Y .
7T ™ i b INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
N Escola Superior Agraria

TUBERCULOSE CAPRINA:
ESTUDO DE DOIS SURTOS EM
TRAS-OS-MONTES

TRABALHO DE NATUREZA PROFISSIONAL PARA A OBTENGAO DO
TiTULO DE ESPECIALISTA NO INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
NA AREA DE CIENCIAS VETERINARIAS.

Hélder Miranda Pires Quintas

INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
2013



Y ,
T ™™ i b INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
N Escola Superior Agraria

TUBERCULOSE CAPRINA:
ESTUDO DE DOIS SURTOS EM
TRAS-OS-MONTES

TRABALHO DE NATUREZA PROFISSIONAL PARA A OBTENGAO DO
TITULO DE ESPECIALISTA NO INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
NA AREA DE CIENCIAS VETERINARIAS

Hélder Miranda Pires Quintas

INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
2013



Ao meu filho Martinho.



AGRADECIMENTOS

O documento que aqui se apresenta ndo é sé meu, é o fruto do trabalho e colaboragédo de
muitas pessoas as quais que sinto profundamente agradecido:

Um agradecimento institucional ao Sr. Presidente do Instituto Politécnico de Braganga Prof. Dr.
Sobrinho Teixeira e ao Sr. Diretor da Escola Superior Agraria de Braganga Prof. Dr. Albino
Bento.

Agradeco a Prof. Doutora Isabel Pires (UTAD) pela amizade, trabalho, toda a colaboragéo,
disponibilidade, motivagao e sugestbes prestadas.

Ao Prof. Doutor Nuno Alegria (UTAD) , o meu reconhecimento por ter sido a primeira pessoa a
ajudar-me no estudo deste foco. Agradego-lhe o seguimento atento do desenrolar do trabalho,
bem como as sugestdes e comentarios sempre importantes e motivadores.

A Doutora Ana Botelho (LNIV) pelo interesse, informagdes, disponibilidade e todo o apoio
prestado.

Aos colegas da ESA-IPB Prof. Dr. Alvaro Mendonga e Prof. Dr. Ramiro Valentim por todo o
apoio e ajuda prestada.

Aos colegas José Luis Fernandez Fernandez, médico veterinario na Galiza, e Susana Alves,
actualmente na Universidade de Ledn, pela ajuda e fornecimento de bibliografia de autores
espanhois. Sem eles ndo teria conseguido alguns documentos importantes para este trabalho.

A equipa de médicos veterinarios da ACRIGA que acompanhou os casos Dra. Claudia Gomes,
Dr. Jodo Reis, Dra. Moénica Moura, Dra. Ana Margarida, Dr. Jorge Faganha. Colegas e amigos
que tornam o nosso trabalho na OPP motivador.

Ao Leornado, ao Neves, D. Lucia e ao saudoso Zé Maria, Técnicos de Pecuaria da ACRIGA,
que ajudaram durante as intradermotuberculiniza¢des e a colheita de material.

Aos varios alunos e alunas de Tecnologia Veterinaria/Enfermagem Veterinaria da Escola
Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganga que em estagio acompanharam os casos
e participaram em algumas das necropsias e durante o abate, na recolha de informagéo
relevante, preparagéo de amostras e das sempre importantes fotografias.

A Dra. Margarida Franga e ao Dr. Serra e restantes trabalhadores do Matadouro do Cachao
por terem permitido acompanhar os abates sanitarios o muito obrigado pela disponibilidade e
ajuda.

A DIV-Braganga pelo acompanhamento prestado.

Aos donos dos rebanhos a minha homenagem pela dedicagédo que tinham aos seus animais.

Aos meus pais, a minha esposa e ao meu filho, porque sois tudo!



Quintas, H. “Tuberculose caprina: Estudo de dois surtos em Tras - os - Montes”.
Braganga, Portugal: 2013. Trabalho apresentado ao Instituto Politécnico de Braganga

para a obtencgao o titulo de Especialista na area de Ciéncias Veterinarias.

RESUMO

Neste trabalho apresenta-se o estudo de dois casos de tuberculose caprina
ocorridos em Tras — os — Montes. Inclui a descricdo do quadro clinico,
anatomopatoldégico e histopatoldgico, bem como alguns dados epidemioldgicos
relevantes.

O quadro clinico observado caracterizava-se pelo aparecimento de tosse seca
acompanhada por emaciagédo progressiva com duracdo de 4 a 6 semanas causando
elevada mortalidade (> 50%) durante periodo em que ocorreram os surtos. Na
necropsia foram encontradas lesdes granulomatosas compativeis com tuberculose, e
0 exame bacteriolégico mostrou a presengca de Mycobacterium caprae . A prova
intradermotuberculinizagdo simples foi realizada na exploragéo 1 a 58 animais e a 133
na exploragao 2, com 50 (86,2%) considerados positivos na primeira exploracdo e 124
(93,2%) na segunda: Com base estes dados foi realizado o abate total em ambos os
efetivos. O acompanhamento do abate permitiu observar diferentes quadros
anatomopatologicos: lesbes de complexo primario, completo e incompleto, nos
pulmdes e intestino, bem como alguns casos de tuberculose generalizada. O estudo
histologico revelou também diferentes quadros: por vezes, granulomas com necrose
de caseificacdo e calcificagdo distréfica central, rodeada por infiltrado celular
mononuclear e em outros casos, os granulomas apresentavam escassa necrose de
caseificacdo ou mesmo auséncia da mesma, com predominio de células
mononucleares e células gigantes de tipo Langhans. Nos casos em que a caseificagédo
era mais evidente, na coloragédo Ziehl-Nielsen a quantidade de bacilos observada era
maior.

Para além de uma analise critica aos métodos de diagndstico utilizados e as
medidas de combate tomadas, sugerem-se ainda outras medidas de controlo e

vigilancia desta doenga nos caprinos.

Palavras - chave: Tuberculose, caprinos, Mycobacterium bovis,

Mycobacterium caprae.



Quintas, H. “Tuberculosis in goats: study of two outbreaks in Tras - os - Montes".
Braganca, Portugal: 2013. Paper presented at the Polytechnic Institute of Braganga to

obtain the title of Specialist in Veterinary Science.

ABSTRACT

In this dissertation we present a case study on clinical, pathological and
histopathological findings as well as on some relevant epidemiological data found on
an two outbreaks of caprine tuberculosis occurred in Tras os Montes (Portugal).

The clinical symptoms characterized by initial dry coughing progressed during around
4-6 weeks and caused high mortality rates (>50%) of the affected goats during the
period in which the outbreaks occurred. Granulomatous lesions characteristic of
tuberculosis were found in several animals at post-mortem
examination. Mycobacterium caprae was found in a lung sample sent to the LNIV-
Lisbon. The single intradermal tuberculine test performed on 58 animals in goat herd 1
and 133 in goat herd 2 revealed, respectively, 50 (86.2%) and 124 (93,2%) animals
positive for tuberculosis. Compulsory slaughter of all animals in the herds was ordered
by DGAV (sanitary authority). The monitoring of slaughter allowed us to identify
different pathological lesions: primary complex lesions (complete and incomplete) in
lungs and/or intestines, as well as cases of generalized tuberculosis. Histopathological
examination showed different types of tuberculosis granulomas ranging from
granulomas with caseous necrosis and dystrophic calcification center, surrounded by
cellular infiltration to granulomas with little caseous necrosis or lack thereof, with a
predominance of cellular infiltration. When the caseous necrosis was more evident the
number of acid-fast bacillus observed by Ziehl-Nielsen stain was substantially greater.
In this work we also introduce a critical discussion of different issues related to

diagnosis and and we suggest several control measures for caprine tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, goats, Mycobacterium caprae, Mycobacterium bovis,
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PREFACIO e OBJECTIVOS

A tuberculose é uma grave doenca infecciosa que atinge varias espécies
animais e o homem, incluida pela Organizacdo Mundial de Saude Animal na sua lista
B. A importdncia dos animais domésticos como reservatérios de micobactérias
capazes de infectar e provocar doenga grave na espécie humana levou a que se
iniciassem programas de erradicacdo da doenga, especialmente em bovinos,
baseados numa estratégia de detecgéo e abate (Cousins, 2001), que originaram uma
descida da prevaléncia até valores inferiores a 1% no nosso pais. Contudo, a
capacidade de Mycobacterium bovis para infectar outras espécies animais, tanto
domeésticas como silvaticas, pode comprometer o sucesso dos planos de erradicagao
(Costello et al., 1999; Zanella et al., 2008). Nos caprinos, espécie animal onde
classicamente a infecgdo era rara, tem aumentado a frequéncia do isolamento de
micobactérias patogénicas (Parra et al., 2005; Prodinger et al.,, 2005). As
caracteristicas genéticas de algumas estirpes isoladas em caprinos mostraram-se
divergentes daquelas encontradas em M. bovis, o que levou a que fosse proposta a
sua classificagdo como M. tuberculosis subsp. caprae (Aranaz et al., 1999) e mais

recentemente como M. caprae (Aranaz et al., 2003).

Os objectivos que se pretendem alcancar com este trabalho sdo os seguintes:

- Revisdo bibliografica da etiologia, patogenia, epidemiologia, métodos de

diagndstico e de controlo da tuberculose caprina;

- Estudo de dois focos de tuberculose em caprinos ocorridos na area de
intervengdo sanitaria da OPP (Organizacdo de Produtores Pecuarios) da ACRIGA —
Associagéo de Criadores de Gado e Agricultores. O primeiro no concelho de Braganca
em 2007/2008 e o segundo no concelho de Macedo de Cavaleiros em 2012. Com o
relato desta experiéncia pretendemos sensibilizar os diferentes intervenientes na area
da sanidade animal para a importancia que a infecgdo em caprinos pode assumir, e
que escapa as medidas de controlo e erradicagao da tuberculose atualmente em vigor
no nosso pais. A descricdo pormenorizada do quadro clinico, anatomopatoldgico e
histopatoldgico encontrados podera também contribuir para que sejam tomadas
medidas de epidemiovigilancia especificas nesta espécie animal onde o diagnéstico da

doenca nao é realizado de forma sistematica.

xiii



1. A Tuberculose
1.1. Introdugao

A tuberculose é uma doenca que assola a humanidade desde a pré
-histéria (Taylor el al, 2007a), existem descricbes dela em papiros e foram mesmo
encontradas lesbées nodulares tipicas em algumas mumias egipcias. Esta afecc¢ao
normalmente evolui de forma crénica e pode afetar tanto o homem como animais
domésticos e selvagens (Martin & Ledn, 1998). Ao longo dos séculos sofreu varias
designagbes como tisica, tisica perlacea ou pulmonar, doenca ganglionar (“os

génglios”), mal francés, mal perlaceo e escrofulose (Zarzuelo, 1981).

A primeira referéncia de tuberculose animal data do ano 40, quando o escritor
agronémico romano Lucius Junius Moderatus “Columella” relata a tuberculose
pulmonar em bovinos (Martin & Ledn, 1998). Desde entdo conhece-se a sua
existéncia na bacia mediterrdnea de onde se difundiu para toda a Europa e desde ai
para o resto do mundo por exportagées de bovinos feitas essencialmente a partir de

Inglaterra e da Holanda (Garcia & Gutierrez, 1996).

Morton em 1689 considerava sindnimos a existéncia de nddulos e a
tuberculose. A sua natureza infecciosa foi comprovada pela primeira vez por Klenke
em 1843 através da demonstracéo da sua transmissao experimental (Zarzuelo, 1981).
Klenke, um médico de Braunschweig (Alemanha), ja em 1797 associara o consumo de
leite de vaca com o aparecimento de lesdes tuberculosas no homem. Mas apenas em
1868, Villemin confirmou a tuberculose como uma doenga transmissivel entre o
homem e os animais e vice versa, conseguindo causar a doeng¢a tanto em coelhos
como em cobaios por inoculagdo de material patogénico proveniente do homem e de
animais. Assim se demonstrou também que a tuberculose no homem e o mal perlaceo
nos bovinos eram idénticos e eram produzidos pelo mesmo agente infeccioso
confirmando as suspeitas de Gurlt (1831), Hering (1849) e Fuchs (1859), que
consideravam a tuberculose bovina essencialmente igual a tuberculose pulmonar
humana (Martin & Leén, 1998).

Em 1882, Robert Koch demonstrou a etiologia bacteriana da doenga ao
descobrir o agente infeccioso da tuberculose humana o Mycobacterium tuberculosis,
também designado em sua homenagem bacilo de Koch, corando-
- 0 pela fucsina-anilina e isolando-o em meio de cultura em 1884 (Pritchard, 1988). Na

tentativa falhada de desenvolver uma vacina para a tuberculose Koch cria em 1890 um

1



meio de diagndstico para esta doenga a tuberculina (Martin & Ledn, 1998). Smith em

1897 diferencia os bacilos humano, bovino e aviario (Pritchard, 1988).

A Finlandia foi o primeiro pais a desenvolver uma campanha de erradicagéo da
tuberculose bovina em 1889. A primeira tentativa para evitar o contagio da tuberculose
bovina a humanos deu-se dez anos mais tarde quando, em Inglaterra, a Royal
Comission on Tuberculosis, considerou as leitarias, os talhos e estabulos como locais
de risco potencial para a Saude Publica, proibindo a venda de leite e carne

proveniente de vacas infectadas (Martin & Ledn, 1998).

Desde entdo, principalmente nos paises industrializados, desenvolveram-se
planos de erradicagao e controlo da tuberculose animal, sobretudo na espécie bovina.
O envolvimento de grandes recursos humanos e financeiros conduziu a resultados
satisfatérios no controlo da doenga, mas apenas alguns paises do norte da Europa
lograram a obtencido do estatuto de “oficialmente indemne de tuberculose bovina”,
embora com o surgimento de casos esporadicos em areas bem definidas (Garcia,
1996; WHO, 2007). No contexto de toda a Unido Europeia, na ultima década os dados
disponiveis apontam para um ligeiro aumento da prevaléncia da tuberculose em
bovinos apesar da diminuicdo do numero de exploragdes positivas nos paises nao
indemnes, como é o caso de Portugal (WHO, 2007, DGAV, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude a tuberculose como zoonose,
nomeadamente causada por Mycobacterium bovis (agente da tuberculose bovina), é
preocupante em todo o mundo, sobretudo nos paises em vias de desenvolvimento,
onde o conhecimento do problema é escasso e a necessidade de melhoria dos
aspectos de saude publica veterinaria € enorme (WHO, 1993). Aliado a estes factos,
em muitos destes paises de Africa, Asia, América Central e do Sul a tuberculose

bovina é enzodtica (Enarson, 2006).

A tuberculose humana é na atualidade a primeira causa de morte no mundo
por uma doenga curavel e, ao contrario do que se pensou ha algumas décadas,
verifica-se hoje um aumento da sua incidéncia em muitos paises, estimando-se que
1/3 da populagdo mundial esteja infectada de forma latente. Em 2005 registaram-se
8,8 milhdes de novos casos e 1,6 milhdes de mortes, sobretudo na Asia e Africa Sub-
sahariana (WHO, 2007b). Mesmo nos paises industrializados, como Portugal, tém
surgido sinais preocupantes de recrudescimento, pelo aumento da incidéncia da

tuberculose nos grandes centros urbanos (Duarte, 2008).



As manifestagbes subclinicas ou crénicas da doenca, o vasto leque de
sintomas, as dificuldades no isolamento do agente etioldgico, a relativa baixa eficacia
das vacinas disponiveis, o numero crescente de estirpes multirresistentes, a
correlagédo positiva com a infecgdo pelo HIV (virus da imunodeficiéncia humana), as
condigbes soécio-economias precarias, bem como os fluxos migratérios oriundos de
paises com elevadas prevaléncias, dificultam o controlo e erradicacédo da tuberculose
(Falzon & Ait-Belghiti, 2007; Duarte, 2008).

Nos caprinos, a doenca ocorre de forma semelhante a observada nos bovinos
no que diz respeito a etiopatogenia, sintomatologia, lesbes anatomo-
-patoldgicas, prevaléncia e aspectos epidemioldgicos e zoondticos (Bernabé et al,
1991a; Bernabé et al, 1991b), existindo contudo poucos dados sobre a doenca. As
escassas tentativas de controlo em paises como a Espanha, Franca, Grécia e Africa
do Sul basearam-se até hoje, nos modelos aplicados a espécie bovina, embora sem

resultados publicados (Garcia, 1996).

1.2. O género Mycobacterium

A tuberculose é causada por bactérias do género Mycobacterium, o Unico da
familia Mycobacteriaceae, pertencente a ordem Actynomycetales e ao filo
Actinobacteria (Rastogi & Sola; 2001).

O género Mycobacterium engloba mais de 120 espécies reconhecidas
actualmente (Tortoli, 2006) e é formado por bactérias aerdbias, imdveis, nao
capsuladas e ndao formadoras de esporos. A maioria das espécies, apresenta uma
morfologia bacilar ou cocobacilar. Os bacilos sdo finos, rectos ou ligeiramente
encurvados, apresentando-se, isolados, aos pares ou em pequenos agrupamentos de
bacilos paralelos (Sousa et al, 2000). A temperatura éptima de crescimento varia entre
30 e 45°C (Rastogi & Sola; 2001) e o seu tamanho entre 0,2-0,6 x 1,0 -10 um. O seu
ADN possui um elevado conteudo em guanina e citosina (G+C entre 62 e 70%)
(Gutiérrez & Juste; 1996).

Uma caracteristica unica, em termos de procariotas, das micobacterias € a
complexidade da sua parede celular extremamente rica em lipidos, incluindo ceras,
representando cerca de 40% do seu peso seco (normalmente representa apenas 5%

nas Gram positivas ou 20 % nas Gram negativas) (Gutiérrez & Juste, 1996). Os
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lipidos com maior importancia sdo: (a) acidos micélicos, acidos gordos — beta —
hidroxi, de elevado peso molecular, com 60-90 atomos de carbono, responsaveis pela
acido-resisténcia, que se discutira em seguida; (b) micosideos, responsaveis pela
resisténcia a enzimas sollveis em agua, antibioticos e desinfetantes; e cera D, que
aumenta a resposta imunitaria e, em conjunto com outras proteinas, induzem a
hipersensibilidade retardada; e (c) glicolipidos, responsaveis pela toxicidade, resposta
granulomatosa e sobrevivéncia das micobactérias fagocitadas (Carter, 1988). Este alto
contetdo em acido micolico e lipidos impede a entrada dos corantes tradicionalmente
utilizados nos métodos de Giemsa e Gram (Sousa et al; 2000). Embora possam ser
consideradas citoquimicamente Gram-positivas (Quinn et al; 2005) tem em comum
com as Gram negativas uma camada de peptidoglicano e uma camada externa

lipidica, mas sem possuir lipopolissacarido endotdxico (Duarte, 2008).

A constituicdo da parede celular € importante para as micobactérias sob o
ponto de vista patogénico (capacidade de sobreviver e multiplicar-se no interior dos
macrofagos), epidemiologico (resisténcia a dessecagdo e elevada taxa de
sobrevivéncia no meio ambiente) e taxondmico (alcool-acido-resisténcia) (Martin &
Ledn, 1998). A élcool-acido-resisténcia significa que os lipidos da parede celular
ligam-se a fucsina carbolica que nao é removida pelo alcool-acido usado no método de
coloragéo Ziehl-Neelsen (ZN). Os bacilos, que coram de vermelho por este método
sdo designados ZN — positivos ou alcool-acido - resistentes (Quinn et al; 2005)
Embora ndo seja patogonomodnica das micobactérias esta caracteristica muito

importante em termos de identificagao laboratorial (Sousa, 2000).

A parede celular confere, ainda, a capacidade de crescer como coldnias
hidrofébias em meios de cultura sélidos ou como filamentos de tipo fungico em meio
liquido. Este tipo de crescimento filamentoso é o responsavel pelo prefixo “mico-*, do

grego Myces, que significa fungo (Gutiérrez & Juste, 1996).

As micobactérias tem exigéncias nutritivas particulares, pelo que ndo se
desenvolvem nos meios de cultura tradicionais utilizados habitualmente para a maioria
das outras bactérias. Um dos meios mais utilizados é o meio de Lowenstein — Jense
(L-J), a base de ovo e contendo verde de malaquite como agente inibidor. Neste meio,
bem como noutros meios apropriados, as micobactérias desenvolvem-se, em geral,
lentamente, sendo necessaria uma incubagao prolongada, de duas a seis semanas,
para que se formem as coldnias caracteristicas. O aspecto das colonias é diferente

consoante as espécies, tendo as colénias de M. tuberculosis aspecto rugoso (“colénias
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em couve flor”). Por sua vez M. avium forma colbnias lisas neste meio de cultura.
Algumas espécies saprofitas desenvolvem-se em cerca de uma semana (Sousa et al,
2000), outras como M. avium paratuberculosis demora cerca de 6 meses (Duarte,
2008) ou podem mesmo nao se cultivaveis em meios artificiais como no caso de M.
leprae (Sousa et al 2000; Duarte, 2008).

Existem hoje novas tecnologias, como os métodos radiométricos e
fluorométricos, que utilizam meios de cultura liquidos e com os quais é possivel
detectar o desenvolvimento microbiano em cerca de 7 a 14 dias e, mais recentemente,

os métodos genéticos (Sousa et al 2000).

Um dos critérios utilizados na classificacdo das micobactérias é a velocidade
de crescimento, um aspecto fenotipico que se pode associar as caracteristicas
especificas do ARN ribossomal. Segundo este critério podem formar-se dois grandes
grupos: as micobactérias de crescimento rapido, que formam coldnias visiveis a partir
de inéculos em menos de 7 dias, uma vez que nao requerem fatores especiais de
crescimento (ex. espécies saprofitas), e as micobactérias de crescimento lento, que
necessitam de 7 dias ou mais, e requerem fatores especiais de crescimento (ex.

espécies patogénicas) (Gutiérrez & Juste; 1996).

Tabela 1 — Classificagdo das micobactérias segundo Runyon (Baseado em Carter, 1988).

Grupo I: Apenas produzem | Ex: M. kansasii, M.

colénias pigmentadas | marinum.

Fotocromogéneas apods exposigéo a luz.

Grupo lI: Produzem pigmentos na | Ex: M. scrofulaceum, M.
Escotocromogéneas ) auséncia de luz. szulgai.

Crescimento lento
Grupo llI: Produzem pouco ou | Ex: M. intracellulare, M.

Nao cromogéneas

nenhum pigmento com

exposigao a luz.

avium avium, M. avium

paratuberculosis.

Grupo IV:

Pigmentagao variavel

Crescimento rapido

Ex: M. fortuitum, M. phlei,

M. smegmatis.

Outro critério importante para a classificagdo das micobactérias é a producao

de pigmentos. Runyon (1959) propbés a sua divisdo em quatro grupos segundo a

velocidade de crescimento e a produgao de pigmentos (Tabela 1).




Os membros destes grupos, a excegdo de M. avium, ndo sdo causa de
doencgas importantes em animais, mas podem sensibilizar os animais dificultando o
diagnoéstico alérgico (Carter, 1988). Apesar de manter alguma utilidade, esta
classificagdo apresenta algumas limitagbes, como sejam apenas se basear em
caracteristicas culturais e ndo envolver o conceito de patogenicidade, nem o

significado clinico das vérias espécies (Sousa et al, 2000).

As bactérias do género Mycobacterium ocupam um lugar importante na
microflora ambiental, sendo isoladas principalmente a partir de amostras de solo, e
também de agua doce e salgada. Esta ubiquidade permite um contato frequente das
micobactérias com o homem e os animais, mas felizmente a maior parte delas néo
tem capacidade patogénica. H. David propés a classificagéo clinica das micobactérias
em trés grupos: (1) os agentes patogénicos estritos; (2) os potencialmente patogénicos
ou oportunistas, espécies normalmente saprofitas que em determinadas circunstancias
se podem tornar patogénicas, como é o caso do Complexo Mycobacterium avium-
intracellulare (ou MAC, Mycobacterium avium complex), que compreende bactérias da
agua, solo, plantas, alimentos e animais que causam infec¢des oportunistas em
pessoas imunocomprometidas; e (3) as espécies saprofitas, ndo patogénicas ou

raramente patogénicas (Sousa et al, 2000).

Dentro dos agentes patogénicos estritos podem destacar-se M. tuberculosis e
M. africanum, que causam tuberculose humana; M. bovis, cujos hospedeiros sdo
alguns ruminantes (bovinos, cervideos, caprinos, entre outros) e M. leprae. (Martin &
Ledn, 1998; Sousa et al, 2000)

No &dmbito da medicina veterinaria, existem varias micobactérias que infectam
mamiferos, aves, anfibios, peixes e répteis (Quinn et al; 2005). Estas espécies séo
relativamente especificas para o seu hospedeiro, mas podem causar infecgdo ou
doenca em outros hospedeiros ocasionais, como por exemplo M.bovis, que pode
afetar humanos tal como M. tuberculosis pode afetar animais. No entanto, a
especificidade referida faz com que a capacidade que estas bactérias tém para
produzir doenga num hospedeiro ndo especifico seja menor, necessitando de outros
fatores, como a imunossupressio, para poderem causar doenga (Martin & Leon,
1998).



1.2. O Complexo Mycobacterium tuberculosis

Dada a proximidade genética entre algumas micobactérias, torna-se dificil uma
diferenciagao clara entre as espécies pelos métodos laboratoriais tradicionais. Este &
0 caso das bactérias do denominado complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC,
Mycobacterium tuberculosis complex), quer pela semelhanga entre o tipo de lesdes
tuberculosas que provocam nos hospedeiros, quer pela semelhanga fenotipica das

suas culturas (Tabela 2) (Gutiérrez & Juste; 1996).

Tabela 2- Bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis
(Gutiérrez & Juste; 1996; Quinn et al, 2005; Duarte, 2008)

Espécie Hospedeiros Hospedeiros Observagoes
principais ocasionais
M. tuberculosis Homem, primatas Cao, gato, Agente da tuberculose humana.

em cativeiro psitacideos, canarios
M. bovis Bovinos Veados, texugos, Tuberculose em animais domésticos e
humanos, caes, selvagens. Espécie com o leque mais vasto
gatos, caprinos, de hospedeiros. Sujeito a planos de
ovinos e outros erradicagéo da tuberculose bovina em varios
mamiferos paises.
M. africanum Homem Tuberculose (regides de Africa).

M. microti Ratos silvestres Outros mamiferos Pouco frequente. Baixa patogenicidade. Com

potencial para utilizagdo em vacinas.
(Microtus agrestis)

M. canettii Homem Encontrada em Africa é a espécie
geneticamente mais divergente dos
restantes membros do MTC e
filogeneticamente mais préxima da espécie
ancestral do MTC.

M. pinnipedii Focas Mamiferos de Isolada pela primeira vez na América do Sul

parques zooldgicos;

Homem

em pinipedes  (Arctophalus  australis,
Arctochephalus tropicalis, Otaria
flavenscens).

M. caprae

Caprinos e bovinos

Homem, porcos,
dromedarios,

bisontes.

Em Portugal o seu isolamento tem o mesmo
significado que o M. bovis em termos de
sanitarias  a

medidas adoptar  nas

exploragdes afetadas.




Atualmente incluem-se no MTC as seguintes espécies, com caracteristicas
fisiolégicas, de viruléncia e afinidade pelos hospedeiros préprias: M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii, M. pinnipedii e M. caprae (tabela 2).
Podem ainda considerar-se como pertencentes a este grupo as linhagens “dassie

bacillus” (do daim&o) e “oryx bacillus” (do antilope) (Duarte, 2008).

Para além de provas bioquimicas, existem varias técnicas moleculares que
atualmente sdo muito Uteis para diferenciar as micobactérias. A taxonomia molecular,
baseada no estudo das moléculas portadoras de informagdo genética, permite
conhecer melhor as espécies bacterianas e as suas relagdes filogenéticas. Como sao
disso exemplo, o estudo do conteddo em G+C, a homologia ADN-ADN (determinagao
da percentagem de ADN de organismos diferentes que hibridam entre si) ou técnicas,
mais recentes, alternativas a estas, como as endonucleases de restricido de ADN,
sondas de ADN e a utilizacdo das diferentes técnicas de PCR (polimerase chain
reaction) (Gutiérrez & Juste; 1996; Quinn et al, 2005).

No que diz respeito aos membros do MTC, os estudos efetuados indicam que a
homologia do seu ADN é de 99,9% (Sreevatsan et al, 1997). Habitualmente valores
superiores a 60-70% determinam a consideracdo de organismos como pertencentes a
mesma espécie (Gutiérrez & Juste; 1996), pelo que a classificagdo utilizada pode ser
considerada artificial e, de facto, tratam-se de variantes de uma mesma espécie
(Grange et al, 1996). Os membros do MTC possuem ainda sequéncias idénticas do
gene do ARNr 16S (Hughes et al, 1993).

Um caso particular € o do Bacilo Calmette-Guerin (ou BCG), cuja origem
remonta a 1908 quando, Albert Calmette, médico, e Camille Guerin, veterinario,
iniciaram o processo de atenuagido de uma estirpe isolada a partir de uma vaca com
tuberculose. Para o conseguir, realizaram 230 passagens seriadas dessa estirpe num
meio de cultura a base de batata com adigao de bilis. Em 1919 concluiram o processo
obtendo uma estirpe avirulenta para cobaios, coelhos, vacas e cavalos. O BCG é
utilizado como vacina contra a tuberculose em humanos e nao pode ser considerado
uma espécie diferente, uma vez que se trata de uma estirpe atenuada que deriva de
uma estirpe patogénica de M. bovis, apesar de possuir caracteristicas préprias que o

diferenciam claramente dos restantes membros do MTC (Gutiérrez & Juste; 1996).



2. Tuberculose em caprinos

Alguns autores consideraram durante muito tempo os caprinos refratarios a
tuberculose. No entanto, o nimero de casos que foram sendo descritos e a gravidade
com que se estabelece a infecgao em alguns desses casos, provaram que 0s caprinos

estdo longe de ser hospedeiros refratarios a esta doenca.

No que diz respeito a tuberculose caprina, ja em 1884 Koch descreveu um
caso de tuberculose numa cabra que apresentava cavernas pulmonares e lesdes

caseosas nos ganglios linfaticos bronquiais, figado e bago (Garcia & Gutierrez, 1996).

Mycobacterium bovis esta frequentemente associado a tuberculose pulmonar
em caprinos. Embora com menor frequéncia, Mycobacterium avium pode ser isolado
em lesdes intestinais e Mycobacterium tuberculosis pode provocar quadros de
tuberculose generalizada (Vera et al; 1989; Bernabé et al, 1991a; Smith & Sherman,
2009). Recentemente na Europa, algumas estirpes de M. tuberculosis isoladas em
caprinos, bovinos, animais selvagens e em humanos, com multiplas insergdes da
sequéncia IS6770 foram reconhecidas como uma nova espécie, denominada
Mycobacterium caprae (Aranaz et al, 2003; Prodinger et al, 2005). Sob esta
denominagado foram incluidas estirpes anteriormente identificadas como M. bovis
subsp. caprae ou M. tuberculosis subsp caprae, o que coloca em questdo a
identificacdo das espécies em toda a bibliografia anterior (Smith & Sherman, 2009). M.
bovis e M. caprae sdo hoje reconhecidos como os principais agentes etiolégicos de
tuberculose caprina (Bezos et al, 2012). Outro bacilo, Mycobacterium kansasii, foi
isolado a partir de ganglios linfaticos mediastinicos de uma cabra durante a campanha

de erradicagéo da tuberculose caprina nas ilhas Canarias (Acosta et al, 1998).

A tuberculose caprina tem sido descrita nos cinco continentes, com diagndstico
estabelecido por exame macroscépico em necrdpsias e em matadouros ou pela

tuberculinizagao (Benesi et al, 2007).

Alguns autores referem que a infeccdo em cabras é pouco frequente, mesmo
em paises com elevadas prevaléncias de tuberculose suina e bovina (Smith &
Sherman, 2009). Contudo os caprinos sao tanto ou mais sensiveis que os bovinos a
tuberculose, como provam os varios surtos de tuberculose em Espanha, que cursaram
com quadros clinico e lesional graves. Também em infeccbes experimentais, os

caprinos apresentaram lesdes mais extensas que os bovinos. Assim, na maioria dos
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paises, a limitada prevaléncia e gravidade das infec¢des, podem explicar-se pela
existéncia de uma delimitagdo marcada entre a criagado de bovinos e de caprinos bem
como, a escassa importancia da caprinicultura (intensiva) em alguns desses paises
(Garcia e Gutiérrez, 1996).

2.1. Importancia em Saude Publica

Recentemente, Taylor e colaboradores (2007a), recuperaram ADN de
Mycobacterium bovis a partir de ossos humanos do periodo neolitico (“idade do ferro”)

com lesdes de tuberculose, o que indica o caracter ancestral desta zoonose.

Quando se referem a tuberculose como zoonose, a esmagadora maioria dos
autores, referem-se a tuberculose bovina e ao seu principal agente, Mycobacterium
bovis, dada a indiscutivel importancia que esta doenca e agente etiolégico tém. O
avolumar crescente de descrigdes de tuberculose em outras espécies, nomeadamente
nos caprinos, a que este estudo se junta, chama a atencéo para o impacto que outros

animais e micobactérias podem ter para a saude publica.

Os caprinos podem ser uma fonte de contagio de tuberculose para o homem,
ja que Mycobacterium bovis e Mycobacterium caprae, agentes etiolégicos comuns da
tuberculose caprina, ja foram isolados em casos graves de tuberculose (Romero et al,
2006; Cvetnic et al, 2007). Garcia e Gutiérrez (1996) encontraram em estudos de
RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphism”), variantes de M. bovis de origem
caprina em casos de tuberculose humana, identificando mesmo por rastreio

epidemioldgico os rebanhos de origem.

A tuberculose é transmitida dos animais para o homem directamente por via

aerdgena ou indirectamente através do leite (WHO, 1994).

Mpycobacterium bovis é o agente mais frequente de tuberculose humana com
origem animal. Desde sempre, provocou um grande numero de casos de tuberculose
humana, especialmente quadros intestinais em criangas por ingestdo de leite
contaminado (sobretudo de origem bovina). Com a generalizagdo da pasteurizagdo do
leite e o desenvolvimento de planos de erradicagdo de tuberculose bovina, a
ocorréncia desta zoonose decaiu radicalmente (Cataldi e Romano, 2007). Atualmente
este agente tem sido associado a um maior niumero de lesbes extra-pulmonares

comparativamente ao M. tuberculosis, o que indica uma maior frequéncia de infec¢ao
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por via digestiva, com excec¢ao dos casos de doenca profissional em trabalhadores de
matadouros ou de exploragdes bovinas, pela transmissdo ser por via respiratéria
(O’Reilly e Daborn, 1995; Duarte, 2008). A prevaléncia de tuberculose humana devida
a M. bovis é, por isso, muito baixa nos paises industrializados. Passou de 10 a 40% no
inicio do século XX para os cerca de 1 % dos casos totais na atualidade. Nos nossos
dias os casos descritos ocorrem sobretudo em pessoas idosas por re-activagdo de
infecgcbes antigas (adquiridas antes da generalizagdo da pasteurizagao do leite) e em
imigrantes oriundos de paises onde a tuberculose bovina nao foi erradicada (Thoen et
al 2006; Rua-Domenec et al, 2006), em individuos co-
-infectados com o HIV (Aguilar et al; 2007), e associado ao consumo de leite cru em

algumas zonas rurais (Gibson et al, 2004).

A Alemanha constitui um caso particular relativamente a M. caprae, ja que este
agente foi isolado em 31% dos casos de tuberculose humana associada a
transmiss&o por animais (Kubica et al, 2003). Este agente € mesmo a principal causa
de tuberculose humana e animal em muitas regiées da Europa Central (Prodinger et
al, 2002). Esta proporgéo do M. caprae como agente zoondético ndo encontra paralelo
em nenhum outro lugar. Em muitos outros paises ndo foi isolado em humanos (ex.
Franca, Inglaterra, Irlanda, America do Sul), mas, em contrapartida, os casos descritos
em Espanha (Gutierrez et al, 1997), na Austria (Prodinger, 2002) e na Croacia (Cvetnic
et al, 2006) demonstraram a importancia deste agente em determinadas zonas do
globo. Em Portugal ndo existem numeros oficiais relativos aos casos de tuberculose

humana causada quer por M. bovis (David et al, 2005) como por M. caprae.

Nos paises em vias de desenvolvimento, a importancia da tuberculose como
zoonose ¢ dificil de avaliar, ndo s6 pela falta de meios de diagnéstico como também
pelo carater enzoodtico da tuberculose (bovina) e a falta de medidas de controlo e
erradicagdo, bem como pela elevada prevaléncia de infecgdes pelo HIV (Duarte,
2008). Alguns dos dados disponiveis indicam percentagens consideraveis de casos de
tuberculose humana causada por M. bovis, como sdo disso exemplo os 16% na
Tanzénia (Kazwala, 2001) e os 17,1% na Etiépia (Kidane, 2002).

A situacdo global confirma geralmente a correlagdo direta que Cosivi e
colaboradores (1998) estabeleceram entre a prevaléncia da tuberculose humana de
origem bovina (M. bovis) e a prevaléncia da tuberculose animal. Embora Jalava e

colaboradores (2007) constatassem que o aumento do numero de casos de
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tuberculose bovina no Reino Unido, ocorrido na década de 90, ndo foi seguida pelo

aumento de infecgbes por M. bovis em humanos.

Mas todos estes numeros, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (1993),
pecam por defeito, pelo que tém de ser analisados com especial atencdo. Na
esmagadora maioria dos casos 0 agente etiolégico isolado dos pacientes com
tuberculose ¢ classificado como pertencente ao complexo M. tuberculosis (que inclui
todos os agentes etioldgicos de tuberculose animal) e muitas vezes o diagnéstico de
tuberculose humana baseia-se exclusivamente na colheita de sintomas, radiologia e
observagao de bacilos alcool-acido-
- resistentes em esfregacos (WHO, 1993). Como a sintomatologia provocada por M.
bovis (e M. caprae) é clinicamente e radiologicamente indistinguivel da provocada por
M. tuberculosis, e também os meios de cultura normalmente utilizados (L-J com
glicerol) ndo promovem o crescimento de M. bovis, a sua importancia pode estar
subvalorizada Além do mais, o isolamento do agente €, por vezes, uma opgao muito
cara para 0s paises subdesenvolvidos quando comparada com métodos rapidos e
baratos, como por exemplo a observacdo de esfregagos. Nos paises onde co-existe
tuberculose bovina e humana a distincdo entre as duas espécies pode adquirir
importacia terapéutica, uma vez que, ao contrario de M. tuberculosis, M. bovis é
naturalmente resistente a pirazinamida (PZA), antibidtico de primeira linha utilizado

nos casos de tuberculose humana (David et al, 2005)

Duarte (2008) refere ainda como fatores para o ndo reconhecimento de casos
de zoonoses por M. bovis: (a) a ocorréncia de estirpes multirresistentes, tal como
ocorre no M. tuberculosis; (b) o caracter subclinico da infeccdo que torna dificil, em
termos epidemioldgicos, determinar a sua origem; (c) a existéncia de reservatérios
silvestres de M. bovis, que pode ser transmitido ao homem em atividades cinegéticas
ou manutencdo de animais em cativeiro; (d) os planos de erradicagdo, um pouco por
todo o mundo, contemplarem quase exclusivamente a tuberculose bovina, néo
existindo medidas oficiais para o controlo e monitorizagdo noutras espécies; (e) a
comprovagao de que nao apenas os bovinos e 0 M. bovis estdo implicados em casos
de zoonose, mas também M. pinnipeddii e , com crescente relevancia desde o seu
reconhecimento, M. caprae; e finalmente (f) a inexisténcia de articulagdo entre
entidades de saude publica humana e veterinaria em muitos paises, como é o caso de

Portugal.

12



Apesar de uma suposta menor viruléncia de M. bovis para o homem, da maior
frequéncia de lesbes ndo pulmonares que limitam a transmissdo entre humanos
(Grange, 2001) e de alguns autores negligenciarem no passado esse modo de
transmissdo, o contagio entre humanos deve ser considerado. Torna-se por isso
prudente, sob o ponto de vista da salude publica, tratar as infecgdes por M. bovis do
mesmo modo que as causadas por M. tuberculosis, especialmente no ambito da

prevencéao (LoBue, 2006).

O homem pode também, em deterninados casos, ser a fonte de contagio para
os animais. Nestes casos, Lesslie (1960; citado por Garcia e Gutiérrez, 1996) refere
que nao ocorreriam manifestagdes clinicas da doenga nem disseminagdo da
tuberculose entre os animais, mas, esses animais constituiriam um reservatério da
doenca para o homem e ficariam sensibilizados face a prova da tuberculina. A crenga
da auséncia de sintomatologia de doenca é contrariada por Vera e colaboradores
(1989), na descricdo de um caso de tuberculose caprina generalizada provocada por
M. tuberculosis, o que indica claramente a possibilidade de contagio dos caprinos a

partir do homem.

2.2. Patogenia da Tuberculose Caprina

Os recentes avangos no campo da genética permitiram a sequénciacdo de
diversos membros do complexo M. tuberculosis, o que levou a um maior conhecimento
das suas relacdes filogenéticas, dos seus fatores de viruléncia e da fisiopatologia da
tuberculose (Thoen e Barletta, 2006). Muito do que se sabe sobre a patogenia da
tuberculose em caprinos tem por base os modelos investigados nos bovinos, pelo que
é incontornavel a referéncia a estes e, obviamente, a M. bovis. O modelo de infecgao
da tuberculose caprina ainda nao esta descrito, M. caprae ainda foi alvo de poucos
estudos embora se reconhega a que a progressao da doenga e severidade das lesdes
sejam similares as causadas por M. bovis (Bezos et al., 2011). Porém, os casos de
tuberculose descritos em caprinos demonstraram ter algumas caracteristicas proprias

que irdo ser abordadas.
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2.2.1. Genoma e relagées evolutivas de M. bovis e M. caprae

Um dos aspectos mais importantes do extenso genoma de M. bovis,
constituido por um elevado conteudo em guanina + citosina (65,6% GC) e mais de 4
milhdes de pares de bases (4,345,492 pb para estirpe AF2122/97 isolada em
bovinos), & que se trata de uma versdo mais reduzida de M. tuberculosis (4,411,532
pb para a estirpe H37Rv isolada em humanos) com mais de 99,95 % de homologia.
Para além disso, M. bovis nao possui genes adicionais relativamente a M.
tuberculosis. As diferengcas que existentes entre ambos, nomeadamente ao nivel da
viruléncia e espectro de hospedeiros, sdo devidas a dele¢des no ADN de M. bovis.
Assim, pequenas alteragcdes gendmicas podem ter um profundo efeito fenotipico,
como é disso exemplo: (1) a mutagdo pontual responséavel pela resisténcia de M. bovis
a pirazinamida; (2) as variagdes na sequéncia dos genes que codificam as proteinas
presentes na parede celular (ex. proteinas da familia PE-PGRS e PPE com fungdes de
adesdo) que podem afetar o tropismo tecidular e o espectro de hospedeiros (3) o locus
TbD 1 (presente em M. bovis mas ausente na maioria das estirpes de M. tuberculosis)
que codifica proteinas de transporte e sintetases envolvidas no transporte lipidico e na
biossintese glicolipidica; e (4) as alteragdes na sequéncia dos genes que regulam a
expressao de outros envolvidos no transporte, estruturas da superficie celular e
intermediarios do metabolismo. De notar que muitas dele¢gdes podem eliminar genes
desnecessarios a adaptagao ao hospedeiro mas levar, mesmo assim, a um diferente,

ou mesmo maior, espectro de hospedeiros (Thoen e Barletta, 2006).

Durante muitos anos, M. bovis foi considerado como a espécie ancestral de
todas as micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (Diamond, 2002) e
que, por isso, o M. tuberculosis seria uma adaptagcdo ao homem de M. bovis
(Diamond, 2002; Fabre et al; 2004). Mas as delegbes irreversiveis que foram descritas
anteriormente contrariam esse cenario (Thoen e Barletta, 2006). Por isso, Fabre e
colaboradores (2004) propuseram recentemente que Mycobacterium canettii é a
espécie ancestral do complexo M. tuberculosis. As varias delecgbes no ADN, nas
denominadas “regides de diferenga” (RD, regions of difference), como por exemplo RD

9, deram origem a M. africanum, M. microti e M. bovis.

Tal como a figura 1 indica, outras deleg¢des tiveram lugar, sucessivamente, em
outras RD, nomeadamente na RD*", RD 7, RD 8, RD 10 e RD 4, dando origem,

juntamente com a delegdo no locus TbD 1, aos microrganismos do complexo M.
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tuberculosis. A perda da RD 1 ocorreu laboratorialmente durante a atenuagado da
viruléncia da estirpe BCG de M. bovis (Brosch et al, 2002; Thoen e Barletta, 2006).

M. canetti (actual) M. tuberculosis (= ancestral)

M. tuberculosis (actual)

RDcan
.microti

M. africanum

M.pinipedii

M. caprae

RD 1,
RD 7, outros
RD 8,
RD 10

RD 4 M. bovis

RD 9,0utros

M. canettii (ancestral) M. bovis BCG

Figura 1- Evolugéo proposta para as micobacterias patogénicas a partir da estirpe ancestral
do M. canettii (Brosch et al, 2002; Thoen e Barletta, 2006).

M. caprae demostra uma combiacdo especial de polimorfismos nos genes
pncA, oxyR, katG and gyrA. A analise da sequéncia do seu gene gyrB revela uma
particular substituicdo de nucleotideos n&do encotrada em outros membros do
complexo M. tuberculosis. O facto de M. bovis demonstrar maior n° de delecgées RD
que o M. caprae (perda de RD9, RD7, RD8, RD10, RD5, RD6, RD12, RD13 e N-
RD25) demonstra que M. caprae (ou o seu ancestral) € mais antigo que M. bovis (ou

seu ancestral) (Aranaz et al., 2003).

2.2.2. Patogenia

A tuberculose € uma doenga provocada por bacilos parasitas intracelulares
obrigatdrios, que produzem uma inflamagéo créonica provocando lesdes de tipo
granulomatoso (Martin e Ledn, 1998) nos pulmdes, intestino, peritoneu, meninges e

aparelho reprodutor, entre outros (Domenéch, 2003).

Nos caprinos observam-se, por vezes, lesdes iniciais simultaneamente no trato
respiratorio e digestivo, o que leva a pensar que, apesar da via de transmissdo mais
frequente ser a aerdgena (aerossois), a via digestiva também pode ser a porta de

entrada no organismo de Mycobacterium bovis. A zona mais comum de contato de M.
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bovis com o tecido pulmonar &€ a zona bronquiolo-alveolar. Na via digestiva, os

pulmdes serdo afetados por via hematogena ou linfatica (Garcia, 1996).

Varios estudos revelaram que a natureza e a extensao das lesbes varia com a
via de exposigdo e a quantidade de microrganismos no momento da infec¢do (Thoen e
Barletta, 2006), mas Johnson e colaboradores (2007) ndo encontraram relagéo entre a

dose infectante e a via de exposigéo e a natureza e extensao das lesbes.

Relativamente a infeccado aerdégena, apenas gotas inaladas com um didmetro
de 2 a 5 ym (com 1 a 3 micobactérias) sdao capazes de alcangcar os espagos
alveolares. Particulas de maior tamanho, com um numero elevado de bacilos,
dificilmente alcangardo o parénquima pulmonar, podendo afetar a faringe ou ser
expulsas. Pensa-se que o numero minimo de bacilos necessario para estabelecer
uma infecgdo pulmonar nao ultrapasse uma UFC (Dean et al, 2006), embora, nas
formas digestivas a dose infectante tenha necessariamente de ser muito mais elevada
(Neill et al, 2001).

Apesar da doenca ser conhecida ha mais de cem anos, a patogenia da
tuberculose causada por M. bovis ainda nao esta completamente esclarecida (Thoen e
Barletta, 2006). Apdés a entrada no organismo, os bacilos vdo ser rodeados por
neutréfilos e, pouco tempo depois, por macréfagos, ocorrendo entdo a fagocitose. A
capacidade de se multiplicar e sobreviver dentro dos macréfagos do hospedeiro
depende da viruléncia da estirpe de M. bovis e é determinada pela composigao
complexa da sua parede celular (Martin e Ledn, 1998; Quinn et al, 2005). A presenca
de fosfolipidos na membrana celular bacteriana, inibe a fusdo do fagossoma com o
lisossoma, mas, caso esta ocorra, a producdo de enzimas neutraliza os radicais de
oxigénio, impedindo desta forma a digestao lisossdomica (Rastogi e Sola; 2001; Bartos
et al; 2004; Quinn et al, 2005). Os bacilos que conseguem sobreviver e sio libertados
pelos macréfagos mortos provocam a atragdo quimiotaxica de outros
mondcitos/macrofagos ao foco de infecgdo, o que leva a formacdo de granulomas
especificos, inicialmente de tamanho microscépico, designado por granuloma
tuberculoso (“foliculo de Koster” in Thoen e Himes; 1986) ou, de tamanho
macroscopico, menor ou maior, designados por tubérculo ou ndédulo tuberculoso,
respectivamente (Martin e Ledn, 1998). Estes granulomas séo a resposta tipica de tipo
retardado & infecgdo micobacteriana (Quinn et al, 2005). Consistem numa zona
periférica formada por fibroblastos e tecido conjuntivo fibroso, que isolam e

circunscrevem a lesdo, células mononucleares (linfécitos e macrofagos), células
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epitelioides e células gigantes de Langhans (resultantes da fusdo de macréfagos), que
envolvem uma area central de necrose de caseificagido (Jones et al, 1997; Quinn et al,
2005). A necrose de caseificagao inibe a multiplicagdao do bacilo, embora ele possa
permanecer viavel (Léon, 1996), por ser um local com baixo pH e baixa tensdo de

oxigénio (Cassidy, 2006).
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Figura 2- Evolucdes possiveis da tuberculose a partir do complexo primario (Modificado de
Duarte, 2008).

A lesao inicial normalmente localiza-se nas areas dorsais dos pulmobes -
“afeccdo primaria” (Ledén, 1986). Mas, independentemente da via de entrada inicial,
desenvolver-se-a, em quaisquer circunstancias, um “complexo primario”, que designa

0 conjunto da lesdo no local de infecgao e no ganglio linfatico associado.
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Este é denominado “complexo primario incompleto” quando apenas se
observarem lesbes no ganglio linfatico (Petisca, 1969 in Duarte, 2008) devido a
regressao das lesdes pulmonares (Ledn, 1996). A migracdo de macrofagos contendo
micobactérias viaveis pode disseminar a infecgao para outros 6rgaos (Quinn et al,
2005).

A multiplicacdo das micobactérias e, consequentemente, a evolugédo do
processo (Figura 2), dependem da resisténcia orgénica, expressa em grande medida
pela capacidade de ativacdo dos macréfagos, e da viruléncia do bacilo (Ledn, 1996;
Martin e Ledn, 1998).

A resposta imunitaria do hospedeiro a infeccdo € um fendbmeno complexo. A
resposta celular é fundamental no combate a infeccdo intra-celular pelas
micobactérias (Caro et al, 2008). A resposta imunitaria estabelece-se a partir das 2 a
4 semanas apos a infecgdo (Ledn, 1996), estando envolvidos varias sub-populagdes:
os linfécitos y/& T, CD4" e CD8" (Pollock et al, 2005). Os linfécitos T CD4" produzem,
entre outras, citoquinas importantes como o interferdo-gama (INF-y) e a interleucina2
(IL-2) que véao estimular a activacdo dos macréfagos e regular a sua atividade
bactericida (Cousins et al, 2005).

Tabela 3 - Factores que podem condicionar o desenvolvimento da infec¢ao tuberculosa
(Leon, 1996; Cousins et al, 2005)

Factores que podem limitar a infecgao: Factores que predispdem a infecgao:

- Caracteristicas genéticas individuais (ndo se conhecem | - Sub-nutrigéo.
diferengas entre ragas);

- Contacto prévio com o bacilo: - Doencas concorrentes;

(1) vacinagéo, - Substancias ou doengas imunossupressoras

(2) infecgao latente ou eliminada;

- Resisténcia cruzada a M. avium (Homem) - I[dade (recém-nascidos).

A resposta imunitaria é variavel individualmente e, se rapida e eficaz, pode
limitar o crescimento do bacilo logo na fase inicial da infec¢ao (Léon, 1996). Assim, em
animais imunocompetentes (Tabela 3), pode dar-se a regresséo e cura microbioldgica,
ou evoluir para um estado de laténcia (Cousins et al, 2005). A reativacdo destas
lesdes antigas pode ocorrer em caso de colapso da resisténcia geral (Petisca, 1969 in
Duarte, 2008).
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Em animais com o sistema imunitdrio comprometido (tabela 3), pode ocorrer
uma lenta progressdo no é6rgao afectado (evolugéo crénica) ou disseminagao por via
hemolinfatica e canalicular a outros 6rgdos. Em caso de debilidade organica
acentuada ha um consequente aumento da sensibilidade, e ocorre generalizagao,

precoce ou tardia, que leva a morte do animal (Martin e Ledn, 1998).

A evolugdo das lesbes de tuberculose € um processo dindmico que pode
alterar o seu curso a qualquer momento, devido tanto a fatores externos como a
internos, como sejam a re-infeccdo e situagdes imunodepressoras (Léon, 1996;
Duarte, 2008).

Na tuberculose caprina podem encontrar-se lesdes de tipo mais exsudativo (i.e.
necrose) ou mais produtivo (i.e. granulomas), mas o que mais chama a atencéo é a
elevada proporgao das lesbes de caracter exsudativo € a escassa presenga de
fendmenos de regressado e fibrose. Este facto atesta a elevada sensibilidade desta
espécie a tuberculose, bem como a possivel viruléncia das estipes nela implicadas
(Bernabé et al, 1991a; Ledn, 1996). Os componentes da resposta imunomediada por
células sofrem alteragdes, consoante o tipo de lesbes sejam produtivas ou
exsudativas. As lesbGes exsudativas apresentam uma intensa acumulagdo de
neutréfilos. Esta acumulagdo sem efeitos 6bvios na proliferagcdo de micobactérias
sugere que os neutréfilos tem maior importancia no desenvolvimento das lesées que
na protecgdo do hospedeiro (Sanchez et al, 2011). Os linfocitos CD4" s&do a
populagdo linfocitaria T predominante (Seva et al., 2000, Sanchez et al., 2011).
Relativamente as lesdes produtivas as lesdes exsudativas apresentam um
significativo decréscimo de na populagéo linfocitaria T CD4" com aumento de nimero
de linfécitos T CD8" e y/5 (Sanchez et al., 2011). Um baixo racio CD4":CD8" & referido
para a tuberculose caprina com lesGes exsudativas (Seva et al., 2000, Caro et al.,
2008, Sanchez et al., 2011). A enzima INOS é intensamente expressada pelos
macréfagos as lesdes exsudativas mas n&o nas proliferativas (Sanchez et al., 2011).
Sanchez e colaboradores (2011) ndo encontraram diferenga no balan¢o da expresséo
dos genes de citoquinas pr6é e anti — inflamatérias. Estes achados sugerem que as
lesdes exsudativas/cavitarias sido locais de reactivagcdo onde existem condicbes
6timas para a proliferagcdo de Mycobacterium e que os mecanismos imunoldgicos
envolvidos podem estar na base da intensa destruicdo pulmonar que caracteriza este
tipo de lesdo (Sanchez et al., 2011).

A liquefacgcdo do tecido necrético, frequente na tuberculose caprina, é o
fendmeno que mais danos provoca na tuberculose pulmonar, com implicagdes clinicas
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e no contagio da doencga. Ocorre devido a libertacdo de enzimas hidroliticas pelos
neutréfilos e macréfagos mortos. E um fendmeno lento caracteristico das lesées
exsudativas, mas que também pode ocorrer, e de forma mais célere, em lesdes do tipo
produtivo. Esta é a razdo pela qual que nem sempre os hospedeiros
imunocompetentes controlam a infecgédo (Léon, 1996).

Uma semelhanga entre a tuberculose humana e a caprina é que, devido a
formagdo de cavernas e ruptura das paredes da arvore brbénquica, da-se a
disseminacdo de grandes quantidades de bacilos, provocando pneumonias
exsudativas, ulceras traqueais e lesdes intestinais por degluticho desse material
contaminado (Léon, 1996). Tal como foi descrito pela primeira vez para a lepra
humana, a infinidade de combinagdes lesionais que podem ocorrer nos caprinos,
levam a falar num espectro imunopatolégico de formas de apresentagcdo da
1993).

apresentacdo da tuberculose (tabela 4) é necessariamente permanente, podendo

tuberculose caprina (Gutiérrez e Garcia, Nenhuma destas formas de

ocorrer evolugdo de uma forma para outra.

Tabela 4- Espectro imunopatoldgico das micobactérias (Leén, 1996).

FORMA

TUBERCULOIDE

TUBERCULOIDE
INTERMEDIA

INTERMEDIA

LEPROMATOSA
INTERMEDIA

LEPROMATOSA

Frequéncia

Pequena

Maioritaria

Pequena

Imunidade
celular

+++++

+++

++

Imunidade
humoral

++

+++

++++

Reaccéao a
tuberculina

++++

+++

++

(anergia)

Resposta
serologica

++

+++

+++4

Presenca de
micobactérias

+/-

+++

+4++4

Aspecto
histolégico

Pequenos
granulomas: sem
danos

Reacgao
lesional intensa

Excesso de
antigénio;
necrose.

Eliminacao de
micobactérias

Nao

Possivel

Sim

Os caprinos mais afectados, com lesbes extensas, encontram-se sempre nas

zonas intermédias. Sendo que as tuberculoides — intermédias possuem um caracter
exsudativo e as lepromatosas-intermédias um caracter proliferativo (Gutiérrez e

Garcia, 1993;Léon, 1996). A figura 3 resume a patogenia da doenca.
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Mycobacterium bovis

Eliminagdo em aerossois

Inalagéo

Foco primario de infecgéo nos
pulmdes.

Fagocitose da micobactéria por
macrofagos alveolares seguida por
multiplicagao intracelular

Disseminagéo nos ganglios linfaticos regionais

Recrutamento de macréfagos da circulagao 4"

[ Formagao do granuloma ]

Participacao de linfocitos T >

Tubérculo identificavel

Desenvolvimento de

r ____________________ hipersensibilidade de tipo retardado
|
|
: (+30 dias apo6s a infecgéo)
|
]
; .
Imunidade mediada por células eficaz ] [ Imunidade mediada por células ineficaz

Extenséo das lesdes

A maioria das micobactérias

fagocitadas por macrofagos €
destruida Disseminacéo por via linfatica

ou sanguinea para os tecidos
linféides, serosas e érgédos
parenquimatosos

4_____________

Lesdo pulmonar localizada Tuberculose pulmonar activa Tuberculose
controlada .
generalizada
Poucas micobactérias sobreviventes l
1
: Necrose e erosdo da parede
: bronquiolar (caso “aberto”)
|
|
]
: Caso “aberto”: forma de
1 eliminagao determinada pela
1 Micobactérias distribuiggo das lesdes
]
: deglutidas
]
|
|
]
|
1
|
|
1
|
v v
Nenhuma eliminacéo de Eliminagdo de Mycobacterium Eliminagéo fecal de Mycobacterium bovis presente
Mycobacterium bovis bovis por aerossois Mycobacterium bovis no muco, nas fezes, na urina no
leite

Figura 3- Patogenia do Mycobacterium bovis (Adaptado de Quinn et al, 2005)
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O periodo de incubacédo da doenca € muito variavel, podendo ir de meses a
anos, o que significa que um animal pode estar infectado durante muito tempo sem
que apresente alteragdes clinicas significativas. O periodo clinico, tal como se discutira
mais a frente, tende, a excepg¢ao dos casos de generalizagdo precoce, a ser cronico,

embora mais curto que o periodo de incubacgao.

2.3. Epidemiologia da Tuberculose em caprinos

Existem casos de tuberculose em caprinos descritos em todo o mundo
(Gomez et al, 1998), ainda que de uma forma irregular no que diz respeito a gravidade
clinica e a prevaléncia do processo (Cataldi e Romano, 2007). Por vezes sédo simples
descricbes de casos esporadicos mas, noutras ocasides, referem-se a paises, como a
Espanha, onde a doenca tem um caracter endémico em algumas regides auténomas,
e esta descrita desde 1911. Nestes casos a tuberculose pode ser uma das doengas
caprinas de maior impacto, pela elevada mortalidade e perdas econdmicas que causa
(Garcia e Gutiérrez, 1996) sobretudo pelo seu impacto negativo na produgéo de leite e
de carne (Cvetic et al., 2007, LoBue, et al., 2010).

Homem ﬁ Bovinos \

Caprinos
Ovinos

Macacos
Papagaios

Porco

Meio
Ambiente

\ Gato
— Cao

Aves Cavalo

Figura 4 — Transmissao do M. bovis, M. tuberculosis e M. avium em ambiente doméstico
(Modificado de Vicente, 2004).
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Como anteriormente referido, os principais agentes que podem provocar
tuberculose em caprinos sdo M. bovis e M. caprae, mas também foram descritos
casos em que outros bacilos, como M. tuberculosis, M.avium e, até M. kansasii,
causaram a doenga.

A capacidade que os microrganismos do género Mycobacterium tém para
infectar um ou mais hospedeiros heterdlogos, ou seja, hospedeiros que a partida nao
se esperaria serem infectados, faz da tuberculose, em qualquer espécie animal, uma
ameaga poténcial para as outras espécies, incluindo o homem (Figura 4). Esta
transmissibilidade das infecgbes a outras espécies diferentes do hospedeiro “natural”
constitui um dos maiores problemas no controlo desta doenga (Konyha et al, 1980 in
Vicente 2004).

Entre os animais domésticos os hospedeiros naturais de M. bovis séo os
bovinos (Cousins et al, 1993), actuando os caprinos como hospedeiro secundario ou
até mesmo primario nas zonas semi-aridas (Martin e Ledn, 1998; Pignata et al, 2009).
Estas espécies sdo por isso as mais propensas ao desenvolvimento da tuberculose
por M. bovis (Martin e Leoén, 1998). Outros mamiferos podem ter uma sensibilidade
intermédia, como os caes, 0s gatos e os suinos (Domenéch, 2003). Os gatos, séo
tidos como perpetuadores da doenga nos bovinos (Carter, 1988) e, contrariamente aos
caes, foram descritos como fonte de tuberculose humana (Monies et al, 2000). Nas
ovelhas e nos cavalos a doenca ocorre raramente (Cataldi e Romano, 2007) o que
sugere alguma resisténcia natural a doenga (Radostits et al, 2007).

Entre os animais silvaticos, na Peninsula Ibérica, M. bovis foi isolado
principalmente em veados (Cervus elaphus) e javalis (Sus scrofa) (Tato et al, 1997)
mas também em gamos (Dama dama), lebres (Lepus europaeus) (Aranaz et al, 2004),
raposas (Vulpes vulpes) (Martin-Atance et al, 2005) e mesmo no lince-ibérico (Lynx
pardinus) (Briones et al, 2000). Os veados e os alces destacam-se por, na natureza ou
em cativeiro, possuirem uma grande capacidade de transmitir a doen¢ga ao homem
(Delahay et al, 2001).

Nos javalis estdo descritos mais casos de tuberculose do que no porco
domeéstico (Cataldi e Romano, 2007). Sdo considerados por alguns autores, tal como o
porco, um “fundo de saco epidemioldgico” (Serraino et al, 1999), mas estudos mais
recentes sugerem que sao um reservatorio de M. bovis (Aranaz et al, 2004) e podem
ser um agente de disseminag¢ao da tuberculose (Parra et al, 2006).

Em Portugal, a semelhanga do que aconteceu noutros paises, Duarte e
colaboradores (2007) referem a partiiha de estirpes de M.bovis entre espécies

silvestres (javalis) e domésticas (bovinos).
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No Reino Unido, o texugo (Meles meles) (Hutchins e Harris; 1997; Vicente et al,
2007), e na Nova Zelandia, o opossum (Trichosurus vulpecula) (Morris et al, 1994),
sao também importantes reservatérios naturais de M.bovis, que, além do mais,
interferem com as campanhas de erradicagdo da tuberculose em bovinos (Garcia e
Gutiérrez, 1996; Radostits et al, 2007). Embora na Peninsula Ibérica ainda ndo fosse
demonstrada a existéncia de lesdes de tuberculose nem de micobactérias em texugos
(Martin-Atance et al, 2005), ja foram detectados anticorpos contra a proteina MPB70
do M. bovis em varios animais desta espécie (Martin-Atance et al, 2006).

M. bovis também j& foi isolado em amostras colhidas em varias outras
espécies animais, como por exemplo o bufalo, o coelho, o antilope, o elefante, o
camelo, o furdo, o rato e o visdo (Gonzaléz et al, 1998). Esta bactéria afecta ainda
caprinos selvagens, como espécies da cabra montés ou bezoar: Capra aegagru
(Pavlik et al, 2002) e Capra pyrenaica (Fandos, 1991 in Pérez et al, 2002). Rhodes e
colaboradores (2007), inclusivé, referem alguns protozoarios como seus reservatérios
ambientais.

Por seu lado, M. caprae ja foi isolado em bovinos (Pavlik et al., 2002, Prodinger
et al., 2002, Erler et al., 2004, Duarte et al., 2008, Boniotti et al., 2009), suinos (Pavlik
et al., 2002), veados (Cervus elaphus) (Pavlik et al., 2002, Prodinger et al., 2002) e
javalis (Sus scrofa) (Erler et al., 2004). O seu isolamento em humanos também ja foi
descrito (Kubica et al., 2003, Erler et al., 2004) sendo o contato com animais
(Prodinger et al., 2002) e as atividades veterinarias (Aranaz et al., 1999) sugeridos
como fontes mais provaveis de infeccdo. Este agente tem sido isolado
maioritariamente na Europa mas ja foi isolado em um paciente na Australia
(Sintchenko et al., 2006) e num bovino na Argélia (Sahraoui, et al., 2009). Em
Espanha, num estudo retrospectivo com amostras colhidas entre 1992 e 2009,
Rodriguez e colaboradores (2011) identificaram M. caprae em caprinos, ovinos (Ovis
aries), bovinos, suinos, javalis, veados e numa raposa (Vulpes vulpes). Os caprinos
com tuberculose causada por M. caprae constituem assim um grave problema pela
possivel transmissdo a humanos (Gutierrez et al., 1997, Kubica et al., 2003), bovinos e
outros animais domésticos (Vordermeier et al., 2002, Ctenic et al., 2007, Rodriguez et
al., 2011) e a fauna silvestre (Prodinger et al., 2002, Rodriguez et al., 2011)
principalmente em regibes/paises onde a infeccdo esta generalizada e o centro
epidemioldgico desta sdo os caprinos (Rodriguez et al., 2011).

Alguns autores observaram mais infecgbes em bovinos por M. caprae em
regides com elevada densidade de caprinos. Apesar de na maioria das exploragdes

(86,7%) nao ocorrer contacto com caprinos (Rodriguez et al., 2011) e de em paises
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virtualmente indemnes de tuberculose como a Alemanha, Austria e Republica Checa
grande n° de casos em bovinos e veados ser causado por M. caprae (Pavlik et al.,
2002, Prodinger et al., 2002, Kubica et al., 2003).

O contagio entre bovinos e caprinos, perdeu muita da importancia que lhe era
atribuida, ao constatar-se que, mediante analises gendmicas, as estirpes isoladas em
bovinos sdo diferentes das isoladas nos caprinos, inclusivamente em rebanhos muito
préoximos. Isto pode significar que existem estirpes que se adaptaram aos caprinos e
se transmitem preferencialmente intra—espécie, ao invés de inter-espécies (Garcia e
Gutiérrez, 1996). No entanto, nos caprinos domésticos em contacto com exploragdes
bovinas infectadas a prevaléncia pode atingir os 70 % (Radostits et al., 2007). Além
disso, a confirmagao da transmissédo de M. bovis (Zanardi et al., 2013) e de M. caprae
(Napp et al., 2013) em exploragdes com bovinos e caprinos em contacto directo
evidéncia o papel que estas espécies podem ter na epidemiologia da tuberculose.

Por outro lado, em caprinos domésticos, selvagens e de jardim zooldgico ja se
diagnosticou M. tuberculosis (Vera et al, 1989; Bernabé et al, 1991a; Oh et al, 2002;
Tato, 1999 citado por Vicente, 2004; Cadmus et al, 2009, Kassa et al., 2012; Deresa et
al., 2013).

Assim, os caprinos podem ser uma fonte de infec¢do para o homem, embora
em menor grau que os bovinos. E podem, juntamente com os ovinos e suinos, ser
infectados por estirpes presentes nos bovinos (M. bovis, M. caprae), nas aves (M.
avium) e no homem (M. tuberculosis e M. bovis) (Acha e Szyfres, 2003).

M. avium (spp. avium), responsavel por quadros de tuberculose em aves e
suinos, parece ndo desempenhar um papel importante nos caprinos, ja que apenas
foi responsabilizado por um insignificante nimero de casos de tuberculose (Bernabé et
al; 1991a). Além do mais, este agente possui, tanto quanto se sabe hoje em dia,

pouca importancia zoonética (Vicente, 2004).

2.3.2. Vias de infecgao e transmissao

As vias de transmissao dos agentes da tuberculose podem ser deduzidas pela
localizacdo anatémica das lesdes, em particular do complexo primario. Animais com
lesdes na cavidade toracica indicam infecgdo pela inalagdo de aerossois (Pollock et al,
2002), nas lesdes dos ganglios linfaticos mesentéricos ou retrofaringeos a infec¢ao
tera ocorrido por ingestao (Garcia e Gutiérrez, 1996) e as lesdes hepaticas indicam
infeccado congénita (Duarte, 2008).
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De igual modo, a excre¢ao de micobactérias por animais infectados ocorre por
diferentes vias, dependendo da localizacdo das lesdes. A via aérogena, pela presenca
de lesbes pulmonares, é o principal mecanismo de excregédo do bacilo (Martin e Leon,
1998) e a principal forma de transmissdo nos paises desenvolvidos (Cousins et al,,
2005). A presenca de lesdes intestinais ou hepaticas e, mesmo lesdes pulmonares
com a degluticdo de muco, levam a excrecdo de bacilos para o meio através das fezes
e a consequente contaminacédo das pastagens, propiciando o contagio por ingestao
(Martin e Ledn, 1998; Cousins et al., 2005). A via digestiva também pode ocorrer

associada a transmissao lactogénica as crias e ao homem.

Vida Selvaagem

Animais domésticos

| 23
v

1-  Materiais contaminados
2-  Aerossois

3- Digestiva

4- Transmissao vertical

5- Transmissao horizontal
6- Predacao

Homem

Figura 5- Possiveis vias de transmissao do M. bovis entre os animais domésticos, silvaticos e
o homem (Modificado de Biet et al., 2005).
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A excrecdo do agente também pode ocorrer por via urinaria (em lesdes renais),
congénita (Martin e Ledn, 1998), venérea, cutdnea e pelas mucosas (Garcia e
Gutiérrez, 1996; Neill et al., 2001). A excregéo do bacilo ndo é constante, pode ocorrer
antes do aparecimento dos sintomas e tornar-se intermitente ao longo da evolugéo da
infeccao (Cousins et al., 2005).

A transmissao para os caprinos pode ocorrer por via aérogena através do
pastoreio em conjunto com bovinos infectados (Cousins et al., 1993). Ja nos rebanhos,
0 contagio por esta via é facilitado pela produgéo intensiva ou permanéncia em local
fechado de um grande nimero de animais (Garcia e Gutiérrez, 1996), ja que o agente
sobrevive com relativa facilidade nos aerosséis (Gannon et al., 2007).

Um facto interessante na tuberculose caprina é a observagao de lesfes iniciais
nos pulmdes e placas de Peyer ileo-cecais, o que sugere contagio aerégeno e
digestivo simultaneo. A falta de dados sobre a doenga em animais recém-nascidos faz
com que a infeccdo congénita ainda n&o tenha sido descrita. Exitem também poucos
estudos sobre a presenga de bacilos no leite, mas supde-se que este produto possa
ser uma fonte de infecgdo. Nos estudos até agora efectuados, a percentagem de
lesdes mamarias observadas € muito baixa (Garcia e Gutiérrez, 1996) a semelhanca
do que, alias, acontece actualmente nos bovinos (Cousins et al., 2005).

O contagio indireto pode ocorrer gracas a capacidade de resisténcia das

micobactérias, nomeadamente M. bovis a condigdes ambientais adversas (Tabela 5).

Tabela 5 — Resisténcia do Mycobacterium bovis
(Garcia e Gutiérrez, 1996; Martin e Ledn, 1998; Biberstein e Hirsh, 1999; Quinn et al, 2005).

RESISTENCIA DO M. BOVIS

- Sobrevive até 3 dias de radiacio solar direta;

- Enterrados um a cinco centimetros no solo sobrevivem entre 1 a 2 anos;

- Resistentes a acgao de acidos, alcoois e detergentes catidnicos;

- Sobrevivem a exposi¢gdo a uma solugdo molar de NaOH ou HCI durante 30 minutos
(caracteristica usada na descontaminacdo de amostras para diagndstico);

- Resistente a secagem pode sobreviver até 4 semanas no solo protegido da luz solar, 74 dias
em fomites e 49 dias em pastos humidos;

- Sobrevive melhor sobre condi¢des de frio,

- No estrume, protegido da luz e a temperaturas entre 12 e 24 °C, pode sobreviver entre 6
meses a um ano;

- No estrume, expostos a radiagao solar, permanecem viaveis durante 18 a 31 dias;

- Na agua corrente, entre 18 a 24 °C, mantém-se durante mais de 200 dias, e até quase 2 anos
se esta tiver materiais fecais ou urina;

- Bacilos podem resistir em iogurte e creme de queijo feitos a partir de leite ndo pasteurizado
por mais de 14 dias; e na manteiga por mais de 100 dias.
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O tempo de sobrevivéncia do bacilo no meio ambiente esta condicionado pela
exposicdo solar direta, a humidade e a presenca de matéria organica. O bacilo
consegue sobreviver muito tempo nos cadaveres com lesdes de necrose por
caseificagdo. Apenas € inativado por alguns desinfetantes se néo tiver protegido por
matéria organica ou terra, tais como a formalina entre 3 e 8%, o fenol a 5%, os
iodoforos e fenois a 2 % seguidos de vapores de formaldeido. Temperaturas
superiores a 60°C durante 5 a 20 minutos também conseguem a sua inativagao
(Garcia e Gutiérrez, 1996).

Como factores que favorecem o contagio temos, para além da grande
resisténcia no meio ambiente, a aglomeragdo de animais; a co-habitagdo entre
animais adultos e jovens (mais sensiveis a doengca pela sua escassa
imunocompeténcia), e factores imunossupressores (sub-nutricdo, doengas, mas
condigdes higiénicas; praticas incorrectas de maneio) (Griffin et al., 1993; Martin e
Ledn, 1998; Menzies e Neill, 2000). A existéncia de um grande numero de caprinos
com lesbes exsudativas que excretam muitos bacilos num curto periodo de tempo,
conduzem também a uma rapida difusdo da doencga (Garcia e Gutiérrez, 1996).

Sob o ponto de vista epidemiolégico, o aparecimento e difusdo da tuberculose
animal podem ser fomentados pela deslocagcdo de animais selvagens para novos
locais. Como é o caso de veados, javalis, aves selvagens e até cades de caga podem
servir de elemento de ligagado entre ecossistemas diferentes (Ledn, 1991; Eisenach,
1994).

Quanto a transmissdo de M.bovis/M. caprae a partir dos animais para o
homem, consideram-se tradicionalmente trés vias de transmissdo: ingestdo de
productos lacteos contaminados, inalagao de aérossois e inoculagao directa na pele
(LoBue, 2006). Os aerossois podem resultar da excre¢cdo de animais infectados mas
também da manipulagdo de carcacas com lesdes (Neill et al., 1991). A transmisséo
entre humanos por este agente € pouco comum e acontece sobretudo em pessoas

imunodeprimidas (Grange e Yates, 1994).

2.3.1. Situacgao da tuberculose em caprinos na Europa e no Mundo

Com a modernizacdo da produgdo caprina a abordagem sanitdria a esta
espécie intensificou-se, e a tuberculose neste contexto passou de uma doenga
raramente diagnosticada, a uma das doengas crénicas mais importantes nos caprinos

(Garcia et al., 1996; Acosta et al., 2000). De facto, apesar de nao existirem dados
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oficiais da incidéncia ou prevaléncia, mesmo nos paises mais industrializados, sao
varios os relatos da doenga. Uma revisdo exaustiva dos casos de tuberculose em
caprinos parece indicar que esta ndo apresenta igual prevaléncia e gravidade em todo
o mundo. Varios investigadores e inspectores sanitarios de matadouros referem
encontrar com frequéncia estas lesbes em Espanha e Franga (Thorel, 1984; Bernabé
et al., 1991; Garcia & Gutierrez, 1996; Benet, 2006; EFSA 2009, Bezos et al., 2010).
Em algumas comunidades auténomas de Espanha (i.e. Murcia) encontraram-se varios
efectivos com mais de um tergo dos animais atingidos por vezes com todos os animais
a reagirem positivamente a tuberculina (Garcia & Gutierrez), nas llhas Canarias 8% de
animais testados por Acosta e colaboradores (2000b) a reagirem positivamente ao
ELISA e nas Asturias 92% das exploragdes testadas (em 25) e 12% dos animais (em

600) a terem resultados positivos ao teste do INF-y (Balseiro et al., 2001)

Noutros paises, a tuberculose caprina esta descrita, sobretudo, em casos
pontuais, como sao disso exemplo a Italia (Tratadi et al., 1976; Paterlini, 2007, Zanardi
et al, 2013) , Reino-Unido (Palittapongarnpim et al., 1993; Crawshaw et al., 2008;
Daniel et al, 2009, EFSA, 2009), Irlanda (Sharpe et al, 2010, Shanahan et al, 2011),
Alemanha (Deckwer, 1950; Ruppert, 1992), Bulgaria (Savov, 1974), Grécia
(Ikonomopoulos et al, 2006), Russia (Kel'dybaev e Turkaeva, 1969), Estados Unidos
da América (Golden, 1921), Antigua e Barbuda (Hutson, 1941), Peru (Manrique, 2004),
Brasil (Benesi et al, 2008; Pitagna et al., 2009), Tanzania (Milne, 1955), Uganda
(Carmichael, 1941), Z&mbia (Sharma, 1985), Nigéria (Alaku e Moruppa, 1993, Cadmus
et al, 2009), Etiépia (Shitaye et al, 2006, Hiko e Agga, 2011) Africa do Sul
(Huchezermeyer et al., 1994), india (lyer, 1932; Mohan, 1950; Sharan et al., 1988),
Japéao (Une e Mori, 2007), Australia (Cousins et al., 1993) e a Nova Zelandia (Sanson,
1988).

Em Portugal, Duarte e colaboradores (2008) referem, num estudo realizado
entre 2002 e 2007, o isolamento de bactérias pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis efectuado em oito caprinos. Em sete desses casos isolou-
se Mycobacterium bovis e em um caso Mycobacterium caprae (Duarte, 2008). Quintas
e colaboradores (2010) descreveram um surto de tuberculose num rebanho de

caprinos.
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2.4. Diagnéstico da Tuberculose dos caprinos

2.4.1. Diagnéstico ante-mortem

A abordagem clinica convencional, por si sé, ndo é suficiente para realizar um
diagnéstico de tuberculose nos caprinos. Na abordagem ao efectivo devem ser
recolhidos todos os dados relevantes, tanto a nivel individual como colectivo, uma vez
que varias doengas cronicas podem ter um quadro clinico idéntico. Especial atengao
deve ser dada a efectivos onde o nimero de animais atingidos é baixo e a ocorréncia
da doenca é esporadica, e como tal de mais dificil diagndstico (Garcia e Gutiérrez,
1996b). A hipotese de tuberculose nem sempre é colocada apds o exame clinico, pois,
muitas vezes, a tuberculose cursa sem que manifestacio de um quadro

sintomatolégico evidente ocorra (Martin e Léon, 1998).

De qualquer modo, o diagnéstico clinico deve sempre ser confirmado através
de provas complementares. Para tal, existem varias provas que podem ser utilizadas
e se podem dividir em dois grupos: as baseadas na resposta imunitaria celular e as

baseadas na resposta imunitaria humoral (Garcia e Gutiérrez, 1996b).

2.4.1.1. Diagnéstico clinico

Esta doencga foi durante muito tempo ignorada ou confundida com outros
processos respiratérios como bronquites parasitarias ou broncopneumonias de origem
microbiana, o que fez permanecer a falsa ideia de que a cabra era particularmente
resistente ao bacilo da tuberculose (Bernabé et al., 1997; Sanchez et al., 2008).

A tuberculose, provocada por M. bovis ou M. caprae, pode causar quadros
respiratérios severos nos caprinos ou permanecer num estado sub-
-clinico (Smith e Sherman, 2009). No entanto, a sua evolugdo clinica ¢é
preponderantemente crénica (Perea et al., 1999) com periodo de incubagao a variar
entre algumas semanas a poucos meses (Garcia e Gutiérrez, 1996). Assim, a
tuberculose nesta espécie apresenta uma evolugado clinica relativamente rapida,
caracterizada por uma fase de generalizagdo com disseminagao linfohematogena e
com a eliminagdo, nas suas formas abertas, de grande quantidade de bacilos para o

meio ambiente, através da tosse, expectoracéo e das fezes (Perea et al., 1999).
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Os sintomas sao inespecificos e dependem dos orgdos afectados. Alguns
caprinos, mesmo com lesdes extensas, podem nio apresentar sintomas (Matthews,
2009). A doenca torna-se clinicamente evidente em rebanhos com 25-30 % dos
animais atingidos, em que estes apresentam emagrecimento crénico e progressivo,
com ou sem diarreia, que culmina com a morte (Garcia e Gutiérrez, 1996; Matthews,
2009). Outros sintomas comuns sdo anemia, pélo ericado ou queda de pélo e
diminuigdo da producgao de leite (Bernabé et al., 1991; Garcia e Gutiérrez, 1996; Perea
et al., 1999). Algumas cabras podem mesmo apresentar lesées nodulares sélidas na
glandula mamaria (Smith e Sherman, 2009). Nos efectivos atingidos a mortalidade é
variavel (Perea et al., 1999), podendo em alguns casos chegar aos 20-30% anuais,
existindo animais afectados de todas as idades , embora seja mais frequente nos
jovens adultos (Garcia e Gutiérrez, 1996).

As alteragbes respiratorias sdo inconstantes e surgem principalmente nas fases
finais da doenca (Garcia e Gutiérrez, 1996; Perea et al., 1999). Tém inicio com tosse
cronica profunda e produtiva, surgindo posteriormente taquipneia, dispneia e ruidos
pulmonares anormais (Belknap, 2005). Os ganglios linfaticos superficiais podem estar
aumentados e ser facilmente palpaveis (Matthews, 2009). O aumento dos ganglios
linfaticos regionais pode contribuir para o aparecimento de estridor, disfagia e
timpanismo (Belknap, 2005).

Em casos raros podem surgir fistulas, Ulceras e nédulos na pele (Matthews,
2009).

2.4.1.2. Intradermotuberculinizagao (IDT)

A descoberta acidental da tuberculina por Robert Koch em 1890 durante a
tentativa de desenvolvimento de uma vacina para a tuberculose foi, sem duvida
alguma, o contributo mais importante na histéria do diagndstico da tuberculose nos
animais  domésticos (Garcia e  Gutiérrez, 1996b). Tanto que a
intradermotuberculinizagdo, prova da tuberculina ou ainda denominada prova de
Mantoux em medicina humana, é, ainda hoje, a principal prova de diagndstico da
tuberculose em todo o mundo.

E utilizada oficialmente desde 1910 como base dos programas de erradicagdo
da tuberculose bovina, primeiro na Finlandia depois progressivamente em outros
paises. Em 1937, a tuberculina de Koch (“old protein”), que se obtinha das proteinas
existentes num meio liquido onde cresceu M. tuberculosis, foi substituida pela
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tuberculina constituida por um derivado proteico hidrossoluvel purificado (PPD —
Protein Purified Derivate), obtido a partir do crescimento de M. tuberculosis, num meio
sintético ndo proteico de modo a aumentar a sensibilidade da prova. A partir de 1975,
a PPD utilizada em veterinaria é obtida em culturas de M. bovis (Huchzermeyer et al.
1994; Garcia e Gutiérrez, 1996b). A tuberculina mamifera que actualmente se utiliza é
a fracgéo hidrosoluvel de produtos tratados pelo calor, obtidos do crescimento e lise do
M. bovis (OIE, 2004), constituida por péptidos de diferentes tamanhos e com
propriedades antigénicas (Duarte, 2008).

A IDT baseia-se numa resposta imunitaria especifica de tipo celular mediada
por linfécitos T (Tizard, 2009). Quando a tuberculina é inoculada na derme de um
animal ndo sensibilizado aos antigénios da tuberculina, n&do ocorre nenhuma resposta
inflamatoria significativa. Por outro lado, se for inoculada num animal sensibilizado,
como consequéncia da infecgao por M. bovis/M. caprae, desencadeia-se uma reacgao
de hipersensibilidade retardada do tipo IV. Apds a aplicacdo intradérmica de
tuberculina ocorre o desenvolvimento inicial lento de uma tumefacgcédo avermelhada e
endurecida no local de injecgdo. Essa inflamacgao inicia-se entre as 12 e 24 horas e
alcanga a maior intensidade por volta das 48-72 horas e pode persistir por varias
semanas antes de desaparecer gradualmente (Pollock et al., 2003; Tizard, 2009). Em
reacgdes muito severas pode ocorrer necrose e destruicdo tecidual no local de
administragao (Tizard, 2009).

Existem dois tipos principais de provas de IDT: a simples e a comparada. Na
IDT simples administra-se, tanto em bovinos como em caprinos, uma unica injecgao
de 0,1ml de tuberculina mamifera, na zona cervical, na prega anal ou caudal ou na
espadua (OIE, 2004). Pode ainda fazer-se uma aplicagdo adicional na jungao
mucocutanea dos labios vulvares. Considera-se que o teste cervical possui maior
sensibilidade e o da prega caudal maior especificidade (Radostitis et al., 2007)

A IDT comparada, prova oficial de rastreio da tuberculose bovina em Portugal,
pode ser usada em caprinos, com a administragdo simultanea, de uma injeccéo de
tuberculina mamifera (preparada a partir da estirpe de M. bovis AN5) e uma injecgao
de tuberculina aviaria (preparada a partir da estirpe de M. avium D4ER) em lados
diferentes do pescogo (Garcia e Gutiérrez, 1996b; OIE, 2004). Também se podem
inocular no mesmo lado na zona da espadua desde que separadas por 10 cm (Garcia
e Gutiérrez, 1996b). Esta prova permite uma melhor discriminagdo entre os animais
infectados por M. bovis daqueles sensibilizados por bacilos do complexo M. avium ou
outras bactérias n&o patogénicas presentes no meio (Monagan et al., 1994), uma vez
que os animais infectados por uma micobactéria diferente do M. bovis/M. caprae
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reagem com maior intensidade a tuberculina aviaria do que a mamifera (Koler et al.,
2001; Hope et al., 2005).

A leitura da prova realiza-se 72 horas depois da inoculagcéo e a avaliagao é
feita com base no aumento da espessura da pele no local de inoculagdo, devendo
também realizar-se uma palpacao para verificar se existem sinais de inflamacgéao (OIE,
2004).

Na IDT simples considera-se que uma reagao € positiva quando ocorre um
aumento da espessura da pele ou existem sinais clinicos como edema, exudacao,
necrose, dor e inflamagado no local de inoculagdo. Na IDT comparada considera-se
como positiva se a reacgao a tuberculina mamifera € maior que a aviaria ou se
existem sinais clinicos. A discriminagao entre animais positivos, duvidosos e negativos
a ambas as provas pode obter-se seguindo os critérios da legislagdo nacional e
comunitaria (Directiva 97/12/CEE transposta para a legislagdo nacional pelo Decreto-
Lei n.° 157/98 de 9 de Junho alterado pelo Decreto-Lei n.° 378/99 de 21 de Setembro
e Decreto-Lei n.° 272/2000 de 8 de Novembro; e Regulamento (CE) n°® 126/2002 da
Comissao de 8 de Julho).

Existem outras variantes de IDT que se podem realizar, embora ainda nao
descritas em caprinos. Uma € a prova subcutanea ou térmica rapida. Consiste em
inocular a tuberculina por via subcutdnea e observar, nas horas seguintes, um
aumento da temperatura do animal. Exige a medigao da temperatura sob um protocolo
rigoroso de dificil aplicagdo em condi¢cdes de campo. Outras sédo a oftalmorreacgéo e a
prova de Stormont, semelhante a IDT simples mas com uma injecgao adicional sete
dias depois, 0 que tem como inconveniente a necessidade de realizar pelo menos trés

visitas a exploracdo (Radostitis et al., 2007; Serrano e Uceda, 2007).

2.4.1.3. Prova do Interferao y

A prova do IFN- y foi desenvolvida na Australia nos finais dos anos 80 como
prova de diagnostico alternativa a IDT (Cousins, 2001) e, tal como esta, baseia-se na
resposta imunitaria de tipo celular (Welsh et al., 2005). Provou ao longo dos anos ser
uma mais valia no diagndstico da tuberculose, de tal modo que é uma prova
complementar a IDT, prevista nos planos de erradicagdo da tuberculose bovina dos
paises da Unido Europeia desde Julho de 2002 (OIE, 2004).

O IFN- y é uma citoquina libertada principalmente por linfécitos T como

resposta a exposi¢cdo a um determinado antigénio e constitiu o maior factor activador
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de macrofagos na tuberculose (Sanchez et al.; 2008). A prova do IFN-y baseia-se na
quantificagdo da libertagdo desta citoquina por linfécitos T previamente sensibilizados
com tuberculina (PPD mamifera) ou um antigénio similar ao M. bovis (Wood et al.,
1990; Sanchez et al.; 2008).

E uma prova in vitro realizada a partir de amostras de sangue heparinizado de
animais suspeitos, que tém de ser enviadas para o laboratério de imediato, uma vez
que tem de ser iniciada até 8 horas apds a colheita. A prova divide-se em duas etapas;
na primeira, sdo recolhidas pequenas amostras em duplicado que sao incubadas a 37
°C com os antigénios PPD mamifero e PPD aviario, e ainda com um antigénio de
controlo negativo. Depois de 16 a 24 horas de incubagdao recolhem-se os
sobrenadantes. Na segunda etapa, é utilizado um kit comercial, desenvolvido para os
bovinos (Bovigam® Prionics, Suica), para avaliar a quantidade de IFN-y mediante uma
técnica de ELISA de captura e os resultados obtidos sdo expressos em unidades de
densidade 6ptica (OD) (Wood e Rothel, 1994; Ryan et al., 2000; Buddle et al., 2001;
Wood e Jones, 2001; Duarte, 2008).

Se um animal foi infectado por M. avium ou outra micobactéria ambiental, a
producao de IFN-y sera maior quando se incuba com a PPD aviaria . Por outro lado,
um animal é considerado positivo a tuberculose quando a produgao de IFN-y é maior
nas amostras incubadas com PPD mamifera do que nas incubadas com a PPD aviaria

ou com o controlo negativo (Sanchez et al.; 2008).

2.4.1.4. ELISA: “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”

Complementarmente as provas baseadas na imunidade celular (i.e. IDT e
IFN-y), podem também ser utilizadas no ambito do controlo da tuberculose animal,
provas baseadas na resposta imunitaria humoral, ou seja, na detecgao de anticorpos
séricos especificos (Garcia e Gutiérrez, 1996b). Este tipo de resposta imunitaria
aparece apenas em estados mais avangados da doenca, uma vez que, a presenga de
anticorpos séricos nas infecgdes por micobactérias patogénicas é directamente
proporcional ao numero de bacilos presentes. Por outro lado existe uma relagéo
indirecta entre a resposta humoral e a de tipo celular (O’ Reilly e Daborn; Garcia e
Gutiérrez, 1996b), com uma proponderancia clara da imunidade de tipo celular, o que
constitui a maior limitagdo ao desenvolvimento deste tipo de provas (Neill et al., 2001;
Pollock e Neil, 2002; Welsh et al., 2005).
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Para além das limitagdes em termos de sensibilidade e especificidade da IDT
e das dificuldades de adaptagdo da técnica aos caprinos, nomeadamente os mais
jovens com pele fina (Shanahan et al., 2011), em animais com curso crénico da
doenga pode ocorrer anergia por esgotamento imunitario e levar ao aparecimento de
falsos negativos a IDT. Estes casos poderdo ser detectados apenas por técnicas
baseadas na resposta humoral e sdao os mais preocupantes no que diz respeito a
disseminacao e contagio da tuberculose (Wood et al., 1992; O’ Reilly e Daborn, 1995;
Garcia e Gutiérrez, 1996b).

Justificam-se assim, em determinados casos, a utilizagdo de provas
sorolégicas complementares. A mais importante é a técnica de ELISA indirecto que se
baseia na deteccdo de anticorpos séricos especificos. Nesta prova utilizam-se
diferentes antigénios, como a a PPD mamifera (bovina) (Garcia e Gutiérrez, 1996b), e
os antigénios proteicos ESAT-6, CPF-10, MPT63, MTB70, MPB83, TB 10.4, PE 5, PE
13 que foram reconhecidos como desencadeadores de uma resposta humoral
especifica (Lyashchenko et al., 1998; Lightbody et al., 2000; McNair et al., 2001;
Waters et al., 2006). Entre estes antigénios destaca-se o MPB70, uma proteina de
secrecao de algumas estirpes de M. bovis e um dos componentes da PPD, utilizado
na espécie caprina (Acosta et al., 2000, Marassi et al., 2009).

Ha muito tempo que se sabe que a inoculagdo de tuberculina produz um
aumento do titulo de anticorpos séricos nos animais com tuberculose, fenémeno
conhecido por resposta anamnésica. Devido a este facto, comprovou-se que, quando
se realiza a prova de ELISA 15 a 20 dias depois da tuberculinizagdo (ELISA
anamneésico) aumenta a sensibilidade da técnica (Garcia e Gutiérrez, 1996b).

No entanto, a utilizagdo de provas ELISA com apenas um antigénio
demonstrou que a atividade dos anticorpos para diferentes antigénios desenvolve-se
em fases diferentes durante o curso da infecgdo (Kwok et al, 2010). O que levou a
necessidade de desenvolver métodos que incluissem varios antigénios de modo a
detectarem simultaneamente a atividade dos anticorpos nas varias fases da infecgao.
Nesse contexto foi desenvolvida uma prova ELISA para a detecg¢ao da infecgao por M.
bovis, o Enfer Chemiluminescent Multiplex ELISA System (Enferplex®, Newhall,
Ireland) e adaptada a caprinos, obtendo-se elevadas sensibilidades e especificidades.
Reconhece-se porém a necessidade de estudos adicionais nesta espécie que validem
a prova (Shanahan et al., 2011, Shuralev et al., 2012).

35



2.4.2. Diagnéstico post-mortem

2.4.2.1. Diagndstico anatomopatolégico

O exame e identificagdo macroscépica das lesdes de tuberculose caprina
permite realizar um diagnéstico presuntivo da doenga (Sanchez et al., 2008). Bernabé
e colaboradores (1991a; 1991b; 1996) estabeleceram claramente o quadro lesional da
tuberculose caprina, classificando-a em diferentes fases, segundo os critérios

estabelecidos por Kitt e Schulz (1985) para a tuberculose bovina (Figura 6).
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Figura 6- Quadro lesional da tuberculose caprina (Segundo Bernabé et al, 1991a;
1991b;1996).

O quadro morfopatolégico € variado e depende de varios factores como a
viruléncia do bacilo, do estado de saude do animal e da existéncia ou ndo de
reinfecgdo. Segundo a evolugédo e caracteristicas morfoldgicas podemos encontrar

quadros de tuberculose primaria ou pés-primaria. A tuberculose primaria ocorre apds o
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primeiro contacto com o agente, é caracterizada por lesbes de tipo proliferativo (i.e.
granulomas) e é mais frequente em rebanhos com baixa incidéncia da doenga. Por
sua vez, a tuberculose poés-primaria, € caracterizada por lesdes exsudativas (i.e.
grandes areas de necrose; tuberculose cavitaria) e € mais frequente em rebanhos com
elevada incidéncia da doenca (i.e. rebanhos sem saneamento em zonas endémicas)
(Bernabé et al., 1996).

Assim, a necropsia podem observar-se nédulos ou granulomas de diferentes
tamanhos, com grandes focos de necrose de caseificagdo (Perea et al, 2005,
Sanchez et al., 2011). Como a principal via de entrada é a aerégena, o complexo
primario encontra-se sobretudo nos pulmdes e ganglios mediastinicos. Numa elevada
percentagem de casos, os complexos primarios séo incompletos, pelo que as lesdes
podem ser de mais dificil detec¢cdo (Bernabé et al., 1996). A disseminacdo por via
linfohematdgena durante a fase de generalizagédo precoce provoca o aparecimento de
novas lesbées nos pulmdes e outros orgdos (Bernabé et al., 1996; Perea et al., 2005).
Assim, podem surgir lesées granulomatosas no intestino (que deverao ser distinguidas
das lesbes de complexo primario digestivo), especialmente ao nivel da valvula ileo-
cecal, e no figado, bago e ganglios mesentéricos (Bernabé et al., 1996; Perea et al,,
2005). Nesta fase, provocada pela chegada ao mesmo tempo de grande numero de
bacilos a um determinado 6rgéo, encontram-se lesdes de tuberculose miliar, 0 quadro
mais frequente de generalizagdo precoce. Ja a chegada do agente, em diferentes
momentos, provoca quadros de tuberculose precoce e lenta, e, com a veiculagdo dos
bacilos por via retrograda, podem surgir lesdes de tuberculose perlacea das serosas.

Quando ocorre a reactivacdo ou reinfeccdo pelo bacilo, por diminuicdo das
defesas ou aumento da viruléncia deste, surgem as lesbes de tuberculose pos-
primaria. A tuberculose organica crénica é caracterizada pela presenca de extensos
centros de necrose e processos de caseificacdo mais intensos. A tuberculose acino-
nodular é o quadro lesional mais frequente nesta fase devido a disseminagao da leséo
por via intracanalicular e por contiguidade entre os alvéolos. Porém, com a liquefacgéo
desses focos de necrose, por ac¢ao enzimatica, pode ocorrer a destruicdo das
paredes bronquiais, formando-se cavernas e, com a posterior disseminacao
intracanalicular, Ulceras nos bronquios e traqueia. Finalmente na fase de
generalizacdo tardia, podemos encontrar lesdes de pneumonia lobular caseificante
(Bernabé et al., 1996) e, devido a disseminacgdo via linfohematogena, lesbes na
glandula mamaria (Perea et al., 2005) e rim (Bernabé et al., 1991b).

E frequente encontrar diferentes tipos de lesdes no mesmo animal (Bernabé et

al., 1991a). No entanto, é importante ter em atencéo que, por vezes, existem lesdes
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muito pequenas que podem passar despercebidas o que pode comprometer o
diagnéstico da doenca (Garcia e Gutiérrez, 1996b; Sanchez et al., 2008). Assim, é de
extrema importancia a realizagdo de uma inspecéao rigorosa dos pulmdes e intestinos
e, sobretudo, de todos os génglios associados aos aparelhos respiratério e digestivo,
seccionando-os transversalmente (Bernabé et al., 1996). Impde-se ainda o diagndstico
diferencial com outras doengas como a linfadenite caseosa, pneumonias parasitarias e
abcessos (Sanchez et al., 2008).

De salientar também que as lesbes macroscopicas descritas em M. bovis
(Crawshaw et al., 2008; Sharpe et al., 2010) sdo similares as encontradas em M.
caprae (Alvarez et al., 2008; Bezos et al., 2010).

O escasso conhecimento que a maioria dos médicos veterinarios tém sobre a
tuberculose nos caprinos pode, também, levar a diagndsticos errados e até alguma
incredulidade face as intensas manifestagdes clinicas e lesionais que pode ter esta
doenca, contrariamente aos quadros de tuberculose bovina, que nos ultimos anos,

praticamente cursam sem a presenca de sintomas (Garcia e Gutiérrez, 1996b).

2.4.2.2. Diagnéstico histologico

O diagndstico macroscopico deve ser confirmado com a analise histopatolégica
das amostras e a demonstracdo de bacilos alcool-acido-resistentes com a coloragao
de Zielh-Neelsen (ZN) (Garcia e Gutiérrez, 1996b; Ulrichs et al., 2005). Uma
alternativa ao ZN sado as técnicas de imunocitoquimica, principalmente a avidita-
biotina-peroxidase ja estudada na tuberculose caprina (Garcia e Gutiérrez, 1996b;
Sanchez et al., 2008, 2011). Esta técnica permite detectar restos de micobactérias,
micobactérias com alteracbes na parede celular e micobactérias livres (Ulrich et al.,
2005).

Segundo alguns autores, na tuberculose caprina, podemos encontrar trés tipos
de lesbes microscopicas: proliferativas (i.e. granuloma tuberculoide), proliferativa —

exudativa e exudativa (tuberculose cavitaria) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Tipos de lesdes microscopicas encontrados na tuberculose caprina
(Segundo Bernabé et al., 1991; Garcia e Gutiérrez, 1996b, Sanchez et al., 2011).

Lesao proliferativa
(granumoma tuberculoide)

Lesao proliferativa -
exsudativa

Lesao exsudativa
(Tuberculose cavitaria)

Granulomas de pequeno
didmetro com reduzida
quantidade de necrose

central devido a caseificagao
secundaria. Esses
granulomas calcificados sao
rodeados por células
epitelioides e algumas células

gigantes de Langhans,
linfécitos e uma capsula
conjuntiva cujo grau de

desenvolvimento depende da

Massas com extensa necrose
de caseificacdo e, por vezes,
calcificadas. Estas massas
estdo  aumentadas pela
inclusdo de pequenos
granulomas periféricos,
constituidos por um infiltrado
difuso de células epitelioides,
células gigantes de Langhans
e linfécitos, rodeados por
uma substancia proteinacea
(plasma coagulado).

Necrose por caseificagédo
primaria. Grandes porgdes do
parenquima pulmonar com
necrose sem calcificagao,
rodeada por um infiltrado
celular especifico ou
inespecifico e grandes areas
com plasma coagulado.
Padrao de pneumonia

fibrinosa e grande quantidade
de bacilos em localizagéo
intra e extracelular.

fase da doenga. Reduzido n°
de bacilos, com localizagao
intracelular (células gigantes
e epitelioides).

2.4.2.3. Diagnéstico bacteriolégico

O diagnéstico bacteriolégico tradicional pode ser feito a partir de amostras
patolégicas de animais vivos (i.e. biopsias, exsudados, fezes, urina, expectoragdo),
embora nos animais de produgdo seja impraticavel, ou, quase sempre, a partir de
animais mortos (Vicente, 2004). As amostras mais indicadas para enviar para
laboratdrio sao as lesdes granulomatosas caracteristicas, o que salienta a importancia
da sua correcta identificacdo e colheita. Deve, por isso, fazer-se a secg¢do e abertura
das lesdes
1996b).

A confirmagdo bacteriolégica de tuberculose nos caprinos comeca pela

para um diagndstico macroscépico mais eficaz (Garcia e Gutiérrez,

visualizacdo de BAAR (bacilos alcool-acido-resistentes) em esfregagos obtidos a partir
das lesbes corados com Ziehl — Neelsen (ZN) (Garcia e Gutiérrez, 1996b; Duarte,
2008). De seguida procede-se a descontaminagdo da amostra. Esta fase é importante,
uma vez que, o lento desenvolvimento das micobactérias patogénicas pode permitir o
crescimento no meio de cultura de outras bactérias presentes na amostra (Martin e
Ledn, 1998; Vicente, 2004), e também porque o préprio procedimento de necropsia
favorece a contaminagao das amostras (Garcia e Gutiérrez, 1996b).

Existem varios meios de cultura que podem ser utilizados para o isolamento de
M. bovis e M. caprae. Como sado disso exemplo, meios liquidos como o sistema

radiométrico Bactec 460 (Becton Dickinson, EUA), e os meios solidos: Léwestein-
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Jensen com ou sem TCH (hidrazida do &cido tiofeno-2-carboxilico), Loéwestein-Jensen
com piruvato, Stonebrink, Tharsis-modificado B82, Middlebrook e Coletsos (Garcia e
Gutiérrez, 1996b, Vicente, 2004, Duarte, 2008).

Uma vez isolada a micobactéria, esta € submetida a um complexo e lento
estudo microbioldgico baseado nas 22 caracteristicas, microbioldgicas e bioquimicas,
seleccionadas por Wayne e Kubica no Manual Bergey’s de Bacteriologia Sistematica

(1986) para identificagdo da espécie (Martin e Ledn, 1998; Vicente, 2004).

2.4.2.4. Provas de diagnéstico molecular

Os métodos de tipificagao referidos, fundamentalmente baseados em aspectos
fenotipicos, sdo morosos e fastidiosos dado o lento crescimento das micobactérias
patogénicas e a quantidade de provas que sao necessarias executar (Martin e Léon,
1998; Olive e Bean, 1999). O surgimento de técnicas de biologia molecular permite
encurtar o tempo de resposta laboratorial (Duarte, 2008), minimizar os problemas
causados pela néo tipificacdo, pela baixa reprodutividade e pela impossibilidade de
estabelecer dados fiaveis de classificacdo (Olive e Bean, 1999), para além de possuir
potencialidades de utilizagdo em estudos epidemioldgicos (Gomez et al., 1998). O que
faz com que as diferentes técnicas moleculares de diagndstico sejam vistas com
crescente entusiasmo (Duarte, 2008).

A sua utilizagdo no dmbito do diagnostico da tuberculose em ruminantes faz-se
ao nivel de trés aspectos : detec¢do do agente patogénico em tecidos ou secregdes do
hospedeiro (Garcia e Gutiérrez, 1996b), tipificacdo de estirpes e quantificagdo da
resposta imunitaria (Sanchez, 2008).

Os procedimentos de diagnostico baseados na PCR (Polimerase Chain
Reaction) sao os mais utilizados (Garcia e Gutiérrez, 1996b), desde as suas primeiras
aplicagdes na deteccdo de ADN de M. bovis em amostras de tecidos animais (Cousins
et al.,, 1991; Collins et al., 1994; Wards et al., 1995; Liébana et al., 1996). Taylor e
colaboradores (2007b) demonstraram que a técnica PCR baseada na amplificagdo do
gene IS 1081, é capaz, a partir de amostras colhidas em matadouro, de detectar um
unico genoma de M. bovis. As poténcialidades da PCR podem ser, assim,
comparaveis a do isolamento, mas também, a técnicas imunohistoquimicas ou o

proprio Ziehl-Neelsen, como comprovaram alguns autores através da adaptacao desta
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técnica a amostras previamente fixadas e incluidas em parafina, permitindo, inclusive,
a realizacdo de estudos retrospectivos (Coetsier et al.,2000; Miller et al., 2002).

Bakshi e colaboradores (2007) provaram, ainda, ser possivel diferenciar
diferentes micobacterias através do PCR. A técnica mais recentemente aplicada no
diagnéstico da tuberculose em ruminantes domésticos e selvagens é a quantificagcao
da produgao de ARNm de IFN-y mediante RT-PCR (Reverse transcriptase — PCR)
(Harrington et al., 2007).

Tabela 7- Técnicas de biologia molecular utilizadas no ambito da tuberculose animal
Baseado em Gomez et al., 1998; Vicente 2004).

Técnica Descricao da técnica

Sondas moleculares | Sao fragmentos de acidos nucleicos cuja sequéncia de nucleotideos
é complementar de outra, especifica do complexo, género ou
espécie. Nao necessita de cultivo prévio, embora tenha sensibilidade
variavel. A mais utilizadas é a Southern blot, onde um fragmento de
ADN, com determinada sequéncia, pode ser identificado num
conjunto de fragmentos através electroforese, pela hibridagdo com
uma sonda complementar marcada radioactivamente, visualizando-
se através de autorradiografia.

PCR Permite a amplificacdo de sequéncias especificas de ADN, a partir de
oligonucledtidos seleccionados, os primers, aos quais se vao unindo
nucleotidos por acgao da ADN polimerase, até se formarem cadeias
com um comprimento detectavel. Pode detectar quantidades
insignificantes de ADN mas requer o conhecimento prévio das
sequencias e o seu exito depende da adequada selec¢do dos
primers.

RFLP Compreende a utilizagdo de enzimas de restricao (i.e. Pvu I, Alu l) e
de Soutnern Blot. Baseia-se no estudo do ADN micobacteriano
completo e do n° de vezes que se repete determinada sequencia de
insergado (IS, Insertion Sequence), bem como da sua disposi¢cdo no
genoma, cortando o ADN problema mediante enzimas de restric¢cao
que geram fragmentos de comprimento variavel. As sequéncias mais
utilizadas sao: IS 1081, DR (direct repeat), PGRS (polymorphic GC-
rich sequence), VNTR (variable number tandem repeat), mas
principalmente a sequéncia IS 6110, por apresentar um n° variavel
de copias entre as diferentes espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis.

Spoligotyping Baseado na variagdo que existe numa regido denominada DR (direct
repeat) especifica do complexo Mycobacterium tuberculosis,
identificando uma serie de “espagadores” conhecidos dessa regido
(os DVR, direct variant repeat). Em primeiro lugar é realizado um
PCR com dois primers complementares, um deles marcado com
biotina. Os produtos resultantes vdo contactar com uma membrana
com os espagadores do locus DR, produzindo-se a hibridagao. Entao
é adicionada uma enzima que se liga aos produtos do PCR
marcados com biotina, com um liquido de detec¢do que emite luz na
presenga dessa enzima, permitindo a visualizagdo por
autorradiografia. Finalmente, por via informatica, analizam-se os
resultados para estabelecer relagdes filogenéticas entre estirpes.
Esta técnica permite obter um padrao caracteristico para cada
micobactéria do complexo Mycobacterium tuberculosis. Podendo
assim ser utilizada na tipificagdo e identificagdo destes
microorganismos.

41




No entanto, vérias outras técnicas e métodos provaram ser importantes (tabela
7), especialmente na tipificacdo das estirpes de Mycobacterium no ambito da
epidemiologia molecular, como as sondas moleculares, o RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism) e o “spoligotyping” (Spacer Oligonucleotide typing) (Vicente,
2004). Com especial interesse para estas duas ultimas técnicas, sendo hoje, o
“spoligotyping” recomendado na realizagdao de provas de “screening” em grande
escala, onde detecta com rapidez estirpes de M. bovis ou M. caprae, e o RFLP que

permite uma melhor diferenciagao entre essas estirpes (Sanchez et al., 2008).

2.5. Controlo

A auséncia de dados epidemioldgicos suficientes faz com que ndo estejam
previstos planos de erradicagdo da tuberculose caprina (Laje et al., 2006) na maior
parte dos paises do mundo. Mesmo no caso paradigmatico de Espanha, onde a
doenca é endémica em todo o territério, as diferentes comunidades auténomas tem
diferentes abordagens a doenca desde a auséncia de campanhas de saneamento até
ao saneamento de todo o efectivo caprino (Pardo et al., 2008, Napp et al., 2013).
Apenas nas regides auténomas da Andaluzia, Castilha e Le&do, Murcia e nas ilhas
Canarias se implementaram planos regionais de controlo da doenca (Napp et al,
2013), controlos que também sao feitos de forma pontual na Catalunha e na regido de
Madrid (Balseiro, 2001). A regido de Murcia, onde se realizam campanhas oficiais de
controlo desde 1995, é a Unica regido espanhola com dados oficiais, apresentando em
2007, 22,18% de exploragdes com animais positivos, e uma prevaléncia anual de
5,2% (Consejeria de Agricultura y Agua in Pardo et al., 2008). O programa
estabelecido nesta regido, esta definido por legislagdo semelhante e alguma comum a
aplicada para a espécie bovina, através da ordem 30/03/2005 (B.O.R.M. 11/04/1995)
alterada pela ordem 1/7/2005 (B.O.R.M. 20/7/2005) e pela ordem 21/5/2008 (B.O.R.M.
2/6/2008), do Real Decreto 1328/2000 (B.O.E. 8/07/2000) e ainda na ordem
13/07/2000 (B.O.R.M. 26/07/2000). Baseando-se no diagndstico mediante
tuberculinizagdo intradermica, com abate dos animais positivos e a consequente
indeminizagao aos produtores.

Na generalidade da Unido Europeia apenas estdo previstos programas de
erradicagcdo para a tuberculose bovina, que sido aplicados, desde a publicagao da
Directiva do Conselho 64/432 EEC de 26 de Junho de 1964. Quanto aos caprinos, 0

Regulamento CE 853/2004 prevé que sejam inspeccionados e testados relativamente
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a tuberculose sempre que sejam mantidos juntamente com os bovinos. Este aspecto
ja foi considerado na elaboragdo de alguns programas sanitarios de estados membros,
como por exemplo na Espanha, Franga e Inglaterra, mas ainda nao esta previsto no
ultimo plano nacional de erradicagdo da tuberculose bovina. Em Franga inclusivé, a
legislacdo estabelece simultdneamente medidas de combate a tuberculose bovina e
caprina, onde é obrigatério que todos os caprinos com mais de seis semanas fagam o
teste de IDT, se estiverem inseridos em exploragdes de bovinos nao indemnes a
tuberculose ou em exploragdes com bovinos e o0 seu leite se destine a ser vendido
sem um tratamento térmico prévio (Ordem 19/8/2009 que modifica a ordem 15/9/2003
do JORF n°226 de 30 de Setembro).

Na Unidao Europeia a vigilancia da tuberculose nos caprinos ¢é feita
esséncialmente na inspecgdo sanitaria post-mortem nos matadouros e,
esporadicamente, através exames de bacteriolégicos requisitados por clinicos
(Comissédo Europeia, 2002; EFSA, 2009). Desse modo foram notificados casos de
tuberculose caprina por M. bovis em Franga, Inglaterra e Portugal durante o ano de
2007 (EFSA, 2009).

Numa campanha de erradicagdo da tuberculose, qualquer que seja o método
utilizado, a espécie animal alvo ou a zona geogréafica em que se aplique, devem ser
tomados em consideragdo ou seguintes critérios, sob pena de esta se destinar ao
fracasso:

» Tuberculinizagdo (ou prova alternativa) de todos os animais a intervalos
regulares;

= Rapida separacgao e sacrificio dos animais positivos;

» Limpeza e desinfecgéo das instalagbes e objectos contaminados;

» Quarentena dos rebanhos que entraram em contacto com esses animais;

= Rastreio dos movimentos anteriores dos animais positivos para encontrar a
origem e a possivel disseminacdo da doenca (O’Reilly, 1969); pelo que deve
existir identificacdo individual obrigatéria e um controlo completo e preciso da
movimentacao animal;

= Pagamento de indemnizag¢des aos proprietarios pelo sacrificio dos animais;

= Estabelecimento e manutencéo de areas livres da infecgdo, com o objectivo de
as extender a todo o pais;

= Suficiente vontade, meios e pessoal para cumprir estes critérios

satisfatoriamente (Huchzermeyer et al., 1994).
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E nestes critérios que se baseiam os esquemas tradicionais de erradicagéo e
controlo da tuberculose bovina e os exemplos referidos da tuberculose caprina. Estes
critérios devem ser adaptados aos meios disponiveis e as condigdes sociais e
econdmicas existentes na regido ou inclusivamente ao a prevaléncia no proprio
rebanho (Garcia, 1996).

Existem ainda meios alternativos de controlo sugeridos por outros autores. Um
deles, com provas dadas desde finais do século XIX, é o método de Bang (Figura 8),
ao qual ja foram sugeridas alteragbes para se adaptar a realidade da tuberculose
caprina em certas regides espanholas por Garcia (1996) e por Pardo e colaboradores
(2008).

Outro método alternativo possivel, em areas endémicas e de elevada
prevaléncia, sugerido por Garcia (1996), seria a realizagdo perioddica do teste ELISA e
eliminagdao dos animais positivos. Apds a redugao da prevaléncia, comprovada por
ELISA e IDT, proceder-se-ia a eliminagdo de todos os animais positivos a uma ou

outra técnica.

—> IDT sistematica dos animais
NEGATIVOS Separagdo das crias |q— POSITIVOS L p{ Com manifestacdes
e alimentagdao com * clinicas graves
leite tratado
termicamente Sem manifestagoes
clinicas
Repeticdo a cada 6-12 meses B2 TR G ABATE
instalacdes proprias

Figura 7 — Método de Bang para controlo da tuberculose animal.

A utilizagdo de vacinas na luta contra a tuberculose animal, nomeadamente
com a estirpe BCG de M. bovis, foi alvo de alguma controvérsia no passado. De tal
modo que em 1959 a OMS/FAO recomendou o abandono da vacinagdo com a BCG.
Além do mais esta sensibiliza o animal contra a tuberculina impedindo a aplicagao
deste método de controlo.

Qualquer que seja o plano de erradicacdo tera ainda de ter em conta a
existéncia de infecgdes mistas com paratuberculose na escolha do(s) método(s) de

diagnéstico adequado(s) a implementar (Bezos et al., 2010).
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Importa ainda referir que qualquer programa de erradicacdo da tuberculose
aplicado a espécie caprina estara condicionado pela existéncia de grandes excretores
de bacilos, pela elevada possibilidade de contagio e pela rapida evolu¢do da doenga

nesta espécie (Garcia, 1996).
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3. Estudo de Caso

Neste trabalho apresenta-se uma descricdo do quadro clinico,
anatomopatolégico e histopatolégico, bem como alguns dados epidemioldgicos
relevantes, encontrados em dois surtos tuberculose caprina ocorridos na area de
intervengdo da ACRIGA — OPP (Organizagédo de Produtores Pecuarios da Associagéo
de Criadores de Gado e Agricultores). Faz-se, ainda, uma discussdo critica de
aspectos ligados ao diagndstico e medidas de controlo que podem ser aplicadas no

ambito da tuberculose caprina.

Apresentam-se dois casos distintos (Figura 8): um ocorrido em Pombares, no
concelho de Braganga (Exploragédo 1), acompanhado entre Abril de 2007 e Maio de
2008, e um segundo, em Lamas concelho de Macedo de Cavaleiros (Exploragao 2),

acompanhado entre Margo e Julho de 2012.

EXPLORACAO 1

EXPLORACAO 2

Figura 8 — Imagens das explora¢des em estudo.
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3.1. Caracterizacao das exploragoes

De forma a simplificar a exposi¢gdo apresenta-se uma tabela resumo com as

informagodes relevantes em cada um dos casos (Tabela 8).

Tabela 8- Informacao epidemioldgica relevante das exploragdes em estudo.

Rebanho 1 Rebanho 2
NO de animais 127 animais (2/3/2007) 149 animais (23/9/2011)
(dltima intervengdo sanitaria) 103 cabras 144 cabras
5 bodes 5 bodes

14 cabritas (reposicao)
5 cabritos (reposicao)

Raca Serrana e cruzadas Murciana — Granadina
(e 30 cabritas Saanen )

Aptidao Mista (sobretudo carne) Leite

Sistema de producdo Semi-extensivo Intensivo

Ordenha mecénica, luz Nao Sim

elétrica e dgua canalizada

Classificagdo sanitaria B3 (indemne) B3 (indemne)

(Brucelose)

Contacto com outros Nao Nao

efetivos

Entrada de animais de Nenhum nos Ultimos 5 149 cabras Saanen

outras exploragbes anos. “trocadas” em Setembro de

2011 por cabras Murcianas.

A exploracgéo 1 localizava-se num local relativamente isolado, na encosta sul da
serra de Nogueira, sem qualquer casa ou exploragdo num raio de pelo menos 1000
metros (Figura 9) . Os animais n&o tinham contato com outros ruminantes domésticos,
nem partilhavam as suas pastagens. No entanto partiihavam pastagens, e muitas
vezes mantinham contato estreito, com animais silvaticos, como os veados (Cervus
elaphus), corgos (Capreolus capreolus), javalis (Sus scrofa) e cabras montesas (Capra
pyrenaica).

A exploragao 2 era uma exploragao intensiva de aptidao leite, sem contato com
qualquer outro efetivo animal (doméstico ou silvatico). O efetivo caprino original da
exploracao de raga Saanen tinha sido substituido em Setembro de 2011 por um de
raca Murciana-Granadina adquirido numa exploracdo da regido Centro (Castro Daire)
e sendo originalmente oriundo de Espanha. A informacéo sanitaria do pais de origem
atestava que a exploragdo de origem era oficialmente indemne a brucelose (B4) mas

nao tinha informagéo sanitaria quanto a tuberculose.
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EXPLORAGAO 1

EXPLORAGAO 2

Figura 9 - Localizagdo das exploragdes de caprinos em estudo (no mapa encontra-se a
sombreado a area de actuagdo da ACRIGA-OPP; Fonte das fotografias: Google Earth).
Quanto a situagdo da tuberculose animal na regido, apenas se conhecem os
dados oficiais da tuberculose bovina (Figura 10). E importante salientar que na area de

intervengédo da ACRIGA nao se registou nenhum caso nos ultimos 30 anos.
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Figura 10 — Prevaléncia da tuberculose bovina (em % de animais positivos) em Tras-os-
Montes e em Portugal desde o ano 2000. * dados da Regido Norte (Fonte: Fonseca, 2009, 2011).
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3.2. Historia clinica

A assisténcia veterinaria das exploragbes era garantida pelos médicos
veterinarios da ACRIGA — OPP e incluia campanhas semestrais de profilaxia médico-
sanitarias, bem como a resposta a solicitagbes esporadicas do produtor para
resolugao, sobretudo, de problemas de rebanho.

Para uma melhor contextualizacdo e compreensdo da historia clinica, das
decisdes tomadas e desta descricdo de caso, apresenta-se esquematicamente um
cronograma que resume os dados relevantes relativos aos casos em estudo (Figura
11).

EXPLORACAO 1

Queixas do produtor Necropsia* Resultado Intradermotuberculinizagao Abate
Dia - 30
Mortes a 6 meses Dia 1 Dia 56 Dia 179 Dia 208

EXPLORACAO 2

Queixas do produtor Necropsia* Resultado Intradermotuberculinizagao Abate
Dia - 57
Mortes no ultimo més Dia1 Dia 42 Dia 70 Dia 109

Figura 11- Cronograma da historia clinica dos efetivos.

(*Colheita e envio de amostra para o LNIV)

3.3. Quadro clinico

A doenca afectou caprinos de todas as idades e evoluiu do ponto de vista
clinico de forma semelhante em todos os animais afectados. O sinal clinico que
marcava invariavelmente o inicio das manifestagdes da doenga era uma tosse seca,
bastante marcada, que se tornava cronica, com o0s animais a aumentarem
paulatinamente o esforgo respiratério (dispneia). A que se seguiam anorexia, anemia e

emagrecimento progressivo, na maior parte dos casos sem diarreia. Os periodos de
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hipertermia (muitas vezes superiores a 41°) alternavam com periodos afebris. A
auscultagcdo os animais apresentavam crepitagdes pulmonares (sons “cavernosos”),
por vezes, em fases adiantadas da doenga audiveis mesmo sem estetoscépio. A
perda da condigdo corporal era acompanhada pelo acentuar do pelo seco e
quebradico e diminuicdo da producao de leite (Figura 12).

A morte ocorria num periodo de 4 a 6 semanas apos o surgimento dos
primeiros sintomas. A taxa de letalidade nos animais com doenga clinicamente
detectavel foi de 100%.

o 7 E 3 3

G g 0 s o Ll
0 de um caprino: auscultagdo, medi¢do da temperatura corporal e

avaliagdo da condigdo corporal.

A gravidade dos surtos pode também ser demonstrada pelo nimero de animais
afetados (Figura 13). Na exploracdo 1, considerando as observagdes clinicas e
necropsias realizadas, durante o periodo de acompanhamento do surto, a taxa de
mortalidade da doenca foi de 34,74% (33/95). Este numero pode pecar por defeito,
uma vez que o surto comegou em Abril de 2007, e o proprietario s6 nos informou da
ocorréncia em Setembro de 2007. Se tivermos em consideragdo o periodo total do

surto, poderiamos eventualmente falar de uma taxa de mortalidade de cerca de 50%.
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Por sua vez na exploracdo 2 a taxa de mortalidade observada foi de 22,46% (31/138)

durante os 4 meses de observagéao (e cerca de 28 % durante todo o surto).

EXPLORAGCAO1 4,4
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100 39

80

60 62

N2 de animais identificados
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EXPLORAGAO 2
160

150
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130
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—
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=]
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~ (o] O (=]
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911 10.11 11.11 1211 1,12 212 3.12 412 512 612 7.12

Figura 13 - Evolugéo da populagao de caprinos nos efetivos

Para analisar a taxa de mortalidade registada, a populagdo de caprinos em
estudo foi dividida em 6 grupos etarios, considerando a reposi¢do anual do efetivo. A
taxa de mortalidade variou em fungao do grupo etario (P<0,05) (Tabela 9). A taxa de
mortalidade foi nula nos animais com 5-17 meses de idade (1° grupo), em todas as
exploragdes, uma vez que apods o diagnostico da doenca e perante a perspectiva de
contagio ou abate total ndo se procedeu a reposicao dos efetivos e a maioria os
animais jovens eram abatidos para consumo. A taxa de mortalidade do efetivo variou

em funcgéo da exploracdo (P<0,05).
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Tabela 9 — Taxa de mortalidade dos efetivos por escaldes etarios durante os periodos de
acompanhamento do surto

Idade (meses) Exploragao 1 Exploragao 2 Total
5-17 0,0%? 0,0%? 0,0%°
(0/15) (0/0) (0/15)

18-30 15,4%" 57,1%" 30,0%"
(2/13) (417) (6/20)

31-43 55,0%° 31,6%° 43,6%°
(11/20) (6/19) (17/39)

44-56 37,5%° 21,3%%¢ 25,4%"¢
(6/16) (10/47) (16/63)

57-69 50,0%° 13,0%° 17,3%°
(3/6) (6/46) (9/52)

> 70 44,0%° 26,3%° 36,4%"°
(11/25) (5/19) (16/44)

Efetivo 34,7%" 22,5%’ 27,5%’
(33/95) (31/138) 64/233

a#b, a#c, a#d, para P<0,05 (entre linhas, mesma coluna)
b#c, b#d, para P<0,05 (entre linhas, mesma coluna)

c#d, para P<0,05 (entre linhas, mesma coluna)

x#y, para P<0,05 (entre colunas).

Na exploragdo 1, a taxa de mortalidade aumentou paulatinamente nos trés
primeiros grupos etarios (P<0,05). Os valores mais elevados verificaram-se entre os
animais com mais de 31 meses de idade. Na exploragédo 2, a taxa de mortalidade foi
maxima entre os animais com 18-30 meses de idade (P<0,05). As diferengas
observadas entre os grupos etarios mais velhos, ainda que por vezes significativas
(P<0,05), ndo formaram um padrao claro. Globalmente, tal como referido na
bibliografia, a mortalidade atingiu animais adultos de todas as idades, sem diferencas

significativas entre os grupos mais afetados (P<0,05).

Tratando-se de dois casos distintos, separados no tempo e no espago , o
contexto epidemioldgico, a raga, a presenga de doengas concomitantes, tipo de
maneio, entre outros podem estar na génese das diferengcas encontradas entre as
duas exploragbes. O conhecimento clinico que temos das exploragbes permite-nos
ainda sugerir como justificagdo: na exploragcdo 1 a menor mortalidade ocorrida no
grupo entre 18-30 meses pode ser atribuida ao bom status imunitario e sanitario dos
jovens adultos e a consequente resisténcia a uma nova infecgao (i.e. a doenga entrou
pela primeira vez na exploragdo). Na exploracdao 2, efetivo onde com toda a
probabilidade a doenga ja circulava a algum tempo, o grupo entre os 18-30 meses foi 0
mais atingido, o facto de se tratarem apenas de 4 animais e a menor percentagem

registada nos outros grupos pode ser justificada pelo efeito de selecdo de animais
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mais resistentes a doenca que a doenca pode ter tido ao longo do tempo nesse

efetivo.

Os sintomas descritos sdo coinsidentes com os da bibliografia consultada.

Garcia e Gutiérrez (1996) referem como tendo maior valor diagnostico:

e Elevada mortalidade em animais adultos de todas as idades, sem
estacionalidade e distribuidas de forma cadencial ao longo do ano;

e Os animais doentes apresentam um processo cronico que dura desde
algumas semanas a varios meses, caracterizado por um emagrecimento
progressivo e a presencga de sintomas respiratérios na fase final da doenca.

Em ambos os casos as observagdes clinicas iniciais ndo permitiram ter uma
nogao tdo ampla do quadro clinico tal como aqui se apresenta. Sobretudo porque nas
primeiras necropsias de animais com historico de pneumonia crénica, as lesdes
evidentes de pneumonia parasitaria, enterite parasitaria e cisticercose visceral,
fornecem um “diagnéstico” e podem ofuscar outras possiveis lesbes. Apenas o
aparecimento de lesbes granulomatosas evidentes no pulmdo e ganglios
mediastinicos, gerou a suspeita de tuberculose, entre outros processos crénicos até
ai tidos em consideragao.

No leque de diagnésticos diferenciais foram tidos em conta quadros de:

- Broncopneumonia parasitaria; - Abcessos em pneumonia por aspiragao;

- Parasitismo; - Abcesso pulmonar por Trueperella pyogenes;

- Paratuberculose; - Forma pulmonar da Artrite e Encefalite Caprina
(CAEV);

- Linfadenite caseosa; - Adenomatose pulmonar;

- Tumor intranasal enzodtico; - Actinobacilose

- Pneumonia por pasteurellas e/ou
micoplasmas;

Tendo em conta que nas primeiras necropsias nao foram registados os dados
de forma sistematica (maioritariamente quadros generalizados), far-se-a uma
descricdo pormenorizada do quadro lesional, mais tarde quando se descreverem as

lesbes encontradas apos o abate.
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3.3.1. Diagnéstico Imagiolégico

Em clinica de caprinos o diagnostico radiografico € normalmente impraticavel
em condigdes de campo. Para além dos custos associados, da disponibilidade de
unidades radiograficas méveis ou fixas ndo ser corrente e dos conhecidos efeitos
nefastos das radiacdes ionizantes a contencdo fisica ou quimica de caprinos com
quadros de dispneia grave constituem limitagdes a sua utilizagdo. Segundo Smith e
Sherman (2009) o diagnostico ecografico segundo os procedimentos descritos por
Scott e Gessert (1998) para ovinos podem ser aplicados aos caprinos. O exame
ecografico pode ser feito em estagdo de preferéncia com um transdutor linear curvo
por causa do estreito espacgo intercostal nesta espécie. Previamente deve fazer-se a
tricotomia em ambos os lados com 7 cm de largura na faixa de pele caudal a escapula
e articulagédo escapulo-humeral (Figura 14). Apds a aplicagao de gel ecografico o térax
€ examinado nos planos longitudinal e transversal a partir do 6° ou 7° espago
intercostal. O membro posterior € abduzido e a pele puxada cranealmente para
permitir o acesso a regido ventral do térax. O exame entre o 9° e o 10° espago
intercostal permite avaliar o campo pulmonar dorsal (Scott, 2009; Smith e Sherman,
2009).

Os pulmbes bem ventilados de um animal normal ndo permitem a penetracao
do feixe de ultrasons produzindo grande quantidade de ecos de reverberagdo. Nos
pequenos ruminantes o exame ecografico ao torax €& util para demonstrar a

acumulagao de liquido no espaco pleural, abcessos que atingem a pleura, tumores e

consolidagao por pneumonia insterticila crénica de origem virica ou bacteriana (Scott e
Gessert 1998).

Figura 14 — Area de exploragéo ecografica do térax nos caprinos e ecografo utilizado.
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Na exploracédo 2, apds o inicio do surto e ainda na auséncia de diagnostico
laboratorial foi examinado clinicamente uma fémea adulta com um quadro de tosse
crénica e emaciagao progressiva e sujeita a exame ecografico com um equipamento
Aloka® Echo — Camara SSD- 500 e uma sonda de 5 MHz segundo os procedimentos
previamente descritos.

Ao exame ecografico visualizaram-se pequenas estruturas hiperecogenicas
com aproximadamente 1 mm de diametro difusas por todo o parenquima pulmonar e
hepatico. Procedeu-se a eutasia do animal com pentobarbital sédico a 20% (Eutasil®)
e posterior necropsia onde se visualizaram estruturas granulomatosas miliares (~1mm)
no parenquima pulmonar e hepatico, procedeu-se a recolha de amostras de lesdes

para diagnostico laboratorial (Figura 15).

Figura 15 — Imagem ecografica do pulm&o (setas indicam os focos hiperecogenicos) e corte a
necropsia do lobo pulmonar correspondente.

3.4. Diagnéstico laboratorial

Nos dois casos foram encaminhados para o LNIV-Lisboa amostras de
fragmento pulmonar e ganglio mediastinico com lesGes granulomatosas, com a
suspeita clinica de Linfadenite caseosa e Tuberculose. A pesquisa de
Corynebacterium pseudotuberculosis foi negativa. Mas isolou-se Mycobacterium
caprae, spoligotipo SB157. Na exploragdo 1 foram feitas 14 analises adicionais
(Tabela 10).
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A nivel laboratorial, o isolamento e identificagdo das micobactérias sao

efectuados segundo as recomendacgdes do Manual of Diagnostic Tests and Vaccines

for Terrestrial Animals (OIE, 2008) ou segundo manuais de procedimentos nele

baseados (figura 14).

O Laboratério Nacional de Investigagdo Veterinaria (LNIV) é, no nosso pais, o

laboratério de referéncia para o diagnostico da tuberculose em animais domésticos,

silvestres e exoticos.

Tabela 10 — Resumo dos resultados laboratoriais e de campo na exploragao 1.

Animal Idade Lesoes IDT BAAR Cultura Espoligotipo
(meses)
1 48 Gl. med. + + M. caprae SB0157
2 48 P, Gl. med., + + M. caprae SB0157
F, Mama
3 86 Gl. med., Gl + - -
mes.
4 92 P, Gl. med., + + M. caprae SB0157
Gl mes, F,
Mama
5 37 P + - -
6 31 (Macho) Gl. med. + + M. caprae SB0157
7 92 P, Gl. med., + + M. caprae SB0157
Gl mes.
8 25 P Duvidoso - -
9 120 P, Gl. med., + + M. caprae SB0157
Gl mes, F,
Mama
10 11 P, Gl. med., N&o realizada + M. caprae SB0157
Gl mes,
11 11 P N&o realizada + M. caprae SB0157
12 11 Gl.med. N&o realizada + M. caprae SB0157
13 11 P,Glmes. | Néorealizada + M. caprae SB0157
14 11 P Néo realizada + M. caprae SB0157
15 64 P.Glmed | Néorealizada * M. caprae SB0157

(Legenda: P- Pulméao; Gl. Med. — Ganglio Mediastinico; F- Figado; GI. Mes. — Ganglio Mesentérico).

Em tragos gerais o procedimento € o ilustrado na figura 16. Quanto aos meios

de cultura utilizados, o meio Bactec 9000 € um meio de cultura liquido comercial que

evidéncia o crescimento bacteriano precocemente pela deteccdo da utilizagdo do

palmitato com carbono radioactivo, o que permite encurtar o tempo de isolamento de

uma a duas semanas. Por sua vez, os meios solidos convencionais sdo incubados a

37 °C durante um periodo que pode ir até oito semanas, com a monitorizagdo regular

das coldnias (Duarte, 2008). Para Garcia e Gutiérrez (1996b) o meio de Coletsos foi,

entre os experimentados na tuberculose caprina, aquele em que se verificou melhor

crescimento das micobactérias.
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As caracteristicas que podem dar indicagdo do isolado da amostra ser uma
micobactéria pertencente ao complexo Mycobaterium tuberculosis (MTC) sao: (a)
crescimento lento; (b) colonias ndo pigmentadas rugosas (excepto M. canetii) e a (c)

temperatura preferencial de crescimento de 37°C (Duarte, 2008).

[ AMOSTRA CLiNICA }

v

[ MACERACAO E DESCONTAMINACAO ]

| | |
A 4 v
SEMENTEIRA ESFREGACO SEMENTEIRA MEIOS
BACTEC DIRECTO SOLIDOS

: v

v [ PROVAS BIOQUIMICAS }

E/OU MOLECULARES
[ ESFREGACO ]

Figura 16- Principais etapas para o isolamento e identificagdo de micobactérias no Servigo de
Diagndstico Bacteriolégico do LNIV (Fonte: Duarte, 2008)

Os membros deste complexo podem ser distinguidos através de testes
bioquimicos (Tabela 11) como a actividade da nitratase, necessidade de oxigénio,
susceptibilidade a TCH (hidrazina do acido tiofeno-2-carboxilico) e a pirazinamida
(PZA), e a actividade da pirazinamidase. O teste de produgédo da niacina, por ser
relativamente simples, também ¢é utilizado, pese embora a sua menor especificidade
relativamente aos testes anteriores (Grange et al., 1996).

Porém, é frequente encontrarem-se variagdes fenotipicas entre estirpes da
mesma espécie, o que leva a resultados inconclusivos na identificagdo. Assim, o LNIV,
devido a ambiguidade que pode ser gerada e pela morosidade dos testes bioquimicos,
recorre a testes de identificagdo molecular, como o INNO-LIPA (Innogenetics, Ghent,
Belgica) e o Geno Type Mycobacteria (Hain diagnostic, Nerhen, Alemanha) (Duarte,
2008).
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Tabela 11 — Diferenciagdo do M. bovis de outros membros do MTC (Grange et al., 1996)

Espécie e Actividade Necessidade Susceptibilidade a Pirazinamidase Susceptibilidade a
variante da de oxigénio pirazinamida TCH*
nitratase
M. tuberculosis
Classico Positivo Aerdbio Sensivel Positivo Resistente
Asiatico Positivo Aerdbio Sensivel Positivo Sensivel
M. africanum
Tipo | Negativo Microaerofilico Sensivel Positivo Sensivel
Tipo Il Positivo Microaerofilico Sensivel Positivo Sensivel
M. bovis
Classico Negativo Microaerofilico Resistente Negativo Sensivel
BCG** Negativo Aerébio Resistente Negativo Sensivel

* Estes testes ndo séo aplicaveis a todas as estirpes de M. bovis porque algumas n&o crescem no meio usado.

**O teste de confirmagéo para a BCG é a resisténcia a cicloserina (20 mg/l em meio sélido L-J).

Neste caso a identificacdo dos isolados foi feita através de PCR-REA
(Polymerase chain reaction-restriction enzyme analysis) (Niemann et al., 2000)
baseado na amplificagdo do gene gyrB e na hidrélise com as enzimas de restricdo
Rsal, Sacll e Taql (Duarte et al., 2008).

A identificagdo de uma determinada espécie de Mycobacterium numa amostra
tem uma especificidade absoluta (Vicente, 2004).

A analise gendmica dos microorganismos € um procedimento complementar
para a caracterizagao da espécie bacteriana e do seu biotipo (Martin e Ledn, 1998). E
onde estas técnicas de biologia molecular mostraram maior eficacia, foi precisamente
na tipificagdo das estirpes de Mycobacterium (Tabela 12) (Duur et al., 2000). Entre
outros exemplos, Huard e colaboradores desenvolveram um método de tipificagao
baseado no PCR e nos locus cromossdmicos que distingem regides diferenciadas,
para diferenciar subespécies do MTC. Defendem a sua fiabilidade, rapidez, facilidade
de execugdo e a sua utilidade para conseguir colec¢des de micobactérias, conferindo-

Ihe aplicagdes ndo sé clinicas como epidemioldgicas.

Tabela 12 — Aplicagdes da genotipagem no ambito da tuberculose animal (Fonte: Durr et al,
2000; Haddad e Durand, 2001; Haddad et al., 2004: Hewinson ef al., 2006; Duarte, 2008).

Genotipagem

- Determinacéo da origem de um surto (nova estirpe ou estirpe de surto anterior);

- Comparar isolados de diferentes espécies pertencentes a mesma area geografica;

- Pesquisar a presencga de infecgdes mistas na mesma exploragéo;

- Identificar os padrées dominantes em diferentes regides geograficas ou paises;

- Estudar a evolugdo no tempo das estirpes e a sua movimentagao entre paises e/ou regides;

- Utilizagdo em estudos filogenéticos;

- Determinagdo de possiveis associagdes entre genotipo e patogenecidade e/ou viruléncia, explicando o sucesso e

expangao geografica de determinadas estirpes.
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O RFLP é especialmente aplicado na tuberculose humana porque M.
tuberculosis possui maior numero de cépias da sequencia de insergdo IS6110 no DNA
gendémico do que M. bovis. No entanto, em ambos se obtém padrdes com suficiente
discriminacdo para serem aplicados na tipificagdo, o que justifica a aceitacdo
internacional desta técnica (Vicente, 2004). A sequéncia IS 6110, apresenta nimero
variavel de cépias nas espécies do MTC, oscilando entre as 6 a 19 no M. tuberculosis,
ainda que algumas estirpes tenham um ndmero mais baixo de copias (van Soolingen
et al., 1993). No caso de M. bovis encontraram-se até 13 copias em bovinosede 5a 7
em caprinos (Liebana et al., 1997).

Outra técnica utilizada na discriminagao de membros do MTC € o spoligotyping
(Vicente, 2004). Desde que Cousins (1998) publicou um protocolo de tipificagdo de
estirpes de M. bovis, a técnica passou a ser utilizada com crescente interesse,
ganhando terreno face ao RFLP por este necessitar de um cultivo prévio, maior
quantidade de DNA, mais tempo e pessoal treinado (Goguet et al., 1997). Apesar
destas vantagens, possui também algumas desvantagens (Tabela 13), que podem ser
minimizadas se esta técnica for empregue quando as estirpes sao de areas muito bem
definidas, quando os perfis sdo infrequentes ou, ainda, quando acompanhada de

outras técnicas (Barnes et al., 2003).

Tabela 13 — Principais vantagens e desvantagens do spoligotyping (Baseado em Goguet ef al.
(1997); Roring et al., (2000); Barnes et al., (2003)).

VANTAGENS DESVANTAGENS

- Especifica para o MTC, permitindo a | - Polimorfismo baseado na amplificacdo de
diferenciacéo entre as diversas estirpes que o | um s6 locus;

constituem; - Limitado poder de discriminagdo (podemos
- Requer pouco ADN. Permite a utilizagdo | encontrar espoligotipos semelhantes em
directa a partir de amostras clinicas sem | estirpes sem nenhuma relacéo
purificagdo do ADN. epidemioldgica).

- Possibilidade de expressar os dados em | - Menor poder de discriminagéo entre estirpes
formato digital, ideal para formar bases de | de M. tuberculosis que o RFLP de 1S6110.
dados de genotipos.

Aranaz e colaboradores (1996) compararam o spoligotyping e o RFLP com
estirpes isoladas de bovinos, caprinos e animais selvagens. O spoligotyping
demonstrou entdo grande utilidade para estudos epidemioldgicos, sobretudo nas
estirpes com apenas uma cépia de IS 6110. Consideraram-na, ainda, uma técnica
muito adequada para diferenciar M. tuberculosis de M. bovis. Pelo que recomendaram
a tipificagdo inicial mediante spoligotyping, e posteriormente com RFLP de IS 6110,

aplicado as estirpes incluidas nos espoligotipos mais comuns.
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A coincidéncia de espoligotipos entre animais domésticos e selvagens, pode
sugerir a transmissao de tuberculose entre elas. Apesar do reduzido numero de
estudos em Portugal, através desta técnica, ja foram possiveis obter evidéncias
moleculares que podem sugerir a transmissdo de M. bovis entre javalis e bovinos e
vice-versa (Duarte et al. 2007). A mesma equipa de investigadores também identificou
os espoligotipos SB0265 e SB0157 a partir de caprinos em Portugal. Embora sem
relacdo epidemiolégica esses espoligotipos também foram encontrados em bovinos e
animais selvagens.

A aplicacédo do spoligotyping nos estudos de tuberculose pode ser de grande
utilidade apesar do seu poder discriminatério ndo ser 6ptimo (Zandem et al., 2002).
Para o melhorar estes autores introduziram 51 novos oligonucleétidos espagadores,
melhorando os resultados ao aumentar o numero de padrdes obtidos, recomendando
a utilizagdo desta membrana de spoligotyping de segunda geragao para os casos que
requerem maior discriminagao, como por exemplo estirpes com baixo numero de
copias de IS6110.

Duur e colaboradores (2000) apontam-na mesmo como técnica de eleigédo
enquanto primeira abordagem na genotipagem de isolados de M. bovis.

Outra técnica molecular também utilizada com sucesso no ambito da
tuberculose, foi o PGRS (polymorphic GC-rich sequence), onde a capacidade de
diferenciacdo de estirpes de M. bovis foi maior que no RFLP de IS 6110 e no
spoligotyping (Costello et al., 1999).

Uma das técnicas utilizadas, com resultados encorajadores em termos de
discriminacdo na genotipagem de M. tuberculosis ,M. bovis e M. caprae , é a tipagem
por MIRU-VNTR (Mycobacterial Intersepersed Repeatitive Units-Variable Number
Tandem Repeats) (Sola ef al., 2003; Skuce et al., 2005, Duarte et al., 2010).

Trata-se de uma técnica baseada em PCR e assente no polimorfismo gerado
pelo numero de repeticbes em Joci independentes do genoma (ftandem). O
polimorfismo de cada locus é variavel e o nimero de loci estudados depende da
espécie do MTC e se a finalidade do estudo é epidemioldgica ou filogenética (Duarte,
2008). Duarte e colaboradores (2010), num estudo com isolados de M. bovis e M.
caprae , consideram a tipificacdo por MIRU-VNTR melhor que a spoligotipagem na
identificacdo de exploragbes infectadas por multi-genotipos. Os mesmos autores
confirmaram a transmissdo de M. bovis entre bovinos e espécies silvaticas pela
utilizagdo conjunta desta com a spoligotipagem.

Os métodos moleculares permitiram a caracterizagdo genética dos membros do

MTC e juntamente com os métodos bioquimicos um conhecimento mais amplo das

60



caracteristicas das diferentes espécies que afetam os caprinos e outros animais
(Tabela 14).

Uma das principais limitacbes da utilizacdo dos métodos moleculares, no
ambito da tuberculose, reside na grande semelhanga genética entre os diferentes
membros do MTC e no reduzido numero de regides cromossémicas exclusivas de
cada espécie. Outra é que, lesbes calcificadas, com muita fibrose e pequeno numero
de bacilos, inviabilizam muitas vezes a aplicagao direta das técnicas moleculares a
partir das amostras clinicas (Aranaz et al., 2006). Os testes moleculares sao também
dispendiosos, sobretudo os kits comerciais usados em muitos laboratérios. Por outro
lado, varios estudos realizados sobre a utilidade de testes moleculares na detecgéo e
amplificacdo de sequencias especificas das espécies do MTC em amostras clinicas,
revelaram uma menor sensibilidade do que a da cultura (Noredhoek et al., 2004;
Cheng et al., 2005).

Tabela 14 — Caracteristicas bioquimicas e genéticas do M. tuberculosis, M. bovis e M. caprae
(Fonte: Niemann et al., 2002).

Caracteristica

M. tuberculosis

M. bovis

M. caprae *

Morfologia das colénias

Eugonica

Disgonica

Disgonica

Acumulagéao de niacina

+

Reducao de Nitratos

+

Sensibilidade a PZA**

sensivel

resistente

sensivel

Mudanca de cor do meio de bromocresol

+

Crescimento no meio de Lebek

Aerofilico

Microaerofilico

Microaerofilico

Crescimento na presenga de 1 uyg TCH ml”

+

Presenca de mp40

+

Presenga de mutacdo oxyR (G—A, posicao 285)

+

+

Presenca de mutacgao gyrB (G—A, posigao 756)

+

+

Presenga de mutagao pn.A (G—A, posigao 169)

+

Espoligotipos

(Caracteristica marcante)

Pelo menos um dos
espacadores 39-43

presente.

Espacadores 39-43

ausentes.

Espacadores 3-16 e

39-43 ausentes.

* & data designado por genotipo caprino; ** teste realizado em BACTEC 460TB usando 100 ug de PZA miI”

Assim, apesar dos enormes progressos da biologia molecular, o isolamento

bacteriano é considerado ainda o método gold standard para o diagndstico, sendo os

métodos moleculares utilizados para a caracterizagdo das estirpes isoladas em meio

de cultura.
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3.5. Intradermotuberculinizagado simples

Tendo em conta o diagnéstico laboratorial e os aspectos clinicos e
epidemioldgicos descritos os servigos oficiais da Direcgdo Geral de Alimentagédo e
Veterinaria ordenaram a realizagdo da prova de IDT simples a todos os animais com
mais de um ano. A prova foi realizada pela OPP sob supervisdo da DIV — Braganca
(Divisdo de Intervencédo Veterinaria) a 62 animais na exploragdo 1 e a 140 na
exploragao 2, com a inoculagédo na na tabua do pescogo de 0,1 ml por via intradermica
de 2000 UCT de PPD bovina - com seringas McLighton - (s&o indicados apenas o
resultado de 58 e 133 animais respectivamente, porque foram excluidos do estudo
todos os animais que morreram desde a IDT até ao abate incluindo o transporte para
matadouro).

A interpretacdo dos resultados foi feita segundo os parametros estabelecidos
pela OIE (“interpretagdo standard”), legislagdo comunitaria e nacional, previstos no
Plano Nacional de Erradicagéo da Tuberculose Bovina (PNETB). A leitura foi realizada
as 72 horas pés — inoculagao, a espessura da pele foi medida com cutimetro com os

seguintes resultados (Tabela 15).

Tabela 15 — Resultados da IDT simples as 72 horas segundo critérios da OIE.

Exploragéo 1 Exploragio 2 Total
Positivos 86,2% 93,2% 91,1%
(50/58) (124/133) (174/191)
Duvidosos 0,0% 1,5% 5,3%
(0/58) (2/133) (7/133)
Negativos 13,8% 1,0% 7,9%
(8/58) (2/191) (15/191)

A IDT e leitura foram realizadas pela mesma pessoa e destaca-se o facto de,
nos animais positivos, em torno do local de inoculagdo se verificar uma reacgéo
inflamatdria intensa com espessamento da pele (“em placa”, ndo nodular) o que

provocou incrementos muito consideraveis entre as duas medicdes (Figura 17).
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Figura 17 — Leitura dos resultados da IDT. (A) Medigdo com o cutimetro; (B) Espessamento da

pele em “placa”; (C) Aumento do linfonodo pré-escapular; (D) Necrose pos — IDT.

Existem outros critérios, adaptados aos caprinos, sugeridos por diversos
autores para interpretacdo da prova de IDT. Uns baseados, como o anterior, na
medicdo do incremento da espessura da pele no ponto de inoculagdo, e outro,
designado como “subjectivo” que consiste na palpagdo do local de inoculagao,
considerando como positivo qualquer aumento verificado (Garcia e Gutiérrez, 1996).

Este ultimo foi sugerido na tuberculinizagédo realizada na regido cervical em
caprinos (Sanson, 1988).

Relativamente a estudos que também consideraram a IDT simples, alguns
autores consideraram como positivos aumentos superiores a 4 mm quando a
inoculacdo era realizada na tdbua do pescogo (Thorel, 1980) ou a 3 mm se a
inoculagdo se realizava na regido escapular (Garcia e Marqués, 1989). Mais
recentemente, outros autores sugeriram novos critérios para interpretagcdo da prova de

IDT simples em caprinos (Tabela 16).
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Tabela 16- Comparacgao de trés critérios de interpretagdo da prova de IDT simples.

PNETB Garcia e Gutiérrez (1996) Silva et al., (2006)
(“interpretacao standard”) (“interpretacao rigorosa”)
Se apenas se observar um inchaco | Aumento da espessura da pele | Aumento da espesura da pele
limitado, com um aumento maximo | . feri 2 . iqual a 1.7 .
O < | de2mm de espessura da prega da inferior a 2 mm; menor ou igual a 1,7 mm;
<L = L P .
O = | pele, sem sinais clinicos, tais como
2 g edema difuso ou  extenso,
w w exsudado, necrose, dor ou reacgao
© Z | inflamatéria dos canais linfaticos da
regido ou dos ganglios;
Se ndo se observar nenhum dos Aumento da espesura da pele
2 g sinai§ clinicos indicados entre 1,8 ¢ 3.8 mm:
o O | anteriormente, mas o aumento de
2 g espessura da prega da pele for
w S | superior a 2 mm e inferior a 4 mm
© 0 (isto é 3 mm);
Se se observarem os sinas Aumento da espessura da pele | Aumento da espesura da pele
,2 § clinicos indicados anteriormente . L . )
> = ou um aumento de espessura da superior a 2 ou mais milimetros. maior ou igual a 3,9 mm.
E P!
2 7} prega da pele de 4 mm ou mais
ﬁ 8 no sitio de injecgao.

Os critérios sugeridos por Garcia e Gutiérrez (1996) (“interpretacdo rigorosa”)
sd0 mais sensiveis sustentados no facto de serem direccionados para zonas de
elevada prevaléncia de tuberculose caprina, ao contrario dos sugeridos pela legislagao
europeia aplicados aos bovinos em zonas de prevaléncia nula ou reduzida. Por sua
vez, os critérios sugeridos por Silva et al, (2006) foram obtidos a partir de caprinos
sensibilizados experimentalmente e sao similares aos valores encontrados por outros
autores (Thorel e Gaumont, 1977; Liébana et al., 1998).

Nao se encontraram diferencas significativas entre a aplicacdo dos diferentes
critérios a prova de IDT (P>0,05), o que pode ser justificado pelos aumentos
consideraveis que se registaram nos animais considerados positivos, em média 11,51
mm, considerando as médias de 12,78 mm (4 — 22 mm) na exploragdo 1 e 11mm (1 —
29 mm) na exploragao 2. Assim, a utilizagao de qualquer critério de interpretagdo nao
altera significativamente os resultados descritos , registando-se apenas diferengas

pontuais (Tabela 17).

Tabela 17 — Resultados da IDT simples as 72 horas comparando quatro critérios.

Exploragéao 2

Positivos | Duvidosos | Negativos || Positivos | Duvidosos | Negativos ]| Positivos [ Duvidosos | Negativos

PNETB 86,21% 0% 13,79% 93,23 % 1,51% 5,26 % 91,1 % 1,05 % 7,85 %

50/58 0/58 8/58 124/133 2/133 7/133 174/191 2/191 15/191
PNETB 82,76% 3,45% 13,79% 88,72 % 3,76 % 7,52 % 86,91 % 3,67 % 9,42 %
(ssi::‘)mas) 48/58 2/58 8/58 118/133 5/133 10/133 166/191 7/191 18/191
Silva et 82,76% 3,45% 13,79% 88,72 % 4,51% 6,77% 86, 91% 4,19 % 8,9 %
al., (2006) 48/58 2/58 8/58 118/133 6/133 9/133 166/191 8/191 17/191
Garcia e 86,21% 13,79% 93,23% 6,77 % 91,1% 8,9 %
Gutiérrez 50/58 -- 8/58 124/133 - 9/133 174/191 -- 17/191
(1996)
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Por exemplo na exploragdo 1, na comparagao de resultados entre os critérios
do PNETB e os propostos por Garcia e Gutiérrez (1996) ocorre apenas a transferéncia
de 2 animais “duvidosos” para “positivos”, por este Ultimo ndo contemplar essa
classificagdo. Os resultados de Silva et al.(2006) seriam idénticos aos do PNETB se

nao se aplicasse o critério da presenca de sinais clinicos.

A existéncia de antigénios similares pertencentes a outras micobactérias ou a
microorganismos do género Nocardia e Corynebacterium pode ocasionar reacgdes
cruzadas e interferir com a especificidade da tuberculinizagado (Lilenbaum, 2000).
Assim, a IDT comparada, teste oficial aplicado nos bovinos, pode ser mais util no
diagnostico da tuberculose caprina. Tal como para a IDT simples sao sugeridos varios

critérios de interpretacdo (Tabela 18).

Tabela 18- Comparacao de trés critérios de interpretagdo da prova de IDT comparada.

PNETB Garcia e Gutiérrez (1996) Silva et al., (2006)
(“interpretacao standard”) (“interpretacao rigorosa”)

< Reacgdo bovina negativa ou | Aumento da espessura da pele | Quando a resposta a tuberculina
12 S reaccao  bovina positiva ou | . . . ~ . . N

= . . ) ) inferior a 2 mm; se reacgdo da | bovina for menor ou igual a
8 : duvidosa mas igual ou inferior a
& ¢ | uma reacgdo aviaria positiva ou | PPD aviaria superior considera- | aviéria, ou ultrapassar a aviaria
W W | duvidosa e auséncia de sinais i s . .
x = L . se positivo a paratuberculose. até 1,8 mm;

clinicos nos dois casos;

< Reacgdo bovina  positiva ou Quando a reacgéo a tuberculina
‘9( ¢ | duvidosa e superior em 1 a 4 mm a bovina for maior que a aviaria
8 8 reacgao aviaria e auséncia de sinais a
< = | clinicos; com aumento entre 1,9 e 2,4;
w >
X A

Reacdo bovina superior em mais | Aumento da espessura da pele | Quando a reacgdo bovina é
de 4 mm a reacgdo aviaria ou
presenga de sinais clinicos (isto &,
maior ou igual a 5mm). bovina superior 2 ou mais mm | 2,5 mm.

no local de inoculagdo da PPD | superior & aviaria em pelo menos

REACGAO
POSITIVA

e sempre que a reaccao a esta

seja superior a da PPD aviaria.

Com a aplicagdo dos critérios sugeridos por Garcia e Gutiérrez (1996)
(“interpretacdo rigorosa”) em trabalhos de campo, detectaram-se caprinos com
infeccoes mistas de tuberculose/ paratuberculose e com infecgdo Unica por
tuberculose, enquanto que os caprinos infectados exclusivamente com
paratuberculose foram considerados positivos a PPD aviaria. Gutiérrez et al., (1998)
sugerem ainda como positivos todos os caprinos em que a resposta a tuberculina
bovina supere a aviaria em pelo menos 3 mm.

Underwood e Carfagnini (2005), compararam para esta prova os critérios da
OIE com os de Garcia e Gutiérrez (1996) obtendo resultados bastante diferentes.
Aplicando os critérios destes autores detectaram caprinos positivos a tuberculose e a

paratuberculose, ao contrario do que aconteceu com a utilizagdo dos critérios da OIE
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onde nao foram detectados animais positivos. Assim defendem a necessidade de se
estabelecerem critérios apropriados para diagndstico em caprinos.

As diferengas entre todas as interpretagdes descritas podem ocorrer devido a
variagdes inerentes ao método, como o local de aplicacdo, a dose de tuberculina
aplicada, o equipamento de leitura utilizado e até do préprio observador (Monaghan et
al., 1994). Por outro lado, os critérios oficiais elaborados para os bovinos sdo menos
rigorosos que os sugeridos por varios autores para os caprinos, porque 0s bovinos
apresentam reaccgdes a tuberculinizagdo mais intensas que os caprinos (Silva et al.,
2006).

Considerando os critérios do PNETB/OIE para interpretagao dos resultados na
IDT simples realizada, e admitindo como “doentes” os animais em que se
encontraram lesdes macroscoépicas caracteristicas com observagdo de BAAR e como
“‘ndo doentes” aqueles onde elas n&o ocorriam, encontraram-se 0s seguintes

resultados (Tabela 19):

Tabela 19 — Sensibilidade relativa da IDT simples nos casos em estudo.

Critério Exploragao 1 Exploragéao 2
“Doentes” 42 53 95
“Nao doentes” 16 80 96
Verdadeiros 39 49 88
Positivos (VP)
Verdadeiros Negativos (VN) 5 4 9
Falsos Positivos (FP) 11 75 86
Falsos Negativos (FN) 3 3 6
Duvidosos Positivos - 1 1
Duvidosos - 1 1
Negativos
SENSIBILIDADE 92,86 % 94,23% 93,62%

Assim a titulo indicativo, a prova de IDT simples teve neste estudo uma
sensibilidade relativa (93, 62%) elevada.

A informacgéo disponivel sobre IDT simples em caprinos indica valores de
sensibilidade entre 44,6% e 93,8% (tabela 20). Existem poucas estimativas de
especificidade referidas na bibliografia apesar de um estudo recente apontar para
valores superiores a 93%, ligeiramente menores que os da IDT comparada (Bezos et
al., 2012).
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Tabela 20 — Valores de sensibilidade e especificidade a diferentes provas de diagndstico da tuberculose caprina

Teste N° Estado /Espécie envolvida Sensibilidade | Especificidade Observagoes Referéncia
caprinos bibliografica
97 M. bovis (infecgdo natural) 93.8 87.5 Garcia Marin (1993)
87 M. bovis (infecgdo natural) 44.6/53.2 Interpretagdo standard/rigorosa Liébana et al. (1998)
131 M. caprae 71 - Interpretagéo rigorosa Alvarez et al. (2008)
(infecgéo natural)
24 M. caprae e M. avium subsp. paratuberculosis 54,2
® (infeccdo natural)
~ m. 45 M. caprae e M. avium subsp. paratuberculosis 88,8 - Interpretagéo rigorosa Bezos et al. (2009)
Qg (infecgéo natural)
® 45 M. caprae 57,9/71,1 - Interpretagéo standard/rigorosa Bezos et al. (2011)
(infecgdo natural)
937 Efectivos indemnes de tuberculose - 97,6-99,2/ 93-96 | Interpretagao standard/rigorosa Bezos et al. (2012b)
(intervalos de confianga 95%)
49 M. bovis (infecgao natural) ou M. avium subsp. 83.7 o Interpretagdo rigorosa Gutiérrez et al. (1998)
paratuberculosis (infecgcao natural)
25 Caprinos negativos a cultura bacteriana ND 100 Especificidade calculada usando
animais com cultura bacteriana
negativa
(n = 12) de uma exploragéo positiva
K] 131 M. caprae 42.7 o Interpretagéo rigorosa Alvarez et al. (2008)
8 (infecgéo natural)
_m .Oa. 24 M. caprae e M. avium subsp. paratuberculosis 29.2 -
= m (infecgdo natural)
© 45 M. caprae 44,7/68,4 o Interpretagdo standard/rigorosa Bezos et al. (2011)
(infecgéo natural)
937 Efectivos indemnes de tuberculose 99,6-100/ 99,4- | Interpretagao standard/rigorosa Bezos et al. (2012b)

100

(intervalos de confianga 95%)
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Tabela 20 — Valores de sensibilidade e especificidade a diferentes provas de diagndstico da tuberculose caprina

Teste N° Estado /Espécie envolvida Sensibilidade | Especificidade | Observagoes Referéncia
caprinos bibliografica
49 M. bovis (infecgao natural) ou M. avium subsp. PPD CZ Veterinaria.Caprinos positivos se
paratuberculosis (infec¢do natural) a OD PPD bovina for 2 1.5
83.7 _ vezes a amostra nao antigénica e 2 Gutiérrez et al.
aviaria PPD OD (1998)
25 Caprinos negativos a cultura bacteriana - 96 Especificidade calculada usando animais
com cultura bacteriana negativa
ND M. bovis (infecgao natural) 91.6 100 Amostra sanguinea antes e 5-10 Garcia Marin (1993)
dias depois da IDT
48 M. bovis (infecgao natural) 87.2 _ Caprinos positivos se a OD Liébana et al.
PPD bovina menos a da amostra ndao (1998)
antigénica 2 0.05 e a OD PPD bovina
S > OD PPD aviaria
' 131 M. caprae 58/71 _ Interpretagao standard/rigorosa Alvarez et al.
g (infecgdo natural) (2008)
= 24 M. caprae | M. avium subsp. paratuberculosis 58.3/66.7 _
(infecgao natural)
45 M. caprae/M. avium subsp. paratuberculosis (infecgao 92.9 _ Interpretagao rigorosa Bezos et al. (2009)
natural)
35 M. caprae 85.7/82.9 _ Interpretagao standard/rigorosa Bezos et al. (2010b)
(infecgao natural)
45 M. caprae 77,7172,4 _ Utilizado o antigénio PPD/ cocktail ESAT- | Bezos et al. (2011)
(infecgao natural) 6 e CFP-10
937 Efectivos indemnes de tuberculose - 95,1-97,5/96,4- Caprinos positivos se a OD Bezos et al. (2012b)
98,4 PPD bovina menos a da amostra nao
antigénica 2 0.05 (ou 0,1) e a OD PPD
bovina > OD PPD aviaria
44/51 M. bovis (infecgao natural) ou M. avium subsp. 88.6/54.9 _ ELISA anamnestico/standard Gutiérrez et al.
paratuberculosis (infecgao natural) (1998)
25 Caprinos negativos a cultura bacteriana _ 95.8/88 Especificidade calculada usando animais
com cultura bacteriana negativa
.M de uma exploragéo positiva
_._L._ 180 Positivos a IDT comparada 95 _ Enfer Chemiluminiscent ELISA Shuralev et al.
System. Dados calculados com base nos | (2012)
31 Negativos a IDT comparada 100 animais positivos a IDT comparada
32 M. bovis (infecgédo natural) 95,6 __ MPB70 ELISA Marassi et al.
20 Exploragio negativa durante 5 anos 100 (2009)




Os estudos realizados em caprinos a IDT comparada apresentam valores de
sensibilidade muito dispares (tabela 20), mas especificidades muito elevadas (99,4-
100%).

Em alguns estudos os valores elevados de sensibilidade e especificidade na
IDT sdo semelhantes aos obtidos nos bovinos por varios autores (de la Rua et al.,
2006). No entanto, outros autores relatam sensibilidades baixas para a IDT (Liébana et
al.,, 1998; Bezos et al., 2011). Assim, os resultados do teste de IDT variam em
diferentes contextos consoante os autores, provavelmente devido a fatores genéticos
e/ou ambientais que interferem com a imunoreactividade dos caprinos (Javed et al.,
2009) como a raga de caprinos, a estirpe envolvida e/ou o tempo de infecgdo. Ou seja,
a tuberculose pode seguir diferentes padrées depois de ser introduzida num rebanho,
desde surtos rapidos a surtos progressivos e cadenciais onde um menor n° de animais
reage aos testes de diagnostico (Bezos et al., 2011).

Além do mais, Alvarez e colaboradores (2008) verificaram que a
paratuberculose interfere com os resultados da IDT. Nos casos de infecgdo mista
paratuberculose/tuberculose a IDT comparada apenas detectou 42,7% dos animais
infectados. Mesmo com a aplicagdo dos critérios rigorosos Bezos e colaboradores
(2011) apenas atingiram sensibilidades de 68,4%. Desse modo a IDT comparada néo
é adequada para o diagnéstico de tuberculose caprina em rebanhos com infecgéo
mista com M. avium subsp. paratuberculosis (Map) dada a baixa sensibilidade nestas
condigbes. Nesses casos a IDT simples é mais adequada. Por outro lado a IDT
comparada é mais especifica que a IDT simples o que a torna melhor em regiées com
baixas prevaléncias de tuberculose caprina. (Bezos et al., 2012a).

Quando a sensibilidade de uma prova ¢é inferior a 100% inevitavelmente irdo
surgir falsos negativos (Sanchez et al., 2008). As varias causas de falsos negativos a

IDT estdo resumidas nas tabela 21.

Tabela 21 — Causas de falsos negativos a IDT em caprinos
(Monaghan et al., 1994; Gutiérrez, 1996; Leppper e’t al., 1997; Charleston et al., 2001,Pollock e
Neill, 2002; Vicente, 2004; Alvarez et al., 2008)

Causas de falsos negativos a IDT

- Animais com lesdes muito exudativas e elevada carga bacteriana;
- Infecgdo inicial, aplicagéo da prova antes das 3 a 6 semanas pos — infecgéo;
- Animais com infecgdo mista tuberculose/paratuberculose
- Animais vacinados para a paratuberculose;
- Dessensibilizag&o apés varias tuberculinizagdes realizadas em intervalos breves de tempo;
- Factores imunossupressores (doengas intercorrentes, infecgdes viricas, pds-parto, ma nutrigdo);
- Aministragdo ao animal de substancias imunossupressoras (glucocorticoides);
- Anergia por esgotamento imunitario (tuberculose crénica e avangada);
- Factores relacionados com a tuberculina usada (produto fora de validade, armazenamento inadequado, ma
administragéo, baixa potencia);
- Leitura incorrecta da prova e aplicagéo de critérios errados.
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Na exploragao 1, os 3 animais com resultado falso-negativo, apresentaram um
espessamento cutédneo nulo sem reagdo ganglionar regional associada (gl. pré-
escapular). Eram jovens adultos (17 meses), um tinha lesées de complexo primario
pulmonar completo (CPP) e 2 de complexo primario pulmonar incompleto (CPPi).
Tendo em conta a idade dos animais, o seu aparente bom estado de saude e o quadro
lesional encontrado, a nao reatividade & provavelmente devida ao estadio inicial da
infeccdo nesses animais. Os quadros de CPPi podem ter sido causados pela
regressao das lesdes pulmonares por agdo do sistema imunitario de animais jovens
saudaveis ou pela presenga de lesdes pulmonares muito pequenas e de dificil
detecgdo macroscopica, que levaram a uma classificagdo errada. Na exploragédo 2
também se registaram 3 falsos-negativos, 2 animais (38 e 75 meses) com um
espessamento cutaneo nulo sem reagdo ganglionar regional associada, e com um
quadro de tuberculose generalizada a necropsia. A anergia por esgotamento imunitario
pode justificar a falta de reagéo a prova. O terceiro animal de 35 meses apresentou um
espessamento de 2 mm as 72 h mas sem reagdo ganglionar, tinha lesées de
complexo primario pulmonar completo (CPP). A anergia, tipo de leséo (i.e. exsudativa),
fatores imunossupressores/doenca intercorrente (animal seropositivo  a
paratuberculose) podem justificar a fraca reagédo. De notar que segundo critérios mais
exigentes defendidos por Garcia e Gutiérrez (1996) este animal seria considerado
positivo.

Por sua vez, os falsos positivos surgem sempre que a especificidade da prova
ndo é de 100% (Sanchez et al., 2008). Entre outras causas (Tabela 22) destaca-se, tal
como para os falsos negativos, o papel que a paratuberculose pode ter no surgimento

de falsos positivos, quer pela infecgao natural quer pela vacinagao.

Tabela 22 — Causas de falsos positivos a IDT em caprinos (Garcia e Gutiérrez, 1996 ; Pollock
e Neill, 2002; de la Rua et al., 2006).

Causas de falsos positivos a IDT

- Reacgdes inespecificas de hipersensibilidade da pele;
- Animais com infecg&o mista tuberculose/paratuberculose
- Animais vacinados para a paratuberculose;
- Vacinagéo experimental com a estirpe BCG do M. bovis;
- Infecgdo por M. avium subespécie avium;
- Ingestéo de micobactérias ambientais apatogénicas ou bactérias do género Nocardia ou Corynebacterium;
-Inoculagdes com substancias fraudolentas (ex. esséncia de trementina);
- Intervalos entre tuberculinizagdes inferiores a 60 dias;
- Incapacidade de encontrar lesées no exame post mortem;
- Bacilo em fase de laténcia.

Neste ultimo caso, pode surgir uma elevada percentagem de animais nao
infectados positivos a IDT simples. Na IDT comparada os resultados dependeriam do

estado de infeccdo das duas doencgas e dos critérios aplicados (Garcia e Gutiérrez,

70




1996), com alguns autores a salvaguardarem que a vacinagdo nao interfere no
diagndstico em exploragdes indemnes de tuberculose caprina (Lorazo et al., 2012)

Nos animais considerados como falsos positivos a média de reacgéo cutanea
foi de 11,44 mm (12 mm na exploragéo 1 e 11,36 na exploragéo 2), ou seja, idéntica a
dos considerados “positivos”. O elevado nimero de animais falsos positivos neste
trabalho pode ser causado por varios factores. Em primeiro lugar, temos de considerar
que, em fases muito precoces da infecgdo, os granulomas sdo muito pequenos e em
pequeno numero pelo que podem passar despercebidos ao exame de necropsia, pelo
que é necessaria uma inspecgao exaustiva para encontrar lesbes iniciais ou pouco
evidentes tal como sugerem alguns autores (Garcia e Gutiérrez, 1996b). Por outro lado
a fase de laténcia da infecgdo pode ser a justificagdo para a ocorréncia de alguns
destes casos, nomeadamente em animais mais jovens € ha menos tempo expostos a
infecgdo. Finalmente, as reacgdes cutdneas provocadas por outros agentes que ndo o
M. caprae (ou M. bovis) podem ser responsaveis pelos falsos positivos,
nomeadamente  Corynebacterium  pseudotuberculosis e M. avium subs.
paratuberculosis (Map). Nas necropsias realizadas ndo se encontraram lesbes
evidentes de pseudotuberculose nem foi possivel identificar a presenga de lesdes de
paratuberculose. Um trabalho apresentado recentemente relativo a regido de onde séo
oriundas estas exploracgdes refere valores de seroprevaléncia individual de Map em
caprinos de 15,5% e 66,6% dos rebanhos de caprinos com pelo menos um animal
seropositivo (Quintas et al, 2012).

Na exploracdo 2 foi realizado a todos os animais tuberculinizados (n=140) o
rastreio sorolégico a Map através da utilizacdo de um teste comercial ELISA (ID
Screen®). Registaram-se 98 resultados negativos e um resultado nulo (por auséncia
de soro). A presenga de anticorpos contra Map foi identificada em 41 animais (29,5%
dos animais da exploragdo). De notar que 23 destes animais foram consirerados
“falsos-positivos” a IDT simples (ou seja, 30,67% dos falsos-positivos foram
soropositivos a Map). E que se observaram 14 animais com infecao de tuberculose e
concumitantemente soropositivos a Map. Estes resultados parecem evidenciar a
importancia que a paratuberculose pode ter tido no elevado numero de falsos positivos
registados neste estudo.

A prova da tuberculina tém sido apontados varios inconvenientes, como o ndo
proporcionar informagao quanto ao grau de evolucédo da doencga, a espera de 72 horas
para se obter o resultado, as reacgdes cruzadas, 0s animais com curso cronico e
avancado da tuberculose ndo apresentarem reaccéo (anergia). Além disso, como se

tem constatado nas campanhas de erradicagdo, aumentam o numero de animais

71



reactivos a tuberculina sem lesbes aparentes a inspecgdo post-mortem (Acha e
Szyfres, 2003; Vicente, 2004).

No que diz respeito a prova do IFN - y, Liebana e colaboradores (1998)
referem resultados de sensibilidade (87,2%) melhores que os encontrados no mesmo
estudo para a IDT. Por sua vez, Gutiérrez e Garcia (1998) descrevem resultados de
sensibilidade iguais ou superiores (entre 83,67% a 91,6%) e resultados de
especificidade menores ou iguais (entre 96% a 100%) aos da IDT. Bezos e
colaboradores (2010b) encontraram na prova do IFN — y sensibilidades entre 77,1 % -
85,7% e entre 60% - 82,9 % consoante o critério aplicado (i.e. utilizando “cut-offs” de
0,05 e 0,1 respectivamente). A utilizagdo de cocktail de antigénios ESAT 6/CFP 10
demonstrou valores de sensibilidade semelhantes aos da PPD bovina e superiores
aos obtidos na IDT simples e comparada (Bezos et al.,, 2011). Assim, a sensibilidade
da prova do prova do IFN — y em caprinos € maior ou idéntica a obtida com a IDT
simples (Bezos et al., 2010a) e maior que a da IDT comparada. A maior

Qualquer um dos resultados apresentados nesta prova € melhor do que os
obtidos em rebanhos com infecgdo mista de tuberculose e paratuberculose (71%)
(Alvarez et al., 2008). Bezos e colaboradores (2010a) demonstraram que a presenga
de Map pode levar a diagnésticos errados, constatando a presenga de muitos falsos
negativos a prova devido a intensa resposta face a PPD aviaria.

O teste do IFN-y nos caprinos apresenta valores semelhantes aos registados
para a espécie bovina (Garcia e Gutiérrez, 1996). Este teste ja foi empregue
juntamente com a IDT com resultados satisfatorios (Vidal et al., 1995, Alvarez et al.,
2008, Bezos et al., 2009). As provas nao se podem considerar complementares na
detecgédo de animais com diferentes quadros lesionais, e 0 emprego em conjunto das
duas apenas aumenta ligeiramente a sensibilidade do diagnéstico (Wood et al., 1992).

O teste do IFN-y, tal como a IDT, tem como inconveniente o facto de nao
serem capazes de detectar animais infectados com deterioragdo da resposta
imunitaria de base celular (Charleston et al., 2001; Hope et al., 2005). A tabela 23
resume as vantagens e desvantagens do teste do IFN-y relativamente a IDT. De
salientar a detecgdo mais precoce dos animais positivos: entre 1 a 5 semanas
comparada com as 3 a 6 semanas necessarias para a IDT (Pollock et al., 2005). O nédo
necessitar de um periodo de dessensibilizagdo, uma vez que ao nao ser inoculada
tuberculina, ndo ha interferéncia com o sistema imunitario do hospedeiro (de la Rua et
al., 2006). No entanto, as tuberculinizagbes recentes modificam os resultados da
prova, logo, se se realizou uma IDT recentemente, deve esperar-se pelo menos 60
dias para a realizagdo do teste do IFN-y. Outra vantagem importante € a capacidade

que esta prova tem de diferenciar a resposta do IFN-y em animais infectados com M.
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bovis e M. tuberculosis da resposta produzida pela infeccdo por micobactérias
ambientais ou pela vacinagcdo com o M. bovis — BCG. Para tal utilizam-se durante a
realizagdo da prova antigénios diferentes da PPD bovina, como por exemplo, o ESAT
6 e a CFP 10 (Pollock et al., 2003; Buddle et al., 2001; Waters et al., 2004; Bezos et
2011).

paratuberculose nesta prova pode ser totalmente mitigado com a utilizagdo reagentes

al., Por outro lado, o grau de interferéncia da vacinagdo contra a

DIVA - differentiation of infected and vaccinated animals reagents (Pérez de Val et al.,

2012).

Tabela 23 - Vantagens e desvantagens do teste do IFN-y face a IDT (Fonte:Garcia e
Gutiérrez, 1996; de la Rua et al., 2006).

VANTAGENS

DESVANTAGENS

- Sensibilidade semelhante a IDT simples e maior que a
da IDT comparada;

- Detecta animais positivos antes da IDT;

- Possibilidade de repeticdo sem periodo de espera;

- Nao é necessaria uma segunda visita a exploragéo para
fazer a leitura;

- Mais objectiva e os resultados sdo mais faceis de
estandardizar;

- Reduz as manipulagdes fraudulentas;

- Maiores custos;

- Necessidade de armazenar o sangue em condigbes de
refrigeragdo e de o transportar rapidamente para
laboratério (o sangue tem de ser processado em menos
de 8 horas apo6s a colheita, o que exige uma grande
coordenagao entre o campo e o laboratério);

- Tuberculinizagdes recentes modificam os resultados da
prova (esperam-se pelo menos 60 dias depois da IDT
para realizar a prova).

- Capacidade de distingdo entre respostas as

micobactérias patogénicas e as ambientais.

Em efetivos caprinos indemnes de tuberculose a prova do IFN — y demostrou
valores de especificidade elevados (98,4%) (Bezos et al., 2012b). No entanto,
Corynebacterium pseudotuberculosis, que possui antigénios da parede celular
semelhantes aos de Mycobacterium spp., € a vacinagdo contra a paratuberculose
podem causar o aparecimento de falsos positivos ndo sé a IDT mas também a prova
do IFN — y (Sharpe et al.,, 2010, Bezos et al., 2012b). No entanto o efeito de
Corynebacterium pseudotuberculosis na sensibilidade e especificidade destas provas
ainda esta por avaliar. Em caso de linfadenite caseosa (e auséncia de tuberculose) a
prova de eleigdo é a IDT comparada.

Em todo o caso a sensibilidade dos testes seroldgicos atuais para diagndstico
da tuberculose caprina € menor que os dos testes baseados a imunidade mediada por
células (Bezos et al., 2012a).

Os resultados da prova de ELISA realizados 15 a 20 dias depois da
(88,64%) e

especificidade (95,83%) maiores que o teste normal de ELISA (54,9% de sensibilidade

tuberculinizacdo (ELISA anamnesica) alcancam uma sensibilidade

e 84,62% de especificidade). Obtém-se assim resultados iguais ou superiores aos

registados em outras provas (Figura 18) (Gutiérrez e Garcia, 1998):
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Figura 18 — Valores de sensibilidade e especificidade de diversas provas diagnosticas

aplicadas ao diagnoéstico da tuberculose caprina (Fonte: Garcia e Gutiérrez, 1996)

A recente prova de ELISA (Enfer Chemiluminescent Multiplex ELISA System)
pode atingir uma sensibilidade elevada (95%) e uma especificidade absoluta (Shuralev
et al., 2012) mas sdo necessarios mais estudos que sustentem estes dados.

A combinagédo entre diferentes métodos pode melhorar os resultados em
termos de diagndstico. A realizagdo de IDT simples em conjunto com o teste do IFN-y
garante grandes sensibilidades, 95,8% (Liebana et al., 1998) e 90,8% (Alvarez et al.,
2008) e também grande especificidade (96%) (Liebana et al., 1998). Quando a IDT
comparada é combinada com a prova do IFN — y a sensibilidade decresce para 82,4%
(Gutiérrez et al., 1998). A utilizagéo dos critérios rigorosos para a IDT simples e para a
prova do IFN - y aumenta a sensibilidade das provas (88,8% e 92,9%
respectivamente) (Bezos et al., 2009).

Por sua vez, a sensibilidade da ELISA anamnésico para detectar tuberculose
em cabras com lesbes graves demonstra uma excelente complementaridade com a
IDT, permitindo a detecgédo de animais anérgicos a esta prova. Esses animais tém um
alto nivel de anticorpos circulantes, e uma vez detectados, podem ser eliminados do
rebanho ja que constituem um grande risco, por serem grandes eliminadores de
bacilos para o meio (Rittaco et al.1990; Garcia e Gutiérrez, 1996a). Assim varios
autores sugerem que uma combinagdo da IDT e da ELISA anamnesico pode produzir
vantagens substanciais em campanhas de erradicacdo, tanto mais que se trata de
uma prova simples e de baixo custo (Garcia e Gutiérrez, 1996b; Vicente, 2004;
Sanchéz et al, 2008). Esta combinagdo € aconselhada nos casos de infeccéo

persistente, em surtos repentinos e em rebanhos onde se pretenda reduzir o mais
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rapidamente possivel os niveis de infecgdo independentemente dos custos. No
entanto, a prova de ELISA demonstra maior utilidade nos primeiro e segundo
controlos, apos os quais, dado os curtos intervalos entre IDT, perde o interesse (Léon,
1996).

Tendo em conta a escassez de estudos existentes relativamente as provas que
sdo utilizadas no diagndstico da tuberculose caprina, a necessidade de mais
investigacdo nesta area é evidente, pois é fundamental obter mais informagao

relativamente a sensibilidade e sobretudo a especificidade dos varios testes.

3.6. Exame p6s morte

Considerando os animais que foram abatidos (n=271, tabela 24) e o nimero de
animais onde foram identificadas lesdes caracteristicas de tuberculose, podemos
referir uma prevaléncia de 95 animais adultos com lesdes (49,74%) e de 26 animais
jovens com lesdes (32,5%). A prevaléncia global foi de 121 caprinos com lesbes
(44,65%). De notar que, dado o numero de falsos positivos que foram considerados, a
IDT simples apontava para uma prevaléncia muito maior, de 174 animais adultos com
tuberculose (91,1%).

Ocorreram diferengas significativas entre os grupos considerados (P<0,05)
sendo mais frequente o aparecimento de lesdes tipicas de tuberculose nos animais
adultos (Tabela 24).

Tabela 24 — Prevaléncia de quadros lesionais de tuberculose ao abate.

Exploragéo 1  Exploragéo 2 Total
N° animais abatidos 83 188 271

Lesoes tipicas a necropsia 72,41% 39,85% 49,74%
Caprinos > 1 ano (42/58) (53/133) (95/191)

Lesoes tipicas a necropsia 48% 25,45% 32,5%
Caprinos <1 ano (12/25) (14/55) (26/80)
Lesoes tipicas a necropsia 65,06% 35,64% 44,65%
(Todos) (54/83) (67/188) (121/271)

azb, para P<0,05 (entre linhas, mesma coluna)

Durante os procedimentos de necropsia avaliaram-se sistematicamente a
presenca de lesdes nos seguintes 6rgaos: pulmao, ganglios linfaticos mediastinicos,
ganglios linfaticos mesentéricos, figado, baco e glandula mamaria, registando-se ainda

toda a restante informacéao relevante.

75




No exame macroscépico dos animais afectados observaram-se diferente

S

quadros (Figura 19): complexo primario pulmonar completo (CPP) ou incompleto

(CPPinc.), e/ou digestivo (CPI) e tuberculose generalizada.
80

70

a0

30

N2 de animais infe ctados

20

10

Exploragdo 2 = g E

exploragio 1 [ )

o1 IR -
Exploragio 2 E[_“'
N
=
3 1 t‘[ﬁ
Total [
Exploragdo 1 E
Exploragio 2 : : IN
e
=

1 1 1 1
0 — - -
: = T 4 0~ E ~ B - N3
° ° Q o ° Q [} = Q Qo °
o b ] ] - © " o © "o A4 o
> - 5 o > > -

TlE AR IR AR "l ¥ 3

5 3 5 5 5 5 5

[} a -9 a - =% a

b5 2 2 = = 2 =

find 4 & 404 40 a

cpe CPPinc. CPl CPP 4+ CPI Generalizada Hepatica

Local de Infecgdo

Figura 19 - Quadros lesionais de tuberculose encontrados a necropsia.

Tal como foi referido na revisdo bibliografica, a localizagcdo do complexo
primario sugere a via provavel de infeccdo. Assim e tendo ainda em atencdo a
localizagdo dos CP nos casos de tuberculose generalizada, nos animais adultos, a
contaminacao por via aeroégena tera ocorrido em 81 caprinos (85,6%), por via digestiva
em 1 caprino (1,1%) e simultaneamente pelas duas vias em 13 caprinos (13,7%)
(P=<0,001). Por seu lado, nos jovens a contaminagao por via aerdogena ocorreu em 18
caprinos (69,2%), por via digestiva em 1 caprino (3,9%) e por ambas em 6 caprinos
(23,1%) (P<0,001). Num animal recém-nascido (3,9%) encontraram-se lesbes de
tuberculose exclusivamente hepatica o que sugere a infecgdo congénito-hepatica (até
aqui ainda nao descrita na tuberculose caprina). Desse modo, pode indicar-se como

forma mais provavel de infecgédo a via aérogena, que ocorreu, de forma exclusiva, em
81,8% dos casos.
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Nas lesbes de complexo primario observaram-se lesdes caseocalcareas unicas
nos pulmdes e ganglios linfaticos brébnquicos e no complexo primario digestivo lesdes
semelhantes nos ganglios linfaticos mesentéricos e mais discretas no intestino (Figura
20).

Figura 20 — Les6es de complexo primario intestinal: intestino (A) e ganglio linfatico

mesentérico (B).

Nos casos de generalizagéo, para além dos pulmdes e ganglios linfaticos, os
orgaos geralmente afectados foram o figado, o bago, os ganglios mesentéricos e a
glandula mamaria. Ocorram, ainda, casos de tuberculose perlacea das serosas,
observando-se lesbes caseosas, arrendondadas, de diferentes tamanhos aderentes as

serosas (figura 21).

Figura 21 — Tuberculose perlacea das serosas.

Nos pulmbes as lesbes de complexo primario eram Unicas, elevadas, de
pequenas dimensbes, (0,1 a 2 cm de didmetro), aparentemente capsuladas, de
coloragéo branco amarelada, com necrose de caseificagao e calcificagdo. Estas lesbdes
apresentavam bordos irregulares e foram observadas na superficie pleural,

continuando-se em profundidade (figura 22-A).
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Figura 22 — Quadros lesionais de tuberculose pulmonar caprina (A, B, C,D,EeF)e

linfadenite granulomatosa: lesdes caseo-calcarias nos ganglios mediastinicos (G e H).
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Este o6rgdo encontrava-se ainda afetado em animais com quadro de
generalizagdo, com lesbes que variavam de focos caseocalcarios, miliares (figura 22-
F), a areas mais extensas, com mais de 4 cm de didmetro, ndo capsuladas, de
contornos mal definidos, onde predominou a caseificagdo por vezes com aspecto
branco-amarelado, pastoso (“amolecimento do caseo”) e constituindo cavernas com
centro vazio, com distribuicdo multifocal (figura 22-B,C e D). Por vezes, as lesbes
estiveram associadas a areas de espessamento da pleura, aderéncias pleurais (figura
22-E), hemorragias petéquiais e lesbes proprias de pneumonia intersticial com afecgéo
das areas ventrodorsais, visualizando-se areas correspondentes a impressdo das
costelas na superficie pleural (figura 22-F) .

Os ganglios linfaticos, nos casos de complexo primario, apresentavam lesdes
Unicas ou multiplas, com distribuigdo multifocal, de aspecto caseoso, apresentando, ao
corte, areas endurecidas de calcificagdo. Nos casos de generalizagéo, as lesdes foram
mais extensas, por vezes com auséncia de calcificagdo, chegando a afectar o ganglio
na sua totalidade, de forma multifocal ou generalizada (figura 22-G e H).

O figado estava afectado em animais com generalizagdo do processo, exibindo
na maioria dos casos focos miliares, elevados, com localizagdo sub-capsular,
aparentemente revestidos por capsula fibrosa, com cerca de 1-2 cm de didmetro
(figura 23-A).

Figura 23 — Tuberculose miliar (A) e de grandes nodulos (B) no figado.

A localizagdo dos complexos primarios sugere que a generalizagéo precoce do
processo ocorre para este 6rgao a partir da tuberculose com origem pulmonar e/ou
intestinal. Em alguns animais, com complexo primario pulmonar encontrou-se uma
outra forma de generalizacédo precoce, a tuberculose de grandes nédulos, observando-
se lesbes salientes, de maiores dimensdes (6 a 9 cm de didmetro: figura 23-B) com

localizagdo sub-capsular.
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No baco também se encontraram lesdes nos casos de tuberculose
generalizada. Observaram-se lesbes granulomatosas miliares no parénquima
esplénico e ma maioria dos casos nodulos proeminentes na superficie esplénica,
semelhante a de grandes nodulos hepatica, mas de menor didmetro (3 cm) e de

coloragédo branca amarelada (Figura 24).
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Figura 24 — Tuberculose esplénica: (A) Miliar: (B) e de grandes nodulos.

A glandula mamaria (figura 25) apresentou lesdes em 6 animais (3 em cada
exploragéo), correspondente a 6,32% dos casos de tuberculose em adultos. Esta
percentagem é muito superior @ menor de 1% descrita por outros autores (Garcia e
Gutiérrez, 1996a), o que realca a importancia desta via como possivel via de
transmissdo zoondtica nestes focos e pode ser a justificacdo para a transmisséo
digestiva sugerida em alguns animais jovens. Num dos casos, observaram-se
multiplos focos granulomatosos distribuidos pela glandula mamaria com consisténcia
de “areia” ao corte. Nos outros casos, apresentavam lesdes de cor amarelo palido e

consisténcia pastosa, multifocais, com dimensdes que variam entre 2 e 5 cm.

Figura 25 — Quadros lesionais de tuberculose mamaria.
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Em alguns casos de tuberculose generalizada também foram encontradas
lesbes granulomatosas proeminentes focais e multifocais no rim, no utero e nos
ovarios (Figura 26).
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Figura 26 — Quadros lesionais de tuberculose: (A) no rim; e (B) no Utero e ovarios.

Os 6rgéos que apresentaram lesdes no exame macroscopico foram colhidos e
fixados em formol para posterior exame histopatologico.

O resumo do numero de lesbes caracteristicas de tuberculose observadas em
cada orgéao esta registado na figura 27.
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Figura 27- Distribuigao das lesdes de tuberculose nos 6rgaos dos caprinos necropsiados.
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A semelhanca do que se fez para a taxa de mortalidade, para analisar a
presenca de lesdes caracteristicas por escaldo etario a populagéo foi dividida em 6
grupos etarios. A presenca de lesdes variou em funcdo da exploragéo (P<0,05)

(Tabela 25).

Tabela 25 - Animais com lesdes de tuberculose por escaldo etario.

Idade (meses) Exploracgao 1 Exploragao 2 Total
0-17 52,5% 25,9% 34,7%
(21/40) (21/81) (42/121)
18 — 30 88,9%"° 0,0%"° 72,7%"
(8/9) (072) (8/11)
31-43 87,5%" 42,9%° 59,1%°
(7/18) (6/14) (13/22)
44 - 56 70,0%° 44, 7%° 50,0%°%¢
(7/10) (17/38) (24/48)
57 — 69 100,0%° 48,7%° 52,4%°
(3/3) (19/39) (22/42)
> 70 61,5%>° 28,6%"° 44,4%>°
(8/13) (4/14) (12/27)
Efetivo 65,1%" 35,6% 44,7%
(54/83) (67/188) (121/271)

a#b, a#c, a#d, para P<0,05 (entre linhas, mesma coluna)
b#c, b#d, para P<0,05 (entre linhas, mesma coluna)

c#d, para P<0,05 (entre linhas, mesma coluna)

x#y, para P<0,05 (entre colunas).

Apesar de se registarem diferengas significativas entre alguns grupos etarios
(P=<0,05) ndo ha um padrao evidente de aparecimento de lesdes por idade. Destaca-se
no entanto o facto de aparecerem lesdes em todos os grupos incluindo os animais
mais jovens. Mais uma vez pensamos que as diferengas entre exploragbes se devem
ao facto de na exploragdo 1 a doenga ter entrado “de novo” o que justifica a maior

quantidade de casos com a presenc¢a de quadros lesionais.
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3.7. Exame histopatologico

Os pulmbes apresentavam lesGes de pneumonia granulomatosa, com
granulomas de diferentes caracteristicas histolégicas. Em alguns animais,
observaram-se um ou mais granulomas pulmonares com necrose de caseificagédo e
calcificagao distrofica central, rodeada por macrofagos, células epitelidides, linfécitos,
plasmodcitos e células gigantes de tipo Langhans (Figura 28). Em alguns casos, os
granulomas estavam rodeados total ou parcialmente por capsula fibrosa que os
individualizava do parénquima pulmonar, que se encontrava com normal estrutura e
organizagao histologica ou com espessamento dos septos interalveolares e presenca
de estruturas parasitarias (pneumonia parasitaria). Um dos animais (que no exame
ante morte apresentava sinais de lesdo neurolégica) apresentava lesdes préprias de
pneumonia intersticial crénica com hiperplasia do tecido linféide e da musculatura lisa
(imagem sugestiva de CAEV). Em outros animais, os granulomas apresentavam
escassa necrose de caseificagdo ou mesmo auséncia da mesma, com predominio de

células idénticas as descritas.

& 300 pme 204

Figura 28 — A: Pneumonia granulomatosa compativel com tuberculose (H&E). B: Pneumonia

granulomatosa com predominio de lesées exsudativas (H&E).

As lesbes ganglionares incluiram granulomas de diferentes tamanhos, uns
maiores, com predominio de necrose de caseificagdo e calcificagdo central, sem
capsula evidente e outros mais pequenos, com caracteristicas diferentes, sem necrose
de caseificagdo ou com necrose de caseificagdo escassa e grande quantidade de
células inflamatérias envolventes (Figura 29). Os primeiros observaram-se nos animais
com tuberculose generalizada, e os segundos constituiram lesdes de complexo

primario respiratério ou digestivo
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Figura 29 — A: Linfadenite granulomatosa compativel com tuberculose nos linfonodos
bronquicos. De notar mdltiplas lesdes granulomatosas coalescentes (H&E). B: Linfadenite
granulomatosa no linfonodo mesentérico. Observam-se multiplos granulomas com diferentes
caracteristicas, uns com escassa necrose de caseificagdo e outros com necrose de

caseificacao e calcificagdo central (H-E). C: Pormenor da imagem anterior (H&E).

No figado a imagem predominante foi de uma hepatite granulomatosa
multifocal com granulomas multifocais a coalescentes com encapsulamento
incompleto cujo centro constituia amplas areas de necrose de caseificagdo, que
ocupavam a maior area e algumas células inflamatérias envolventes, como
macroéfagos, linfocitos e células epitelidides, com abundantes células gigantes de
Langhans. Na regido periportal observa-se uma infiltragao inflamatéria por macréfagos

e linfécitos (Figura 30).

Figura 30 — A e B: Hepatite granulomatosa compativel com tuberculose (H&E).

No bago observaram-se multilos granulomas coalescentes, geralmente

capsulados, com necrose de caseificagdo e escassa infiltragao celular envolvente. Em
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algumas areas os granulomas apresentavam necrose de caseificacdo escassa ou
ausente com reaccao celular abundante, incluindo células gigantes de tipo Langhans

(Figura 31).
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Figura 31— A: Esplenite granulomatosa (H&E). B: Granulomas esplénicos sem necrose de

caseificagdo e abundantes células epitelidides e células gigantes de Langhans (H&E).

Na mama observaram-se multiplos granulomas, por vezes coalescentes, nao

capsulados, com extensa necrose de caseificacao (figura 32).

Figura 32 — Mamite granulomatosa. De notar multiplos granulomas, alguns dos quais rodeados

por capsula de tecido conjuntivo (H&E).
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Figura 33 — A: Enterite granulomatosa ; B: Nefrite granulomatosa; C e D: Traqueite

granulomatosa ; E: Metrite granulomatosa.

Também foram observadas lesbes em outros 6rgdos (ex. intestino, rim,
traqueia e utero) mas de forma mais esporadica que os 6rgaos ja descritos. Nos cortes
observados foi possivel observar inflamag¢des granulomatosas multifocais com areas
de necrose de caseificagdo envolvidas por macrofagos, linfocitos, células epitelioides
e células gigantes de Langhans (Figura 33).

O quadro lesional descrito é coincidente com o encontrado por outros autores.
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Nos animais com complexo primario e em alguns casos de generalizagao
observaram-se, na coloracdo Ziehl-Nielsen, escassos bacilos alcool-acido resistentes
no citoplasma de células epitelidides ou macrofagos (Figura 34-A). Em outros casos
de tuberculose generalizada, especialmente nos casos em que a caseificagcdo era

mais evidente, a quantidade de bacilos observada era maior (Figura 34-B).
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Figura 34 — Bacilos alcool-acido resistentes (Zielh-Neelsen (ZN).

A coloracdo de Zielh-Neelsen (ZN) trata-se de uma técnica classicamente
considerada de elevada sensibilidade, embora ndo seja especifica para o M. bovis
(Garcia e Gutiérrez, 1996b) ou M. caprae nem para as micobactérias, pois também
cora bactérias do género Nocardia e Schistosoma (Ulrichs et al., 2005). Também,
Ulrichs e colaboradores (2005) ndo a consideram suficientemente sensivel, referindo
que muitas amostras positivas em cultura e no PCR sdo negativas ao ZN. Outro
inconveniente reside no facto de se basear na retengdo de corantes pela parede das
micobacterias, e assim ndo corar aquelas que n&o possuam ou apresentem alteragdes
na parede celular (Wolinsky, 1980 in Garcia e Gutiérrez, 1996b). Enquanto nas lesdes
exsudativas (cavitarias), como o numero de bacilos é muito elevado, o ZN constitui
uma boa ferramenta de diagnéstico, nas lesdes proliferativas (granulomas), com um
numero reduzido de bacilos, perde importancia em termos de diagndstico (Sanchez et
al., 2008).

As técnicas de imunohistoquimica, principalmente a Avidina-Biotina-Peroxidase
(AB-P), melhoram a sensibilidade e a capacidade de detec¢do de micobactérias
quando estas se encontram em numero reduzido ou com alteragbes na sua parede
(Garcia e Gutiérrez, 1996b; Ulrichs et al., 2005, Sanchez et al., 2011). A AB-P
demonstrou maior sensibilidade do que o ZN no diagndstico da tuberculose caprina

(Garcia e Gutiérrez, 1993 e 1996b) mas também ndo permite a distingdo entre cortes
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histoloégicos de M. bovis e outras micobactérias patogénicas (Kobayashi et al., 1989;
Geisel et al., 1994; Garcia e Gutiérrez 1993 e 1996b). As reaccdes cruzadas
constituem o principal problema da utilizagdo de anticorpos policlonais. O
desenvolvimento de uma ampla bateria de anticorpos monoclonais poderia ultrapassar
este problema (Sanchez et al., 2008). A utilizagcdo na prova da AB-P de um anticorpo
monoclonal contra o antigénio MPB70 especifico de M. bovis foi ensaiada em
amostras de bovino com tuberculose, mas com o inconveniente de nao detectar as

micobactérias abaixo das 10° U.F.C/ml (Corner et al., 1988).

3.8. Controlo do foco

Tendo em conta os resultados da IDT simples e o caracter singular dos casos a
DGV optou pelo abate total dos efetivos, com a indemnizagdo dos produtores. Foi
também ordenada uma desinfec¢do das instalagdes e um vazio sanitario de 6 meses.

Esta estratégia € o esquema basico de controlo da tuberculose na espécie
bovina a nivel europeu e na espécie caprina em alguns paises (ex. Espanha, Franga,
Reino Unido e Irlanda): detecgdo de animais infectados e posterior sacrificio,
juntamente com a execugdo de uma série de medidas sanitarias e a nao
movimentacao do gado ndo saneado.

Um facto importante decorrente da aplicacdo da tuberculina é que nas fases
finais dos planos de erradicagéo, quando a prevaléncia da infecgdo é reduzida, o valor
previsivel de um resultado positivo decresce pondo em causa a credibilidade do teste
(Scheliesser, 1991 in Garcia, 1996). Assim, em fases adiantadas dos planos de
erradicagao esta prova pode ndo ser a mais adequada, porque tem essencialmente
um valor retrospectivo, funcionando bem em exploragbes infectadas mas nao nas
exploracdes livres de tuberculose ameacadas de re-infecgdo (Collins, 2006). Porém
existem outras causas que contribuem para a persisténcia da infecgdo e
correspondente insucesso dos planos baseados nos pressupostos referidos

anteriormente (Tabela 26).
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Tabela 26 — Razdes do insucesso dos planos de erradicagdo da tuberculose animal
(Corner, 1994; Morris et al.,1994; Smith, 2006; Duarte, 2008; Naranjo et al., 2008)

Dificuldades de erradicagao da tuberculose nos animais domésticos

- Presenga de reservatérios domésticos ou silvaticos da infecgao;

- Controlo inadequado da movimentag&o animal;

- Dificuldades de ordem técnica: realizagdo e/ou leitura incorrecta, dificuldade de contengdo de animais em regime
extensivo duas vezes no espago de 72 horas, ma conservagdo ou exposi¢do a luz solar das tuberculinas e a
variabilidade associada ao factor humano na medigdo da espessura da pele;

- Limitagdes da tuberculinizacéo: presenca de falsos negativos no rebanho e possibilidade de a reacgédo ser diferente
consoante a estirpe envolvida;

- Isolamento incompleto ou tardio dos animais positivos a IDT, permitindo novos contagios;

Existem determinadas caracteristicas da tuberculose caprina que devem ser
tomadas em conta em qualquer plano de erradicagédo e controlo elaborado para esta
espécie. Em primeiro lugar os factores relacionados com o contagio e transmisséo da
doenca: a progressao das lesdes em alguns animais pode ser muito rapida (Garcia,
1996), o que conduz ao aparecimento, num periodo breve de tempo, de grandes
eliminadores de bacilos. Este aspecto tem especial importancia nos caprinos e pode
ser uma das causas da rapida difusdo da doenca nos rebanhos (Garcia e Gutiérrez,
1996a). Alias varios estudos confirmaram a presenca de lesbes exsudativas, com
cavernizagao e um elevado numero de bacilos em lesdes provenientes de caprinos
com tuberculose (Bernabé e tal., 1991a; Gutiérrez, 1995 e Mench, 1995 in Garcia e
Gutiérrez, 1996°, Sanchez et al, 2011). A ma alimentag&o, doengas intercorrentes, a
presenca de falsos-negativos nos rebanhos e a mudanga de exploragao, também
contribuem para uma rapida difusdo da doenga nos caprinos (Garcia e Gutiérrez,
1996a). Também a elevada prevaléncia da doenga nos efectivos atingidos € uma
particularidade da doenga nesta espécie. Finalmente, também ¢é importante referir a
menor experiéncia que se tem nesta espécie sobre as possibilidades de diagndstico e
os proprios critérios de interpretagdo em provas classicas como a IDT (Garcia, 1996).

No caso espanhol, apesar de existirem planos de controlo ha mais de 20 anos,

0s numeros da tuberculose caprina continuam a ser preocupantes.
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Tabela 27 - Dificuldades e pontos — chaves do controlo da tuberculose caprina em Espanha
(Fonte: Garcia, 1996).

Dificuldades dos planos

Pontos-chaves do controlo

Controlo heterogéneo e irregular nas diferentes
comunidades auténomas;

IDT regulares: a cada 3 meses até eliminar todos os animais
positivos, seguidos de intervalos de 6 meses durante pelo menos
4 controlos negativos. Depois, intervalos anuais; Utilizar a IDT
comparada apenas quando a prevaléncia da doenga for < 5%;

Critérios excessivamente amplos na interpretacéo
da IDT comparada que permitem a perpetuacédo
dos falsos negativos nos rebanhos;

Critérios mais estritos na interpretagéo da IDT;

Intervalo de tempo excessivo desde o diagndstico
até ao isolamento e abate;

Rapida separagéao e abate dos animais positivo;

N&o realizagéo da IDT aos animais de reposigao;

IDT de todos os animais de reposigdo independentemente da
idade;

Ténue controlo da movimentagdo de animais nas
exploragdes infectadas;

IDT de todos os animais adquiridos no momento em que chegam
a exploragéo;

Auséncia de critérios uniformes para definir o
nivel de prevaléncia a considerar para eliminar
uma exploragcao completamente;

Intervalos entre IDT superiores a um ano; Se depois de varios controlos negativos surgir um nimero baixo
de animais positivos (geralmente, reacgdes débeis), devem ser
isolados dos restantes animais e realizada, 2 a 3 meses depois,
uma IDT comparada. Se der positiva, devem ser abatidos e fazer-

se uma IDT imediata ao efectivo.

Limpeza e desinfecgao das instalagoes;

Devido a razdes conjecturais, falta de meios, falta de pessoal, pelo temor de
eliminar uma forma de economia em zonas desfavorecidas, entre outras (Tabela 27), a
aplicagdo do método tradicional de diagnéstico e abate ndo se tem revelado eficaz. De
qualquer modo, uma campanha de erradicagdo da tuberculose caprina requer a
adaptacao das estratégias de controlo existentes (Bezos et al., 2012a),assim a IDT é
um ponto-chave no combate a tuberculose caprina (Garcia, 1996). Contudo, Bezos e
colaboradores (2009) referem a necessidade de utilizar provas combinadas (IDT e
IFN-y) para um correcto diagnéstico da tuberculose caprina.

A aplicagdo do método de Bang, que recorre ao abate parcial, sugerido por
Peris (in Garcia, 1996) tem como grande inconveniente a manutengdo do risco
zoondtico. Garcia (1996) defende que a realizagdo no inicio desse programa de
erradicagao da prova de ELISA, ajudaria a eliminar os caprinos com elevada resposta
humoral que sdo simultaneamente os maiores excretores de bacilos e os animais mais
perigosos sob o ponto de vista do contagio. Recentemente Pardo e colaboradores
(2008) propuseram um modelo de programa sanitario mais estruturado, em que o

responsavel maximo pela elaboragéo do plano passa a ser o produtor (Figura 35).
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Figura 35— Modelo de programa sanitario contra a tuberculose caprina
(Fonte: Pardo et al., 2008).

Os fundamentos base para iniciar este programa s&o: formagdo dos
produtores, identificagdo de todos os animais, controlo da movimentagdo animal e
conhecimento das exploragdes indemnes (A) e com baixa prevaléncia (B). Estes dois
grupos serdo sujeitos ao método de sanidade tradicional e constituem a base
populacional para repovoamento dos outros rebanhos. Nas exploragdes de média (C)
ou elevada (D) prevaléncia, os animais positivos ndo seréo sacrificados, a menos que
o produtor o proponha. Nessas exploragdes, para além do impedimento da
movimentagdo animal, adoptar-se-do medidas para melhorar a sua classificagdo
sanitaria como a pasteurizagcdo de colostro, criagdo separada do gado adulto dos
caprinos de reposicdo e medidas adicionais de higiene. Nos grupos A, B e C-
voluntarios serdo realizadas as provas de IDT comparada e a prova de ELISA. A partir
dai realizar-se-d3o0 IDT a cada 4 meses nas exploragdes positivas e anual nas
certificadas. Ha medida que as exploracbes C e D desgam a sua prevaléncia sdo
progressivamente incorporadas no programa sanitario tradicional.

A planificagdo de ajudas prevista neste modelo deve ser, entre outros, em
fungdo dos seguintes aspectos: (a) exploragdes caprinas como Unica fonte de
rendimento familiar; (b) exploracbes modernas e/ou tecnicamente rentaveis; (c)
exploragbes de familias jovens e com projeccéo de futuro; (d) exploragbes sujeitas a

programas de melhoramento genético; e (e) exploragbes em zonas desfavorecidas e
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de necessidade ambiental. Em suma, o modelo proposto por estes autores, pretende
modular os gastos e evitar um efeito traumatico sobre o niumero de exploragbes e seus
efectivos, embora alargando o tempo necessario para atingir os objectivos de
erradicagao da tuberculose caprina.

A aplicagdo de modelos baseados no método de Bang justifica-se em alguns
paises em vias de desenvolvimento ou em regides muito especificas, onde a adopgao
das medidas sugeridas pela OMS é incomportavel sob o ponto de vista social e
econdémico. De outro modo, ndo negligenciando, que qualquer programa de controlo
da tuberculose se deve adaptar as condi¢cdes soOcio-econémicas e aos meios
disponiveis, a defesa da saude publica deve prevalecer, e estes programas devem
privilegiar a eliminagdo do risco zoondtico através do abate compulsivo dos animais
positivos as provas consideradas mais eficazes. Ndo esquecendo, por outro lado, as
dificuldades logisticas na aplicabilidade do método, como a necessidade de separagéo
fisica real entre os animais, principalmente nos sistemas de produgado extensiva, e os
custos a ela associados em termos de maneio, alimentagéo e criagéo de estruturas.

Finalmente importa ainda considerar o papel que os caprinos podem
representar em termos da epidemiologia da tuberculose e equiparar em termos
legislativos a infecgdo por M. caprae com a aplicada a M. bovis (Rodriguéz et al.,
2011). Os caprinos em areas onde exista tuberculose nos animais domésticos ou
selvagens, na auséncia de uma vigilancia efetiva podem permanecer despercebidos
com a doenga (Shuralev et al., 2012). Napp e colaboradores (2013) defendem ainda
que numa fase adiantada da erradicagao da tuberculose bovina o papel da tuberculose
caprina deve ser tida em consideragao.

Por outro lado, alguns autores consideram que sempre que ocorrerem casos
de tuberculose bovina devem ser ter sido em conta possiveis contactos com outros
animais domésticos (Cousins et al., 1993; Cousins, 2001) com especial significancia
quando ha co-habitagdo de bovinos e caprinos (Shanahan et al, 2013)
fundamentando o Reg. (CE) 853/2004 que estipula o rastreio sistematico dos caprinos

nessas condigdes.
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4. Conclusoes e consideragoes finais

Na actualidade, a tuberculose vem adquirindo cada vez maior importancia em
termos de saude publica e animal. Contrariamente a ideia antigamente difundida na
comunidade médico-veterinaria, os caprinos ndo sé nao sao resistentes a infecgao
pelos agentes etioldgicos da tuberculose, como podem infectar-se e desenvolver
quadros lesionais que conduzem a elevadas mortalidades nos efectivos atingidos.

A tuberculose caprina tem como base o modelo dos bovinos. No entanto, tém
surgido esforgos nos ultimos anos, por parte de alguns autores, no sentido de se
compreender melhor a especificidade da tuberculose nesta espécie. Assim, com este
trabalho, pretendemos salientar a importancia da tuberculose nos caprinos, através da
descricdo de dois surtos ocorridos no Nordeste de Portugal e contribuir para
caracterizagao do quadro clinico e lesional desta doenga. Pretendemos ainda salientar
a importancia da espécie caprina na epidemiologia da tuberculose, ja que os caprinos
podem ser responsaveis pela transmissdo da doenga ao homem (um trabalhador da
exploragao 2 teve de receber tratamento médico) e, por outro lado, esta espécie, nao
sendo alvo de campanhas sistematicas de erradicagdo pode vir a ocupar, no futuro,
um espago epidemioldgico até aqui preenchido pelos bovinos.

O quadro clinico descrito nestes surtos foi caracterizado por um processo
respiratorio crénico responsavel por uma elevada mortalidade, ao longo de todo o ano.
O quadro macroscépico e microscopico foi semelhante ao descrito em varias
publicacbes de uma equipa de investigadores espanhdis. Foram encontradas lesdes
granulomatosas de complexo primario, completo e incompleto, nos pulmdes e
intestino, bem como alguns casos de tuberculose generalizada. Os granulomas
apresentavam diferentes caracteristicas histolégicas. Em alguns animais, observaram-
se nos orgaos afectados um ou mais granulomas com necrose de caseificagéo e
calcificacao distréfica central, rodeada por macrofagos, células epitelidides, linfécitos,
plasmécitos e células gigantes de tipo Langhans. Em outros animais, os granulomas
apresentavam escassa necrose de caseificagdo ou mesmo auséncia da mesma, com
predominio de células idénticas as descritas. Nos casos em que a caseificagao era
mais evidente, a quantidade de bacilos observada, apds coloragao de Ziehl-Nielsen,
era substancialmente maior.

A liquefacgdo dos granulomas (“amolecimento do caseo”) e a formagédo de
cavernas nos pulmdes foram encontradas em varios casos de tuberculose caprina e
correspondem a lesdes histolégicas com caseificacdo evidente e elevado numero de

bacilos. Assim, tal como foi referido, a rapida progressdo das lesbes conduz a
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existéncia, num curto periodo de tempo, de animais eliminadores de bacilos em
grandes quantidades. Estes factos, associados as condi¢cdes de estabulagio descritas
que propiciam um estreito contacto entre os animais, podem ser responsaveis pela
rapida difusdo da doenca nos efetivos, sobretudo, porque a principal via de infecg¢ao foi
a aerogena.

Durante o periodo em que decorram os surto varios problemas foram
encontrados:
» Atraso no diagnéstico: que ficou a dever-se a varios factores, de entre os quais
salientamos, a auséncia de lesbes caracteristicas nas primeiras necropsias, o quadro
clinico inespecifico e a incontornavel demora na obtencdo de resultados do exame
microbioldgico.
* Atraso na tomada de decisboes pelas entidades oficiais: pela auséncia de planos
de erradicagado e controlo, pela inexisténcia de indemnizagbes para os produtores e
pela pouca familiarizagao com a doenga nos caprinos, nomeadamente no que respeita
a sua rapida evolugéo e graves consequéncias .
e Abate tardio: provocado pelo problema anterior, teve graves consequéncias
economicas e sanitarias, algumas das quais impossiveis de determinar,
nomeadamente, os muitos animais mortos e/ou moribundos, que o dono (na
exploragdo 1) ndo conseguiu recolher e ficaram pela montanha a mercé de animais
silvestres carnivoros.
* Recolha de dados: os dados apresentados neste trabalho implicaram um
acompanhamento exaustivo dos casos desde a fase de diagnostico ao abate,
nomeadamente com a realizagdo de necropsias, envio de amostras, realizagao e
leitura da IDT e acompanhamento do abate sanitario. Sé nesta ultima fase foi possivel
reunir de forma sistematica os dados de necropsia e colher as amostras para o estudo
histopatolégico que se apresenta no trabalho. A obtencdo de dados relativos aos
casos de tuberculose em caprinos em Portugal junto da DGAV mostrou-se infrutifera.
* Nao se determinou a origem do surto: Na exploragédo 1 a realizagdo do inquérito
epidemiolégico (MOD 758/DGV, aplicado a tuberculose bovina) n&o foi suficiente para
indicar qual a origem do foco. A identificagdo do spoligotipo (muito comum em Portugal

e em Espanha) também por si s6 ndo da garantias quanto a origem do foco.
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Relativamente a origem do surto nesta exploracdo, sdo varias as possibilidades

desde os animais silvestres, aos domésticos ou ao préprio homem (Figura 36).

ANIMAIS
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Figura 36 — Possiveis fontes de transmiss&o no surto provocado por Mycobacterium caprae

nos rebanhos de caprinos em estudo.

Na exploragdo 1, as duas pessoas que contactavam directamente com os
animais (ambas com mais de 60 anos), podiam ser responsaveis pela transmissao
aos caprinos, quer devido a uma infeccdo recententemente adquirida, quer pela
reactivacdo de uma infecgdo latente antiga. Para afastar essa possibilidade, foram
aconselhadas a contactar o médico de familia.

A auséncia de contacto com outros ruminantes domésticos e a prevaléncia
inexisténcia de casos de tuberculose bovina na regido em questdo nos ultimos anos
parece excluir a fonte de infecgao a partir dos ruminantes domésticos. Também o
papel dos carnivoros domésticos, especialmente dos felinos, ndo deve ser
negligenciado, especialmente pelo seu papel como perpetuadores da doenga.

Em Portugal, o desconhecimento sobre a situacado da tuberculose na fauna
silvestre e a sua real influéncia na tuberculose animal é por demais evidente. O
estreito contacto que o efectivo de caprinos mantinha com ruminantes silvestres torna
esta hipotese como a mais provavel. Contudo, estudos mais aprofundados serao

necessarios, desde logo para identificar possiveis reservatorios silvaticos que poderao
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a todo o momento estar na origem de novos focos da doenca. A associacdo de
técnicas moleculares (ex. spoligotipagem) a outros dados epidemiolégicos poderia
melhorar a compreenséo que temos sobre a doenca.

O segundo surto teve caracteristicas diferentes. O efetivo era originalmente
oriundo de Espanha e foi comprado por um produtor da regido centro (Castro Daire)
de onde transitaram cerca de 150 animais para a exploragéo 2. Apos o diagnéstico de
tuberculose caprina nesta exploragdo e estudo epidemiolégico subsequente
diagnosticou-se também tuberculose caprina aos restantes animais na exploragao de
Castro Daire. Apesar de ndo haver confirmacéo laboratorial os dados epidemiolégicos
apontam para a origem do surto ser a importagdo de animais (Figura 36) do nosso
pais vizinho. Temos conhecimento através de colegas de outros casos com contornos
semelhantes no Alentejo (ex. um recente em Montemor-o-Novo numa exploragéo de
600 animais) o que levanta questdes quanto a circulagdo de animais entre paises e a
auséncia da exigéncia em Portugal de certificacdo sanitaria de “indemne” relativa a
tuberculose caprina na importagdo de animais de paises com reconhecida elevada
prevaléncia da doenga.

Nestes surtos destacam-se a quantidade de casos de tuberculose mamaria
observados, o que poderia constituir um factor potenciador da disseminagdo da
doenca, quer aos animais mais jovens, quer ao Homem, através do leite ou seus
derivados.

Neste trabalho, tratando-se de um estudo de apenas dois casos, tentamos néo
cair na tentagao facil de fazer extrapolagcbes baseadas nas observagbes e dados
recolhidos e, mais do que respostas, pretendemos levantar questdes:

* Qual a prevaléncia da tuberculose caprina em Portugal? Sera que apenas se resume
aos casos descritos e a mais alguns casos esporadicos de que temos conhecimento?
Ou estes casos sao a ponta do iceberg? A sensibilidade das nossas ragas autoctones
¢é elevada?

* Quais os melhores métodos para diagnéstico em laboratério e na exploragao? Que
agentes estdo implicados?

* Que implicagbes pode ter na saude humana? Justifica-se a extensdo do plano de
erradicagao da tuberculose aos caprinos?

* Qual importancia dos animais domésticos e silvaticos na tuberculose? Poderao os
animais silvaticos constituir um reservatério importante do agente e inviabilizar a
erradicagdo da doenga nos animais de produgdo? Serdo necessarias medidas

especiais de vigilancia desta doenca na fauna silvatica?
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Muitas outras questdes poderiam ser levantadas, apenas expomos as que
consideramos mais pertinentes. Por outro lado, pretendemos sugerir algumas medidas
de controlo e vigilancia desta doenga nos caprinos:

* No que diz respeito ao diagnéstico de tuberculose caprina num efectivo até entéo
‘indemne”, sao importantes os aspectos clinicos e as lesdes encontradas na
necropsia, que deve ser realizada de forma sistematica com observagéo cuidadosa
das lesbes macroscopicas. A confirmacdo, no entanto, € sempre feita pela analise
laboratorial de amostras dessas lesoes.

« E fundamental a correcta aplicagdo dos planos de erradicacdo e controlo da
tuberculose bovina onde ja se incluem os testes de pré-movimentagio,a vigilancia
atenta de eventuais casos clinicos e a inspecg¢ao sanitaria cuidadosa nos matadouros
de todos os ruminantes domésticos.

* Sempre que se justifique devem estender-se as medidas previstas nesses planos
aos  caprinos, cumprindo o estipulado no Reg. (CE) 853/2004. No nosso
entendimento, o plano nacional de erradicagdo da tuberculose deveria incluir os
caprinos, ndo s6 nos casos em que sao co-habitantes com bovinos, mas também
quando existam suspeitas clinicas ou a situagdo epidemioldgica o justificar. No caso
de abate, a indemnizagao aos criadores deveria ser célere.

* Apesar de, nos casos em estudo, a IDT simples ter apresentado uma sensibilidade
elevada e de ter servido os objectivos pelos quais foi realizada, reconhece-se que é
necessario determinar quais sdo os critérios apropriados para a interpretagdo dos
resultados desta prova em caprinos.

* Qualquer programa de controlo e erradicagao da tuberculose caprina deve ter em
conta as infecgbes mistas, nomeadamente com paratuberculose; nesses efectivos a
escolha das ferramentas de diagndstico adequadas s&do fundamentais. Assim, é
necesario conhecer o nivel de infecgao por paratuberculose nos efectivos uma vez que
hoje é aceite que esta interfere com os resultados da IDT e investigar quais as
técnicas de diagndstico complementares mais adequadas na tuberculose caprina.

* Deve proceder-se a um maior controlo na importagdo de animais com a exigéncia de
testes de pré-movimentacgéo e de classificacdo sanitaria de “indemne” de tuberculose
a todos os efetivos caprinos oriundos de paises onde a prevaléncia de tuberculose
caprina ndo seja nula.

* Qualquer que seja o papel das espécies silvestres na epidemiologia da tuberculose,
o risco de transmissdo a animais domésticos e ao homem existe e sera fundamental
considera-lo na elaboragdo e implementagdo futura de medidas de controlo e

erradicacgéo eficazes da doenca.
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* O desenvolvimento de provas mais expeditas no diagnéstico da tuberculose animal é
fundamental, especialmente no caso da tuberculose caprina. O caracter excepcional
que parece ter hoje no nosso pais, justifica uma resposta laboratorial urgente para
que, em articulagdo com as entidades oficiais (i.e. DGAV, DRSV e DIV) e privadas (i.e.
OPP e Médicos Veterinarios assistentes das exploragbes), se possam tomar medidas
para a rapida eliminagao dos focos.

« E importante a monitorizacdo dos casos de tuberculose humana, principalmente nos
criadores de gado, trabalhadores de matadouros e Médicos Veterinarios.

* A variabilidade genética das diferentes espécies do Complexo Mycobacterium
tuberculosis justifica a importancia do diagnéstico e identificacdo das estirpes e
variantes envolvidas em todos os casos de tuberculose, em humanos ou em animais,
pelas implicagdes epidemioldgicas que pode ter. Por isso € necessaria a melhoria
continua e o desenvolvimento de novas técnicas de biologia molecular que se afirmam

como o futuro da luta contra a tuberculose.

Aparentemente, a tuberculose em caprinos € actualmente pouco comum em
Portugal. Mas os casos descritos reforgam a necessidade de promover uma vigilancia
activa desta doenga nesta espécie por parte de todas as entidades responsaveis pela

saude animal.
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