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Linfadenite granulomatosa em suinos: linfonodos afetados e
diagnostico patologico da infecgao causada por agentes do
Complexo Mycobacterium avium’
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ABSTRACT.- Morés N., Ventura L., Dutra V., Silva V.S., Barioni Jr W,, Oliveira S.R, Kramer B. & Ferreira
Neto J.S. 2007. [Granulomatous lymphadenitis in swine: lymph nodes affected and pathologic
diagnosis of the infection caused by Mycobacterium avium Complex agents.] Linfadenite
granulomatosa em suinos: linfonodos afetados e diagnostico patolégico da infeccao causada por
agentes do Complexo Mycobacterium avium. Pesquisa Veterindria Brasileira 27(1):13-17. Embrapa Suinos
e Aves, Cx. Postal 21, Concordia, SC 89700-000, Brazil. E-mail: mores@cnpsa.embrapa.br

A study to evaluate the distribution of granulomatous lesions in the lymph nodes of swine
carcasses was accomplished. The main objective was to compare the methods of isolation of
mycobacteria of the Mycobacterium avium Complex (MAC), Ziehl-Neelsen (ZN) staining, histo-
pathological examination and immunohistochemistry (IHC) for the diagnosis of granulomatous
lymphadenitis caused by MAC. A total of 431 samples of lymph nodes from 394 swine carcasses
kept in 12 cold storage rooms of southern Brazil, which had the Service of Federal Inspection
(SFI), were analyzed. Lymph nodes with granulomatous lesions were submitted to histological
examination, ZN staining and IHC with monoclonal antibody produced with cellular extract of
M. avium. The agreement between the exams was measured by the Kappa test at a 95% confi-
dence level. The macrocospic examination done by SFI correctly identified 90.3% of granuloma-
tous lesions, when compared with histological examination, and the majority of carcasses (92.5%)
showed the lesions only in lymph nodes of the alimentary chain. Histological examination con-
firmed the presence of granulomatous lesions in 90.3% of the lymph nodes. The agreements
between histological examination, ZN staining (Kappa: 0.342), IHC and the isolation of MAC
(Kappa: 0.102) were low, however high between IHC and histology with typical presence of
granulomas in the lymph nodes (Kappa: 0.973). IHC together with histological examination re-
vealed to be efficient for identification of the granulomatous lymphadenitis caused by MAC.

INDEX TERMS: Swine, granulomatous lymphadenitis, Mycobacterium avium, immunohistochemistry.

RESUMO.- Realizou-se um estudo com o objetivo de avaliar a
distribuicao de lesoes granulomatosas nos linfonodos das car-
cacas de suinos abatidos e de comparar os métodos de isola-
mento do Complexo Mycobacterium avium (MAC), coloracao de
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Ziehl-Neelsen (ZN), exames histopatologico e de imunohisto-
quimica (IHQ) para o diagnostico da linfadenite granulomatosa
causada por micobactérias do MAC. Foram utilizadas 431 amos-
tras de linfonodos colhidos de 394 carcacas de suinos abati-
dos em 12 frigorificos da Regiao Sul do Brasil, com o Servico
de Inspecao Federal (SIF). Os linfonodos que apresentavam
lesoes granulomatosas foram submetidos aos exames
histolégicos, ZN e IHQ com anticorpo monoclonal produzido
com extrato celular de M. avium. A concordancia entre os exa-
mes foi medida pelo teste Kappa, com nivel de confianca de
95%. O exame macroscopico realizado pelo SIF identifica cor-
retamente 90,3% das lesoes granulomatosas, quando compa-
rado com o exame histologico e a maioria das carcagas (92,5)
apresentam lesoes apenas nos linfonodos cadeia alimentar. O
exame histologico confirmou a presenca de lesoes granulo-
matosas em 90,3% dos linfonodos. As concordancias entre os
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exames histopatologico e coloracao de ZN (Kappa: 0,342) e de
IHQ e o isolamento do MAC (Kappa: 0,102) foram baixas, po-
rém alta entre os exames de IHQ e histol6gico com a presenca
de granulomas tipicos nos linfonodos (Kappa: 0,973). O exame
de IHQ associado ao exame histopatolégico mostrou-se efici-
ente na identificacao das lesoes de linfadenite granulomatosa
causadas pelo MAC.

TERMOS DE INDEXACAO: Suinos, linfadenite granulomatosa,
Mycobacterium avium, imunohistoquimica.

INTRODUCAO

Alinfadenite granulomatosa em suinos, causada por micobac-térias
do Complexo Mycobacterium avium (MAC), é uma doenga que nao
altera o desempenho dos animais, mas é de importancia economi-
ca devido a condenacao ou destino condicionado das carcacas afe-
tadas. Seu impacto econdmico para a suinocultura da Regiao Sul
do Brasil foi estimado em 5,8, 7,0 e 8,0 milhoes de reais em 1997,
1998 e 1999, respectivamente (Martins 2001). Em rebanhos sui-
nos, o diagnostico presuntivo da infeccao pelo MAC in vivo pode
ser feito com o teste de tuberculina pareada, utilizando-se PPD
aviaria e mamifera (Morés et al. 2006), o que permite distinguir
tuberculose classica por Mycobacterium bovis das infeccoes causa-
das pelo MAC. Entretanto, ha dificuldades para o diagnostico
etiologico por isolamento do agente; pois isso exige procedimen-
tos especiais de laboratorios, demanda muito tempo, tem baixa
sensibilidade e custo elevado de execugao (Thoen 1992). As lesoes
observadas nos linfonodos sao do tipo granulomatosas (Balian et
al. 1995), mas também nao sao conclusivas, uma vez que podem
ser provocadas por outras bactérias, como Mycobacterium bovis e
Rhodococcus equi (Thoen 1992, Silva et al. 2001). A imunohisto-qui-
mica (IHQ), associada ao exame histopatologico, podera fornecer
um diagnostico etiologico seguro e rapido, favorecendo a tomada
de decisao para seu controle.

O objetivo deste trabalho foi estudar a distribui¢ao das lesoes
granulomatosas nos linfonodos das carcagas e comparar técnicas
de identificacao do agente em cortes histologicos de tecidos inclu-
idos em parafina, para diagnostico da linfadenite granulomatosa
causada pelo MAC.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 394 carcacgas de suinos abatidos em 12 frigorificos
que tinham Servico de Inspecao Federal (SIF), localizados nos Esta-
dos do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Esses suinos pro-
vinham de granjas com histoérico de condenagoes de carcagas por
linfadenite granulomatosa. Para cada carcaca afetada anotaram-se
os linfonodos que apresentavam lesoes granulomatosas, e fragmen-
tos destes foram colhidos em formol a 10% tamponado e processa-
dos para exame histologico de rotina (Luna 1968), e outros fragmen-
tos foram acondicionados sob refrigeracao para isolamento
microbioldgico, cujos resultados ja foram publicados (Silva et al. 1998).
Laminas histologicas foram usadas para pesquisa de bacilos alcool-
acido-resistentes (BAAR), pela coloragao de Ziehl-Neelsen (Luna 1968).
Para exame de imunohistoquimica (IHQ) foram utilizados linfonodos
com lesoes granulomatosas de 216 suinos apreendidos pelo SIF e
selecionados das 394 carcacas descritas anteriormente, dos quais
112 eram positivos e 104 negativos para o Complexo Mycobacterium
avium (MAC) no exame microbioldgico (Silva et al. 2001). Os linfonodos
foram fixados em formalina 10% tamponada e processados conforme
rotina para obtencao de cortes histologicos de 5 micra. No exame de
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[HQ para coloracao das laminas, utilizou-se a técnica do complexo
Avidina-Biotina-Peroxidase (Vectastaina Kit ABC). Como anticorpo pri-
mario foi utilizado um anticorpo monoclonal (IgG1) produzido com
extrato celular de Mycobacterium avium (QED Bioscience Inc. Cat.
18104). Para revelacao da reacao, utilizou-se o substrato 3,3-
diaminobenzidine (DAB) e, como coloracao de fundo, a hematoxilina
de Harris. Em cada bateria de exame foram incluidas uma lamina
controle positiva obtida de suinos inoculados com micobactérias do
MAC, uma lamina negativa obtida de suino SPF (Specificy Pathogens
Free) para micobactérias e, para cada lamina testada, incluiu-se uma
lamina do mesmo bloco de tecido, substituindo-se o anticorpo
monoclonal 18104 por PBS. Para interpretagao da reacao, conside-
rou-se a quantidade de antigeno com reagao positiva na lamina: -
reacao negativa, + reacao positiva com pouca quantidade de
antigeno, + + positiva com quantidade moderada de antigeno, ++ +
reacao positiva acentuada presenca de antigeno. Para controle de
especificidade para o anticorpo 18104 foram usados os figados de
cinco hamsters inoculados com Mycobacterium bovis, com lesoes
granulomatosas. A concordancia entre os exames histopatologico e
de Ziehl-Neelsen, entre o isolamento do MAC e a IHQ, e entre a IHQ
e exame histologico foi medida pelo teste Kappa, com nivel de confi-
anca de 95% (WIN Episcope 2.0 2004)

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 1 apresenta os resultados dos linfonodos afetados, no
exame macroscopico realizado pelo SIE compativeis com linfade-
nite granulomatosa (Fig.1).

Os linfonodos da cadeia alimentar (cefalicos e/ou mesenté-
ricos) foram os mais afetados, ocorrendo em 95,2% das carcagas.
Em 4,5% das carcacas observaram-se lesoes, ao mesmo tempo,
nos linfonodos da cadeia alimentar e nos mediastinicos. Em ape-
nas uma carcaca os linfonodos cefalicos e/ou mesentéricos nao
estavam envolvidos, onde se encontraram lesoes isoladamente
nos linfonodos inguinais. A predominancia de lesoes nos
linfonodos cefalicos e/ou mesentérico nas infeccoes pelo MAC
é fato observado por outros autores (Ferreira Neto et al. 1989,
Balian et al. 1995, Pavlik et al. 2003, Matlova et al. 2004).

Das 394 carcacas apreendidas pelo SIE devido a presenca de
linfadenite granulomatosa, foram examinados 431 linfonodos pela
histologia de rotina e a presenca de BAAR (Quadro 2). Destes, con-
firmou-se a presenca de lesoes granulomatosas em 389 deles (90,3%),
indicando boa confiabilidade do exame macrosco-pico realizado
na inspe¢ao das visceras, concordando com os achados de Ferreira
Neto et al. (1989). Os granulomas eram constituidos de macréfagos
diferenciados em células epitelidides, arranjados concentricamen-

Quadro 1. Freqiiéncia de linfonodos com lesoes de linfadenite
granulomatosa em 394 carcacgas afetadas e seus respectivos
destinos (avaliagao macroscépica feita pelo médico veterinario

do SIF)

Linfonodos afetados Freqiiéncia (%)
Mesentéricos 267 (67,8)
Cefalicos 24 (6,1)
Mesentéricos + cefalicos 84 (21,3)
Mesentéricos + cefalicos + mediastinicos (Me) 4(1,0)
Mediastinicos 0(0,0)
Mediastinicos + cefalicos 4(1,0)
Mesentéricos + mediastinicos 10 (2,5)
Inguinais 1(0,3)
Totais 394 (100,0)
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Quadro 2. Concordancia entre os exames histopatol6gicos pela
coloragao de hematoxilina e eosina e a presenca de BAAR na
coloracao de Ziehl-Neelsen (ZN) de 431 linfonodos classificados
como linfadenite granulomatosa pelo SIF na linha de abate,
oriundos de 394 carcacas?®

Exame histopatologico Freqiiéncia Exame de coloragao de ZN %)
(%) Positivo Negativo
Lesao granulomatosa 389 (90,3) 283 (72,8) 106 (27,2)
Outro tipo de lesao 38 (8,8) 0 38 (100,0)
Sem lesao 4(0,9) 0 4 (100,0)
Total 431 (100,0) 283 (65,7) 148 (34,3)

4 Concordancia global observada entre os exames: 0,754; Kappa: 0,342 *=
0,036.

te com ou sem areas centrais necroticas caseificadas e/ou calcificadas
e com proliferacao de tecido fibroso (Fig.2), as vezes formando
uma capsula externa (Fig.3), conforme ja descrito (Senk et al. 1992,
Balian et al. 1995). Houve concordancia de 75,4% entre o exame
histopatoldgico e a presenca de BAAR nas lesoes. Margolis et al.

Fig.1. Granuloma em linfonodo mesentérico de suino (setas) infectado
com micobactérias do Complexo Mycobacterium avium (MAC), com
lesao.

Fig.2. Necrose de caseificagao com mineralizagao (seta branca) e ini-
cio de proliferagao conjuntiva (seta preta), em granuloma de
linfonodo de suino infectado pelo MAC. HE, obj.25.

Fig.3. Granuloma com capsula fibrosa (seta branca) e necrose de
caseificacao e mineralizacao (seta preta), em linfonodo de suino
infectado pelo MAC. HE, obj.25.

(1994) encontraram sensibilidade de 86% para o exame histopato-
légico e apenas de 15% para a coloracao acida, considerando o
isolamento de micobactérias como teste padrao. Neste trabalho,
foi possivel encontrar BAAR em 72,8% dos linfonodos com lesoes
granuloma-tosas no exame histologico.

No Quadro 3, estao os resultados de IHQ dos linfonodos lesados,
oriundos de suinos com e sem isolamento do MAC. Dos 112 suinos
em que micobactérias do MAC foram isoladas, 93 (83,0%) foram po-
sitivos e 19 (17,0%) negativos no teste de IHQ. Entretanto, os 93 sui-
nos, cujos linfonodos apresentaram lesoes caracterizadas por
granulomas tipicos com necrose de caseifi-cagao efou mineralizacao
(Senk et al. 1992), todos foram positivos no teste de IHQ e os 19 que
nao tinham granuloma tipico de infec¢ao por micobactérias, todos
foram negativos. Por outro lado, dos 104 suinos em que o0 MAC nao
foiisolado, 76 (73,1 %) foram positivos e 28 (26,9%) negativos no teste
IHQ, e dos 76 suinos que foram positivos no teste de IHQ, apenas
dois (2,6%) nao apresentavam lesoes granulomatosas tipicas da in-
feccao por micobactérias (Senk et al. 1992). Quando foram compara-
dos os exames de IHQ com o de isolamento do MAC, houve fraca
concordancia entre os testes (Kappa igual a 0,102 +0,057) (Quadro
4). Entretanto, houve forte concordancia (Quadro 5) entre os exames
de IHQ em corte de tecido e a presenga de lesoes histopatologicas
caracterizadas pela presenca de granulomas tipicos nos linfonodos
(Kappa igual a 0,973 +0,068). A reagao positiva no teste de IHQ esta-
va localizada na massa necrotica no interior dos granulomas, princi-
palmente no citoplasma de macrofagos degenerados, localizados
na periferia das areas de necrose e/ou mineralizagao, e que apresen-
tavam diferentes quantidades de antigenos marcados (Fig.4-6). Isso
sugere que o anticorpo utilizado identifica antigenos de secrecao do
MAC, que sao fagocitados pelos macrofagos. Os resultados indicam
que o exame histopatologico, com presenca de gra-nuloma tipico e
necrose e/ou mineralizacao da massa necrética, seguido do teste de
IHQ com o anticorpo monoclonal 18104, foi o procedimento mais
adequado para o diagnéstico da linfadenite pelo MAC. Os resultados
do teste de IHQ nos tecidos de hamsters foram todos negativos,
indicando que o anticorpo monoclonal nao reconhece antigenos de
Mycobacterium bovis no método utilizado.

Lesoes macroscopicas semelhantes a tuberculose freqiiente-
mente sao encontradas, pelo servico de inspe¢ao sanitaria de
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Quadro 3. Exame imunohistoquimico (IHQ) em linfonodos de suinos com lesao
granulomatosa no abate, com e sem isolamento de micobactérias do Complexo
Mycobacterium avium (MAC)

Isolamento Resultados do exame de IHQ Tipos de alteracoes histopatologicas®  Totais

de MAC a b c d
Positivo  Negativo (n = 19) b 0 5 1 13 19
+ 16 0 0 0 16
Positivo (n = 93)  ++ 20 0 0 0 20
+++ 37 0 0 0 37
Totais 93 5 1 13 112
Negativo Negativo (n = 28) - 0 1 15 12 28
+ 27 0 0 2 29
Positivo (n = 76)  ++ 17 0 0 0 17
+++ 30 0 0 0 30
Totais 74 1 15 14 104

4 a = Granuloma tipico com necrose de caseificacao e mineralizacao, b = Granuloma com
presenca ou auséncia de células gigantes, mas sem necrose de caseificacao e mineralizagao,
¢ = Presenca de vesiculas com delgada capsula conjuntiva e/ou apenas fibrose, d = Linfonodo
sem lesao no exame histopatologico.

b . Reagdo ausente, + positiva fraca, ++ positiva evidente, +++ positiva.

Quadro 4. Resultados comparativos do exame
imunohistoquimico (IHQ) e de isolamento de micobactérias do
Complexo Mycobacterium avium (MAC) de suinos de abate com

lesao macroscépoica de linfadenite granulomatosa?

Exames Exame [HQ Totais (%)
+ () - (%)
Isolamento de MAC  + 93 (43,05) 19 (8,80) 112 (51,85)
- 76 (35,18) 28 (12,96) 104 (48,15)
Totais 169 (78,24) 47 (21,76) 216 (100,00)

4 Concordancia global observada: 0,560; Kappa: 0,102 + 0,057.

Quadro 5. Resultados comparativos entre o exame
histopatologico e imunohistoquimico (IHQ) para identificagao da
infec¢ao por MAC em suinos de abate com lesao macroscépica
de linfadenite granulomatosa?

Fig.4. Restos celulares com reagao positiva (+) para Mycobacterium
avium na imunohistoquimica, em granuloma de linfonodo de
suino. Técnica da Avidina-Biotina-Peroxidase, obj.100.

Exames Exame de imunoperoxidase  Totais (%)
+ (%) - (%)

Exame histopatolégico® + 167 (77,31)  0(0,00) 167 (77,31)
- 2(0,93)  47(21,76) 49 (22,69)

Totais 169 (78,24) 47 (21,76) 216 (100,00) L. y < ;
4 Concordancia global observada: 0,991; Kappa: 0,973 = 0,068. 4 ’ "A " —. . . |. ‘
b Granuloma tipico com necrose de caseificacao e mineralizacao. ; $ ” r' L 2 3 3

« ‘ R o ‘* 2 .“

carnes, em linfonodos do trato digestivo de suinos oriundos de ' > . & - ol 3
granjas modernas. Dessas lesoes tém sido isolados, predominan- | < & 5 st ~ |
temente, microorganismos pertencentes ao MAC (Szabo et al. g : J e ™, -
1975, Silva et al. 2001, Pavlik et al. 2003, Matlova et al. 2004). As ! e ‘ r :’
lesoes macro e microscopicas, encontradas no presente estudo, ’ - g 3 e ™ ": ;
nao sao diferentes daquelas provocadas por Mycobacterium bovis :- ‘ i g y o
e M. tuberculosis (Thoen 1992), nao sendo, portanto, o exame i % ]
histopatolégico suficiente para identificar as espécies de - e g . « .
micobactérias e estabelecer relagao entre o tipo de micobactéria i . w . ‘ -
envolvida e as caracteristicas das alteracoes histopatologicas e 4 - ) “d .,g«
(Ferreira Neto 1989, Thoen 1992). As lesoes observadas em sui- i — = - -
nos infectados naturalmente, a exemplo daquelas encontradas Fig.5. Restos celulares com reacao positiva (+ +) para Mycobacterium
no presente trabalho, sao idénticas aquelas provo-cadas em sui- avium na imunihistoquimica, em granuloma de linfonodo de su-
nos inoculados com o MAC (Senk et al. 1992, Silva 1998). Segun- ino. Técnica da Avidina-Biotina-Peroxidase, obj.100.
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Fig.6. Restos celulares com reagao positiva (+++) para Mycobac-
terium avium na imunohisoquimica, em granuloma de linfonodo
de suino. Técnica da Avidina-Biotina-Peroxidase, obj.50

do Szabo et al. (1975), os dados epizootiologicos podem forne-
cer informagoes mais conclusivas sobre a etiologia das lesoes
granulomatosas encontradas nos linfonodos de suinos na linha
de abate, do que apenas o exame histolégico. Nos rebanhos, o
teste de tuberculinizacao pareada (Morés et al. 2006) pode forne-
cer informacao importante sobre o grupo de micobactérias envol-
vidas. Ademais, a presenca de lesoes granulomatosas limitadas aos
linfonodos da cadeia digestiva, a origem dos suinos de uma gran-ja
fechada, sem contato com outros mamiferos, e a auséncia de pro-
dutos lacteos na dieta sao sugestivos de infeccao pelo MAC.

A localizacao das lesoes nos tecidos dos suinos afetados é
importante e define o destino das carcacas nos matadouros. Nes-
te trabalho, os linfonodos da cadeia digestiva (mesentéricos e
cefalicos) foram os mais afetados. A ocorréncia exclusiva de le-
soes nesses linfonodos sugere fortemente o envolvimento de
micobactérias do complexo MAC (Ferreira Neto et al. 1989, Balian
et al. 1995, Pavlik et al. 2003, Matlova et al. 2004), demonstrado
nesse estudo pelo teste de IHQ; em 18 carcagas foram encontra-
das lesoes nos linfonodos mediastinicos, em associagoes com le-
soes nos linfonodos cefalicos e mesentéricos, mas sem
envolvimento do pulmao e de linfonodos do aparelho respirat6-
rio. E provavel que a origem das lesoes nos linfonodos medias-
tinicos dessas carcagas tenha sido via digestiva, através do esofago,
e nao via respiratoria, pois a por¢ao toracica do esofago é drena-
da pelos linfonodos mediastinicos (Clair L.S. St 1967). Isto difere
dainfeccao por M. bovis que, além de afetar 6rgaos parenquimato-
sos, como os pulmoes, usa, como principal via de infec¢ao, a res-
piratoria (Thoen 1992).

CONCLUSOES

0 exame macroscopico feito pelo Servico de Inspecao Federal (SIF)
nos matadouros onde esse trabalho foi realizado, identificou cor-
retamente 90,3% das lesoes granulomatosas nos linfo-nodos, quan-
do comparado com o exame histologico. A linfa-denite
granulomatosa causada por bactérias do Complexo Mycobacterium
avium (MAC) atinge predominantemente os linfonodos
mesentéricos e/ou cefalicos. O exame de Imuno-histoquimica (IHQ)
das lesoes de linfadenite granulomatosa mostrou-se eficiente na
identificacao das infeccoes causadas pelo MAC, constituindo-se num

teste seguro, rapido e economico para o diagnostico das altera-
¢oes patologicas.
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