Exame microbiologico da tuberculose como subsidio a inspecao post-mortem de bovinos.
Bacteriological analysis of the tuberculosis as support to the bovine post-mortem inspection
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RESUMO: Como o exame histopatologico, o
bacterioldgico tem sido apontado como a sinalizagdo
mais segura da presenga de micobactérias em animais
com tuberculose e outras micobacterioses. Foram
examinados 48 bovinos reagentes ou suspeitos a prova de
tuberculinizagdo intradérmica ano-caudal e comparativa
cervical. O exame microbioldgico se constituiu do
isolamento de Mycobacterium sp e da determinagdo da
presenca de bacilos dlcool-acido resistentes (BAAR) nas
amostras (Ziehl Neelsen). Observou-se uma baixa
sensibilidade do exame microbiolégico frente ao exame
anatomopatologico (38,7%) e, relativamente baixa, a
tuberculinizacdo (62%). O exame microbioldgico foi
positivo diversas vezes, em situagcdes de auséncia de
lesdes, confirmando a sua importdncia em situagdes
especiais de inspecdo que demandem maior prote¢do a
saide publica. A ocorréncia de lesdes em orgdos na
auséncia de micobactérias, foi o segundo perfil de
diagnoéstico entre diferentes métodos, apresentado em
ordem de freqiiéncia. Estes resultados reforgam a
necessidade de avaliagdo microbioldgica simultinea a
outros recursos diagndsticos, bem como o emprego
conjunto do isolamento e da baciloscopia em lamina,
para a analise microbiologica. A comprovagdo das
micobactérias atipicas, comuns em bovinos, como
agentes  ectiologicos da  tuberculose  humana,
principalmente em pacientes portadores do virus HIV,
refletem a importancia da atualizagdo do conceito da
patogenicidade desse grupo de bactérias ao homem, bem
como do seu diagnostico em animais produtores de
carne.
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INTRODUCAO

O estudo bacteriologico da tuberculose serve
para controlar o diagnostico realizado no
campo ou durante a inspe¢ao em matadouros e
permite avaliar a eficicia da prova da
tuberculinizagdo (CPZ, 1986).

Além de revelar altos indices de mortalidade e
de morbidade no homem, sobretudo em
pacientes  imunodeprimidos, @ como  0s
acometidos pelo virus HIV, a tuberculose

SUMMARY: As the histopathological, the
bacteriological exam has been the safest method to show
the mycobacteria presence in animals with tuberculosis
and other mycobacteriosis. Forty eigth positive or
suspects bovine tuberculin were examined. The
bacteriological exam was performed with the
mycobacteria culture and the determination of the acid-
fast bacilli presence. The sensitivity of the bacteriological
exam to the anatomopathological exam was low (38,7%)
and higher to the tuberculin (62%). In the absence of
lesions, the result of the bacteriological exam was
positive several times, showing its importance in special
situations of inspection that demand more public health
protection. The mycobacteria absence and the occurrence
of lesions in organs simultaneously, was the second
diagnosis profile among different methods. These results
reinforce the need of the simultaneous bacteriological
evaluation with other diagnoses methods, as well as the
simultaneous employment of the culture and the direct
acid-fast bacilli demonstration for the bacteriological
analysis. The confirmation of the atypicals mycobacteria,
that is common in bovine, as etiologic agents of the
human tuberculosis, mainly in carriers of the HIV virus,
reflects the importance to update the concept of the
human patogenicity of that microorganisms and the
importance of its diagnosis in meat producing animals.
KEYWORDS: tuberculosis, microbiological analysis,
mycobacteria, meat inspection.

constitui uma  significativa causa de
condenagdo de animais em matadouros e de
mortalidade animal, resultando numa perda
econdmica estimada em 10% da produgdo
leiteira e em 20% da producdo da carne bovina
brasileira (Grange & Yates, 1994; Ferreira &
Bernardi, 1997).

A possibilidade de ocorréncia de reagdes
paralérgicas na prova da tuberculinizagdo,
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causadas por micobactérias atipicas, em
particular o Mpycobacterium intracellulare,
além de outros microrganismos, alerta para a
observancia de cuidados especiais na pratica da
inspecao post-mortem de bovinos suspeitos ou
reagentes, principalmente dos provenientes de
rebanhos leiteiros, onde a incidéncia da
tuberculose ¢ alta (Castro & Nemoto, 1972;
Langenegger & Langenegger, 1981; Souza et
al., 1999).

Tem sido relatada a presenga de micobactérias
em bovinos e suinos na auséncia de lesdes
anatomopatoldgicas, tornando insuficiente a
analise macroscépica dos 6rgios, como o Uinico
critério para o diagndstico da infeccdo
micobacteriana (Brown & Neuman,1979).

Por outro lado ha situagdes em que ndo se
detectou micobactérias em lesdes
anatomopatoldgicas sugestivas de tuberculose
(Brown & Neuman,1979; Balian et al., 1997).

Os bovinos constituem uma importante fonte
de infeccdo de micobacterioses, principalmente
por M. intracelullare para o homem,
destacando-se como o principal agente de
tuberculose humana causada por micobactérias
atipicas. M. scrofulaceum tem sido incriminado
como causador de adenites cervicais em
criancas (Castro & Nemoto, 1972).

Embora o M. bovis seja o isolado mais comum
em tuberculose bovina, a presenga de
micobactérias atipicas nesta espécie tem
despertado muita atengdo em diversos paises,
principalmente  devido as  constatacdes

MATERIAL E METODOS

Foram examinados 48 animais reagentes ou

suspeitos a prova de tuberculinizagao
intradérmica  ano-caudal e comparativa
cervical, gerando 147 unidades amostrais

submetidas ao exame anatomopatologico. As
referidas unidades amostrais foram
sistematicamente compostas dos linfonodos
cervicais superficiais e iliacos internos de todos
0s animais, que apresentavam lesdes ou nao,

cientificas mostrando que estas micobactérias
causam importantes doencas pulmonares e
extra-pulmonares no homem (Castro &
Nemoto, 1972).

Na primeira metade do século XX, a
tuberculose pulmonar humana causada pelo M.
bovis tinha uma baixa prevaléncia entre 0,5 e
5,0%, mas nas ultimas décadas, os registros
mostram tendéncias de elevacdo do numero de
casos de tuberculose pulmonar por M. bovis,
em comparacdo a outros 6rgdos. Cerca de 40-
60% das lesoes tuberculosas causadas por M.
bovis se manifestam nos pulmdes (Grange &
Yates, 1994).

Micobactérias atipicas, muito comuns no
ambiente, podem causar doengas humanas tao
sérias e extensas como a tuberculose, mas, sem
duavida, com capacidade bem menor de causar
doengas clinicas (CPZ, 1986; Grange & Yates,
1994).

Se faz necessario discutir o significado do teste
microbiolégico, como método diagnostico
auxiliar a inspecao post-mortem no intuito de
aperfeicoar a estimativa dos riscos de
transmissdo da tuberculose ao homem pelo
consumo de carne, valorizando os mais
recomendados em situagdes particulares.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o
desempenho do recurso microbioldgico como
apoio a inspecdo post-mortem em situacao
especial, quando os bovinos eram suspeitos ou
reagentes ao teste de tuberculinizagao.

além de outros linfonodos e 6rgdos, sobretudo
o pulmdo, que apresentavam lesdes sugestivas
ou tipicas de tuberculose ao exame
anatomopatologico.

O grupo dos animais estudados se caracterizou
por bovinos mestigos holandés-zeb, de ambos
os sexos, idade variando de 1 a 10 anos e

Rev. Bras. Saude Prod. An. 3 (1):10-15, 2002. 11



procedéncia de uma mesma propriedade da
cidade de Vigosa-MG.

O exame microbiologico se constituiu do
isolamento de Mycobacterium sp e da
baciloscopia (Ziehl Neelsen), através da
determinagdo da presenga de bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR), realizados nos 31
orgdos com lesdao e em outros 46 linfonodos
sem lesoes, aleatoriamente escolhidos.

O método de exploracdo anatomopatoldgica
dos animais se baseou nas normas do exame
post-mortem do Servigo de Inspecdo Federal,
descritas em Brasil (1971).

No mesmo dia da colheita das amostras foi
processado o material destinado aos ensaios
microbiologicos.

Os métodos de isolamento dos bacilos e da
baciloscopia foram baseados na metodologia
proposta pelo Centro Panamericano de
Zoonoses (CPZ, 1986).

As unidades amostrais foram encaminhadas ao
laboratorio, individualmente em  sacos
plasticos, posteriormente foram mergulhados
em 4alcool e flambados (Langenegger &
Langenegger, 1981); destes foram retirados,
assepticamente, varios fragmentos com cerca
de 2g de peso cada um e triturados em gral,
adicionando-se  solugdo  fisioldogica  na
propor¢ao 1:3 e areia estéril. O macerado foi
tratado com solucdo de NaOH a 5% em partes
iguais (2ml), durante 15 minutos em estufa a
37°C, visando a descontamina¢do do material.
A amostra tratada foi centrifugada a 2.500g,

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra os resultados dos exames
microbioldgico e anatomopatologico, obtidos a
partir da selegdo de 50 oOrgdos entre os 147
examinados a inspecdo post-mortem dos 48
bovinos  positivos ou  suspeitos a
tuberculinizagdo. A partir desses resultados foi
possivel estabelecer os perfis de diagndstico
combinando os diferentes recursos analiticos

durante 20 minutos, seu sedimento foi
recolhido, neutralizado com solu¢do de HCI
0,IN (pH 6,5 a 7,2), com vistas a semeadura de
0,3 a 0,5ml deste homogenato em meio de
Lowenstein Jensen, com e sem glicerol,
seguida de incubagdo a 37°C durante 3 meses,
fazendo observacdes do crescimento de
micobactérias diariamente.

Foram repetidos os ensaios microbioldgicos
das amostras congeladas que apresentaram

resultados positivos no exame
anatomopatolégico e, preliminarmente, no
microbiolégico.

Para a analise comparativa dos resultados dos
exames  microbiologico,  tuberculina e
anatomopatolégico foi  selecionada uma
amostragem composta de 50 unidades de
amostras, constituidas de 31 fragmentos com
lesdes macroscopicas tipicas ou sugestivas de
tuberculose localizadas em tecidos diversos,
além de 19 linfonodos cervicais superficiais ou
iliacos internos coletados sem lesdes, porém
positivos ao exame microbioldgico.

Foram consideradas lesdes tipicas, aquelas
caseosas ou calcificadas, purulentas ou nao. As
lesdes sugestivas apresentavam caracteristicas
nodulares, predominantemente hemorragicas,
de tamanhos e formas variados.

Os resultados obtidos nas avaliacdes das provas
de tuberculina, microbioldgica e
anatomopatoldgica foram dispostos em tabelas
de contingéncia e comparados através do
calculo de medidas de sensibilidade e
especificidade diagnostica.

pesquisados, bem como dimensionar a sua
freqiiéncia.

Nesta amostragem, 25 diferentes animais
mostraram lesdes macroscopicas sugestivas ou
tipicas de tuberculose ou revelaram a presenga
de micobactérias. Dos referidos oOrgaos 34
procederam de animais tuberculina positivos e
16 suspeitos.
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Apenas 12% das 50 amostras selecionadas para
andlise foram positivas ao isolamento e 50% a
investigacdo de BAAR. Observou-se que a
combinagdo da baciloscopia com o isolamento
aumentou a eficiéncia do exame
microbioldgico, ampliando sua sensibilidade
para 62% (tabela 2). Tanto nos bovinos

tuberculina positivos, quanto nos suspeitos,
predominou o perfil de diagndstico M+A-, ou
seja, microbioldgico positivo na auséncia de
lesdes, ocupando o segundo lugar, o M-As,
microbioldgico negativo na presenga de lesdes
sugestivas.

Tabela 1. Freqiiéncia dos perfis de diagnostico da tuberculose bovina: tuberculiniza¢ido positiva ou suspeita,
exame microbiologico positivo (M+) ou negativo (M-) e exame anatomopatologico tipico (At), sugestivo (As) ou

negativo (A-).

Perfil Freqiiéncia

Tuberculinizacao Microbiolégico Anatomopatologico Distribuigdo %
At 5 14,7
M+ As 6 17,6
A- 11 32,4
Positiva Subtotal 22 64,6
At 5 14,7
M- As 7 20,7
Subtotal 12 354
Total 34 100,0

At 1 6,3
M+ A- 8 50,0
Subtotal 9 56,3

Suspeita At 1 6,3
M- As 6 37,4
Subtotal 7 43,7
Total 16 100,0

Provavelmente a maioria das cepas positivas se
trate de micobactérias atipicas, que t€ém sido
encontradas em bovinos sem lesdes aparentes
(Castro & Nemoto, 1972).

A auséncia de micobactérias ocorrida em
35,4% das amostras de animais tuberculina
positivos com lesdes tipicas ou sugestivas
(tabela 1), pode estar associada ao seu baixo
numero encontrado nas lesdes no momento da
coleta das amostras ou a dificuldade de
isolamento de cepas de M. bovis,
eventualmente presentes nas amostras, por
intermédio do meio de cultura utilizado, o
Lowenstein-Jensen (CPZ, 1986).

Embora a baciloscopia seja considerada um
exame basico em tuberculose humana,
sobretudo do escarro, ela ndo ¢é tdo sensivel no
diagnostico da tuberculose animal, pois os
bacilos nem sempre sdo visualizados na
amostra, mesmo na presenca de lesdes. Para se
obter uma baciloscopia positiva em diagnostico

bacterioldgico nas formas extrapulmonares, a
amostra deve ter pelo menosl0’ bacilos/ml
(CPZ, 1986).

Segundo Brown & Neuman (1979) e Balian et
al. (1997), a auséncia de micobactérias em
andlises de lesdes anatomopatoldgicas
sugestivas de tuberculose pode estar associada
a trés hipoteses:

a) deficiéncia do método de isolamento com
morte na descontaminagao ou dificuldade de
se multiplicar no cultivo;

b) morte da micobactéria apds promover a

lesdo, pela defesa do proprio organismo;

c) lesdo causada por outro tipo de

microrganismo.

As tabelas 2 e 3 mostram os resultados, que
podem ser uteis na verificagdo do desempenho
do exame microbiologico frente aos exames de
tuberculinizag¢ao e anatomopatolégico,
respectivamente.
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Tabela 2 - Freqiiéncia dos resultados do exame microbiolégico de bovinos, segundo a sua reagdo a

tuberculinizacio.
Testes Lamina Isolamento Lamina ou Isolamento Total
+ - + - + -
Positiva 19 15 3 31 22 12 34
Tuberculinizagdo Suspeita 6 10 3 13 9 7 16
Total 25 25 6 44 31 19 50

Tabela 3 - Freqiiéncia dos resultados do exame microbiolégico de bovinos positivos ou suspeitos a
tuberculinizacio, segundo a sua condi¢do anatomopatologica.

Testes Positivo Negativo Total
Positivo* 19 31
Anatomopatolégico Negativo 0% 19
Total 19 50

*12 lesdes macroscopicas tipicas (5 calcificadas) e 19 sugestivas.

113 oriundos de lamina e 6 do isolamento.
iNao investigado

Apareceram lesdes macroscopicas tipicas ou
sugestivas de tuberculose em 62% das amostras
estudadas.

Observou-se uma baixa sensibilidade do exame
microbioldgico frente ao exame
anatomopatoldgico (38,7%) e, relativamente
baixa, a tuberculiniza¢do (62%), considerando
que expressiva parte da amostragem foi
selecionada pelos resultados positivos ao exame

anatomopatolégico. Entretanto o exame
microbioldgico indicou a presenca de
micobactérias em  38% das  amostras

aparentemente sem lesdes, confirmando a sua
importancia em situagdes especiais de inspe¢ao
que demandem maior protecdo a saude publica,
como no caso de abate de bovinos positivos ou
suspeitos a tuberculinizagao.

Estas consideragdes reforgam a necessidade de
avaliacdo microbiologica simultanea a outros
recursos diagnosticos, bem como o emprego
conjunto do isolamento e da baciloscopia em
lamina, para a andlise microbioldgica.

A comprovagdo das micobactérias atipicas
como agentes etioldgicos da tuberculose
humana,  principalmente = em  pacientes
portadores do virus HIV, refletem a
importancia da atualizagdo do conceito da

patogenicidade desse grupo de bactérias ao
homem, bem como do seu diagndstico em
animais produtores de carne (Castro & Nemoto,
1972; Barreto et al., 1993; Saad et al., 1997).

Falhas no diagndstico, desprezando o exame
microbiologico, sobretudo a identificacdo do
agente causador, tem contribuido para o
aumento do numero de casos de tuberculose
bovina no Brasil, segundo Souza et al (1999).
Estes autores alertam para a possibilidade de
ocorréncia de uma epidemia de tuberculose nos
proximos anos, em razao dessas falhas, que
dificultam ainda mais a programacao de
medidas de controle, que, segundo Ferreira
Neto & Bernardi (1997), sdo incipientes no pais
atualmente.

No emprego dos recursos disponiveis, de
acordo com o0s objetivos perseguidos com
vistas a aplicacdo de medidas de controle da
tuberculose, deve-se considerar a nova filosofia
de controle de qualidade dos produtos de
origem animal, integrando as fungdes de
inspecdo, controle de qualidade e vigilancia
sanitaria em toda a cadeia produtiva,
considerando o principio da rastreabilidade e
permitindo melhores defini¢des de risco, com
reflexos diretos na economia e na prevencao da
saude publica e animal.
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CONCLUSOES

Confirmou-se a importancia da
tuberculinizagdo como método de selecdo de
animais que possam representar risco a saude

publica, bem como verificou-se uma
deficiéncia de sensibilidade do exame
microbioldgico frente ao exame
anatomopatoldégico e a tuberculinizagdo.

Entretanto o exame microbiologico foi positivo
diversas vezes, em situacdes de auséncia de
lesdes, confirmando a sua importancia em
situacdes especiais de inspecdo que demandem
maior protecdo a satde publica.
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