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Mycobacterium sp. induces granulomatous inflammation in different animal species. My-
cobacterium bovis and the Mycobacterium avium complex are important cattle and swine
pathogens that can also infect humans, especially those immunosuppressed. Losses in pro-
duction, commercial barriers and carcasses condemnations in slaughtering are related to this
infection, which implies in large economic losses. It was carried out a study on bovine tuber-
culosis lesions and granulomatous lymphadenitis in pigs, diagnosed by the Setor de Patolo-
gia Veterinaria from the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS), Brazil, be-
tween January 2007 and December 2011. Data concerning breed, sex, age and clinical history
were retrieved from the files and analyzed. Histological features of the lesions in lymph nodes
and lungs were evaluated in Hematoxylin-Eosin staining. Multinucleated giant cells were
predominant in bovine tuberculosis lesions and epithelioid macrophages were abundant in
swine. Ziehl-Neelsen and Masson'’s trichrome techniques were used respectively to demon-
strate the alcohol-acid resistant bacillus and fibrous connective tissue in the lesions. The
immunohistochemistry technique was performed to characterize the lymphocytic infiltrate.
Anti-CD3 antibodies were utilized to immunolabeling lymphocytes T; and anti-CD79acy to
lymphocytes B. Lymphocytes T were predominant in both species lesions; confirmed statis-
tically by paired t test, which showed significantly differ means of T and B lymphocytes, with
t=5,501 (p<0.001) for the bovines tuberculosis lesions, and t=5.826 (p<0.001), for the cases
of pigs lymphadenitis. In addition, macrophages were immunolabeled by antibody anti-CD68
to bovine, and lysozyme to swine; and polyclonal anti-Mycobacterium tuberculosis antibody
were used successfully to detect Mycobacterium sp. in bovine and swine lesions, apart from in
the swine samples there was also anti-Mycobacterium avium immunolabelling.

INDEX TERMS: Mycobacterium spp., infectious diseases, cattle, swine, immunohistochemistry.

! Recebido em 24 de julho de 2014.

Aceito para publicacdo em 13 de fevereiro de 2015.

2 Setor de Patologia Veterinaria, Departamento de Patologia Clinica Ve-
terinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000,
Brasil.

3 Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de La-
vras (UFLA), Cx. Postal 3037, Lavras, MG 37200-000, Brasil. *Autor para
correspondéncia: angelica.wouters@dmv.ufla.br

129

RESUMO.- Mycobacterium sp.induzinflamagao granuloma-
tosa em diferentes espécies animais. Mycobacterium bovis
e o complexo Mycobacterium avium sdo importantes pato-
genos de bovinos e suinos e podem causar infec¢do em hu-
manos, principalmente imunossuprimidos. Perdas na pro-
ducio, barreiras comerciais e prejuizos por condenacio de
carcagas em abatedouro/frigorifico estdo atrelados a ocor-
réncia dessas infec¢des, com prejuizos econdmicos signifi-
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cativos. Foi realizado um estudo de casos diagnosticados
como tuberculose em bovinos e linfadenite granulomatosa
em suinos no Setor de Patologia Veterinaria da Universida-
de Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) no periodo
de janeiro de 2007 a dezembro de 2011. Dados referentes
a raga, ao sexo, a idade e ao histérico clinico foram compi-
lados dos livros de registro e analisados. As caracteristicas
histolégicas das lesdes em linfonodos e pulmdes foram ava-
liadas em Hematoxilina-Eosina, com predominio de células
gigantes nas lesdes de tuberculose bovina e de macréfagos
epitelioides em suinos. As técnicas histoquimicas de Ziehl-
-Neelsen e Tricromico de Masson foram utilizadas para evi-
denciar, respectivamente, bacilos alcool-acido resistentes e
tecido conjuntivo fibroso nas lesdes. A técnica de imuno-
-histoquimica foi utilizada em aproximadamente 30% dos
casos estudados de cada espécie, selecionados aleatoria-
mente, para a caracterizacdo do infiltrado linfocitico. Fo-
ram utilizados os anticorpos anti-CD3 para a marcagdo de
linfocitos T e anti-CD79acy para a marcagao de linfécitos B.
Linfocitos T predominaram nas lesdes em ambas as espé-
cies, com diferenca estatisticamente significativa entre as
médias dos linfécitos T e linfécitos B. Foi usado o teste t
pareado, com t=5,501 (p<0,001) nas lesdes dos bovinos e
t=5,826 (p<0,001) para as lesdes de linfadenite dos suinos.
Adicionalmente foram marcados macréfagos com o uso
do anticorpo anti-CD68 para bovinos e anti-Lisozima para
suinos. Além desses, o anticorpo policlonal anti-Mycobacte-
rium tuberculosis foi utilizado para a detec¢do de bactérias
do género Mycobacterium, com imunomarcagdo positiva
em todos os casos e, nos casos dos suinos, houve marcacdo
anti-Mycobacterium avium.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycobacterium spp., doencas infeccio-
sas, bovinos, suinos, imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa, cronica,
causada por bactérias dalcool-acido-resistentes (BAAR)
do género Mycobacterium (Cousins et al. 2004). Ocorre
mundialmente e provoca grande impacto na produgao ani-
mal, principalmente em bovinos leiteiros (Radostits et al.
2007). Em suinos podem ndo ocorrer perdas econémicas
relacionadas a doenga clinica, porém visceras com lesdes
tuberculoides sdo descartadas e carcagas inteiras podem
ser condenadas ou requerer tratamento térmico antes de
liberadas para o consumo humano (Morés et al. 2007, Hi-
biya et al. 2008).

Mycobacterium bovis é o agente da tuberculose em bo-
vinos, mas pode afetar também outras espécies de animais
vertebrados, domésticos e silvestres, bem como humanos
(Cousins et al. 2004, McAdam & Sharpe 2010). A tuberculo-
se é uma zoonose importante, principalmente para pessoas
imunologicamente debilitadas e, especialmente, em paises
em desenvolvimento (McAdam & Sharpe 2010, Thakur et
al. 2011). Mycobacterium bovis é apontado como responsa-
vel por 5 a 10% dos casos de tuberculose humana (Rados-
tits et al. 2007, Schiller et al. 2011).

A infeccdo dos bovinos ocorre principalmente por via
aerogena (Nugent 2011) com instalacdo do agente em vias
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aéreas, em macrofagos alveolares e de linfonodos relaciona-
dos (Caswell & Williams 2007, Beytut 2011, Velazquez, Cor-
tés & Pabello 2011). A tuberculose bovina é caracterizada
pela formacgdo de granulomas, conhecidos como tubérculos
(Cousins et al. 2004), caracterizados por lesdes circunscri-
tas, muitas vezes encapsuladas, de 0,1 a 4,0 cm de didmetro,
amarelo-pdlidas ou brancacentas e frequente aspecto case-
oso e/oumineralizado, emboralesdes extensas possam con-
ter exsudato pastoso ou liquefeito. As lesdes podem ocorrer
nospulmdes esdofrequentesnoslinfonodosrelacionadosao
sistema respiratério, principalmente retrofaringeos, bron-
quiais e mediastinicos. Em algumas circunstancias, ocor-
rem inumeros focos disseminados a partir da liberacido de
BAAR na circulagio sanguinea, caracterizando tuberculose
miliar (Caswell & Williams 2007). A infec¢do também pode
ocorrer por ingestdo do agente em pastagens e uso de be-
bedouros e cochos coletivos contaminados por animais in-
fectados. Nesses casos as lesdes ocorrem mais comumen-
te em intestino e linfonodos relacionados, principalmente
mesentéricos. Os sinais clinicos da doenca e a distribuicao
das lesdes dependem do modo de transmissdo (Caswell &
Williams 2007, Radostits et al. 2007). As micobacterioses,
diferentes da tuberculose, sdo associadas a micobactérias
ndo tuberculosas ou atipicas, pertencentes ao Complexo
Mycobacterium avium (MAC) (Cousins et al. 2004). 0 MAC é
composto por patégenos oportunistas (Hibiya et al. 2010),
presentes em elevado nimero de espécies animais e em
humanos (Ingen et al. 2010). Nestes, a infec¢do por essas
bactérias atipicas ocorre principalmente em individuos
imunodeprimidos; M. avium subsp. avium é causa de infec-
cdo especialmente em pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (McAdam & Sharpe 2010).
Devido a caracteristica zoondtica, as micobacterioses tém
sido consideradas como problema veterinario e sdcio-eco-
ndmico (Stepanova et al. 2011).

Nos animais domésticos, as micobacterioses tém maior
importancia em suinos, nos quais sio mundialmente rela-
cionadas ao MAC. Trabalhos mostram frequéncia elevada
de isolamento de M. avium em tecidos de suinos abatidos
(Hibiya et al. 2010, Ingen et al. 2010). No Brasil o MAC é
considerado o mais importante grupo de bactérias envol-
vido em infec¢cdes desse tipo em suinos. Num estudo para
verificagdo dos agentes encontrados em linfonodos suinos,
M. avium foi o mais frequente (Lara et al. 2011). Em outro
estudo foram isoladas micobactérias do MAC em 28,42%
das amostras colhidas de 394 suinos abatidos com lesdes
granulomatosas (Morés et al. 2007).

O trato gastrintestinal é a rota preferencial para a infec-
¢do por MAC em suinos (Hibiya etal. 2008). Ap6s a ingestao,
o microrganismo invade a mucosa do sistema digestorio e
atinge linfonodos regionais, principalmente cefalicos e me-
sentéricos. Nos linfonodos os bacilos sao fagocitados por
macréfagos e induzem lesdes (Sobestiansky & Barcellos
2007). Morés et al. (2007) encontraram lesdes em linfono-
dos da cadeia alimentar em 95,2% das carcacas analisadas.
Essas lesdes se caracterizam como granulomas em linfono-
dos aumentados de volume, com nédulos pequenos até le-
sOes de dimensoes variaveis, branco-amareladas, caseosas,
as vezes mineralizadas (Matlova et al. 2005, Thoen 2006).
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No entanto, pode ocorrer infec¢io sistémica, com lesdes em
orgdos como figado, pulmoes e bago (Iwakiri et al. 2001,
Matlova et al. 2005, Hibiya et al. 2008, Ingen et al. 2010).

A resposta a infeccdo por micobactérias varia muito
entre espécies animais, com variacdo menor entre indivi-
duos de uma mesma espécie (Cousins et al. 2004). O obje-
tivo deste trabalho é diferenciar histologicamente as lesdes
causadas por micobactérias em bovinos e suinos e carac-
terizar seu infiltrado inflamatério, com auxilio de técnicas
histoquimicas e da imuno-histoquimica (IHQ).

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados casos diagnosticados como tuberculose em bo-
vinos e como linfadenite granulomatosa em suinos da rotina de
diagnoéstico (necropsias e histopatologia) do Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-
-UFRGS), no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2011. Da-
dos referentes a racga, sexo, idade, histérico clinico e achados ma-
croscopicos foram compilados dos livros de registro. Os cortes de
linfonodo e pulméao corados com Hematoxilina-Eosina (HE) foram
avaliados e realizadas as técnicas histoquimicas de Ziehl-Neelsen
(ZN) para a identificacdo de BAAR nas lesdes em linfonodos e/ou
pulmoes e de Tricromico de Masson (TM) para evidenciagdo de
tecido conjuntivo fibroso (TCF).

A técnica de THQ foi utilizada em 15/60 (25%) casos dos bovi-
nos e em 15/57 (26,31%) dos casos de suinos, selecionados ale-
atoriamente, para a caracterizagdo do infiltrado inflamatério lin-
focitico nas lesdes. Para a marcacdo de linfocitos T foi utilizado o
anticorpo anti-CD3 e, para a marcagio de linfocitos B, o anticorpo
anti-CD79acy. Para a marcagio de macréfagos foi usado o anticor-
po anti-CD68 nos casos de bovinos e anti-Lisozima para os suinos.
Para a marcacdo de bactérias do género Mycobacterium foram
empregados os anticorpos anti-Mycobacterium tuberculosis e anti-
-Mycobacterium avium. As especificagdes dos anticorpos primarios
usados, a recuperagdo antigénica, a diluigdo e a origem dos anticor-
pos sdo detalhadas no Quadro 1. Utilizaram-se o método estrepta-
vidina ligada a peroxidase e o cromégeno DAB (Dako, code K3468)
para os anticorpos anti-CD68, anti-lisozima e anti-Mycobacterium
tuberculosis; o mesmo método foi utilizado para o anticorpo an-
ti-Mycobacterium avium, empregando-se, no entanto, o cromogeno
AEC (Dako, code K3464); e foi usado o método da estreptavidina

ligada a fosfatase alcalina e o cromégeno Permanent Red (Dako,
code K0695) para os anticorpos anti-CD3 e anti-CD79acy.

O infiltrado linfocitico foi classificado de acordo com a marca-
¢do para linfécitos T ou B. Foram avaliados subjetivamente cinco
campos microscopicos em cada técnica e em cada caso, em objeti-
va de 40x e atribuidos valores de 1 a 4 conforme a quantidade de
células com marcagio positiva, sendo considerados os valores 1
(até 25% da populagdo linfocitica com imunomarcagdo positiva);
2 (25a50%); 3 (50a75%) e4 (75a100%) e calculada a média
dos cinco campos para cada caso. Esses valores foram submetidos
a analise estatistica pelo Teste t pareado.

RESULTADOS

Sessenta casos de tuberculose em bovinos e 57 casos de
linfadenite granulomatosa em suinos diagnosticados no
periodo janeiro de 2007 a dezembro de 2011 foram ava-
liados. Quanto ao sexo dos bovinos, 45/60 eram fémeas, 12
machos e, em trés casos, o sexo nio foi informado. A raga,
informada em 41/60 casos, variou entre Holandesa (35),
zebuina (2), Jersey (1) e mista (3). Com relagdo a origem
das amostras, 32/60 casos provinham de propriedades
rurais particulares e 27 casos de abatedouro/frigorifico
e, em um caso, a origem nao foi identificada. A idade dos
bovinos variou de trés a 20 anos. Dos drgios acometidos,
40/60 animais apresentaram lesdo apenas em linfonodo,
oito apenas em pulmdo e 12 em ambos.

Os achados histolégicos nas amostras de bovinos se ca-
racterizaram por lesdes multifocais a coalescentes até ex-
tensas areas de necrose caseosa, compostas por material
eosinofilico homogéneo, nucleos e restos nucleares (ca-
riorrexia) escassos, com graus variados de mineralizacdo
multifocal, ausente em alguns casos. Adjacente a necrose
havia inflamagao granulomatosa com macréfagos epitelioi-
des abundantes, células gigantes multinucleadas do tipo
Langhans e linfocitos escassos a abundantes (Fig.1A). Ha-
via proliferacdo discreta a acentuada de tecido conjuntivo
fibroso, evidenciado pela coloracdo de TM, circundando o
infiltrado inflamatério ou, em alguns casos, entremeado
nele (Fig.2A). Bacilos alcool-acido resistentes foram de-

Quadro 1. Recuperacio antigénica, especificacoes, diluicdes e origem dos anticorpos
primarios utilizados nas técnicas de imuno-histoquimica para caracterizac¢io de
lesdes causadas por Mycobacterium spp. em bovinos e suinos

Anticorpo Especificagdes Recuperacgao Diluicdo Origem
primario do anticorpo antigénica (referéncia comercial)
Anti-CD79acy  Monoclonal camundongo, Tampao citrato, 1:30 Dako Cytomation
anti-humano, clone HM57 pH 6,0, 20’ em Mo?* (Code M7051)
Anti-CD3 Policlonal coelho, Protease XIV 1:500 Dako Cytomation
anti-humano (Sigma) 15’ em TA® (Code A0452)
Anti-CD68 Monoclonal camundongo, Proteinase K 1:100 Dako
anti-humano, (Dako, S3004) (Code M0718)
clone EBM11 10’em TA
Anti-Lisozima Policlonal coelho, Proteinase K 1:200 Dako Cytomation
EC3.2.1.17 anti-humano (Dako, S3004)10’ TA (Code A0099)
Anti- Policlonal coelho Protease XIV 1:200 GeneTex, Inc.
Mycobacterium (Sigma) 15’ em TA (GTX20905)
tuberculosis
Anti- Monoclonal camundongo Tampao citrato, 1:100 QED Bioscience
Mycobacterium pH 6,0 20" a 96°C Inc.
avium em Pp¢

2 Mo = micro-ondas; * TA = temperatura ambiente; ‘Pp = panela de pressio.
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monstrados pela coloragido de ZN em todos os casos. Eram No uso da IHQ para evidenciacdo de linfdcitos T e lin-
escassos, localizados no interior de células gigantes ou es-  fécitos B em amostras de bovinos predominou a imuno-
tavam livres na area de necrose (Fig.3A). marcacdo de linfécitos T (Fig.6), com diferenca significativa

Fig.1. Caracterizacdo de lesdes causadas por Mycobacterium spp. em bovinos e suinos. (A) Inflamagdo granulomatosa acentuada com
macroéfagos epitelioides, abundantes células gigantes multinucleadas e focos de necrose caseosa em linfonodo bovino (B) Extensa
area de necrose caseosa contendo mineralizagdo multifocal cercada por inflamagdo granulomatosa, circundadas por abundante teci-
do conjuntivo fibroso em linfonodo suino. HE, obj.10x.
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bovino (A) e suino (B) evidenciando,

Fig.2. Caracterizagdo de lesdes por Mycobacterium spp. em bovinos e suinos. Lesdo em linfonodo
em azul, extensa proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso. Tricromico de Masson, obj.10x.
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Fig.3. Caracterizagdo de lesdes por Mycobacterium spp. em bovinos e suinos. Bacilos alcool-acido resistentes (setas) no citoplasma de
célula gigante em lesdo de linfonodo bovino com tuberculose. (A) Ziehl-Neelsen, obj.40x. (B) Imunomarcagdo anti-Mycobacterium
tuberculosis. Método estreptavidina ligada a peroxidase, cromégeno DAB, 0bj.40x.

Pesq. Vet. Bras. 35(2):129-136, fevereiro 2015



Caracterizacdo histoldgica e imuno-histoquimica das lesdes de tuberculose em bovinos e de linfadenite granulomatosa em suinos 133

entre as médias de linfocitos T e B. Na andlise estatistica,
para a qual foi usado o Teste t pareado, os resultados foram
t=5,501 (p<0.001) para as lesdes dos bovinos e t=5,826 (p
<0,001) para as lesdes dos suinos. Houve imunomarcagio
anti-CD68 em todos os casos. No emprego do anticorpo
anti-Mycobacterium tuberculosis houve marcacgao citoplas-
matica multifocal em macréfagos epitelioides e em células
gigantes tipo Langhans, confirmando a infec¢ao por Myco-
bacterium sp. em todos os casos analisados (Fig.3B). Em
dois casos houve marcagdo intensa também em areas de
necrose.

As amostras de suino remetidas para exame anatomo-
patoldgico eram provenientes de abatedouro/frigorifico e
constituidas por linfonodos mesentéricos e mandibulares
de suinos machos e fémeas com idade de 170-175 dias (ex-
ceto um animal, com aproximadamente 150 dias).

As alteragdes histologicas dos suinos eram constituidas
por areas de necrose caseosa, multifocais a coalescentes,
ou extensas, com mineralizacdo multifocal acentuada, cir-
cundadas por inflama¢do granulomatosa de intensidade
variada contendo macréfagos epitelioides e escassa a mo-
derada quantidade de células gigantes do tipo Langhans,

A

eosinofilos e linfocitos (Fig.1B). Circundando e/ou entre-
meada a inflamagao havia proliferacdo de tecido conjunti-
vo fibroso, formando, em alguns casos, extensas areas de
fibrose (Fig.2B). A extensdo das lesdes variava entre os
casos, com pequenos focos até extensas areas, em alguns
casos afetando todo o linfonodo. Na coloragao histoquimica
de ZN foi evidenciada grande quantidade de BAAR, livres,
na periferia ou amplamente distribuidos nas areas de ne-
crose (Fig.4A).

Na comparagio das propor¢oes entre linfocitos T e B
nas lesdes de linfadenite granulomatosa em suinos pela
[HQ houve também predominancia de linfécitos T, estatis-
ticamente significativa pelo Teste t pareado (t = 5,826; p
<0,001). Os linfécitos T predominaram nas lesdes em todas
as amostras avaliadas (Fig. 5A e 5B), exceto em dois casos;
um apresentou marcagdo equivalente entre linfécitos T e B;
e outro menor marcacio de linfécitos T em relagdo a linf6-
citos B (Fig.7).

A imunomarcac¢do com o anticorpo policlonal anti-My-
cobacterium tuberculosis foi positiva em todas as amos-
tras (Fig. 3B e 4B). Houve marcagdo evidente em areas de
necrose e adjacentes, areas nas quais foram também de-

fonodo suino; (A) Bacilos

alcool-acido resistentes corados em magenta, Ziehl-Neelsen, obj.40x. (B) Imunomarcacio anti-Mycobacterium tuberculosis, método

estreptavidina ligada a peroxidase, cromégeno DAB, obj.40x.

¢ . - 2 O I 3
Fig.5. Caracterizacdo de lesdes por Mycobacterium spp. em bovi
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nos e suinos. Imunomarcacdo de linfocitos Te B e

linfonodo bovino. (A) Marcagdo positiva para linfécitos T (anti-CD3). (B) Marcagdo positiva para linfécitos B (anti-CD79acy), evidencian-
do maior proporgdo de linfécitos T nas lesdes. Método da estreptavidina ligada a fosfatase alcalina, cromégeno Permanent Red, obj.40x.
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Fig.6. Demonstragdo grafica do infiltrado linfocitico nas lesdes de
tuberculose em bovinos, de acordo com a marcagdo positiva
para linfécitos T e B. Foram considerados os valores 1 (até
25% da populagdo linfocitica com imunomarcagdo positiva);
2 (25-50%); 3 (50-75%) e 4 (75-100%) e calculada a média
dos cinco campos para cada caso, submetidos a avaliacdo es-
tatistica (teste t pareado).
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Fig.7. Demonstragdo grafica do infiltrado linfocitico nas lesdes de
linfadenite granulomatosa em suinos, de acordo com a marca-
cdo positiva para linfocitos T e B. Foram considerados os valo-
res 1 (até 25% da populagéo linfocitica com imunomarcagéo
positiva); 2 (25-50%); 3 (50-75%) e 4 (75-100%) e calculada
amédia dos 5 campos para cada caso, submetidos a avaliagdo
estatistica (teste t pareado).

monstrados bacilos com a coloracdo de ZN. O uso do an-
ticorpo anti-Lisozima marcou abundantes quantidades de
macroéfagos epitelioides, células gigantes multinucleadas
e macrofagos nos tecidos suinos, mas outras células infla-
matorias, como neutrofilos, também mostraram marcagio
positiva. Os materiais dos suinos foram submetidos a IHQ
anti-Mycobacterium avium, com marcacdo em focos de ne-
crose e, principalmente, em sua periferia.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As alteracdes histologicas induzidas por bactérias do gé-
nero Mycobacterium apresentaram semelhancas entre as
lesdes de bovinos e suinos, no entanto, algumas diferen-
cas foram significativas. Células gigantes multinucleadas
do tipo Langhans foram abundantes nas lesdes de bovinos
enquanto que, em suinos, predominaram macroéfagos epi-
telioides. Em varias amostras dos suinos com linfadenite
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havia infiltrado de eosinéfilos, ndo observado nos bovinos.
Hibiya et al. (2008) observaram também maior frequéncia
de eosindfilos em infecgdes por MAC em suinos que em ou-
tras espécies.

Foram encontradas quantidades variadas de TCF nas
lesdes; escasso, entremeado a inflamacgao, até abundante,
circundando os granulomas. Segundo Caswell & Williams
(2007), as caracteristicas histoldgicas e a variacdo nas pro-
porcoes dos componentes celulares das lesdes permitem
uma nocdo acerca do tempo de evolugao da doenga. Cassi-
dy et al. (1999) observaram, em infec¢do experimental de
bovinos com M. bovis, lesdes pulmonares compostas por
aglomerados de macréfagos intra-alveolares, neutroéfilos
necroticos, células gigantes multinucleadas, poucos lin-
fécitos e BAAR uma semana apés inoculacdo e, apés duas
semanas da infec¢do, havia tubérculos contendo agregados
de neutréfilos circundados por macréfagos epitelioides. E
descrito que necrose central aparece cerca de trés sema-
nas apds infec¢do; mineralizagdo inicia por volta de cinco
semanas; e o TCF aumenta com o tempo, tendendo a ser
mais proeminente em individuos e espécies mais resisten-
tes (Caswell & Williams 2007). Conforme Beytut (2011), a
medida que aumentam as areas de necrose caseosa em gra-
nulomas avancados, o infiltrado linfocitico diminui e fica
restrito as margens internas da capsula fibrosa. Hibiya et al.
(2008), na avaliagdo de lesdes granulomatosas sistémicas
em orgaos de suinos abatidos, sugeriram trés estagios, con-
forme os componentes das lesoes. Lesoes iniciais, caracte-
rizadas por reacdo exsudativa com macréfagos epitelioides,
linfécitos, eosindfilos e células gigantes do tipo Langhans,

do espaco a reacgdes proliferativas com encapsulamento,
até o aparecimento de granulomas mistos, com minerali-
zacdo e fibrose abundantes. No presente estudo, altera¢des
referentes aos trés estagios descritos foram observadas nas
amostras dos suinos.

Houve diferenca significativa na quantidade de BAAR
nas lesées. Em bovinos, bacilos foram escassos nas lesées,
em alguns casos localizados principalmente no citoplasma
de células gigantes e, em outros, livres nas areas de necrose,
ou ambos. Outros estudos indicam que lesdes em estagios
iniciais apresentam moderado a elevado nimero de BAAR,
localizados em macréfagos e em células gigantes multinu-
cleadas. Em estagios mais avangados, a localizacdo passa a
ser mais extracelular, em meio a necrose e, raramente, no
interior de macréfagos ou células gigantes multinucleadas
(Palmer et al. 2007, Beytut 2011). Escassez de bacilos nas
lesdes é mais indicativa de tuberculose por M. bovis do que
micobacteriose por M. avium (Caswell & Williams 2007).
Em dois casos de bovinos do estudo foi verificada abundan-
te quantidade de BAAR livre e no citoplasma de macroéfa-
gos e de células gigantes multinucleadas. Houve, também
nestes casos, forte marcacao por IHQ anti-Mycobacterium
tuberculosis; em areas de necrose, células gigantes e em
macroéfagos.

Nas amostras dos suinos havia abundantes BAAR livres,
em areas de necrose ou circundando-as. Isto pode ser ex-
plicado pelo fato de infec¢des por MAC serem mais comuns
em suinos e lesdes por micobactérias atipicas apresenta-
rem numero mais elevado de microrganismos do que in-
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feccoes por bacilos tuberculosos. A marcacdo [HQ com an-
ticorpo anti-Mycobacterium tuberculosis foi mais evidente
nas areas de necrose, principalmente no citoplasma de ma-
crofagos necréticos. Morés et al. (2007) tiveram achados
semelhantes em testes de IHQ em lesbes de suinos, utili-
zando anticorpo primario anti-Mycobacterium avium.

A deteccdo de bacilos alcool-acido resistentes, tanto
pela coloragdo de Ziehl-Neelsen quanto pela I[HQ, mostrou-
-se muito Util para o diagndstico das infec¢des induzidas
por Mycobacterium sp., principalmente em suinos, nos
quais pode ocorrer também linfadenite por bactérias Gram
positivas, como na infec¢do por Rhodococcus equi em linfo-
nodos cervicais, com lesdes macro e microscopicas seme-
lhantes. Komijn et al. (2007), verificaram alta prevaléncia
de infecgdes por R. equi em linfonodos mandibulares de
suinos abatidos com lesdes granulomatosas, sugerindo ser
R. equi a maior causa de diagndstico falso-positivo de in-
fecgdes por micobactérias na inspecdo de suinos abatidos.
Em recente estudo realizado no Brasil, Mycobacterium sp.
(24,1%) e R. equi (13,2%) foram os microrganismos mais
frequentemente detectados em suinos com linfadenite
(Laraetal. 2011).

A marcacdo IHQ anti-Mycobacterium tuberculosis se
mostrou mais intensa, quantitativa e qualitativamente, em
comparacgio com a coloracdo de ZN, tanto nas amostras de
bovinos quanto nas de suinos, sendo indicada para a detec-
¢do de Mycobacterium sp. em lesdes granulomatosas, em
ambas as espécies. No entanto, a técnica de ZN mostrou ser
eficiente na detec¢do de micobactérias em todos os casos e
tem como vantagem o baixo custo.

Quanto ao infiltrado linfocitico nas lesdes de tubercu-
lose de bovinos, linfécitos T foram predominantes. Outros
estudos de caracterizacdo do perfil de linfécitos T e sua
distribuicdo nas lesdes de tuberculose bovina mostra-
ram achados semelhantes (Liebana et al. 2007, Palmer et
al. 2007). Conforme Beytut (2011), linfécitos T CD3+ sdo
abundantes na fase inicial de granulomas, quando nao h3,
ainda, necrose central. A medida que o granuloma aumen-
ta, os linfécitos sdo deslocados para a periferia e perma-
necem nas margens internas da capsula fibrosa; em gra-
nulomas avancados, células T sdo comumente detectadas
na zona marginal. Em lesdes avancadas com mineralizacdo
central, o numero de linfécitos T CD3+ diminui acentuada-
mente, com acimulo na zona subcapsular, na periferia do
granuloma. Linfécitos B sdo também detectados em areas
subcapsulares de granulomas avancados.

A composicdo do infiltrado linfocitico em lesdes cau-
sadas por Mycobacterium sp. em suinos foi semelhante a
dos bovinos, com predominio de linfécitos T. A imunidade
em infec¢des por micobactérias é essencialmente mediada
por células e dependente de uma complexa interagido en-
tre linfécitos T e macréfagos. As caracteristicas estruturais
de Mycobacterium sp. sdo responsaveis pela inducao desse
tipo de resposta imune (Caswell & Williams 2007, Liebana
etal. 2007, Veldzquez et al. 2011).

O perfil do infiltrado linfocitico, com predominio de cé-
lulas T, ainda ndo havia sido caracterizado em infec¢des por
Mycobacterium sp. em suinos, para o qual a IHQ foi uma fer-
ramenta importante.
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