca de granulomas e o método de ZN evi-
dencia a presenca de BAAR, sendo ambos presuntivos e
complementares no diagndstico da TB bovina.
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