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OKANO, W. Post mortem, citologia, histopatologia e bacteriologia no
diagnéstico da tuberculose bovina - matadouro-frigorifico da regiao norte do
Parana: 2007. p. 61. Tese de doutorado em Medicina Veterinaria, Area de Clinica
Veterinaria. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade
Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO

Quanto menor o intervalo de tempo entre o achado post mortem e o diagndstico
da tuberculose, mais rapidamente se estabelecerao prioridades de acao frente a
decisdo sanitaria a ser tomada pela Inspecdo de Produtos de Origem Animal
quanto a carcaga em questdo. A citologia por ser um método rapido, de facil
realizacdo e de baixo custo sendo importante instrumento na clinica bovina,
especialmente quando usada em conjunto com achados fisicos. Foram avaliadas
amostras de 41 fragmentos de linfonodos de bovinos de matadouro-frigorifico com
avaliacao macroscoépica e coletado material para exame histolégico, citolégico e
cultura bacteriolégica e parte delas analisadas pelo PCR. De 17 linfonodos sem
lesbes tipicas de tuberculose em 9 visualizaram-se células gigantes de Langhans;
4 isolaram-se o M. bovis; sendo duas destas PCR positivo e 4 citologias
sugestivas de tuberculose. Resultados deste estudo indicam que nem todos os
animais infectados tém lesdes macroscépicas observadas na linha de abate.
Permitem também concluir que ha a necessidade do uso de métodos laboratoriais
no auxilio do diagndstico da tuberculose em matadouros-frigorificos.

Palavras-chave: citologia, tuberculose bovina, Mycobacterium bovis,
histopatologia e microbiologia.



OKANO, W. Post mortem, cytology, histopathology and the bacteriology on
the diagnosis of bovine tuberculosis of slaughterhouse of northern Parana.
2007. p. 61. Doctorate’s thesis on Veterinary Medicine, veterinary clinican sector.
Veterinary Medicine and Zootechology Scholl, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu.

ABSTRACT

The short the time gap between the post mortem found and the tuberculosis
diagnosis, the faster wil the action priorities be established towards the sanitary
decision to be made by slaughter surveillance concerning the carcass in the issue.
Cytology being a fast, rather feasible and low-cost method and important tool in
bovine practice, especially when used in conjunction with the physical findings. 41
samples of fragments from bovine lymph nodes coming from slaughterhouse have
been analyzed macroscopically and material for histological, cytological and
bacteriologic culture has been collected, part of wich has been analyzed by the
PCR. Of the 17 lymph nodes with no TB lesions, 9 present giant Langhans cells; in
4 was the M. bovis isolated, 2 of those being PCR positive, and 4, TB suggestive
cytology. Results from this study indicate that not all infected animals have
macroscopic lesions observed at slaughter line; allowing as well to be concluded,
that there is a need for use of laboratorial methods in assisting the diagnosis of
tuberculosis in slaughterhouse.

Key-words: cytology, bovine tuberculosis, Mycobacterium bovis, histopathology,
microbiology.



1 INTRODUGCAO

O Mycobacterium bovis tem sido reconhecido como o agente da
tuberculose bovina em todo o mundo, considerado uma doenga zoonbtica
(DABORN, 1995). Mycobacterium bovis pertende ao complexo da Mycobacterium
tuberculosis (de LESLIE et al., 1999). Tem especificidade por muitos hospedeiros,
raramente acometem equideos ou ovinos, porém ocorrem em cervideos, lhamas e
suinos, nos quais desenvolvem severas lesbes com descarga de materiais
infectantes (KREBS et al., 1997).

A prevaléncia da doenca bovina € maior nos paises em desenvolvimento, e
menor nos paises desenvolvidos, onde programas de controle e erradicacao ja
estdo avancados. Na América Latina e Caribe existem areas com prevaléncia que
ultrapassa 1%. No Brasil dados indicam a prevaléncia de 1,3% de animais
reagentes a tuberculinizacdo entre os anos de 1989 a 1998. Em Minas Gerais a
prevaléncia de 5% de propriedades com animais reagentes (BRASIL, 2003). Com
perdas econOmicas estimadas de 20 a 25% na eficiéncia reprodutiva (BRASIL,
2003).

A evidéncia maior do meio de transmissdo da Mycobacterium bovis pode
ser vista nos frigorificos, onde as amostras de tecido coletadas de animais
reagentes a tuberculinizacdo e submetidas a cultura sdo na sua grande maioria 0s
brénquio-mediastinicos, o retrofaringeo e submandibular, sugerindo que a rota de
infeccao é a respiratéria. Porém a transferéncia do bacilo do ramen para o trato
respiratorio também ¢é possivel via eructagcdo (PHILLIPS et al., 2003). Ocorre
entdo o processo patoldgico com a formacao do complexo primario associado ao
linfonodo regional, onde ha acumulo de macréfagos com formagédo de células
gigantes de Langhans, circundadas por linfocitos, plasmécitos, fibrose periférica e
necrose caseosa central o chamado granuloma tuberculoso (NEILL et al., 1994a).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Etiologia

O Mpycobacterium bovis € 0 agente causador da tuberculose em bovinos
(RADOSTITS et al., 2002). E também responsavel pela doenca humana, fazendo
da bactéria uma importante espécie zoonética (MORRIS et al., 1994). As bactérias
do género Mycobacterium sao gram positivas, alcool-acido resistentes incluindo

patdégenos humanos e animais (RAVIGLIONE et al., 1995).

O M bovis € membro do complexo M tuberculosis tendo sido classificado
como da lista B da OIE (Organizacdo Mundial da Saude Animal) tendo importancia
socio-econémica e de saude publica (BIET et al., 2005). Outros membros sdo M
tuberculosis, M africanum e M microti (GRANGE e YATES, 1994).

2.2 Epidemiologia
2.2.1 Ocorréncia

A tuberculose bovina é uma enfermidade infecto-contagiosa causada pelo
Mycobacterium bovis. Afeta bovinos provocando uma infecgdo cronica que leva a
perdas econdmicas por emagrecimento progressivo, menor produtividade de leite
e morte dos animais, além de prejuizos devido a condenacdes de carcagas
(COLLINS, 1996).

Todas as espécies, incluindo a humana, e grupos etarios sao susceptiveis
ao M bovis, sendo os bovinos, caprinos e suinos os mais afetados, ao passo que
0s ovinos e eqliinos mostram uma alta resisténcia natural. Animais silvestres tais
como o texugo na Inglaterra e Irlanda, o gamba na Nova Zelandia, o veado, o

cervo, o alce e o bisdo na América do Norte e os bufalos na Africa do Sul e na



Australia podem atuar como hospedeiros silvestres do M bovis (RADOSTITS et
al., 2002).

A tuberculose em humanos € causada pelo Mycobacterium tuberculosis, no
entanto M. bovis, causador da tuberculose bovina, pode também ser responsavel
pela doenga em humanos (GRANGE e YATES, 1994; ESSEY e KOLLER, 1994),
onde a tuberculose intestinal é relacionada a ingestao de leite cru, constituindo a
principal causa da tuberculose extra-pulmonar em regides rurais (GRANGE e
YATES, 1994).

2.2.2 Fontes de Infeccao

Os bovinos infectados constituem a principal fonte de infec¢do através do
esputo, exsudatos traqueais em aerossol, fezes, ingestdo ou degluticdo de

descargas respiratérias e outras secre¢cées (REBHUN, 2000).

Nos programas de controle da tuberculose bovina ou da paratuberculose
nos animais domeésticos, deve-se ter em mente o provavel envolvimento de
animais silvestres como reservatorio das micobactérias. Deve-se entender a
fisiologia ecoldgica da micobactéria nas diferentes espécies de animais silvestres
(RADOSTITS et al., 2002). Morris et al. (1994) descrevem que onde o M bovis

persiste € necessario verificar a presenga de animais silvestres.

2.3 Transmissao

Morris et al. (1994) citam que a excrecao respiratéria e a inalagdo de M.
bovis é a principal rota de transmissao entre bovinos, e que em alguns paises 0
leite, a urina e as fezes tém significativa importancia. Neill et al., (1994a) citam

também que a secrecao respiratéria tem potencial de disseminagédo da infeccao e



que a via congénita, através do corddo umbilical, assim como a genital podem
ocorrer, mas de forma mais rara, e a ingestdo é considerada a segunda via de

infeccao.

Em bovinos e em outros animais a rota de transmissao do M bovis pode ser
deduzida pelas lesbes encontradas nos animais durante a inspegcao post mortem
nos matadouros-frigorificos. Animais com lesdes restritas na cavidade toracica sao
infectados pela inalacdo de aerossois, enquanto que, aqueles com lesbes em
linfonodos mesentéricos tém infeccdo adquirida de alimentos ou agua
contaminados com o bacilo (POLLOCK e NEILL, 2002).

O sistema respiratério é claramente a rota pelo qual a infeccao ocorre e se
espalha entre os bovinos. O servico de inspecdao pode ser inadequado para
identificar muita das pequenas lesbes e isto responde por que muitos animais
reatores ndo tém lesbGes detectadas nos abatedouros. No estagio inicial da
infecgdo, aproximadamente 87 dias, pode haver excrecdo regular do bacilo da
tuberculose no muco nasal, antes de excrecao tornar-se intermitente. No minimo,
20% dos animais com lesdes de tuberculose podem ter M bovis nas secreg¢des
nasais em algum lapso de tempo. Estes animais podem ser os disseminadores da
tuberculose bovina (MENZIES e NEILL, 2000).

No exame da necropsia entre 70 a 90% das lesGes tuberculosas sao
encontradas em linfonodos da cabeca e cavidade toracica, com Linfonodo
retrofaringeo medial (direito e esquerdo) com 29,4% das lesdes; Linfonodo
mediastinico (anterior e posterior) 28,2%; Linfonodo bronquial (direito e esquerdo)
18%; Pulmao com 9,8% e Linfonodo mesentérico 2,9%, 0 que comprova que a
maior rota de transmissao € a inalatéria (CORNER, 1994).

A infeccao pela ingestédo é possivel no pasto, quando o alimento, a agua de
beber e o cocho estiverem contaminados com fezes, porém grandes doses

infectantes sdo necessérias. A agua estagnada pode transmitir a doenca até 18



dias de o ultimo animal tuberculoso ter feito uso da mesma (RADOSTITS et al.,
2002). Os animais jovens podem se infectar pela ingestdo de leite contaminado
(REBHUN, 2000; RADOSTITS et al., 2002).

2.4 Fatores de risco

As micobacterias sdo relativamente resistentes ao calor, morrendo pela
pasteurizacao ou pela fervura. Resistem muitas horas ou dias aos desinfetantes
comuns; apenas alguns fenois organicos conseguem destrui-las (acido fénico,
cresol, lisol, creolina, todos a 3%). Sobrevivem de 6 meses a 4 anos em
pastagens, aviarios, matéria organica, fezes, cama de galinha e em locais onde se
enterram cadaveres contaminados pelo bacilo (CORREA e CORREA, 1992).

Wray (1975) descreve que a M. bovis pode sobreviver de 18 a 332 dias, em
temperatura entre 12 a 24°C, dependendo da intensidade da luz solar. Cultura de
M. bovis misturada as fezes, sangue e urina podem sobreviver por 700 dias no
solo, sob condicdes favoraveis, demonstrando a perpetuacdo do microorganismo

numa propriedade.

Fatores de risco tais como idade, tipo do animal, meio ambiente € manejo
da fazenda tém influéncia significativa na infeccdo (MENZIES e NEILL, 2000).
Também a deficiéncia nutricional acarreta a reducao da resisténcia a tuberculose
bovina (GRIFFIN et al., 1993). Assim como disfun¢des imunoldgicas podem
propiciar o desenvolvimento da tuberculose bovina (MENZIES e NEILL, 2000 e
BIET et al., 2005). A desnutricdo ou doenga viral imuno-supressora persistente
pode aumentar a suscetibilidade dos bovinos a desenvolver a doenga por M bovis
(MENZIES e NEILL, 2000 e MORRIS et al., 1994).

Segundo Radostits et al. (2002) a criagdo em confinamento aumenta a

possibilidade de transmissédo do bacilo devido ao maior contato existente entre os



animais. O gado tipo zebu (Bos indicus) é considerado mais resistente que o gado

europeu.

O grau de transmissao pelo M bovis depende de varios fatores, como o
namero de microorganismos excretados e inalados, o tempo de exposicao, o grau
de confinamento dos animais infectados e o tamanho da particula que contenha
as micobactérias viaveis (COSTELLO et al., 1998).

2.5 Importancia Econémica

No que se refere as perdas econdbmicas determinadas por esta
enfermidade, estas se manifestam em reducao de 10 a 20% da producao de leite
e do ganho de peso, infertilidade e condenacdo de carcagas. Na Argentina
calcula-se um decréscimo de 18% na producdo de vacas tuberculosas quando
comparadas com animais sadios (KANTOR e RITACCO, 1994). Onde
encontraram perda de até 35% no total da produgéao de leite segundo Hernandez e
Baca (1998).

Segundo Hernandez e Baca (1998) o diagnostico da tuberculose em
rebanhos leiteiros leva as sérias perdas econdmicas. Restricbes de quarentena
sdo impostas para reduzir 0s riscos da transmissdo da doencga para outros animais
e seres humanos. O controle e medidas sanitarias incluem repetidos testes
intradérmicos de tuberculinizacdo, isolamento ou abate dos animais reatores com
base nos resultados da tuberculinizagdo, restricdo na movimentacdo e venda de
animais, e em muitas instancias, descontaminac¢ao da propriedade. No México e
em outros paises da América Latina, como nao existe um fundo indenizatério
disponivel por razbes econdbmicas, granjeiros leiteiros, podem ser relutantes em

abater os animais com tuberculinizagéo positiva.



O risco da transmissao para seres humanos, a diminuigdo da produtividade
dos animais e a proibicdo da comercializagdo dos produtos e subprodutos dos
animais contaminados, sado motivagbes importantes para a instalacdo de
programas de controle e erradicagao da tuberculose bovina em ambito mundial
(COVISI et al., 1998)

2.6 Importancia Zoonética

Infeccdo em seres humanos pode ocorrer pela inalagdo de aerossois ou
através do consumo de leite contaminado. Os aerosséis podem também advir da
manipulacao de lesdes de carcacas (NEILL et al.., 1989).

Dois fatores tém contribuido para a infeccdo por M bovis em seres
humanos, pessoas imunossuprimidas e o convivio do homem com animais
exoticos (RADOSTITS et al., 2002). Segundo Daborn e Grange (1993) o M. bovis
tem despertado interesse diagndstico, pois nos paises desenvolvidos a doenga
aparece como carater zoon6tico particularmente em conjunto com a Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

No Brasil devido a interacdo com a epidemia da AIDS, a possibilidade do
aparecimento de cepas resistentes as drogas usuais, aos tratamentos
inadequados ou incompletos, impde um aprimoramento das praticas que vém
sendo adotadas. A tuberculose humana persiste como importante problema de
saude publica, representando cerca de 90.000 novos casos e mais de 5.000
mortes anuais. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 90 milhdes de
novos casos de tuberculose ocorrerdo nesta década, estimando-se que 30
milhdes de pessoas morrerdo em todo mundo devido a esta doenca (GOMES,
1998). Parreiras et al. (2004) citam que de acordo com o OPS/OMS (1993), a
infeccdo com M. bovis é estimada em 5% da tuberculose humana no Brasil.



Com o uso da pasteurizagéo do leite aumentou a prevencgao da doenga nos
individuos mais jovens. Porém M bovis tornou-se um problema de saude publica
emergente na Irlanda com a co-infecgao pelo HIV e M bovis em pessoas mais
idosas que ingeriram leite ndo pasteurizado quando criangcas (COTTER et al.,
1996).

Em paises em que a pasteurizacao do leite ndo ocorre e que existem casos
de tuberculose bovina; 10 a 15% dos casos de tuberculose humana sdo causadas
pelo M. bovis (ASHFORD et al., 2001). Em Xambré no Parana Merlini et al. (2003)
descrevem que 88,11% dos moradores consomem leite “in natura” e que 36,45%

destes consumidores n&o fervem o produto.

2.7 Distribuicdo Mundial

Apesar de estar controlada em 1992, 70% da tuberculose detectada nos
Estados Unidos tiveram origem na fronteira com o México (BROWN e ANDA,
1998). Na Argentina a estimativa da prevaléncia da tuberculose em bovinos é de
4,5% e a da tuberculose humana causada pelo M bovis é de 0,47%. No Uruguai a
estimativa da tuberculose bovina é de 0,03% (KANTOR e RITACCO, 1994).

Infelizmente no Brasil faltam estatisticas confiaveis acerca da ocorréncia e
distribuicdo das enfermidades, em especial da tuberculose bovina (LILEMBAUM,
2000). Segundo o Ministério da Agricultura entre os anos de 1986 a 1996, a
prevaléncia da tuberculose bovina, em 14 estados brasileiros variou de 0,9% a
1,7% (ABRAHAO, 1999).

Baptista et al. (2004) trabalhando em matadouro-frigorifico do Triangulo
Mineiro obtiveram a prevaléncia da tuberculose em Minas Gerais de 0,8% e em

Goias de 0,4%. Chamam a atencdo para a baixa prevaléncia devido a néao



deteccdo da doenca em casos de tuberculose sem lesbes macroscépicas
detectaveis no exame post mortem. S6 o levantamento da doenca nas fazendas,
em amostras representativas ou abrangendo a totalidade dos animais, pode
proporcionar boas estimativas da freqiiéncia da doenca, reservando-se aos
matadouros o papel de sentinela epidemiolégica e de rastreabilidade, no ambito
dos programas de combate as doencas.

2.8 Patogenia

Quando o M. bovis penetra o organismo ocorre uma inflamacao exsudativa
focal, que tende a caseificacao e calcificacdo (POTEL, 1974). Na porta de entrada
h& multiplicagdo do microorganismo para onde migram neutréfilos que fagocitam
ativamente a bactéria, aparecendo também macroéfagos e linfécitos (CORREA e
CORREA, 1992). Os macro6fagos controlam a micobactéria na auséncia de células
imunomediadas (DANNENBERG, 1999). Os neutréfilos sao particularmente
abundantes na formacdo da lesdo inicial em bezerros, camundongos, ratos,
coelhos da india e hamsters infectados experimentalmente (CASSIDY et al.,
1998).

Macroscopicamente em oito dias observa-se o foco primario da tuberculose
(POTEL, 1974) ao contrario de Cassidy et al. (1998) que descrevem a observagao
macroscépica com 14 dias. A calcificacdo em um prazo de trés semanas (POTEL,
1974) enquanto Cassidy (1998) cita que em 35 dias ocorreria esta mineralizagao.
Neill et al. (2001) descrevem que microscopicamente, as lesdes podem ser
observadas precocemente apds sete a onze dias pés-infeccdo, com macrofagos e
células gigantes, contendo o bacilo alccol-acido resistente e detritos de neutréfilos
em evidéncia. Os linfonodos regionais tornam-se reativos. Isto € denominado de
complexo primario da tuberculose. O local da infec¢cdo primaria oferece dados
importantes da porta de entrada da tuberculose. O foco priméario pode sofrer cura,
formando um tecido cicatricial, depois de reabsor¢do de massas necrosadas e
reorganizacao conjuntiva (POTEL, 1974).



Tendo a micobactéria invadido o organismo ir4 ocorrer a fagocitose pelos
macréfagos e apresentacdo de antigenos micobacterianos no Complexo de
Histocompatibilidade (MHC). Este MHC sera reconhecido pelos linfécitos T
inflamatério e pelos linfécitos T de meméria. Inicia-se a producdo de citocinas,
principalmente o IFN gama, ativando os macréfagos e os linfécitos T inflamatérios
(WEDLOCK et al., 2002). Os macrofagos ativados reduzem o pH intrafagossomal
e expbem a agente ao oxigénio reativo, produtos nitrogenados e enzimas
lisossomais, levando a morte da micobactérias (WEDLOCK et al., 2002). Outros
participantes sao o 6xido nitrico (NO) e o fator de necrose tumoral alfa (FNT)
(WATERS et al., 2003). A sintese de NO, devido a estimulacao de macrofagos e
subsequente geracao de nitrogénio reativo, provocam a morte das micobactérias
(CHAN et al., 1995).

Caso escapem dos processos acima havera a formacdo de uma reacgao
inflamatéria crénica. A resposta inflamatéria a micobactéria é a formacao do
granuloma tipico ou do tubérculo; devido a fatores como localizagao intracelular
destes microorganismos, sua pobre digestdo e pela composicdo cerosa de sua
parede. O granuloma focal representa a expressao da inflamacao granulomatosa,
podendo estar restrita ou mesmo prevenir o desenvolvimento bacteriano através
da justaposicdo de macréfagos infectados e de células T. Neste contexto, as
células T podem regular a atividade microbiana dos macréfagos ou lisar os que
estiverem infectados. A arquitetura do granuloma tuberculoso impede que as
micobactérias espalhem-se ao redor formando camadas concéntricas de
macroéfagos nao infectados e de tecido fibroso (SAUNDERS e COOPERS, 2000).

A complexa interacdo dindmica dentro da lesdo reflete a composicao
funcional dos macrofagos e das células T “helper’, producado de citocinas e
atividades micobacterianas que irdo influenciar a aparéncia morfolégica do

granuloma. Necrose, liquefacdo, mineralizacdo e regressédo representam muito o



resultado dessas interagdes que ditam o tamanho da lesdo, sua aparéncia e a
apresentacao da doenca no hospedeiro (CASSIDY, 2006).

A necrose caseosa central é observada no granuloma em muitas espécies
e tem significativa influéncia na expansao da lesao (FENHALLS et al., 2000). Por
muitos anos o desenvolvimento da necrose dentro do tubérculo tem sido
considerado atividade primaria da Imunidade Mediada por Células (CMI) gerando
células T capazes de ativar e destruir os macréfagos com a micobactéria em seu
citoplasma (DANNENBERG, 1999). Evidéncias recentes, no entanto sugerem que
a imunidade inata (TURNER et al., 2003) e a falha da na ativagdo de macréfagos
(ORME, 1998) e a combinacao de citocinas dentro de lesdo contribuem para a
formagdo da necrose. Janeway-Jr et al. (2002) descrevem a morte de bacilos
devido a combinacgao da falta de oxigénio e dos fatores citotéxicos dos macréfagos
ativados.

A atividade dos linfécitos T, gama e delta, e das células NK
desencadeariam a necrose através do efeito dos macréfagos ou através da
producdo das citocinas, como a INF gama (SMITH et al., 1997; DANNENBERG,
1999; ORME e COOPER, 1999). Neste contexto as células T gama e delta
acumulam-se precocemente nas lesdes micobacterianas em bovinos (CASSIDY et
al., 2001), e camundongos (GRIFFIN et al., 1993) e tém sido mostradas na morte
de macréfagos infectados por micobactérias in vitro (DIELI et al., 2000).

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) também contém a infeccao por meio
da organizagéao local do granuloma (WATERS et al., 2003) e através da influéncia
da funcao endotelial local (SCOTT-ALGOOQOD et al., 2003).

Quando grande parte do agente é transportada pelos fagocitos para o
linfonodo que drena a regido, forma-se entdo o foco secundario da tuberculose,
em sete a dez dias. Entre sete a quinze dias ja houve a sensibilizacao de linfécitos

T e em duas semanas forma-se uma massa caseosa centralmente e,



perifericamente uma capsula de tecido fiboroso (CORREA e CORREA, 1992). Neill
et al. (1994a); Cassidy et al. (1999) e Ameni et al. (2000) descrevem que na
progressao da leséo, o tubérculo forma uma capsula fibrosa com necrose caseosa

central com ou sem calcificagéo.

A necrose de caseificagdo também chamada caseosa é um tipo especial de
necrose com perda total da estrutura e arquitetura do tecido envolvido. Apresenta
tecido com consisténcia firme e seco, quando desidratado, semelhante a requeijao
e mole, pastoso, quando um pouco hidratado, semelhante a massa de queijo
(COELHO, 2002). Fayyazi et al. (2000) sugerem que a apoptose de macréfagos e
de células T contribuem para a caseificacao da lesao.

Se o bacilo escapa dos focos primarios ocorre difusao linfo-hematdgena, ja
que a linfa é langada na corrente venosa, generalizacdo precoce. Essa
generalizagao leva a formagéao de pequenos tubérculos, firme, rodeados por halo
eritematoso de inflamagéo ativa com tendéncia a rapida caseificagdo central. Tem
aspecto semelhante ao grao de milho, tuberculose miliar, e quando revestidos pela
serosa, ganha aspecto brilhante ao qual se denomina de tuberculose perlacea. Os
sinais clinicos sao sugestivos, mas os linfonodos estardo aumentados de volume,
principalmente cervicais, pré-escapulares e pré-crurais (CORREA e CORREA,
1992).

No caso de re-infeccao exdgena ou enddgena, pelo recrudescimento da
lesdo, torna-se necrosada formando nddulos caseosos de diversos tamanhos, e
nos casos de baixa resisténcia organica, a infecgdo alcancard o parénquima
pulmonar e os tecidos adjacentes formando lesdes confluentes que formam
cavitacbes com a expectoracdo de material tuberculoso (PRITCHARD, 1988;
ROXO, 1996).

Histopatologicamente a lesdo caracteristica da tuberculose € o tubérculo

com visualizagdo de necrose caseosa central, circundada por células gigantes de



Langhans, que apresenta formato de meia lua. Células linfocitérias e plasmocitaria
também estdo presentes. A medida que envelhece, h4 aumento do tecido
conjuntivo (JONES et al., 2000).

2.9 Diagnéstico

A partir de testes alérgicos como a tuberculinizacao intra-dérmica, cervical
ou escapular, ou entdo ano-caudal, pode se medir a resposta celular do animal ao
contato com a M. bovis. Pela legislacao brasileira o destino dos animais reagentes
considerados positivos é o abate em um frigorifico-matadouro com inspecgao
sanitaria (MOTA, 1998).

Testes intra-dérmicos utilizando a tuberculina sédo as formas mais usuais de
diagnéstico, porém com a desvantagem de ndo demonstrar infecgbes recentes
(NEILL, 1994b). Nestes casos ja foi utilizado o teste sangliineo com o interferon-y
(IFNy). O BVDV (Virus da diarréia viral bovina) pode interferir no teste intradérmico
resultando na perpetuacdo de animais tuberculosos na propriedade
(CHARLESTON et al. 2001). O IFNy é baseado na liberagdo dos mesmos por
linfécitos sensibilizados durante incubacado de material antigénico de que contém
antigenos espécie especificos (WALRAVENS et al., 2002).

A Austrdlia utiliza o IFNy como forma de diagnéstico da tuberculose bovina,
apresentando 96,3% de especificidade e 95,2% de sensibilidade, quando
comparado a cultura microbiologica. As desvantagens sao o custo unitario, mais
caro que o da tuberculinizagdo, e a amostra que deve ser processada em até 8
horas apdés a coleta (LILENBAUM et al., 1999). Retamal e Abalos (2004)
descrevem a prova do IFNy como técnica simples e que pode ser aplicada em

uma grande quantidade de amostras com rapida obtencao de resultados.

O uso da PCR (Polymerase Chain Reaction) é baseado na amplificacao de
determinados segmentos do DNA bacteriano que, por serem bastante especificos,



evitam falsos resultados. E um método rapido, simples e extremamente sensivel,
capaz de detectar até 10 fg DNA de miicobacteria, o equivalente a 5 organismos
(COLLINS et al., 1994). Zanini et al. (2001) e Araujo et al. (2005), em pesquisas
realizadas no Brasil, descrevem o uso do PCR como método de diagnéstico rapido
da tuberculose bovina podendo auxiliar a inspecao sanitaria dos matadouros-
frigorificos.

A tentativa de diagnéstico da tuberculose bovina pode ser feita por
deteccao de lesbes tipicas no exame post mortem. A analise histopatoldgica pode
aumentar a confiangca no diagnostico. O exame cuidadoso de seis pares de
linfonodos do pulmao, da cabeca e do mesentério pode estabelecer o diagnéstico
em 95% dos bovinos com les6es macroscoépicas. No caso de infecgbes recentes
nao havera lesdes macroscopicas tipicas visiveis (CORNER, 1994). Os linfonodos
preconizados sdao o0s mandibulares, os parotideos, os retrofaringeos, o
mediastinais, os traqueobrénquicos e os mesentéricos (BROWN e de ANDA,
1998). Whipple et al. (1996) em um estudo realizado com 30 animais positivos
para tuberculose encontraram  maiores alteracbes nos linfonodos
traqueobrdnquicos, mediastinicos e retrofaringeos. Corner (1994) lembra que o
isolamento de M. bovis € o caminho para o diagndstico definitivo. Milian-Suazo et
al. (2000), concordam porém lembram que este € um método lento de

diagnostico, pois o resultado conclusivo pode demorar até oito semanas.

A leséo primaria ou foco de infeccdo é estabelecido mostrando interagao
entre o hospedeiro e o patégeno. Essa lesdo primaria no linfonodo regional é o
complexo primario, onde ocorre a formacao de células gigantes tipo Langhans,
epitelidides, com presenca de linfécitos, plasmécitos e mondcitos que com a
progressao desenvolve uma fibrose periférica e necrose caseosa central, com
aparéncia macroscépica de ndédulo branco ou amarelo-acinzentado, com
calcificacao (DUNGWORTH, 1995).



Milian-Suazo et al. (2000) descrevem que o achado sugestivo de
tuberculose na histopatologia muitas vezes pode ser negativo na cultura
microbiolégica para M.bovis, tendo em vista que os meios de cultivo sao seletivos
para M. bovis, enquanto a analise histopatolégica pode detectar outros tipos de

micobactérias.

Dependendo da experiéncia do inspetor, a analise das lesdes
macroscoépicas durante a inspecao pode provir um rapido e real diagnéstico da
tuberculose, do que prépria cultura microbiolégica, onde em um estudo, Corner et
al. (1990) detectaram ap6s exame minucioso de seis pares de linfonodos da

cabeca, cavidade toracica e abdominal, 95% de bovinos com tuberculose.

Milian-Suazo et al. (2000) descrevem que a alta proporcao de resultados
positivos na cultura bacteriolégica e no exame histopatolégico indica que a
inspecao da carcaca com lesbes macroscopicas pode ser confiavel na estimativa

da prevaléncia da doenca.

Geralmente em 90% dos casos de tuberculose as lesdes primarias se
desenvolvem nos linfonodos do sistema respiratorio (Collins, 1996). Neill et al.
(1994a) ao pesquisarem 2886 bovinos com tuberculose mapearam os sitios de
lesbes encontradas, assim distribuidos: 57% na cavidade torécica, 23% na
cabeca, 5% na cavidade toracica e cabeca e 3% com lesdes em linfonodos
mesentéricos. Enquanto Mc llroy et al. (1986) descrevem 72% de lesdes toracicas
e 26% em cabeca, Whipple et al. (1996) descrevem 60% de lesdes toracicas e
27% em cabeca, o0 que concorda Corner (1994) que descreve que 70 a 90% das
lesbes estdo nos linfonodos da cabega ou do térax. Hardie e Watson (1992)
descrevem que de 2 a 4% dos animais com lesdes de tuberculose apresentam a

forma visceral, a chamada tuberculose aberta.

Milian-Suazo et al. (2000) ao acompanharem a inspecao post mortem de

2500 bovinos, detectaram 16%(400) com tuberculose, sendo que 90% destes



bovinos tinham lesdes localizadas, afetando somente um érgao ou tecido. Destes
400 animais tuberculosos 84%(336/400) tinham les6es em linfonodos, sendo
assim distribuida: retrofaringeos — 49,2% (183/336), mediastinais - 24,4%(91/336),
mandibulares — 6,4% (24/336), traqueobrénquicos — 3% (12/336), mesentéricos —
2,4% (9/336) ou uma combinagdo destes linfonodos. As lesbes também foram
encontradas no pulmdo — 1,5% (6/400), ubere — 1,5% (6/400), figado — 0,7%
(3/400) e cartilagem esternal — 0,2% (1/400).

Mcllroy et al. (1986) ao analisarem 55 bovinos reagentes a prova de
tuberculinizacdo demonstrou lesées macroscépicas em apenas 37 (67%) dos
animais, dos quais 73% tinham pequenas lesdes pulmonares. Sendo a maior parte
destas lesbes com diametro menor que 1 cm e a metade delas localizadas nos
lobos diafragmaticos. Ja Milian-Suazo et al. (2000) descrevem que 84% do gado
infectado apresentam envolvimento de linfonodos. Whipple et al. (1996) alertam
para o fato de que a deteccdo da tuberculose em matadouro-frigorificos depende
da identificagdo de lesdes macroscépicas, que muitas vezes ndo sao observadas
nas carcagas inspecionadas, isolando o M. bovis de quatro animais que nao
apresentaram lesées macroscépicas na linha de inspegcao. Assim como De Kantor
et al. (1987) em um estudo realizado na Argentina, isolaram M. bovis de cinco

animais sem nenhuma lesdao macroscopica.

Whipple et al. (1996) ao correlacionarem os achados macroscépicos e
histopatolégicos com o exame microbiolégico encontraram uma correlagédo de

93,3% nos linfonodos traqueobrdnquico, mediastinico e retrofaringeo médios.

As lesbes macroscopicas descritas por Whipple et al. (1996) sao
circunscritas, amarelas esbranquicadas, de varios tamanhos e numeros com
envoltério cinzento. Na histopatologia descreve a presenca de granuloma com
necrose caseosa central e mineralizagdo. Rhyan e Saari (1995) descrevem
necrose caseosa, com mineralizagdo central e margeada por manta de células

epitelidides, linfécitos, plasmécitos e células gigantes de Langhans.



Segundo a recomendacdo do Servico de Inspecdao Federal (SIF) na
avaliacdo da carcaca na inspecao post mortem varios critérios devem ser
seguidos para 0 consumo ou nao da carcaca, desde a condenacéao total, parcial
ou tratamento pelo calor (BRASIL, 1952).

Em um levantamento realizado por Zemuner et al. (2003) em um
matadouro-frigorifico, com Servico de Inspecdo Federal, na cidade de Maringa-
Parana, ao avaliarem as carcacas de 36.449 bovinos abatidos, encontraram 208
animais com linfadenite inespecifica. Dos 208 animais, 44,7% apresentaram
lesbes sugestivas de tuberculose, ou seja, formagdes de células gigante tipo
Langhans, em [aminas de histopatologia coradas pela técnica de H&E.

O uso da citologia poderia dinamizar este estudo. Segundo Rocha (1998) a
citologia pode identificar os processos inflamatérios agudos ou cronicos e as
neoplasias benignas e malignas. E um método de diagndstico rapido, de facil
realizacdo, e executado até em 30 minutos, com custo 30% menor do que o
exame histopatolégico. Desta forma pode auxiliar o diagnéstico dos casos de
tuberculose em matadouro-frigorifico. Um dos métodos que podera ser utilizado no
matadouro-frigorifico é o decalque segundo Cowell et al. (1999).



3. OBJETIVOS:

O objetivo geral foi fazer um estudo epidemioldgico da tuberculose a partir
de alteracbes encontradas em linfonodos de bovinos abatidos em matadouro-
frigorifico na regido Norte do Parana a partir dos dados tabulados.

O objetivo especifico deste trabalho foi:

e Avaliar a utilizacdo da citologia como método de diagnéstico no caso de
linfadenites especificas e inespecificas de bovinos de abate, e

e comparar os achados citologicos com as lesdes macroscopicas,
histopatoldgicas e bacterioldgica para Mycobacterium bovis.



4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagéo
Animal sendo aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal da
FMVZ-UNESP Campus de Botucatu.

Local da pesquisa: O trabalho foi desenvolvido em matadouro-frigorifico de
bovinos, em Maringa, regidao norte do Parana, com Servico de Inspecao Federal
(SIF) n? 1778. Tal estabelecimento destina-se a exportacao e ao mercado interno.

Formaram-se dois grupos distintos de coleta, Grupo 1 proveniente de
animais com lesdes sugestivas de tuberculose e ou linfadenites inespecificas na
linha de inspecao sanitaria, totalizando 18 animais, independente de sexo, raga,
procedéncia e idade.

E Grupo 2 com fragmentos oriundos de 23 bovinos positivos na prova de
tuberculinizacdo comparada encaminhados ao abate. Este grupo foi composto de
bovinos leiteiros, fémea em lactacdo, Holandesa variedade Preto e Branco,
oriundos de Cambira — PR. A tuberculinizacdo comparada foi realizada pelo curso
de Medicina Veterinéria da Universidade Norte do Parana.

Metodologia de colheita: na Inspecado post mortem foram colhidos os
linfonodos que apresentaram linfadenite especifica ou inespecifica, encontrados
na rotina de inspecao sanitaria em matadouro-frigorifico, com o estabelecimento
dos seguintes procedimentos:

a) CITOLOGIA:
A partir dos linfonodos apresentando alteragdes, os mesmos foram

seccionados longitudinalmente e confeccionadas cinco laminas na forma de

decalque (“imprint”), e secas ao ar. Trés laminas foram fixadas em alcool absoluto



durante 1 minuto e, as outras duas fixadas pelo calor. Uma das laminas fixadas
em etanol foi corada pelo método de Giemsa e examinado em microscopio de luz,
procurando-se verificar a ocorréncia de processo inflamatério agudo ou crénico ou

neoplasico.

Uma das laminas fixadas pelo calor foi corada pelo método de Ziehl-
Nielsen para observacao de BAAR (bacilo alcool acido resistente).

As outras trés laminas foram guardadas para eventuais reavaliagoes.

Para a avaliacdo citolégica seguiram-se as recomendacdes de
WHITNEY et al. (1999) onde consideram processo granulomatoso, processos com
encontro de células epitelidides ou multinucleadas misturadas com varias
propor¢des de macrédfagos, linfocitos e plasmécitos. Em alguns casos pode ser
granulomatosa, especialmente quando ha predominio de macrofagos, ou

presenca de células epitelidides ou gigantes no esfregaco (TYLER et al., 1998).

b) HISTOPATOLOGIA:

Fixou-se um fragmento do linfonodo em formol tamponado a 10% e
processado pelo método de microtomia de parafina, sendo feitos trés cortes do
material com espessura de 6um em micrétomo Leica RM2025 e corados
respectivamente pelas técnicas de rotina de H&E, para pesquisa de células
gigantes de Langhans. E o outro pelo método de Ziehl-Nielsen para pesquisa de
BAAR.

As avaliacbes histopatolégicas levaram em consideracdo as
descri¢cdes de Coelho (2002) com o tuberculo completo se apresentar todos os
elementos tais como necrose caseosa, infiltrado linfocitario, plasmocitario e

macrofagico, células epitelidides e células gigantes de Langhans. E incompleto



quando faltar um dos trés elementos, necrose caseosa, células gigantes de
Langhans ou macréfagos. Sera tipico quando existir célula gigante e, atipico

quando essa faltar.

c) CULTURA PARA Mpycobacterium bovis:

Uma parte do linfonodo foi embalada em saco plastico estéril e sob
refrigeracéo, foi enviada ao Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual
de Maringa, UEM. Parte do material encaminhou-se ao LANAGRO de Pedro
Leopoldo — MG.

Cultura das amostras

As amostras foram trituradas em gral com areia e salina estéreis e
processados para descontaminacdo utilizando a técnica de Petroff (KENT e
KUBICA, 1985). Para tal, o triturado foi transferido para um tubo cénico estéril de
centrifuga e adicionado solu¢do de NaOH 4%, estéril na mesma proporgéo.
Agitou-se 0 material em vortex e incubado durante 30 minutos a 35°C com
agitacao a cada 10 minutos. Apds este periodo, o material em descontaminacao
foi centrifugado durante 20 minutos a 3000 rpm e o precipitado neutralizado com
solucdo de HCL 1 N contendo vermelho de fenol 0,004%. Foi semeado 0,1 mL de
cada material descontaminado em meio Léwenstein-Jensen (L-J) e em Stonebrink
(piruvato de sédio 500 ug/mL) (S). As culturas foram incubadas na presenca de 5-
10% de CO, a 37°C e 30°C durante 90 dias e inspecionadas semanalmente
(KENT e KUBICA, 1985; LEITE et al., 2003).

Baciloscopia (Ziehl-Nielsen)
Para a pesquisa direta de BAAR do material triturado foram confeccionados

trés esfregacos de cada amostra em laminas novas e desengorduradas. Apos
secagem ao ar, fixou-se os esfregagos cortando a chama do bico de Blinsen por



trés vezes e corados utilizando o método da coloragdo de Ziehl-Nielsen
(SMITHWICK, 1976).

A leitura sistematica das laminas para a pesquisa de BAAR realizou-se em

microscoépio de luz com objetiva de imersao, em 100 campos microscopicos.
Identificacao bioquimica

As colbnias bacterianas crescidas nos meios L-J e Stonebrink foram
identificadas bioquimicamente, apds confirmacao da presenca de BAAR. Realizou-
se os testes da velocidade de crescimento e producao de pigmentos, produgcao de
niacina, redugdo do nitrato a nitrito, urease, hidrélise do Tween 80,
pirazinamidase, crescimento na presenca de acido Tiofeno-2 carboxylico (TCH)
(2ug/mL), e acido p-nitrobenzéico (PNB) (500 pg/mL), crescimento em agar
MacConkey, em agar nutriente e em presengca de 5% de NaCl e teste da
arlisulfatase (3 dias) (KENT e KUBICA, 1985; LEITE et al., 2003).

d) ANALISE ESTATISTICA:

A analise estatistica dos resultados obtidos com relacdo a eficacia do
exame citolégico na linha de inspecdo como método rapido de diagnostico da
tuberculose comparativamente com os achados histopatoldégico e cultivo
microbiolégico bem como as técnicas de deteccado, foram realizadas através do
teste estatistica de Kappa (MINITAB, 2006).

e) REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

Uma parte das amostras encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia da



Universidade Estadual de Maringa foi separada e realizada a andlise da PCR
segundo as modificagdes realizadas por Cardoso (2006).



5. RESULTADOS

5.1 Animais de abate acometidos de tuberculose.

Entre os anos de 2004 a 2006, de um total de 404.859 cabecas de
bovinos abatidas em matadouro-frigorifico de Maringa — Parana, 60 (0,00148%)
cabecas, apresentaram lesées macroscopicas sugestivas com tuberculose bovina.
No ano de 2004 de 171.488 animais abatidos, 25 (0,00146%) foram condenados,
em 2005 de 128.965 cabecas, 16 (0,00124%) e no ano de 2006 de 104.406
bovinos abatidos, 19 (0,00182%) apresentaram lesdes de tuberculose observadas
nas linhas de abate., conforme Tabela 1.

TABELA 1 — Total de animais abatidos em matadouro-frigorifico da regido de
Maringa e respectivas condenacgbes por lesdes sugestivas de
tuberculose entre os anos de 2004 a 2006.

Ano Animais abatidos Animais com lesées %

2004 171.488 25 0,00146
2005 128.965 16 0,00124
2006 104.406 19 0,00182
Total 404.859 60 0,00148

5.2 Distribuigdo da colheita de material de bovinos de abate em matadouro-
frigorifico de Maringa — Parana.

Foram colhidos 41 fragmentos de diferentes linfonodos para a
realizacdo de diagnostico laboratorial, associando a lesdo macroscépica com a
citologia, histopatologia e microbiologia. Desses 41 fragmentos, 18 fragmentos
(Grupo 1) foram coletados na linha de abate, sem conhecimento prévio da doenga,
sendo que com dois animais apresentaram lesdes caseosas em linfonodos —

figuras 1 e 2 e, 16 linfonodos com sinais de linfadenites, mas sem apresentarem



lesbes caseosas Os resultados destas coletas estdo na Tabela 2.

O restante, 23 amostras (Grupo 2) foram collidas de animais
encaminhados para abate sanitario por apresentarem reacao positiva a
tuberculose bovina através do tuberculinizagdo intradérmica comparada. Esses
animais apresentavam marcacdo a ferro candente com o “P” na face direita e a
Guia de Transito Animal (GTA) indicando o abate sanitario por serem portadores
de tuberculose (Tabela 3).

Segundo a Tabela 2, dos animais do Grupo 1 (18 fragmentos),
observa-se que apenas dois fragmentos apresentaram lesbes macroscopicas
sugestivos de tuberculose, lesbes estas caseosas. O demais 16 fragmentos
apresentavam linfadenite, onde se notava que os linfonodos estavam aumentados
de tamanho, de coloragdo amarronzada e tumefeitos. Na analise histoldgica de 9
fragmentos foram observados granuloma completo tipico, ou seja, com area de
necrose central, com células gigantes de Langhans, envoltas por células
epitelidides com macrofagos e linfécitos na periferia. Sete fragmentos mostraram-
se incompletos ja que havia a falta de necrose ou células gigantes de Langhans

ou macrofagos/linfécitos.

Analisando a Tabela 2, no estudo citolégico quatro fragmentos
apresentaram células em formacdao de Células Gigantes (Figura 8), e 10
fragmentos apresentaram leitura compativel com granuloma. Considerou-se
granuloma quando mais de 50% das células observadas eram compostas de
macréfagos. Foram isolados M bovis em quatro amostras analisadas como

positivas pela citologia.

Dos 23 bovinos (Tabela 3) com tuberculinizacdo comparada
positiva 9 apresentaram lesbes macroscopicas tipicas da tuberculose, sendo dois
deles tomando todo o parénquima tecidual, Figura 3, ambos linfonodos

mediastinicos e, 14 amostras com linfadenite inespecifica (Figuras 4 e 5). Ao



analisarmos a histologia em 12 amostras observam-se o tubérculo completo tipico,
ou seja, com todos os elementos que formam o granuloma tuberculoso.
Considerados tubérculos atipicos seis fragmentos deixaram de apresentar as
células gigantes de Langhans. E cinco fragmentos foram considerados
incompletos. Citologicamente observou-se que sete fragmentos apresentaram
formacao de células gigantes. Microbiologicamente isolou-se de oito fragmentos o
Mycobacterium bovis enquanto a analise do PCR identificou 9 amostras positivas

para tuberculose bovina.

Na analise estatistica utilizamos o pacote estatistico Minitab® (2006 Minitab
Inc.) com a ferramenta de qualidade “Attribute Agreement Analysis”, quando
comparados 0s achados macroscopicos, histopatolégicos, citolégicos e
bacteriologicos das 41 amostras, tem-se 16 concordancias de resultados, com
valor de Kappa de 0,289022 (p=0,0000). Os valores estatisticos podem ser

observados nas Tabelas 4 e 5.



TABELA 2 - Distribuicdo das lesdes de linfonodos e os resultados
diagnosticos de 18 bovinos (Grupo 1) suspeitos de

tuberculose causada por Mycobacterium bovis.

Linfonodo Macroscopia Histologia Citologia Microbiologia
Sm Linfadenite Incompleto Inflamagéo crénica Negativo
R Linfadenite Completo tipico  Inflamagao crénica Negativo
Pe Linfadenite Completo tipico  Inflamagéo crénica Negativo
Tb Linfadenite Completo tipico  Inflamagéo crénica Negativo
Pe Linfadenite Incompleto Inflamacao crénica Negativo
Pe Linfadenite Incompleto Inflamagéo mista Negativo
R Caseoso Completo tipico Células Gigantes Positivo
Rm Linfadenite Incompleto Inflamacgéo crbnica Negativo
Pe Linfadenite Incompleto Inflamacao crénica Negativo
R Linfadenite Incompleto Inflamac&o mista Negativo
Pe Linfadenite Negativo Inflamagéo mista Negativo
Tb Caseoso Completo tipico  Inflamagao crénica Positivo
M Linfadenite Completo tipico Células gigantes Positivo
Rm Linfadenite Incompleto Inflamacgéo crdnica Negativo
Rm Linfadenite Completo tipico Células Gigantes Positivo
Mn Linfadenite Completo tipico Células Gigantes Negativo
R Linfadenite Completo tipico  Inflamagao crénica Negativo
R Linfadenite Negativo Inflamagéo mista Negativo
Sm - Submandibular; R - Retrofaringeo; Pe - Pré-escapular; Tb —

Traqueobrdnquico; Rm — Retromamario; M — Medistinico; Mn — Mesentérico
(MAPA, 1971).



TABELA 3 - lesbes em linfonodos de tuberculose e os
de 23

Mycobacterium bovis, e positivos pela prova de tuberculinizacdo

Distribuicao das

resultados  diagndsticos bovinos infectados por

comparada.

Linfonodo Macroscopia Histologia Citologia Microbiologia PCR
M linfadenite Incompleto Inflamagéo croénica Positivo Negativo
Pc linfadenite Completo tipico Inflamagéo crénica Negativo NR
Rm linfadenite Incompleto Inflamagéo mista Negativo NR
Pe caseoso Completo atipico Inflamagéo crénica Negativo Negativo
Pe linfadenite Completo atipico Células Gigantes Positivo Positivo
Tb linfadenite Completo atipico Células Gigantes Negativo Negativo
M caseoso Completo tipico Células Gigantes Positivo Positivo
M caseoso Completo tipico Células Gigantes Positivo Positivo
Pe linfadenite Compileto tipico Inflamagéo croénica Negativo Positivo
M caseoso Completo tipico Inflamagéo crénica Negativo Negativo
Mn caseoso Completo tipico Células Gigantes Negativo NR

M caseoso Completo atipico Inflamagéo mista Negativo NR
Pe linfadenite Completo tipico Inflamagéo mista Negativo NR
Pe linfadenite Completo tipico Inflamagéo crénica Positivo Positivo
M caseoso Completo atipico Inflamagéo croénica Positivo Negativo
Tb caseoso Completo tipico Inflamagéo croénica Negativo Positivo
Pe linfadenite Completo tipico Células Gigantes Positivo Positivo
M linfadenite Compileto tipico Inflamagéo croénica Negativo Negativo
M linfadenite Completo atipico Inflamagéo crénica Negativo Positivo
M linfadenite Incompleto Inflamagéo croénica Negativo Negativo
M linfadenite Incompleto Inflamagéo mista Negativo Negativo
Tb linfadenite Incompleto Inflamagéo mista Negativo Negativo
Tb €aseoso Completo tipico Células Gigantes Positivo Positivo

Pc — Pré-crural; R — Retrofaringeo; Pe — Pré-escapular; Tb — Traqueobrénquico; Rm —
Retromamario; M — Medistinico; Mn — Mesentérico (MAPA, 1971).

TABELA 4 - Analise estatistica de Kappa com as concordancias entre os
métodos de diagndsticos utilizados macroscopia, histologia,

citologia e microbiologia.

Diagnéstico Referéncia  Macroscopia  Histologia Citologia
Histologia Concordancia 60,98%
Kappa 0,315
P 0,0026
Citologia Concordéancia 70,73% 60,98%
Kappa 0,2545 0,3195
P 0,0516 0,0026
Cultura Concordancia 73,17% 58,54% 82,93%
Kappa 0,3357 0,2670 0,5773
P 0,0156 0,0125 0,0001




TABELA 5- Andlise estatistica de Kappa com as concordancias entre os
métodos de diagnésticos utilizados microbiologia e cultura.

Diagnéstico Referéncia PCR

Microbiologico Concordéancia 72,22%
Kappa 0,4444
P 0,0289

Figura 1 — Linfonodo retrofaringeo com lesdes caseosas.



Figura 2 — Linfonodo traqueobrdnquico bovino com necrose caseosa.



Figura 3 — Linfonodo mediastinico bovino com material caseoso.



Figura 4 — Linfonodo pré-escapular bovino com linfadenite.



Figura 5 — Linfonodo pré-escapular bovino com linfadenite serosa.



Figura 6 — Fragmento de linfonodo retrofaringeo. Granuloma tuberculoso caracterizado
por area central necrética (N) circundada por reagao inflamatéria mononuclear, onde se
destacam células gigantes de Langhans (seta), envolta por camada fibrosa (F) (HE. Ob;.
10x).



Figura 7 - Fragmento de linfonodo retrofaringeo. Granuloma tuberculoso caracterizado
reacao inflamatéria mononuclear, onde se destacam células gigantes de Langhans
(seta), envolta por camada fibrosa (F) (HE. Obj. 40x).



Figura 8 - Aspirado de linfonodo pré-escapular. Citopatologia caracterizada por area de
reacao inflamatéria mononuclear, onde se destacam formacgao de célula gigante (circulo)
(Giensa. Obj. 40x).
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Figura 9 — Bacilos alcool acidos resistentes (BAAR) (Ziehl-Nielsen, Obj 100x) Fonte UEM,
2006.




Figura 10 — PCR: M — Padrao molecular; 1 — amostra testada; 2,3 e 4 controles positivos
e 5 controle negativo. (Fonte:UEM, 2006)



6. Discussao

A taxa de tuberculose de 0,00148% em animais de matadouro-frigorifico na regido
norte do Parand, de 2004 a 2006, estd abaixo do esperado pelo Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento que durante o periodo de 1986 a 1996 cita a prevaléncia de 0,9 a
1,4% (BRASIL, 2003). Resultados acima encontraram Alvim e Pinheiro Junior (2004)
estudando bovinos de abate no Para, com indice de 1,4% entre os anos de 2003 a 2004.
Entre os anos de 1993 a 1997 a prevaléncia de tuberculose de bovinos de abate em Minas

Gerais foi descrita por Baptista et al. (2004) em 0,8% e 0,4% em Goids.

Macroscopicamente o linfonodo é descrito como hipertrofiado, contendo
numerosos focos caseosos, mineralizados ou liquefeitos com didmetro de 1 a
40mm. Em geral a liquefagdo ocorre em lesées com mais de 10mm de didmetro
(CASSIDY et al., 1999). Neste trabalho 26,82% (11/41) linfonodos (Figuras 1 a 3)
apresentaram esse material caseoso, sendo dois com confluéncia do material
tomando todo o tecido do linfonodo. Os demais linfonodos, 73,17% (30/41)
apresentaram linfadenite inespecifica (Figuras 4 e 5). Segundo Reis et al. (1996)
os diagndsticos macroscépicos de linfadenites dados na linha de inspe¢do quando
confrontados com o0s microscopicos representam 37,93% de erros de
diagnosticos.

O exame do sistema linfatico é importante por diversas razbes ja que
apresentam lesdes caracteristicas de determinadas doengas tais como a
tuberculose. O sistema linfatico participa de processos patolégicos dentro de uma
area de drenagem com reagdes alterativas tais: edema simples (hipertrofiado e
tumefeito), linfadenite aguda (hipertrofiado, mole, tumefeito, hiperplasia linféide),
congestdo hemorragica (congestdo hemorragica), linfadenite hemorragica
(exsudato gelatinoso hemorragico), linfadenite purulenta ou supurada (fluidificagao
do parénquima) ou linfadenite parasitaria (GIL, 2002). Prata e Fukuda (2001)
descrevem como normal o linfonodo de cor cinza clara ou cinza amarelada devido

a presenca de gordura, tendo consisténcia firme e umida. Gil (2002) descreve que



todos os linfonodos devem ser examinados pormenorizadamente, com incisées
multiplas. Reis et al. (2000) descrevem que qualquer processo reacional do
sistema linfatico de bovinos deve ser alvo de redobrada atencdo na rotina de
Inspecdo Sanitaria post mortem e que 0s possiveis erros de diagnésticos
macroscopicos sugerem a utilizagao rotineira da histopatologia como método

auxiliar na inspec¢ao.

Estimulos de diversas naturezas ocasionam a formacédo de centros de
reacdo de estrutura especifica (foliculo secundario) e a produgcao abundante de
linfocitos, que penetram até o seio entre as células limitrofes das substancias
cortical € medular. Quando houver uma lesdao e como conseqiéncia uma
inflamagé@o em qualquer regido do corpo, imediatamente os linfonodos regionais
interferem neste processo, hipertrofiando-se. Desencadeia-se 0 processo de
linfadenite, que pode ter a presenga de pus, sais de célcio, massa caseosa,
segundo o tipo e a progressao da doenga. O numero de linfonodos alterados, sua
localizagdo e a natureza da lesdo orientam o inspetor na dire¢cdo da infeccao e,
principalmente no julgamento da carcaca (PRATA E FUKUDA, 2001). Na presente

pesquisa 26,82% (11/41) dos linfonodos apresentaram-se com massa caseosa.

A inflamacdo do linfonodo € denominada de linfadenite. A linfadenite
hiperplasica revela um aumento do volume do 6rgdo, com maior tensdo da
capsula e consisténcia do 6rgao que apresenta-se hiperémica e com petéquias. A
superficie de corte € umida e faz proeminéncia sob a cépsula; sendo de cor
vermelho parda, uniforme ou manchada de pontos lardaceos ou branco
acinzentados, os quais correspondem aos foliculos linfoides. Foram observados
73,17% (30/41) linfonodos com as caracteristicas citadas por Santos (1979) e Gil
(2000).

Os linfonodos que obtiveram maiores indices de positividade sugestivos de
tuberculose frente a andlise macroscépica ou histolégica ou microbioldgica foram

mediastinico 19,51% (8/41); pré-escapular/cervical superficial 14,63% (6/41);



traqueobrénquico 12,19% (5/41); retrofaringeo 7,31% (3/41); mesentérico, 4,87%
(2/41) e retro-mamario e pré-crural com 2,43% (1/41) cada. Diferentemente dos
encontrados por Millan-Suaso (2000) 49,2% retrofaringeo, 24,4% mediastinico,
6,4% mandibular, 3% traqueobrénquico 2,4% e mesentérico. Nota-se que os

valores se aproximam dos linfonodos mediastinicos e mesentéricos.

De Sousa et al. (2003), descrevem a maior incidéncia em linfonodos
medistinicos 42,9%, valores préximos ao de Millian-Suaso (2000), seguido por
14,5% do pré-escapular, 7,4% do retrofaringeos, valores estes proximos ao do
presente estudo. Linfonodos retromamario e pré-crural com 1,55% e 1,25%
respectivamente, valores estes proximos ao desta pesquisa. Teklu et al. (2004)
descrevem 426% nos traqueobrdnquicos, 34,4% mediastinico, 9,8%
retrofaringeo, 3,3% mesentéricos, 1,6% pré-escapular. Os linfonodos
retrofaringeos e mesentéricos aparecem com valores proximos ao presente

estudo.

Neste trabalho foram observadas células gigantes de Langhans em 56,09%
(23/41) fragmentos analisados, sendo 50% (9/18) fragmentos do Grupo 1 e
52,17% (12/23) do Grupo 2. A primeira reacao do tecido a agressao pelo M. bovis
é a infiltracdo de células polimorfonucleares, substituida em poucas horas ou dias
pelas células epitelidides, semelhantes morfologicamente as células epiteliais.
Estas células epitelidides englobam o bacilo tuberculoso e migram ao foco
inflamatério devido ao pH &cido ocasionado pelos acidos graxos da capsula
bacteriana (SANTOS, 1979). Porém, segundo Potel (1974) é devido a
decomposi¢do do bacilo com a liberacdo de substancias que desencadeariam a
proliferacdo de células epitelidides em células gigantes de Langhans. Correa e
Correa (1992) descrevem a modulacdo de macréfagos em células epitelidides e
em pequena quantidade em células gigantes de Langhans. Tizard (2002) descreve
que os macréfagos se acumulam em grande numero ao redor do material
persistente, lembrando histologicamente as células epitelidides. Estas se fundem

para formar células gigantes multinucleadas quando tentam englobar particulas



demasiadamente grandes, caracterizando o tubérculo. Neste caso resultam de

Mycobacterium tuberculosis persistente no tecido.

Na necrose caseosa ndo se reconhece a estrutura do tecido, com massa de
aspecto acidéfilo, homogéneo e amorfo. Perifericamente ha detritos celulares
granulados, amorfos e eosinofilos (PIRES et al., 2004). Em 4,87% (2/41) dos
fragmentos pode-se observar a presenca de eosindéfilos, um com discreta
intensidade e outro com acentuada intensidade junto ao aglomerado de
macroéfagos.

O aspecto homogéneo e amorfo é devido a morte celular, decomposicao
protéica e agdo quimica dos compostos membranosos dos bacilos podendo-se
observar hemorragia e calcificagéo distréfica (PIRES et al., 2004). A hemorragia
foi observada considerando a presenca de hemossiderina em 12,19% (5/41)
fragmentos da presente pesquisa. A calcificagdo também é descrita por Neill et al.
(1994a); Cassidy et al. (1999); Ameni et al (2000) e Cassidy (2006). No presente

trabalho em 58,53% (24/41) fragmentos notaram-se a presenca de calcificagao.

Milikowski e Berman (1997) diferentemente de Pires et al. (2004)
descrevem detritos celulares amorfos e granulares no centro do granuloma, em

trés fragmentos notou-se esse detrito celular.

Segundo Coelho (2002) entre a 3% e 8° semanas, o tubérculo esta
completamente formado. Este sera considerado completo se apresentar todos os
elementos tais como necrose caseosa, infiltrado linfocitario, plasmocitario e
macrofagico, células epitelidides e células gigantes de Langhans. E incompleto
quando faltar um dos trés elementos, necrose caseosa, células gigantes de
Langhans ou macréfagos. Sera tipico quando existir célula gigante e, atipico

quando essa faltar.



Considerando as descricoes de Coelho (2002) neste trabalho dos 41
fragmentos pesquisados; 51,21% (21/41) fragmentos foram considerados
tubérculos completos tipicos, ou seja, com todos os elementos; necrose caseosa,
linfécitos, plasmoécitos, células epitelidides e células gigantes de Langhans
(Figuras 6 e 7). Concordando também quando se descreve que as células
gigantes de Langhans apresentam-se com multiplos ndcleos que se dispdéem na
periferia do citoplasma dando aspecto de ferradura (SANTOS, 1979; CORREA &
CORREA, 1992; MILIKOWSKI & BERMAN, 1997; PIRES et al., 2004). Essas
células aparecem entre sete e 11 dias pés-infecgao (NEILL et al., 2001).

As células gigantes de Langhans estardo adjacentes ao centro necrético
(MILIKOWSKI & BERMAN, 1997; COELHO, 2002). Ao redor das células
epitelidides e gigantes aparecem os linfécitos que formam uma barreira
envolvendo a é&rea da lesdo (SANTOS, 1979; GIL, 2000; Coelho, 2002),
abundantemente entre os dois primeiros meses (SANTOS, 1979). Coelho (2002) e
Pires et al. (2004) descrevem também a presenca de plasmdcitos; além de
fibrocitos descritos por Saunders e Coopers (2000). Neutréfilos isolados ou

agregados foram observados na periferia da necrose (CASSIDY et al., 1999).

Na auséncia das células gigantes de Langhans, o tubérculo é
histologicamente completo atipico (COELHO, 2002); o presente trabalho observou
em 14,63% (6/41) dos fragmentos analisados. Em 29,26% (12/41) dos fragmentos
foram considerados um tubérculo incompleto. Em 4,87% (2/41) dos fragmentos
nao havia alteracdes histolégicas.

Os tubérculos podem confluir, formando nédulos maiores. Com o progredir
da lesdo, desenvolvem-se simultaneamente tecido conjuntivo fibroso na periferia e
necrose caseosa centralmente (COELHO, 2002 e PIRES et al., 2004). E o grau de
necrose central que da ao tubérculo a especificidade histopatolégica (COELHO,

2002). No presente trabalho a necrose foi observada de forma extensiva em



39,02% (16/41) dos fragmentos, enquanto que em 34,14% (14/41) apresentava-se
de forma moderada a discreta.

Santos (1979) divide os tubérculos em forma exsudativa; que se observam
caseificagdo primaria, sem tecido de granulacdo especifico, com infiliracao
leucocitaria. Nas formas produtivas microscopicamente observa-se tubérculos
tipicos, tecido de granulagao e caseificacao (SANTOS, 1979). Os 26,82% (11/41)
dos fragmentos que pela andlise de Coelho (2002) foram considerados tubérculos
incompletos pela andlise de Santos (1979) seriam considerados tubérculos de

forma exsudativa.

Latini et al. (1997) ao analisarem histopatologicamente 229 amostras
suspeitas de tuberculose obtiveram 203 amostras com granuloma tipico da
tuberculose, oito como linfadenite crbnica, sete actinobacilose, cinco seriam tecido
de granulacdo, quatro abscessos e uma amostra granuloma parasitario e uma
como neoplasia pulmonar. O exame histologico na tuberculose tem alta
sensibilidade e, devido a presenca de outros agentes que desencadeiam o
granuloma, a especificidade pode estar diminuida (LATINI et al., 1997), onde
encontraram concordancia de 88,6% de achados histopatolégico em lesdes
sugestivas de tuberculose de matadouro-frigorifico. Dados estes semelhantes aos
de Miranda et al. (1997) que descrevem 92,45% de correlacdo de lesdes
granulomatosas com achados histopatolégicos. No presente trabalho obtivemos
uma correlacao de 72,72% (8/11), valores acima dos descritos por Claxton et al.

(2002) que encontraram 59,2%.

Anda et al. (1997), ao implantarem o uso da histopatologia em matadouro-
frigorifico no México, elevaram os achados de prevaléncia da tuberculose bovina
de 48% para 76%, como melhoria dos métodos de diagndstico. Ao realizar-se o
exame histopatolégico nos 41 fragmentos aumentamos os achados de lesdes
tuberculosas de 26,82% (11/41) para 51,21% (21/41) quando considerados o0s



tubérculos completos. Se levarmos em conta os tubérculos completos e os
incompletos este indice é de 65,85% (27/41).

Das lesdes macroscopicas sugestivas de tuberculose, Pinto et al. (2002)
encontraram 38,7% de achados histolégicos compativeis com a doenca. De 1.313
fragmentos analisados como suspeita de tuberculose analisados pelo laboratério
de Patologia Animal da Universidade Federal de Uberlandia somente 5%, na
analise microscoépica, tiveram resultado positivo para tuberculose (COELHO,
2002). Enrico et al. (1980) no Uruguai ao analisarem 186 amostras provenientes
de matadouro-frigorifico confirmaram o diagnostico através da histologia em
25,26%.

O baixo grau de isolamento bacteriano (28,57%) em relagdo ao achados
histolégicos (51,21%) deste trabalho pode ser explicado por Corner (1994) e
Aradjo et al. (2005) que explicam que o material tem que chegar ao laboratério na
melhor condigdo possivel. A perda da viabilidade de bacilos durante a coleta,
conservagao ou descontaminagao, podendo o descontaminate destruir ao redor de
90% das micobactérias € citada por Latini et al. (1997). Segundo Balian et al.
(1997), a auséncia de micobactérias pode estar associada a deficiéncia do método
de isolamento com morte na descontaminacao ou dificuldade de se multiplicar o
cultivo; morte da micobactéria apds promover a lesdo, pela defesa do préprio

organismo e, lesdo causada por outro tipo de microorganismo.

Segundo CPZ (1988) as micobactérias sao sensiveis ao hidroxido de sédio
utilizado no método Petroff, método este utilizado no presente estudo. Araujo et al.
(2005) descrevem valores de isolamento bacteriano similares aos do presente
trabalho, 23,6% contra 28,57% justificando que os tecidos podem conter somente
poucas bactérias. Milian-Suazo et al. (2000), relatam que na bacteriologia negativa
com histologia positiva deve-se atentar para a possibilidade da presencga de outras

micobactérias.



A partir de les6es macroscépicas de lesdes sugestivas de tuberculose em
bovinos de abate, Morales et al. (2005), obtiveram cultivo positivo para M bovis em
22,15% (89/176), enquanto Pinto et al. (2002), de 50 amostras analisadas
isolaram o M. bovis de 12%, justificando que o baixo numero de bactérias
encontradas na lesdo no momento da coleta pode ter contribuir para o baixo indice
de isolamento. Porém no presente trabalho em ambos os grupos obtém-se
54,54% (6/11) de cultura positiva para M. bovis, valor acima dos citados pelos
demais pesquisadores. Porém quando se analisam os dados dos cultivos
microbiol6gicos de animais sem lesdes macroscépicas encontra-se 20% (6/30) de
animais microbiologicamente positivos. Valor este acima do mencionado por
Corner (1994) que descreve que 10% dos animais sem lesdes macroscoépicas
podem apresentar cultura positiva para M. bovis. Esses resultados demonstram
que mesmo com um valor baixo, os isolamentos bacterianos ficaram acima dos

encontrados por outros pesquisadores.

Na analise citolégica observamos dos 41 fragmentos 26,82% (11/41) com
células gigantes, sugestivas de tuberculose, com 81,81% (9/11) das amostras com
comprovacao da histopatologia, 72,72% (8/11) pela microbiologia. Das 19
amostras submetidas ao PCR, 50% (9/18) foram PCR negativas, 27,77% (5/18)
foram positivas para a citologia e o PCR, enquanto 22,22% (4/18) forma positivas
ao PCR e negativas a citologia. Quando mais que 15% das células inflamatérias
estao presentes, além de células gigantes, Tyler et al. (1998) alertam para o risco
de infeccao fungica, infecgao por Actinomyces ou Nocardia spp. corpo estranho ou

outras causas de inflamacao granulomatosa tém que ser levada em consideragao

Em 39,02% (16/41) observou-se acentuada quantidade de macréfagos que
séo classificados como inflamatério crénico. Os processos inflamatérios crénicos
sao caracterizados pela presenca de um nuamero variavel de neutréfilos, linfécitos,
plasmocitos e macréfagos, sendo 50% células mononucleares. Em alguns casos
pode ser granulomatosa, especialmente quando ha predominio de macréfagos, ou

presenca de células epitelidides ou gigantes no esfregaco (TYLER et al., 1998).



O diagnostico citoldgico baseia-se na analise das células, independente da
arquitetura do tecido ou o6rgao (BANKS, 1992), servindo para diferenciar
processos inflamatérios agudos e crénicos e entre neoplasias benignas e malignas
(ROCHA, 1998). A citologia caso nao seja de diagnostico definitivo, indica o
prognoéstico e a conduta a ser tomada pelo clinico (PELETEIRO e RODRIGUES,
1991) no caso de nosso trabalho, pode auxiliar na conduta do inspetor. E um
método de diagnéstico rapido, de facil realizagao, podendo ser executado em até
30 minutos. Além disso, requer pequena quantidade de material para ser
realizado, com custo relativamente baixo, e em média 30% menor do que na
histopatologia (ROCHA, 1998). Carvalho et al. (2001) encontraram concordancia
em 82% entre a analise histopatologica e citolégica na rotina de inspecao post

mortem em matadouros, numeros concordantes com o presente trabalho 81,81%.

A deteccao da tuberculose em bovinos de matadouro requer a presenga de
lesbes macroscépicas em sitios de rotina de inspecao, porém nem todos os
bovinos infectados tém les6es macroscépicas (WHIPPLE et al., 1996; CASSIDY et
al., 1999). WIPPLE et al. (1996) ao analisarem 90 fragmentos de linfonodos de
animais positivos para a prova de tuberculinizagdo encontraram o0s seguintes
resultados: 8,88% (8/90) amostras positivas para as trés provas (macroscopia,
histopatologia e cultura); 10% (9/90) amostras positivas para macroscopia e
histologia; 7,77% (7/90) amostras positivas para a cultura e 73,33% (66/90)
amostras foram negativas para todos os testes. No Grupo 2 (tuberculinizagéo)
com 23 animais, deste trabalho encontrou-se 13,04% (3/23) de resultados
concordantes para as trés provas, 26,08% (6/23) para macroscopia e histologia;
8,69% (2/23) positivos para cultura somente e, 26,08% (6/23) das amostras

negativas para todos os testes.

Ao compararmos o0s resultados encontrados, para histopatologia,
microbiologia e PCR nas 23 amostras da Tabela 3, com os descritos por Morales

et al. (2005) nas técnicas de histopatologia, microbiologia e PCR os seguintes



indices respectivamente, 29,0%, 22% e 56%, no presente trabalho teriamos
52,17% (12/23), 34,78% (8/23) e 47,36% (9/19). Ao contrario de Romero et al.
(1999) que descrevem que o0 PCR é 28,5 vezes mais eficaz que a bacteriologia e a
histologia no diagndstico da tuberculose. E também por Zanini et al. (2001) que
descrevem que a PCR detectou em 60% das amostras que falharam na cultura.
Resultados pobres na PCR podem ser explicados por Kolk et al. (1992) que
descrevem que contaminantes atrapalham o processo de amplificagdo e que
impurezas na solucdo do DNA interferem com o resultado da PCR. E segundo
Boom et al. (1999) o uso de GUSCN-diatomeaceus sem caseina reduz a eficiéncia
do diagndéstico da PCR em 20 a 30%.

Na Australia 22% dos casos de tuberculose somente sdo detectados no
laboratério (CORNER et al., 1990). No presente estudo detectamos o indice de
50% (15/30) quando associados a histologia e a cultura microbiana e 53,33%
(16/30) quando associado ao PCR.

A detecgdo da tuberculose em bovinos no matadouro frigorifico é
dependente de lesdes macroscopicas, porém nem todos os bovinos infectados
desenvolvem lesdes visiveis nos linfonodos cujos sitios sdo examinados. A
medida que os programas de erradicacao avangcam € mais dificil de se notar as
lesbes macroscopicas afirmam Whipple et al. (1996); nem todo animal com
tuberculose tem lesbes visiveis macroscopicas. Mcllroy et al. (1986) pequenas
lesbes sé poderdo ser detectadas com um exame sofisticado, incluindo exame

microscopico.

Pode-se observar que nem sempre as lesbes macroscopicas sao
encontradas em bovinos cujos tecidos foram observados tubérculo tipico,
isolamento e PCR positivos para M bovis e células gigantes nos achados

citologicos.



7. Conclusoes

1) No periodo de 2004 a 2006 a prevaléncia de tuberculose em matadouro-
frigorifico foi baixa.

2) Nem sempre animais tuberculosos em matadouro-frigorifico apresentam
lesbes macroscopicas.

3) os linfonodos mais afetados foram mediastinico e pré-escapular.

4) A PCR apresenta bons resultados, porém o custo e laboratérios
especializados inviabilizam o seu uso na rotina de matadouros-frigorificos.

5) Devido a baixo custo e a rapidez dos resultados recomenda-se o uso da
citologia e histopatologia como método auxiliar em matadouros-frigorificos.

6) Em casos positivos da citologia e ou histopatologia recomenda-se a
condenacgao da carcaca.
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Mycobacterium  bovis tem sido
reconhecido como o0 agente da
tuberculose bovina em todo o mundo,
sendo uma doenga zoondética
(DABORN, 1995). Mycobacterium
bovis pertende ao complexo da
Mycobacterium tuberculosis (de Lesle
et al., 1999). Tem especificidade por
muitos hospedeiros, raramente
acomete equideos ou ovinos, porém
ocorre em cervideos, |hamas e
suinos, nos quais desenvolvem
severas lesdes com descarga de
materiais infectantes (KREBS et al.,
1997).A prevaléncia da doenca €
maior nos paises em
desenvolvimento, e menor nos paises
desenvolvidos, onde programas de
controle e erradicacdo ja& estéo
avancados. Na América latina e
caribe existem areas com prevaléncia

que ultrapassa 1%. No Brasil dados
indicam a prevaléncia de 1,3% de
animais reagentes entre os anos de
1989 a 1998. E Minas Gerais a
prevaléncia de 5% de propriedades
com animais reagentes (MAPA,
2003). As perdas econbmicas
estimadas sdo de 20 a 25% na
eficiéncia reprodutiva (MAPA, 2003).
A evidéncia maior do meio de
transmissdo da Mycobacterium bovis
pode ser vista nos frigorificos, onde a
amostra de tecido coletadas de
animais reagentes a tuberculinizagao
e submetidas a cultura sdo na sua
grande  maioria 0s  bornquio-
mediastinicos e o retrofaringeo e
submandibular, sugerindo que a rota
de infecgéo € a respiratoria. Porém a
transferéncia do bacilo do rumen para
o trato respiratorio também é possivel



via eructagao (PHILLIPS et al., 2003).
Ocorre entdao o processo patolégico
com a formagdo do complexo
primario associado ao linfonodo
regional, onde ha acumulo de
macroéfagos com formagéo de células
gigantes de Langhans, circundadas
por linfocitos, plasmécitos, fibrose
periférica e necrose caseosa central o
chamado granuloma tuberculoso
(NEILL et al., 1994). Os métodos de
diagnésticos descritos pelo MAPA
(2003) sao o bacterioldgico, alérgico-
cutaneo (tuberculinizagéo). Lilenbaum
(2000) descreve ainda a baciloscopia,
o uso do IFN-y, ELISA e Métodos
moleculares. O objetivo  deste
trabalho foi avaliar o uso da coloracéao
de Ziehl-Nielsen em linfonodos de
animais com tuberculinizacao
comparada positiva.

Foram coletadas 61 amostras de
linfonodos de bovinos com abate
sanitario, devido a resposta positiva
no teste de tuberculinizagao
comparada positiva. Coletou-se os
linfonodos que apresentavam
linfoadenopatia. Foram  cortado
longitudinalmente e feitos “imprints”
em laminas de microscopia. As
laminas foram fixadas em calor e
coradas pelo método padrao de Ziehl-
Nielsen. As laminas foram avaliadas
em microscopia optica.

Das 61 amostras coradas pelo
método de Ziehl-Nielsen observou-se
o0 bacilo alcool &cido resistente
(BAAR) em trés laminas. Essas
laminas provinham de linfonodos
iliaco, pré-crural e pubiano. Em
linfonodos descritos por Corner
(1994) como de maior ocorréncia de
isolamento da micobactéria tais como
retrofaringeo  (29,9%), mediastinico
(28,2%0, bronquial (18%), por Latini
et al., (1997) iliaco (3%), pré-crural

(3%) e ganglios sem especificar
(11%) demonstram que 0S NOSSOS
achados estdo nos de menor
ocorréncia, com 3% no pré-crural e
iliaco.

O fato de néo termos achado o BAAR
em linfonodos retrofaringeo,
mediastinico e bronquial, descritos
como de maior ocorréncia mas sim
nos de menor ocorréncia como 0s
iliacos e pubiano faz-nos rever os
métodos de “imprint” como um
método de uso para a avaliagdo de
Ziehl-Nielsen.



REFERENCIAS BIBILOGRAFICAS

DABORN, C. Tb in humnas and
domestic animals in the developing
world. In: Tuberculosis in Wildlife
and domestic animals, ed. F
GRIFFIN and G. DE LISLE.
Dunedin:University of Otago Press,
1995.

De LISLE, G.W.; WILSON, T,
COLLINS, D.M.; BUNDDLE, B.M.
Vaccination of guinea pigs with
nutritionally  imparied avirulent
mutants of Mycobacterium bovis
protects against tuberculosis. Infect
Immun, 1999; 67:2624-2626.
KREBS, J.R.; ANDERSON, R
Clutton-BROCk, T.; MORRISON, 1.;
YOUNG, D.DONNELLY, C. Bovine
tuberculosis in cattle and Badgers.
MAFF Publications, London, 1997.
LATINI, O.; CANAL, AM;
FERRARA, M.E.; SEQUEIRA, M.D.;
SEQUEIRA, G.; BAGNAROLI, R
TORRES, P. Confiabilidad em la
determinacién de prevaléncia de
infeccidn por mycobacterium bovis
en Ganado bovino por decomisos
en frigorificos. Arch. Med. Vet.
XXIX, n.2, p. 197-204, 1997.

LILENBAUM, W. Atualizacdo em
tuberculose bovina. Revista
brasileira de medicina veterinaria, n.
22, n. 4, p. 145-151, 2000.

MAPA — Ministério da Agricultura,
Pecuaria e  Abastecimento —
Programa de Controle e
Erradicagdo da brucelose e
Tuberculose — PNCEBT, 2003.
NEILL, S.D.; POLLOCK, J.M;
BRYSON, D.B. & HANNA, J.
Pathogenesis of Mycobacterium
bovis infection on cattle. Veterinary
Microbiology, v. 40, p. 41-52, 1994.
PHILLIPS, C.J.C; FOSTER,
C.RW, MORRIS, P.A.;
TEVERSON, R. The transmissao of
Mycobacterium bovis infection to
cattle. Reserch in  Veterinary
Science, n. 74, p. 1-15, 2003.



INSTRUGOES AQS AUTORES

ARQUIVO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
(Brazifian fournal of Veterinary and Animal Sciences)

O periodico Arg. Bras. Med. Vei. Zooiec. é editado pela
Fundaglio de Estudo e Pesquisa em Medicina Veterindria e
ZootecruaFEFMV Z-Editora, e destina-se & publicaciio de
trabalhos cientificos sobre temas de medicma veterinaria,
zoctecnia, tecnologia e inspegiio de produtos de origer animal
e dreas afins relacionadas com a produgio animal Os trabalhos
encaminhados para publicaciio sio submetidos & aprovagio do
Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area
(relatores). A lista de especialistas que colaboraram em cada
volume é publicada no Gltimo fasciculo do ano. Os trabalhos
cujos textos necessitarem de revisdes ou corregdes que nio
puderem ser fertas pelos editores serfio devolvidos aos autcres.
Os aceitos para publicagio toram-se propriedade do Ang.
Bras. Med. Ver. Zootec. Os autores sfo responsiveis pelos
concettos e mnformacdes neles contidos. S#o mmprescindiveis
originalidade, meditismo e destinacio exclusiva & Revista.

Ostrabalhos para publicagio deverio ser encarninhados ao

FEF MVZ Editora

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia
Caixa Postal 567

30123970 - Belo Horizonte, MG

Telefone: 00552131 499 2041

Fax 00552131499 2042

e-mail: journal@vet.ufmg br

NORMAS GERAIS

Os trabalhos e ilustragdes deverfio ser apresentados em trés
cépias impressas em uma 56 face, espago entre linhas 1,5,
fonte Times New Roman tarmanho 12 e 3em de margens, com
paginas numeradas, ndo excedendo a 15. A versio final dos
trabalhos acetos para publicagdo devera ser apresentada em
disquete identificado (3% polegadas), em editor de texto
compativel com o “Word for Windows”, sem formatacio do
texto, juntamente cam duas copias umpressas.

Os trabalhos devern ser redigidos em portuguds ou inglés, na
forma impessoal. Para ortografia em inglés recomenda-se o
Webster’'s Third New Infernational Dictionary. Para ortografia
em portuguds adota-se o Focatuldrio Ortogrdfico da Lingua
Pornyguesa, da Academia Brasileira de Letras. Os trabalhos
submetidos em inglés deverfo conter resumo em portugués e
vice-versa

Citagfes no texto deverfio ser feitas de acordo com ABNT-
MBE — 10520 de 2002. A indicagdio da fonte entre parénteses
sucede & citaglio para evitar interrup¢io na seqiéneia do texto
Cuando os nomes dos auteres forem parte integrante do texto
menciona-se a data da publicacio citada entre parénteses, logo
apds onome do autor, conforme exemplos:

a) autoria tnica: (Silva, 19710 ou Bilva (1971) ; (Anuario. .,
1987-88) ou Aruario... (1987-88)

by dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno
(1974

¢y mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979} ou Ferguson
etal (1579)

&) mais de um trabalho citado: Dunne (1967); Silva (1971) ;
Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967, Silva, 1971;

Ferguson et al, 1979), serpre em ordem cronoldgica
ascendente

Cltacdn de citacdo (Adaptagio da ABNT-NBR 10520 fetta
pela FEPMVZ-Editora). Todo esforgo deve ser empreendido
para se consultar o documento original Entretanto, nem
sempre e possivel Nesse caso, pode-se reproduzir informacio
ja ctada por outros autcres. Pode-se adotar o segumnte
procedimento:

. no texto, citar o sobrenome do autor do documento nio
consultado com o ano de publicagio, segmdo da
expressio citado por e o sobrencme do autor do
documento consultado;

+  na listagem de referéncia deve-se incluir a referéneia
completa da fonte citada e outra referfncia da fonte
consultada (citar as 2 referéncias em separado) ndousar o
apud cormo manda a NBR 10520. (Adaptagiio FEPMVZ-
Editora)

Comunicacdo pessoal (ABNT-NBER. 10520). Nio fazem parte
da lista de referfncias, sendo colocadas apenas em nota de
rodapé. Coloca-se o sobrencme do autor seguido da expressio
“cormunicagiio pesscal”, a data da comunicaglo, nome, estado
e pais da Instihngdo ao qual o autor é vinculado

Docwmento eletrinico (ABNT — NBR 6023).Faz parte da lista
de referéncias bibliograficas onde se deve colocar o enderego
eletrénico e a data de acesso.

TIPOS DE TRABALHOS ACEIT OS PARA
PUBLICAGAO

Artigo Cientifico. £ o relato completo de um trabalho
erpenmental. Basela-se na premissa de que os resultados sdo
posteriores ao planejamento da pesquisa Elemnentos do corpo
do texto: Introduclio, Material e Métodos, Resulttados e
Discussio e Conclusdes.

Relato de Caso. Conterrpla principalments as dreas médicas,
emn que o resultado & anterior ao interesse de sua divulgagiio ou
a ocomréncia dos resultados nio € planejada Elementos do
cerpo do texto: Introdugfio, Casuistica, Discussiio e Conclusdes
(quando pertinentes)

Comunicagio. £ o relato sucinto de resultados parciais de um
trabalho  experimental, dignos de publicagiio, embora
insuficientes ou incensistentes para constituirern um artigo
cientifico. Levantamentos de dados (ocorréncia, diagnosticos,
ete) também se enquadram aqui. Deve ser compacto, com no
méximo quatro péginas impressas, sem distingio dos
elementos do corpo do texto especificados para “Artigo
Cientifico”, embera seguindo aquela ordem. Quando a
comunicacio for redigida em portugués deve conter um
“Abstract” e quando redigida em inglés deve conter um
“Resume”

Nota Prévia. E o relato sucinto de um achado excepcional, de
urn invento ou de uma descoberta que requer publicagio ripida
para garantir a originalidade ou autoria.



CARACTERISTICAS DOS ELEMENTOS
DE UM TRABALHO

TITULO. Em portiguds e em inglds e vicewversa Evitar
termos ndio significativos como estudo, exame, anilise etc.
Deve ser o resumno do resurno e nfo ultrapassar 100 digitos.

AUTORES. Osnomes dos autores virio abaixo do titulo, com
identificacfio da instituiglo a que pertencem. Deve estar
indicado o autor para correspondéncia com enderego completo,
telefone, fax e e-mail

RESUMO e ABSTRACT devemn conter no maximo 200
palavras emn um so paragrafo. Ido repetir o titule. Cada frase é
uma informagio. Atenglo especial s conclusdes

PALAVRAS-CHAVE e KEYWORDS. No méximo cinco

INTRODUCAO Explanacio concisa, na qual sdo
estabelecidos  brevemente o problema, sua pertinéneia,
relevincia e os objetivos do trabalho

MATERTAL E METODOS Técnicas e procedimentos de
rotina devemn ser apenas referenciados. Nio se aceitam
subtitulos

RESULTADOS E DISCUSSAO. Os resultados poderio ser
apresentados come um elemento do texto ou juntarmente com a
discussio, em texto corrido ou mediante ilustragdes Discutir
somente os resultados obtidos no trabalho. Comparagdes,
quando pertinentes, devem ser feitas de forma que o lettor
chegue as suas proprias conclusdes

Ilustragies sio tabelas e figuras. Toda ilustragio que ja tenha
sido publicada deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a
fonte (autor, data) de onde fou extraida. A referéncia
bibliografica completa relativa a fonte da ilustragiio deve
figurar na lista bibliogréfica final As despesas de impressio de
1lustrag Ses coloridas correrio por conta dos autcres

Tabela. O termo refere-se ao conjunto de dados alfanumeéricos
ordenados em linhas e colunas. Serdio construidas apenas com
linhas horizontais de separagiio no cabegalho e ao final da
tabela. & legenda recebe inicialmente a palavra Tabela,
seguida pelo numerc de ordem em algarismo ardbico e €
referida no texto como Tab., mesmo quando se referir a virias
tabelas

Figura O termo refere-se a qualquer ilustragho constituida ou
que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico,
fluxograma, esquema etc. Os desenhos, graficos etc. devern ser
feitos com tinta preta, bem nitides. As fotografias, no tamanho
de 10 ~ 15cm, devem ser bem nitidas e de bom contraste,
ambos ndicando no verso a orientagio para impressio, nome
do autor e a qual figura se refere. As legendas recebem
inicialmente a palavra Figura, seguida do nimero de ordermn em
algarismo arabico e & referida no texto como Fig, mesmo se
referir a mais de uma figura. Chama-se a atenglo para as
proporgdes entre letras, nimeros e dimensdes totais da figura
caso haja necessidade de redugfio, esses elementos também
serfio reduzidos e podermn ficar ilegiveis. Assim, é bom que o
tamanho dos desenhos apresentados pelos autores se aproxime
do tamanho final impresso. Além de impressas, quando
pertinente, devem ser enviadas en arquivo  separado,
identificado, em Corel Draw ou compativel, extenso bmp

CONCLUSOES. As conclusdes podem estar inseridas na
discussfio. Neste caso este iem nfio € necessario. As
conclusdes nfio devem ser repetigiio dos resultados. Lembrar
que nem sempre sio necessirias

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Relacionam-se, em
ordemn alfabética, as referéncias bibliograficas, incluindo todas
as fontes utilizadas. S0 adotadas as normas ABNT-NER-6023
—agosto de 2002, simplificadas conforme exemplos:

PERIODICOS

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL v 48, p 351, 1987-
83,

FERGUSON, I A REEVES, W.C., HARDY, JL. Stidies on
immumty to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-
10, 1979

HOLENWEGER, JA, TAGLE, R, WASERMAN, A et al
Anestesia general del canino. Net. Med. Ver., n1, p.13-20,
1984

PUBLICACAO AVULSA

DUNNE, HW. (Ed). Enfermedades del cerdo. México:
UTEHA, 1967, 981p

LOPES, C.AM; MORENO, G Aspectos bacteriologicos de
ostras, mariscos e mexilhdes In: CONGRESESO
BRASILEIRC DE MEDICINA VETERINARIA, 14, 1974,
380 Paulo. Anais... SioPaulo: [s.n] 1974, p.97.(Resumo)

MORRIL, C.C. Infecciones par clostridios. In: DUNNE, H.W.
(Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967, p.400-
415

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed “Washington:
National Academy of Sciences, 19638, 69p.

SOUZA, C. F. A. Produtividade, qualidade e rendimentos de
carcaga € de carne em bowvinos de carfe 1999 44f
Dissertagiio (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de
Veterindria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte

DOCUMENTOS ELETRONICOS

QUALITY food from amimals for a global market
Washington: Association of Armerican Veterinary Medical
College, 1995 Disponivel em <http ffwrww
orgferitcal6htm» Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHMSON, T. Indigenous people are now more cambative,
orgamized.  Miwmi  Herald, 1994, Disponivel em:
<http /fwww. summit. fiu. edu/MiamiHerld-Sumrmt-Felated
Articles> Acessado em: 5 dec. 1994

TAXA DE PUBLICACAQ

O autor, ao submeter o artigo, deverd apresentar um
comprovante de depdsito no valor de R$30,00 na conta da
FEP-MVZ Edtora (Ag 3510-2; Conta 921482-8, Banco do
Brasil) referente a taxa de tramitagio juntamente com os dados
para emissio da nota fiscal NOME ou RAZAD BOCIAL,
CPF ou CHPJ, ENDERECO)

A taxa de publicagiio de R$30,00, por pagina impressa, serd
cobrada do autor indicado para correspondéncia, por ocasiio
da prova final do artigo. Se houver necessidade de mmpressio
eim cores, as despesas correrio por conta dos autores.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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