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Resumo

A tuberculose trata-se de uma doenca infecto-contagiosa causada por bactérias
pertencentes ao género mycobacterium, altamente resistentes no meio ambiente e com grande
poder de disseminagdo, podendo infetar todos os mamiferos domésticos, silvaticos e o
Homem, constituindo uma importante zoonose com riscos para a saide publica e formando
um entrave a livre circulagdo de animais no territorio da Unido Europeia.

Esta dissertagdo encontra-se dividida em duas partes, uma primeira parte que
compreende a revisdo bibliografica onde ¢ feita uma abordagem inicial & tuberculose em
geral com apresentagdo das micobactérias pertencentes ao complexo Micobacterium
tuberculosis (MTBC) responsaveis pela infe¢do, passando posteriormente a especificar a
tuberculose para a espécie caprina, com descri¢do epidemiologica da doenga nesta espécie,
evolucdo das lesdes e descricdo das mesmas, meios de diagnodstico possiveis € seu contributo
para o desenvolvimento e controlo dos focos, e a importancia desta zoonose para a satde
publica. Na segunda parte, ¢ feita toda a descri¢do e discussdo de um foco de tuberculose

caprina com aplicagdo pratica dos conceitos assimilados na revisdo da literatura.

Palavras — Chave: Caprinos, Tuberculose, Diagndstico, Mycobacterium caprae.



Abstract

The tuberculosis is an infectious-contagious disease caused by bacteria from the
mycobacterium type, which is highly resistant in the environment and has a great spreading
power. It can infect domestic mammals, wildlife and the human being, constituting an
important zoonotic disease with risks for the public health and creating an obstacle to the free
animal circulation within European Union.

The first part of the thesis aggregates the bibliographic review where a first approach
to the tuberculosis in general is made. Beginning with the presentation of the mycobacteria’s
that belong to the mycobacterium tuberculosis complex (MTBC), responsible for the
infection, and thenceforward to specify the tuberculosis in goats with the epidemiological
description of the disease in this specie, the evolution and the description of the lesions, the
possible diagnosis means and their contribute for the development and control of the case,
and the importance of this zoonotic disease for the public health. The second and last part
consists in the description and discussion of the goat tuberculosis case with practical

application of the concepts assimilated in the bibliographic review.

Keywords: Goats, Tuberculosis, Diagnostic, Mycobacterium caprae.



Abreviaturas

% - Percentagem

® C — Grau Celcius

ml — Mililitro

mm — Milimetro

cm - Centrimetros

um — Micrémetro

ADN - Acido desoxirribonucleico

BAAR — Bacilo Acido-Alcool Resistente

BCG — Bacilo Calmette-Guerin

DTH — Hipersensibilidade tipo IV ou retardada
DR - Repeti¢des Diretas

DGYV - Direcao Geral de Veterinaria

EFSA — European Food Safety Authority

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
HE — Hematoxilina-eosina

HIV — Human Imunodeficiency Virus

IDTB — Prova de Intradermotuberculinizagao
IFN-y - Gama Interferao

Ig — Imunoglobulina

IL - Interleucina

LNIV/INIAV — Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria
M. - Mycobacterium

MTBC - Complexo Mycobacterium tuberculosis
OIE - Organizacdo Mundial de Saude Animal
OMS - Organiza¢ao Mundial de Saude

PCR - Polimerase Chain Reaction

PPD — Purified Protein Derivative

REA — Restriction Endonuclease Analysis

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism
rRNA — Acido Ribonucleico ribossomal

SIDA — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
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TCH — Acido tiofeno-2-carboxilico hidrazida
UE — Unido Europeia

UI — Unidades Internacionais

VNTR - Variable Number Tandem Repeat
ZN — Zielh-Neelsen
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I. INTRODUCAO

A cabra ¢ um animal doméstico que tem seguido o homem desde as primeiras
civilizagdes, tendo representado um papel importante a nivel econdémico, nutricional e em
algumas regides, religioso, assumindo-se como um animal sagrado. Atualmente e com o
aumento da populacdo mundial, este animal tem vindo a ser produzido e explorado de forma
mais intensiva, melhorando o aproveitamento leiteiro e de carcaga. Fator que contribui para o
aparecimento de doengas no efetivo.

Os dados apresentados ao longo desta descricdo do foco de tuberculose sao
pertencentes a caprinos da raga Murciano-granadina e Florida que sdo racas de aptidao
leiteira, com bons indices de producdo. Estes animais eram de origem espanhola e pertenciam
a uma exploracdo pecudria no Alentejo. Segundo Duarte e colaboradores (2008), a regido do
Alentejo possui a prevaléncia mais elevada de animais infetados com tuberculose em
Portugal.

A tuberculose ¢ uma doenca infeciosa cronica conhecida desde as primeiras
civilizagdes, tendo sido referenciada pela primeira vez em animais, por Columela, no ano 40.
Mais tarde, no ano 1797, Klenke associou o consumo de leite de vaca infetado com o
aparecimento de lesdes. Gurlt (1831), Hering (1849) e Fuchs (1859), consideraram a
tuberculose bovina como sendo idéntica & forma pulmonar humana. S6 em 1868, Villemin,
descobriu o caradter zoondtico da tuberculose e confirmou a capacidade de transmissdo da
doenca dos animais a0 homem e vice-versa. Finalmente, em 1882, Robert Kock descobre o
bacilo da tuberculose, demonstrando a etiologia bacteriana da doenca. Em 1890, desenvolveu
a tuberculina, utilizada até aos dias de hoje como meio de diagnoéstico (Vicente, 2004).

Define-se como tuberculose, a doenca infeciosa produzida por qualquer espécie
pertencente ao complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), embora cada espécie
apresente maior afinidade por um hospedeiro em especifico. No caso dos caprinos ¢,
fundamentalmente, causada pelo Mycobacterium caprae e Mycobacterium bovis, sendo que o
M. caprae € o principal agente etiologico.

A infecdo da-se principalmente por via respiratdria com a exposi¢do a aerossois
contendo micobactérias. Deste modo, as lesdes caracteristicas da tuberculose, geralmente,
encontram-se presentes nos pulmoes e ganglios linfaticos associados. A segunda porta de

entrada mais frequente, ¢ a digestiva, desenvolvendo-se lesdes nos intestinos e ganglios
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linfaticos mesentéricos. A doenca geralmente tem uma evolug¢do subclinica, e quando
presentes, os sinais clinicos ndo sdo especificos, podendo incluir fraqueza, anorexia,
emagrecimento, dispneia, hipertrofia dos ganglios linfaticos e tosse.

O diagndstico ¢ conclusivo, na grande maioria dos casos, apos a morte dos animais,
com a realizagdo de necropsias, exames histopatologicos e bacteriologicos.

Nos caprinos, a tuberculose, causada principalmente pelo M. caprae, ¢ uma doenga
endémica na Peninsula Ibérica e ¢ um agente infecioso emergente em bovinos (Pérez de Val
etal., 2011).

A tuberculose esta incorporada na lista B da Organizagdo Mundial de Saude Animal
(Office International des Epizooties - OIE), na qual estdo incluidas doencas transmissiveis
com importancia para a satde publica, com impacto sdcio-econdmico dentro dos paises € com
percussdes significativas no comércio internacional de animais e de produtos de origem
animal.

Em Portugal, ndo existe um programa de erradicagdo de Tuberculose Caprina,
devendo-se em parte a ndo inclusdo desta doenga na lista de doengas de declaracdo obrigatoria
da OIE, nem na lista de doencas de declaragdo obrigatéria a nivel nacional. No entanto, a
tuberculose ¢ uma zoonose, constitui um perigo para a saude publica, e como tal, ¢ de
notificagdo obrigatoria. Por outro lado, estd a decorrer desde 1987 um programa de
erradicacdo de tuberculose bovina, baseado na prova de tuberculina, abate sistematico dos
animais positivos com confirmacao por diagndstico bacteriologico e histopatologico realizado
no laboratorio de referéncia nacional, o Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e
Veterinaria (LNIV/INIAV), e vigilancia permanente nos matadouros por parte dos inspetores
sanitarios.

A legislagdo no ambito do combate a tuberculose bovina em Portugal ¢ suportada pelo
Decreto-Lei n.° 272/2000 de 8 de Novembro, que estabelece as normas técnicas de execugao
do Programa de Erradicacdo da Tuberculose Bovina e de combate a tuberculose, a Diretiva n.°
64/432/CEE, do Conselho, de 26 de Junho de 1964, relativa a problemas de fiscalizagdo
sanitaria em matéria de comércio intracomunitario de animais das espécies bovina e suina e a
Diretiva 78/52/EEC do conselho de 13 de Dezembro de 1977, define o0s critérios
comunitarios aplicaveis aos planos nacionais de erradicagdo acelerada da tuberculose,

brucelose e leucose enzodtica nos bovinos (Fonseca, 2011).
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II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Tuberculose

1.1. Género Mycobacterium

O género Mycobacterium inclui-se no Filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria,
Ordem Actinomycelates, Sub-Ordem Corynebacterineae e Familia Mycobacteriaceae. Este
género abrange mais de 120 espécies, as quais se caracterizam por: forma bacilar,
dependéncia de oxigénio, imobilidade, auséncia de formas de resisténcia e sdo acido-alcool-
resistentes (BAAR) (Rastogi et al., 2001). Esta ultima caracteristica ¢ conferida pelo elevado
contetdo lipidico, principalmente 4cidos micdlicos, presentes na parede celular (Biberstein &
Hirsh, 2003).

A classificacdo deste género pode ser feita de diferentes métodos, tendo em conta as
caracteristicas fenotipicas, a sua patogenicidade ou até mesmo os gendtipos. No entanto, a
classificagdo mais pratica ¢ aquela que utiliza as caracteristicas de crescimento das
micobactérias, dividindo-as em dois grupos: micobactérias ndo cultivaveis ou dificilmente
cultivaveis e cultivaveis. Posteriormente, as cultivaveis dividem-se em micobactérias de
crescimento rapido, inferior a 7 dias, e as de crescimento lento, superior a 7 dias (Garrido,
2011).

Este género abrange patogénicos obrigatdrios, patogénicos oportunistas e saprofitas. O
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) engloba todas as espécies causadoras de
tuberculose em mamiferos, as quais passo a citar: M. tuberculosis, M. microti, M. africanum,
M. bovis (M. bovis BCG — Bacilo Calmette-Guerin), M. canetti, M. pinnipedi ¢ M.caprae.
Esta incluido no grupo das micobactérias de crescimento lento, de tal forma que as culturas
primarias s6 se tornam visiveis a olho nu ao fim de 10 a 14 dias de incubagdo, podendo
mesmo chegar as 6 a 8 semanas. (Cruickshank et al, 1975; Pfyffer, 2007). A temperatura
Optima de crescimento encontra-se entre 30 e 43°C, sendo o valor de referéncia os 36°C
(Aranaz et al., 1999).

Em termos morfologicos os bacilos da tuberculose sdo retos ou ligeiramente curvos,
com um comprimento que varia de 1.0 a 10 um e 0.2 a 0.6 um de largura, isolado ou em
pequenos aglomerados e ndo formam esporos, flagelos ou capsulas (Ferreira, 1976; Biberstein
& Hirsh, 2003; Pfyffer, 2007). O seu ADN possui um elevado conteudo em guanina e citosina
(G+C entre 62% a 70%) (Rastogi et al., 2001). A morfologia das colonias varia entre
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espécies, variando de lisas para rugosas e de ndo pigmentadas para pigmentadas. As colonias
do tipo pigmentadas apresentam, geralmente, coloragdo amarela, laranja, ou, raramente, rosa,
geralmente devido aos pigmentos carotenoides. Além disso, umas espécies necessitam de luz
para formar pigmento, enquanto outras formam pigmentos tanto na presenga como na
auséncia de luz (Pfyffer, 2007).

A parede celular das micobactérias tem caracteristicas muito particulares que as
distinguem de outros microrganismos, sendo a caracteristica mais importante e marcante o
elevado contetido lipidico, especialmente acidos micolicos, responsaveis pela caracteristica
acido-alcool-resistente; micosideos, responsdveis pela resisténcia a antibidticos e
desinfectantes; e glicolipidos, responsaveis pela toxicidade e sobrevivéncia das micobactérias
fagocitadas (Biberstein & Hirsh, 2003).

As micobactérias sdo consideradas citoquimicamente Gram-positivas, mas na
maioria das espécies a coloragdo pelo método Gram ¢ dificil, pois a presenca de substancias
de natureza lipidica na parede celular faz com que o bacilo s6 seja penetrado por corantes
fortes e com auxilio de calor. Na pratica a sua identificacdo ¢ feita pelo método de Ziehl-
Neelsen que utiliza a fucsina e como contraste emprega-se o azul de metileno ou o verde de
malaquite. Uma vez corado pela fucsina, o bacilo resiste a descoloragdo quando submetido a
uma solucdo acido-alcoolica, dai a designacdo de bacilo é4cido-dlcool-resistente (BAAR)
(Cruickshank et al, 1975).

Quanto a resisténcia tratam-se de bactérias com grande capacidade de sobrevivéncia
em objetos inanimados durante semanas ou meses, desde que ndo estejam expostas a luz
solar. S3o mais resistentes a antimicrobianos, acidos, alcoois e desinfetantes do que muitas
bactérias ndo esporuladas. Por outro lado, sdo altamente sensiveis a luz solar e a temperaturas
superiores a 65°C durante 30 minutos (Biberstein & Hirsh, 2003; Pfyffer, 2007; Quinn et al,
2002).

1.2. Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC)

Atualmente, o Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) é composto por 7
elementos que formam um grupo de organismos com uma homologia em termos de ADN de
95 a 100%, tendo a sequenciacdo do gene 16S rRNA mostrado que ndo existem diferencas de
sequéncia entre os membros do complexo, até ao ponto de ser debatida a conveniéncia de

reorganizar o complexo numa uUnica espécie (Prodinger et al., 2005; Aranaz et al., 2003;
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Aranaz et al, 1999). Alguns autores, Alexander et al. (2010), defendem a inclusdo de uma
nova espécie no MTBC, o M. mungi, que surgiu numa exploracdo de mangustos, em
Botswana.

A identificagdo destas espécies ¢ levada a cabo para efeitos epidemiologicos, de saude
publica e terapéuticos (Pfyffer, 2007; Runyon et al., 1974). Tradicionalmente ¢ baseada em
caracteristicas de crescimento, como pigmentagdo, morfologia da colénia e taxa de
crescimento, ¢ em testes bioquimicos. Os testes mais utilizados sdo o de acumulagdo de
niacina, a atividade nitratase, suscetibilidade a pirazinamida e suscetibilidade ao acido
tiofeno-2-carboxilico hidrazida (TCH). Para completar estes estudos numéricos tem-se usado
técnicas moleculares para estudos genéticos (Aranaz et al., 1999).

Mpycobacterium tuberculosis

O Mycobacterium tuberculosis foi descoberto por Robert Kock em 1882 e infeta
primariamente humanos e primatas, ndo obstante a infe¢do em outras espécies (Cousins et al,
2003; Ferreira, 1976). Esta variante do MTBC tem tido uma variacao genética bastante baixa
ao longo dos anos (Pfyffer, 2007). Esta espécie é, com certeza, o agente patogénico mais
importante do complexo em termos de niimero de hospedeiros infetados e nas implicagdes
que representa para a saude publica (Aranaz et al., 2003).

Mycobacterium bovis

Mycobacterium bovis (Karlson & Lessel, 1970) ¢ o agente causador de tuberculose
bovina por exceléncia, podendo também infetar uma ampla gama de hospedeiros domésticos
e silvaticos (Aranaz et al, 1999). Ao contrario da maioria dos membros do MTBC, o M. bovis
¢ capaz de crescer numa atmosfera baixa em oxigénio. Formam coldnias em meio a base de
ovo, pequenas e arredondadas, com bordos irregulares e uma superficie rugosa, enquanto que
as colonias em meio de agar sdo pequenas e lisas (Pfyffer, 2007). O M. bovis BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin) foi distribuido por Calmette em 1924 para laboratérios de todo o mundo,
tem propriedades idénticas ao M. bovis, diferindo apenas no grau de patogenicidade que ¢
muito mais atenuada. Esta estirpe tem sido utilizada como vacina (Pfyffer, 2007;Cousins et a/,
2003; Runyon et al., 1974; Aranaz et al, 1999).

Mycobacterium caprae

Em 1999, apos estudos taxondmicos foi proposto um novo membro do MTBC,
designado M. tuberculosis subsp. caprae (Aranaz et al, 1999). Mais tarde, Niemann et al

(2002) incluiu-o no grupo de M. bovis como M. bovis subsp. caprae.
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Caracteristicas fendtipicas dos isolados de micobactérias caprinas e a sensibilidade a
pirazinamida, antimicrobiano ao qual o M. bovis ¢ resistente, foram critérios importantes para
diferenciarem esta espécie de M. bovis, passando a formar um novo elemento do MTBC com
o nome de M. caprae (Aranaz et al, 2003).

O principal hospedeiro de M. caprae ¢ a cabra, mas encontram-se descritos casos em
bovinos, porcos, ovinos, alguns animais silvaticos e no Homem. Nesta tltima espécie tem-se
identificado tuberculose de origem caprina desde 1996 (Garcia Marin, 2010; Aranaz et al.,
2003).

Mpycobacterium africanum

O M. africanum que ¢ dividido em 2 subtipos (I e o II) foi isolado a partir de
expetoragdo de um paciente com tuberculose no Senegal e descrito por Castets et al. (1969). E
uma causa de tuberculose humana na Africa Equatorial, podendo afetar também primatas,
porcos e bovinos (Aranaz et al, 1999; Runyon et al., 1974). As colonias assemelham-se a M.
tuberculosis e as propriedades fisioldgicas e bioquimicas sdo intermédias entre o M.
tuberculosis e o M. bovis, sendo que o subtipo I estd mais relacionado com o M. bovis e o
subtipo II com o M. tuberculosis (Richter et al, 2003; Pfyffer, 2007).

Mpycobacterium microti

M. microti foi identificado pela primeira vez em roedores por Wells & Oxon (1937) e
a sua denominagdo final foi proposta por Reed (1957) (Aranaz et al, 1999). Agente causador
de tuberculose em porcos da India, coelhos, lamas, gatos e outros animais de sangue quente,
tendo vindo a ser identificado também em humanos. Revelam caracteristicas morfologicas
distintas ao esfregaco e normalmente ndo crescem em cultura (Pfyffer, 2007).

Micobacterium canetti

M. canetti foi isolado pela primeira vez por Georges Canetti em 1969. O facto das
suas colonias serem lisas, redondas e brilhantes, faz com que seja diferente de todas as outras
espécies do complexo. Na verdade, presume-se que o M. canetti tem cerca de 2,8 milhdes de
anos e, portanto, pode ser um ancestral de todos os outros membros do MTBC (Pfyffer,
2007).

Mpycobacterium pinnipedi

A sua primeira denominacao foi “seal bacillus” (Cousins et al, 1993), passando mais
tarde a intitular-se M. pinnipedi (Cousins et al, 2003) e a fazer parte do MTBC. Os Pinipedes
parecem ser o hospedeiro natural, no entanto também ¢ patogénico para alguns roedores e

para o Homem (Kriz et al, 2011; Pfyffer, 2007).
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Estas espécies sdo os agentes causais de tuberculose em humanos e animais. O
proximo parentesco foi confirmado por hibridagdo ADN-ADN, por eletroforese de enzimas
multilocus, e por sequenciacdo do gene de ADN ribossomal 16S rRNA e 16S-23S rRNA.
Apesar dessa relacdo estreita, as espécies do MTBC mostram grande variabilidade em suas
caracteristicas fenotipicas, epidemioldgicas, patogénicas e na importancia para a saude

publica (Kubica et al., 2003; Richter et al., 2003).

2. Tuberculose Caprina

A tuberculose caprina ¢ conhecida desde o final do séc. XIX, quando Robert Kock
descreve em 1884, dois anos depois de ter isolado o Mycobacterium tuberculosis (1882), o
primeiro caso numa cabra com lesdes generalizadas nos ganglios linfaticos e outros 6rgdos, €
lesdes cavitarias no pulmido, identificando posteriormente como agente causador o
Mycobacterium bovis (Garcia Marin, 2010). Como cita Garrido (2011), segundo Aranaz
(1999) muitos dos achados do MTBC identificados em cabras foram originalmente
classificados como M. Bovis e sO6 posteriormente, estudos fenotipicos e genotipicos
propuseram a denominagdo destes achados como M. Tuberculosis subsp. caprae (Garrido,
2011). Uns anos depois Niemann et al. (2002) denominaram de M. Bovis subsp. caprae ¢ em
2003 Aranaz e colaboradores consideraram que a subespécie deveria ser considerada como
uma nova espécie do MTBC e passou a chamar-se Mycobacterium caprae (Aranaz et al.,
2003).

Tal como acontece em todas as outras espécies, a tuberculose caprina ¢ uma infecao
cronica, contagiosa e os agentes habitualmente implicados sdo o M. bovis e o M. caprae,
embora o M. tuberculosis jé& tenha sido isolado (Bezos et al., 2012). O primeiro, afeta mais a
espécie bovina e o segundo afeta principalmente os caprinos (Duarte et al., 2008). E
principalmente uma doenca do trato respiratério inferior, com lesdes nos pulmdes e ganglios
linfaticos bronquicos e mediastinicos, podendo ocasionalmente encontrar-se lesdes em outros
6rgaos como o bago, o figado e ganglios linfaticos mesentéricos (Pérez de Val et al., 2011).

A primeira suspeita de tuberculose num rebanho de caprinos deve ser realizada
clinicamente, com a observagdo de sinais compativeis com a infe¢do por micobactérias do
MTBC. A elevada mortalidade, emagrecimento progressivo, depressdo, prostracdo, presenca

de sinais respiratorios, diminui¢cdo da produc¢do, entre outros sinais, sdo compativeis com esta
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doenga, no entanto existe um leque de patologias que podem desenvolver estes sinais
tornando imprescindivel a realizacdo paralela de uma lista de diagndsticos diferenciais, sendo
os mais importantes a paratuberculose, o tumor intranasal enzooético, artrite e encefalite
caprina, actinobacilose, linfadenite caseosa e algumas broncopneumonias (Garcia Marin,
2010; Radostitis et al., 2002).

No que diz respeito a transmissdo ao Homem, a tuberculose caprina ¢ uma zoonose,
tendo-se vindo a relatar casos de tuberculose de origem caprina desde 1996 (Garcia Marin,
2010).

Existem diversos fatores que contribuem para a disseminagdo desta infe¢do, nos quais
estdo incluidos: as caracteristicas do bacilo, altamente resistente no meio ambiente e a
dessecagao; confinamento dos animais, com aumento do contato entre animais infetados e nao
infetados; co-habitacdo de animais adultos com animais jovens, que possuem imunidade ainda
deficiente; fatores imunossupressores, como sub-nutricdo, doengas concomitantes, deficientes
condi¢des de higiene e praticas incorretas de maneio, entre outros. (Radostitis et al., 2002;
Atance & Vizcaino, 1998).

Esta doenca causa elevados prejuizos econdmicos devido ao abate de animais
infetados e consequente rejeicao, diminui¢ao da produgdo de leite, bem como limitagdes ao
comércio. Além disso, os caprinos infetados constituem um perigo pela sua capacidade de
transmitir a doenca a0 Homem, bovinos ¢ animais silvaticos (Bezos et al., 2012; Sanchez et

al., 2011).

2.1. Epidemiologia

Durante muitos anos pensou-se que a espécie caprina fosse resistente a infecdo por M.
bovis, todavia esta teoria foi rejeitada apos serem descritos casos de infe¢do nos caprinos em
varios paises (Melo et al., 2012). Segundo Radostitis e colaboradores (2002), todas as
espécies, incluindo o Homem, e grupos etéarios sdo suscetiveis a infe¢do por micobactérias do
MTBC, sendo os bovinos, caprinos e suinos os mais suscetiveis, ao invés dos ovinos e
equinos que tem-se mostrado mais resistentes a infecdo. Este facto pode-se dever a uma
suposta resisténcia natural por parte destas espécies ou pela falta de casos relatados.

A tuberculose caprina tem aumentado nos ultimos anos, tendo-se o M. caprae tornado
um agente infecioso emergente em bovinos (Pérez de Val ef al., 2011). O numero de isolados

de M. caprae a partir de amostras de bovinos tem aumentado de forma consistente desde 2004
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(Rodriguez et al., 2011). Esta doenga infeciosa, causada maioritariamente por M. caprae e M.
bovis, bem como a paratuberculose, doen¢a causada pelo M. avium subsp. paratuberculosis,
sdo doengas endémicas nos rebanhos caprinos da Peninsula Ibérica (Pérez de Val et al.,
2012).

Os rebanhos de caprinos infetados com tuberculose constituem um reservatorio de
infecdo que representa um risco para outros rebanhos, animais silvaticos e humanos. Para
além disso, pode prejudicar as campanhas de erradicacdo da tuberculose bovina. Em Portugal
¢ muito frequente os produtores de bovinos possuirem rebanhos de caprinos e/ou ovinos,
como forma de tirarem o maximo aproveitamento das pastagens, no entanto estas duas
espécies ndo estdo incluidas no plano de erradicacdo da tuberculose, mas podem ser um
reservatorio e disseminar a doenga. Os caprinos sdo muito suscetiveis a doenga e se forem
mantidos em contato com rebanhos de bovinos infetados, a incidéncia da doenga podera
atingir 70%. Os animais silvestres e selvagens também atuam como hospedeiros permanentes
e reservatorio de infegdo, fator que influéncia a erradicacdao da tuberculose (Radostitis et al.,
2002)

Em paises desenvolvidos a tuberculose no Homem tem ocorrido em casos pontuais e
em pacientes idosos ou imunocomprometidos. No caso dos animais domésticos,
nomeadamente os bovinos que possuem um plano de erradicagdo desde meados do século
passado, a tuberculose ainda representa um problema grave em alguns paises da Unido
Europeia, com taxas de prevaléncia no rebanho até 8,2%. Em contrassenso a Alemanha foi
considerada oficialmente livre de tuberculose bovina em 1997 (Kubica et al., 2003). A
situacdo da tuberculose bovina, tendo como principal agente, o M. bovis, dentro da Unido
Europeia (UE) difere de pais para pais (Tabela 1).

A tuberculose caprina foi diagnosticada em diversos paises de todo o mundo desde
principios do século XX. Na Europa, para além de Portugal, ja foi descrita na Espanha,
Franga, Italia, Alemanha, entre outros (Garcia Marin, 2010). No Homem, a infe¢do por M.
caprae ndo ¢ comum, todavia, na Europa Central ¢ a principal causa de tuberculose nos
bovinos e, portanto, o agente predominante de “tuberculose bovina” para o Homem
(Prodinger et al., 2005).

Em Espanha, M. caprae representa 7.4% de todos os isolados de micobactérias
pertencentes ao MTBC obtidos de animais domésticos e silvestres. Este facto deve-se ao
microrganismo ser altamente patogénico para os caprinos, provocando lesdes disseminadas e

rapida disseminacdo no rebanho, mas também, a ndo inclusdo dos caprinos nos planos de
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erradicacdo nacional, exceto se co-habitarem com bovinos (Rodriguez et al., 2011). Portanto,
a infecdo por M. caprae pode difundir-se facilmente através do movimento de animais,
aquando da compra de animais de substitui¢do ou como melhoramento genético.

A prevaléncia real da tuberculose caprina em Portugal ndo ¢ conhecida de forma
precisa, devido, principalmente, a auséncia de protocolos de diagnostico, campanhas de
erradicacdo generalizadas e, sobretudo, a falta de reconhecimento oficial da importancia desta
doenga em caprinos.

Em Portugal esta a decorrer um programa de erradicacdo da tuberculose bovina desde
1987 (Duarte et al., 2008). A Regido Autonoma dos Acores, Madeira e Algarve sdo

considerados livres de tuberculose bovina (Duarte et al., 2008).

Tabela 1 — Situacdo da tuberculose bovina na UE, dados de 2010.(European Food Safety Authority (EFSA),
2012).

Situacio da Tuberculose Bovina na Unido Europeia
Paises Oficialmente Indemnes Paises Endémicos
Portugal
. Espanha
Bélgica Sp .
. Reino Unido
Republica Checa
) Irlanda
Dinamarca .
Eslovénia
Alemanha .
Hungria
Franca .
Roménia
Luxemburgo .
Bulgaria
Holanda e
( . Grécia
Austria
.. Malta
Eslovaquia .
A 1 Chipre
Finlandia Lo
. . Lituania
Suécia ..
Polénia Letonia
Estonia
Italia
Paises livres que ndo pertencem a UE: Noruega e Suica

2.2. Patogenia e resposta imunitaria

A maioria dos estudos realizados sobre patogenia e resposta imunitria foram
efetuados em Humanos e bovinos. Os caprinos, tal como os bovinos, sdo ruminantes e
apresentam caracteristicas fisiologicas e anatdmicas semelhantes, para além disso

desenvolvem, nas infegdes de tuberculose, lesdes cavitarias que também sdo um achado
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frequente na tuberculose no Homem. Neste sentido, muitos dos achados descritos na
bibliografia sdo aplicaveis a ambas as espécies (Garrido, 2011).

A tuberculose numa primeira fase forma lesdes no local de infecdo e no ganglio
linfatico satélite, designando-se de complexo primario (CP) esse conjunto de lesdes. Um foco
primério de infecdo desenvolver-se-4 ap6s a entrada da bactéria e umas semanas depois
inicia-se a calcificacdo das lesdes (Radostitis et al., 2002). A partir deste foco pode ocorrer
dissemina¢do da infe¢do por macrofagos contendo bacilos (Quinn et al., 2002).

A infecdo inicia-se com a entrada do bacilo geralmente por via aerégena ou digestiva,
depositando-se em seguida nas mucosas onde ird ser captado pelos macrofagos, dando-se a
ativacdo do sistema mononuclear fagocitario. A presenga de componentes lipidicos na parede
celular conferem ao bacilo resisténcia a destruicdo fagocitaria, permitindo deste modo
multiplicagdo intra e extracelular continua (Biberstein & Hirsh, 2003; Atance & Vizcaino,
1998). A sua multiplicagdo e o desenvolvimento de lesdes dependera da resisténcia do
sistema imunitario, expressada em grande medida pela ativacdo dos macrofagos e da

viruléncia da estirpe (Atance & Vizcaino, 1998).

Figura 1 - Formacdo do granuloma tuberculoso ou tubérculo
(Fonte: McGavin e Zachary, 2007).

A presenca de micobactérias no interior dos macroéfagos desencadeia uma resposta
imune mediada por células que leva a formagdo do granuloma de tuberculose (Tabela 2) no
orgao afetado e no ganglio linfatico satélite, levando a formagao do CP (Atance & Vizcaino,
1998). Os macrofagos infetados secretam IL-12 uma citocina responsavel pela estimulagdo de

Linfocitos T CD4+ e T CD8+ para induzir a producdo de gama interferdo (fator estimulador
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de coldnias granulociticas € monociticas e fator inibidor de migracdo) que atrai e ativa
macrofagos (Fig. 1) (Biberstein e Hirsh, 2003; Cotran ef al., 1999). Esta reagdo inflamatoria
local induzida por citocinas ¢ uma reagdo de hipersensibilidade tipo IV (DTH), mediada por
células, porque ¢ o resultado da interagdo de linfocitos T com o antigénio especifico para o
qual eles foram sensibilizados, ou do tipo retardado (Tabela 4). A resposta imune resultante ¢
mediada tanto por linfocitos T CD8+ citotdxicos como pela libertacdo de citocinas pelos
linfocitos T CD4+. Ambos reagem através de células mediadoras, principalmente macrofagos,
para produzir reagdes inflamatérias cronicas (McGavin & Zachary, 2007). Para além da
tuberculose existem outras infe¢cdes cronicas com microrganismos intracelulares persistentes

que desenvolvem DTH como representado na tabela 2.

Tabela 2 — Doencas que desenvolvem Reagdo de Hipersensibilidade do tipo IV (DTH) (Adaptado de McGavin
& Zachary, 2007).

Especificidade patogénica dos Manifestacdes clinico-
Doenca N 20
Linfécitos T patologiocas
Tuberculose Antigénios Mycobacterium spp. Formacéo de granuloma
Antigéni M acterium avium .
Paratuberculose genios ycobacteriu Vi Enterite granulomatosa

subsp. paratuberculosis

Haptenos (antigénio que necessita
Dermatite alérgica por contacto | ligar-se a uma proteina para | Dermatite perivascular
desencadear resposta imunitaria)

Antigénio desconhecido presente na | Artrite cronica com inflamacgéo,

Artrite reumatoide . ... - .
articulagdo sinovial destruicdo da cartilagem e 0sso

Uveite recorrente dos equinos Desconhecido Uveites

Na fase inicial de desenvolvimento da lesdo, os granulomas sdo compostos
predominantemente por macrofagos ativados ou células epitelioides (ntcleo vesicular
alongado e citoplasma palido muito pouco delineado). Nesta fase ocorre uma proliferagdo
dindmica das bactérias e necrose dos macréfagos no local de infe¢do. A medida que a lesdo
progride, o foco necrdtico caseoso tem tendéncia a aumentar e pode haver evolucdo para
calcificagdo ou liquefagdo. H4 formacdo de células gigantes de Langhans, que sdo
provavelmente o produto da fusdo de células epitelioides, e ocorre formacdo de um anel
composto por linfocitos e células mononucleares que envolvem a lesdo inicial. Muitas vezes,
adquire proliferacao de tecido conjuntivo na periferia, que tende a encapsular a lesdo (Coetzer

& Tustin, 2004).
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Dependendo do grau de infec¢do, da resposta imunitaria do hospedeiro e da viruléncia
da estirpe infetante o desenvolvimento da doenca pode tomar varios cursos. Um deles ¢ o
desenvolvimento de um processo exsudativo agudo com perda da arquitetura dos tecidos e um
elevado grau de hipersensibilidade a tuberculose no caso de estirpes altamente virulentas
(Biberstein & Hirsh, 2003). Por outro lado, quando a infecdo por micobactérias ¢ eficazmente
travada pelo sistema imune pode ocorrer eliminacdo completa das bactérias do organismo ou
a infecdo pode passar a um estado latente que pode persistir durante varios anos sem que
exista uma progressdo. A reativa¢do pode ocorrer como consequéncia de situagdes de stress
ou idade avangada, quando ha debilidade do sistema imune (Garrido, 2011). Pode também,
ocorrer disseminagdo linfatica e hematogenea e produzir tuberculose miliar com formagao de

tubérculos multifocais em varios 6rgdos (Biberstein & Hirsh, 2003; Radostitis et al., 2002).

Tabela 3 — Comparagdo entre lesdes granulomatosas e lesdes cavitarias (Adaptado de Sanchez ef al., 2011).

Lesoes Granulomatosas Lesoes Cavitarias

Menor poder de infegdo; Maior poder de infegéo;

Grande acumulagdo celular composta por neutréfilos
(alguns degenerados), alguns macr6fagos
epitelioides envolvidos em material necrotico
caseoso e liquefeito. Algumas células gigantes
multinucleadas e  macrofagos em  redor.

Necrose caseosa com focos de mineralizagdo,
rodeado de macrofagos epitelioides e células
gigantes multinucleadas, com uma 4area de

linfocitos junto & capsula fibrosa exterior; . N ,
Externamente tecido de granulagdo e capsula

fibrética,

A quantidade de BAAR ¢ reduzida e encontram-se

. . , , . Grande quantidade de BAAR extracelular e, alguns,
no interior de macrofagos e células gigantes

multinucleadas; intracelular,

Maior nimero de linfocitos T CD4+; Maior nimero de linfocitos T CD8+;
Baixo numero de neutroéfilos. Grande concentracao de neutrofilos;
Reduzida dilatagdo dos bronquiolos e alvéolos. Dilatag¢do dos bronquiolos e alvéolos.

Para além do granuloma caracteristico da tuberculose, sdo observadas, por vezes,
lesdes cavitarias nos pulmdes de caprinos afetados, onde estdo presentes numerosos BAAR
(Tabela 3). Grande parte destas lesdes comunicam com os bronquios e, sobretudo, com os
bronquiolos, originando formas abertas de tuberculose, o que pode originar a elimina¢dao do

bacilo para o meio ambiente e assim propagar a doenga ou levar a ingestdo do bacilo por
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degluticdo, com dissemina¢do da doenga no proprio organismo (Sanchez et al., 2011). Esta

caracteristica tem um papel fundamental na perpetuacao e disseminacgao da tuberculose.

Tabela 4 — Descrigdo dos mecanismos de hipersensibilidade tipo I, II, III e IV. (Adaptado de McGavin

Zachary, 2007).

Hipersensibilidade | Hipersensibilidade
Tipo Hipersensibilidade | tipo 11 ou | tipo III ou mediada | Hipersensibilidade
tipo I ou imediata anticorpo- por do tipo IV ou tardia
dependente imunocomplexos
5;1’::5) ?ZZZ; IgE IgG e IgM IgG e IgM Linfécitos T
Antigénios na Virus, bactérias e
Antigénio Alérgeno superficie de células | Virus ou bactérias S
. antigénios de contato
ou tecidos
Anemia hemolitica | Lupus  Eritematoso | Tuberculose;
Doenga tipo | Alergia auto-imune; rea¢do a | Sistémico; Dermatite de
transfusdo. Poliarterite. contato.
Producdo de IgG e | Deposicao do

Produgdo de IgE >
libertagdo  imediata

IgM - ligam-se ao
antigénio >
fagocitose e lise de

complexo antigénio-
anticorpo —> ativagao
do complemento >

Linfocitos T ativados

Mecanismo de amina vasoativas i - libertagdo de
. . células alvo pelo | recrutamento de | . L
imune e outros mediadores . . citoquinas e ativacdo
complemento leucdcitos > .
- Recrutamento de . . ~ de macro6fagos.
f . . ativado e | libertacdo de
células inflamatoérias. .
recrutamento de | enzimas e outras
leucdcitos moléculas toxicas.
. 5 Infiltrados celulares,
Dilatagdo vascular, . . .
~ ~ Lise celular e | Vasculite necrosante | edema,  destruigdo
Lesoes edema, produgdo de | . ~ . ~ ~
inflamagao. e inflamacao. celular e formacdo

muco e inflamagao.

de granulomas.

2.3. Vias de infecio e transmissao

A transmissdo do bacilo ocorre entre o meio ambiente, os animais silvaticos, os
animais domésticos, principalmente os bovinos, € 0 Homem. Como referido anteriormente o
contagio pode ocorrer tanto por via respiratoria como por via digestiva. A inalacdo ¢
invariavelmente a principal porta de entrada do bacilo em animais confinados e, até mesmo,
em animais que se encontram em pastoreio. Esta afirmacdo, tem-se vindo a comprovar ao
longo dos anos, com os inimeros estudos realizados e artigos publicados acerca das lesdes e
sua localiza¢dao. O local de elei¢do para o desenvolvimento de lesdes sdo os pulmoes e os
ganglios linfaticos satélite (Biet et al., 2005).

Goticulas, expetoracdo e poeiras contaminadas transportadas pelo ar sdo a principal

fonte de infecdo por via respiratéria. Em infe¢des aerogenas, apenas as particulas com 2 a 5
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um de diametro tem capacidade para atingir os espacos alveolares nos pulmdes, onde sdao
depositadas e as bactérias ingeridas pelos macrofagos. As particulas maiores ficam retidas nas
vias aéreas superiores e sao removidas pelo sistema mucociliar (Coetzer & Tustin, 2004).

A infe¢do pela ingestdo ocorre quando o pasto e a dgua estdo contaminados por fezes,
resultantes de lesdes intestinais ou secrecdes pulmonares deglutidas, secregdes respiratorias,
urina, corrimento vaginal e uterino e leite de animais infetados, sendo que ¢ necessaria uma
grande quantidade de microrganismos (Biberstein & Hirsh, 2003; Radostitis et al., 2002).

Para além destas duas vias de infe¢do, a entrada do bacilo pode dar-se também por via
percutinea, através de feridas, e transplacentaria. A infe¢do intra-uterina de vitelos foi
descrita quando a incidéncia de tuberculose bovina era alta (Biberstein & Hirsh, 2003).

Existem vérios fatores que contribuem para a difusdo da tuberculose e aumentam a
prevaléncia de infecdo nos rebanhos e nas populagdes. Sao estes: a capacidade de resisténcia
do bacilo no meio ambiente a dessecacdo e a maioria dos desinfetantes, elevada capacidade de
transmissdo e difusdo pelos tecidos, “migracdes” dos animais selvagens em busca de comida,
comércio de animais e melhoramento genético, aumento da densidade e nivel de contato entre
animais, periodo de incubagdo muito variavel, condi¢des sanitarias precarias, a migragdo e a
suscetibilidade de doenca em individuos imunocomprometidos. (Biet et al., 2005; Vicente,
2004; Vergara & Delgado, 2011).

A transmissdo direta de tuberculose de humano para humano foi relatada em vérios
casos, mas ¢ rara e surge principalmente em pacientes imunocomprometidos. Os alimentos
contaminados, sendo de destacar o leite, ou o contato direto com os animais s@o as principais
formas de transmissdo da infecdo para o Homem (Vicente, 2004; Kubica et al., 2003). Os
fatores de risco para a infecdo nesta espécie incluem a intensidade da exposicdo, a idade, o
sistema imunolédgico, a co-infecdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), fatores
genéticos e também fatores socio-econdmicos (Biet ef al., 2005).

Os animais silvaticos albergam estirpes de M. bovis comuns as espécies domésticas,
funcionando como potenciais reservatorios responsaveis pela reintroducdo da doenca em
exploragdes livres de tuberculose (Duarte et al., 2007). Estes reservatérios impedem a

erradicacdo da tuberculose bovina em alguns paises (Radostitis et al., 2002).
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2.4. Sinais Clinicos e lesoes

O padrio de resposta depende do tipo de infe¢do, do hospedeiro e seu estado
fisiologico e tipo de resposta imune desenvolvida, da estirpe do microrganismo e da dose
infetante (Neill et al., 1994). Se for uma infecdo priméria o primeiro contato da-se, na maioria
das vezes, por inalagdo de BAAR e termina com uma resposta imune mediada por células que
induz hipersensibilidade e controla 95% das infe¢cdes. Em alguns casos ocorre infecdo por
reativagdo de estados latentes ou progressdo e disseminacdo de infegdes primadrias,
denominando-se nestes casos de infe¢des secundarias (Cotran et al., 1999).

A sintomatologia clinica varia consoante o 6rgdo afetado e sendo a tuberculose uma
doenga cronica os sinais clinicos podem tardar meses ou anos a manifestar-se (Belknap,
2002). A tuberculose clinica ¢ tipicamente uma doenca debilitante, onde os animais afetados
desenvolvem um processo cronico caracterizado por emaciagdo progressiva, apetite e
temperatura varidvel. Ocasionalmente, apresentam sinais localizados como hipertrofia dos
ganglios linfaticos, diarreia, emagrecimento progressivo até a caquexia, pélo erigado,
depressdo e prostracdo. A presenca de sinais respiratorios como tosse e dispneia s6 ¢ evidente
em animais com estados de doenga muito avangada (Garcia Marin, 2010; Biberstein & Hirsh,
2003). A tosse € cronica, profunda e produtiva, e ocorre uma ou duas vezes num periodo,
podendo-se estimular facilmente através da compressao da faringe. Nos casos avangados, com
extensas lesdes pulmonares, torna-se evidente a dispneia. Nos cabritos, a doenca pode ter
progressdo mais rapida e causar mortes precoces (Radostitis et al., 2002).

A auscultagio os sons pulmonares podem apresentar alteragdes, incluindo crepitagdes,
sibilos e pontos silenciosos ocupados por granulomas. Sinais indicativos de friccdo pleural
também podem estar presentes (Smith, 1996).

Nos caprinos, a forma mais comum de tuberculose ¢ a broncopneumonia, que se
manifesta por tosse e dispneia terminal, emagrecimento crénico e progressivo e diminui¢ao
consideravel da producao de leite (Vergara & Delgado, 2011). Em alguns casos, pode ocorrer
ulceragdo intestinal com aumento dos ganglios linfaticos do trato digestivo e consequente
diarreia (Radostitis et al., 2002). O aumento dos ganglios linfaticos retrofaringeos pode
provocar disfagia e respiragdo ruidosa devido a obstrucdo da faringe. Os sinais clinicos apenas
sdo evidentes em estados avangados de doenga, podendo animais com extensas lesdes estarem

aparentemente saudaveis. A perda da condi¢do corporal torna-se evidente a medida que a
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doenga progride (Quinn et al., 2002). Destaca-se também a elevada mortalidade,
principalmente em animais adultos.

Em determinados casos pode ocorrer disseminagdo linfohematogena, o que origina o
aparecimento de lesdes tuberculosas em outros 6rgdos (baco, figado, rim, glandula mamaria,
entre outros). A mastite provocada pela tuberculose ndo ¢ incomum e pode surgir tanto em
caprinos como em outros animais domésticos, constituindo um fator importante em termos de
transmissdo aos descendentes e de impacto na saude publica (Garrido, 2011). Carateriza-se
por provocar hipertrofia e rigidez, que frequentemente afeta a parte superior e os quartos
posteriores do ubere (Radostitis et al., 2002), muitas vezes acompanhada por hipertrofia dos

ganglios linfaticos supramamarios (Quinn et al., 2002).

2.5. Lesdes Macroscopicas

O estudo e a identificagdo de lesdes macroscopicas carateristicas de tuberculose
aquando de necropsias ou em animais submetidos a abate, constitui um método de diagnostico
simples, rapido e direto. Nos casos clinicamente suspeitos, as lesdes sdo sempre evidentes,
afetando principalmente pulmdes e ganglios linfaticos regionais. Em 90% a 95% dos casos os
pulmdes estdo afetados e em 5 a 10% o trato digestivo (Coetzer & Tustin, 2004). As lesdes
minimas ndo produzem sinais clinicos (Garcia Marin, 2010).

Nas fases iniciais da doenga, as lesdes podem ser dificeis de detetar pela inspegao
post mortem. Essas lesdes sdo constituidas por pequenas lesdes granulomatosas, com necrose
e calcificagdo. Pelo contrario, as lesdes antigas tornam-se bem evidentes pela capsula de
tecido conjuntivo e uma area de necrose caseificada central com coloragdo amarela pastosa
(Quinn et al., 2002).

A lesdo classica da tuberculose ¢ o granuloma tuberculoso ou tubérculo que em termos
macroscopicos apresenta-se parcial ou totalmente encapsulado, com contetido que varia de
liquido-purulento, com uma coloragdo amarela, a caseoso, caseo-calcario ou calcificado
devido a um processo de mineralizagdo de lesdes antigas (Coetzer & Tustin, 2004; Jones et
al., 1997; Smith, 1996). Os ganglios linfaticos retrofaringeos, bronquicos, mediastinicos e
mesentéricos sdo os de elei¢do para o desenvolvimento destas lesdes granulomatosas, facto
que se deve em parte a forma de transmissdo da infe¢do (Garcia Marin, 2010; Coetzer &
Tustin, 2004; Smith, 1996). Em mais de 95 % dos animais o diagndstico de tuberculose ¢é

feito a partir de material destes ganglios (Garcia Marin, 2010).
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Num rebanho de cabras infetadas com tuberculose pode encontrar-se varios estados de
doenga e consequentemente diferentes tipos de lesdes. Segundo Garcia Marin (2010) as lesdes
macroscopicas podem agrupar-se em trés tipos: lesdes localizadas, lesdes difusas e lesdes

cavernosas (Tabela 5).

Tabela 5 — Tipos de lesdes macroscopicas observadas na tuberculose caprina (Garcia Marin, 2010).

Lesoes localizadas

Lesoes difusas

Lesoes cavernosas

Lesoes localizadas e

caseificadas visiveis, com
presenga de alguns bacilos.
Encontram-se ~ complexos
primarios e lesdes nodulares
Os

focais e multifocais.

animais  geralmente nao

desenvolvem resposta
imune humoral (negativos
ao ELISA), contudo
desenvolve resposta imune

celular moderada (positivos

Extensas lesOes

caseificadas, com ou sem

generalizagdo a  outros
orgdos, com  presenca
moderada de bacilos. Os

animais apresentam uma
fraca resposta imune
humoral (negativos,

duvidosos ou positivos ao

ELISA), mas  resposta
imune celular moderada a

intensa (positivos ao gama

Lesdes cavernosas com
tamanho  variavel, com
generalizagdo a  outros
orgaos, necrose de
liquefacgao e elevado
niumero de Dbacilos. Os

animais desenvolvem uma

resposta imune humoral

moderada a intensa (
positivos ao ELISA) e
resposta imune celular baixa

a moderada (negativos ou

duvidosos ao

interferdao ¢ IDTB).

a gama interferdo e IDTB). | interferdo e IDTB). gama

Nos caprinos os granulomas tém entre 2 a 10 cm de diametro e ¢ relativamente
frequente encontrar lesdes cavitdrias nos pulmdes que se abrem para os brdonquios,
designando-se de “cavernas” . Estas lesdes possuem elevada carga bacteriana e facilidade em
eliminar o contetido pelas vias respiratorias superiores e, por degluti¢do, através do trato
digestivo (Garrido, 2011; Garcia Marin, 2010).

Na pleura, o processo inicia-se com espessamento, coloracdo rosa ou amarelada e pelo
aparecimento de grande quantidade de nodulos (Ferreira, 1976).

As alteragdes a nivel hepatico também sdo comuns, desenvolvendo-se lesdes idénticas
as observadas em outros 6rgdos, assim sendo sdo granulomatosas, multifocais, com tamanho
variavel, consisténcia caseosa e coloragdo amarela. Pode observar-se também, cirrose

tuberculosa com participacdo dos ganglios linfaticos hepato-pancreaticos (Melo et al., 2012;
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Ferreira, 1976). A presenca de lesdes granulomatosas na glandula mamaria, no bago, no rim,

no diafragma e no cora¢dao também estdo descritas (Bernabé¢ et al., 1991b)

2.6. Lesoes Microscopicas

A nivel microscopico, as lesdes tuberculosas possuem caracteristicas especificas, que
em conjunto com a identificagdo dos BAAR, permitem que o diagndstico histopatoldgico seja
facil de efetuar. Apesar de existir caracteristicas especificas de lesdes tuberculosas, pode
encontrar-se uma variabilidade de lesdes em funcao da severidade e do estado de infecao.
Essas lesdes caracterizam-se pela presenca de células inflamatdrias a rodear o foco infecioso
onde se encontra a bactéria, com uma zona central de necrose caseosa, que com a evolucao da
doenga se torna mais ou menos calcificada. Esta massa central ¢ rodeada por células
epitelioides, células gigantes de Langhans, linfocitos e macrofagos. Externamente a lesdo ¢
revestida por fibroblastos (Coetzer & Tustin, 2004; Stevens & Lowe, 2000).

Nos casos cronicos ha perda quase total ou até mesmo total da arquitetura dos tecidos
visualizando-se apenas zonas de calcificacdo e fibrose. Um estudo publicado por Jubb e
colaboradores (2007) revelou que a necrose no centro do granuloma foi observada 21 dias
apos a infecdo e as primeiras lesdes de mineralizagdo s6 apareceram a partir do dia 35 apds
infecdo, o que fundamenta o carater cronico da infe¢do por bactérias do MTBC.

As técnicas de diagnostico histopatologico servem para confirmar as lesdes
macroscopicas, mediante a caracterizacdo das lesdes ao microscopio recorrendo a coloragdo
hematoxilina-eosina (HE) que permite evidenciar a estrutura e a arquitetura dos tecidos e a
detecgdo de bacilos da tuberculose pelo método de coloragdo de Zielh-Neelsen (ZN).

Na tuberculose generalizada, as lesdes sdo principalmente do tipo exsudativo, com
amplas zonas de necrose, caseificacdo e pouca calcificacdo. Neste caso, ¢ frequente a
presenca de exsudado intra-alveolar, aumento da populacdo de linfocitos T CD8+ em
detrimento dos linfocitos T CD4+ e grande carga bacilar (Garrido, 2011). Estas lesdes, muitas
vezes evoluem para lesdes cavitarias que ao microscopio aparecem como grandes “vactiolos”,
geralmente em comunicagdo com os bronquiolos e com presenca de BAAR.

No mesmo animal podem observar-se diferentes tipos de lesdes tuberculosas. Segundo
Bernabé e colaboradores (1991) as lesdes microscopicas podem ser classificadas em trés
tipos: Lesdes proliferativas, proliferativas — exsudativas e exsudativas, como representado na

tabela 6.
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Tabela 6 — Tipos de lesdes microscopicas observadas na tuberculose caprina (Bernabé et al., 1991a).

Forma
Forma predominantemente Forma Proliferativa -
predominantemente
Proliferativa Exsudativa
Exsudativa
Caraterizada por pequenos | Massas com extensa necrose de | Caraterizada por

granulomas com uma area de

necrose central devido a

caseificacao secundaria.

Estes granulomas sdo

rodeados por células
epitelioides, algumas células
gigantes de  Langhans,
linfocitos e externamente por

uma capsula conjuntiva.

caseificacdo e , alguns casos,
com calcificagdo. Em redor

encontram-se

de

destas massas

granulomas localizados
menor tamanho, formados por
um infiltrado difuso de células
epitelioides, linfocitos e células
rodeados

de Langhans, por

uma  substancia  proteica,

presomivelmente plasma

coagulado. Estas lesoes
frequentemente evoluem para

lesOes cavitarias.

necrose de caseificacdo

primaria. Grandes areas

de necrose nao
calcificada,  rodeadas
por um infiltrado

celular e por grandes

areas de plasma

coagulado.
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2.7. Diagnéstico

2.7.1. Diagnostico in vivo

O diagndstico inicial aquando de uma suspeita de tuberculose implica um exame
clinico, com avaliagdo do estado geral do animal, presen¢a ou auséncia de sinais clinicos
(tosse, dispneia, diarreia), palpagdo dos ganglios linfaticos superficiais e auscultagdo da area
pulmonar. Muitas das vezes os animais ndo exibem sinais clinicos e a suspeita de diagndstico
déa-se com base em necrdpsias de animais co-habitantes que morreram. Apds formalizagdo da
suspeita sdo realizadas provas de confirmacao de diagnostico.

As provas de diagnodstico de tuberculose mais utilizadas em vida sdo a prova de
intradermotuberculinizacdo (IDTB) e a detec¢ao de gama-interferdo (IFN-y), ambas provas
oficiais no diagnostico da tuberculose, baseadas na resposta imune mediada por células ou
hipersensibilidade tipo I'V.

O isolamento e identificagdo do bacilo faz-se a partir de amostras contendo lesdes
enviadas para o laboratério de referéncia com classificacdo P3, que no caso de Portugal ¢ o

Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (LNIV/INIAV).

2.7.1.1. Prova Intradermotuberculinizacio (IDTB)

A prova de intradermotuberculinizagdo (IDTB) consiste na inoculacdo do antigénio
especifico de micobactérias, as tuberculinas (Kock, 1890), um derivado proteico purificado
(PPD — Purified Protein Derivative) obtido em laboratério. No caso da IDTB simples faz-se
inoculagdo intradérmica de PPD bovina exclusivamente, na dose de 2000 UI, no minimo, ¢
no volume de cada dose de 0,1 ml. Na IDTB comparada, aplica-se PPD bovina e PPD
aviaria, ambas na dose de 2000 UI, no minimo, e no volume de cada dose de 0,1 ml. Antes da
aplicacdo deve-se conferir o prazo de validade e garantir as condi¢des de conservacao,
nomeadamente a temperatura, entre 2° e 8°C (DGV, 2005).

Em termos metodologicos, a técnica utilizada nos caprinos ¢ idéntica a utilizada nos
bovinos. E aplicada a cabras com mais de 6 semanas, porque ocorre um periodo pré alérgico
entre 3 a 6 semanas ap6s infe¢do, na tdbua do pescoco (Figura 3), que ¢ considerado o local
que proporciona maior sensibilidade e que se apresenta menos sujo. Faz-se a tricotomia do
local de inoculagdo para facilitar a medicao e a leitura (Figura 2) (DGV, 2005; Radostitis et
al., 2002). Nas cabras a IDTB comparada, geralmente, faz-se com a inoculagdo da PPD

bovina no lado esquerdo do pescoco e a inoculagdo da PPD aviaria do lado direito do pescogo
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de forma a facilitar a leitura (Bezos et al., 2012). Antes da realizagdo da prova assegura-se

que a pele estd integra e limpa e que ndo existem lesdes nodulares ou tumefac¢des que

possam originar resultados enviesados.

Figura 2 - Medigdo da prega de pele com o uso Figura 3 - Inoculagdo intradérmica de PPD
do cutimetro. bovina num caprino.

Segura-se uma prega de pele de cada zona destinada a inoculagdo, entre o indicador e
o polegar, mede-se com o cutimetro e anota-se o resultado em milimetros (mm). Deve-se
garantir uma tensdo uniforme no aparelho de mensuracdo a fim de que o critério de
mensuracdo seja uniforme e fidedigno. De seguida, ¢ inoculada a tuberculina com o uso de
seringas esterilizadas (0 Modelo McLintock ¢ o mais utilizado), uma para cada uma das
tuberculinas, no caso da IDTB comparada. Uma aplicacdo correta provocard, a palpaciao, um
ligeiro inchaco, em forma de “ervilha”, designado como bolha intradérmica, em cada ponto de
inoculagdo. A leitura ou medicdo da prega de pele em cada ponto de inoculagdo voltara a ser
registada 72 horas (+/- 4 horas) depois da inoculagdo (DGV, 2005). A reagdo de
hipersensibilidade do tipo IV comega a ser significativa a partir das 24 horas apds o0 momento
de contato com o antigénio, mas o ponto maximo de reagdo ocorre as 72 horas e pode persistir

por varias semanas até desaparecer gradualmente (Garrido, 2011; Tizard, 2004).
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Os resultados da prova sdo interpretados da seguinte forma:

Prova de Intradermotuberculinizagdo Simples (IDTB simples) (DGV, 2005):

o Reagdo negativa: inchago limitado, com aumento maximo de 2 mm de

espessura, sem sinais clinicos, tais como edema difuso ou extenso, exsudado,
necrose, dor ou reacao ganglionar regional;

Reacdo duvidosa: inchaco limitado com aumento da espessura da prega de pele
superior a 2 mm e inferior a 4 mm, ou seja 3 mm, sem sinais clinicos;

Reagdo positiva: aumento da espessura da prega de pele de 4 mm ou mais e/ou
presenga de sinais clinicos, tais como edema difuso ou extenso, exsudado,

necrose, dor ou reagao ganglionar regional.

Prova de Intradermotuberculinizagdo Comparada (IDTB comparada) (DGV, 2005):

o Reagdo negativa: reagdo negativa a PPD bovina ou reagdo a PPD bovina

positiva ou duvidosa, mas igual ou inferior a uma reag¢do positiva ou duvidosa
a PPD aviaria;

Reagdo duvidosa: reacdo a PPD bovina positiva ou duvidosa e superior em 1-4
mm a reagdo avidria e auséncia de sinais clinicos;

Reagdo positiva: reacdo a PPD bovina superior em mais de 4 mm a reacao
aviaria e/ou presenca de sinais clinicos, tais como edema difuso ou extenso,
exsudado, necrose, dor ou reacdo ganglionar regional. Reagdo a PPD bovina

superior em mais de 2 mm a reagdo avidria superior a 4 mm.

A reagdo provocada pela inoculagdo da tuberculina tem a forma de um nodulo,
consisténcia mais ou menos rigida e ¢ relativamente mével. Nas reacdes mais exuberantes,
pode ocorrer destruicao do tecido e necrose no local de inje¢ao, designando-se essa ocorréncia
de escara. Um exame histoldgico do local da reacdo mostrou a presenca de infiltrados de
células mononucleares, nomeadamente linfocitos e macréfagos, apesar de numa fase inicial
estarem presentes neutrofilos (Tizer, 2004).

Os animais em que a IDTB tenha dado resultado positivo, serdo submetidos a abate
sanitario no prazo de 30 dias subsequentes a data de notificagdo oficial e os animais que
tenham obtido resultado duvidoso devem ser submetidos a nova prova de IDTB passados 42

dias, como prazo minimo (DGV, 2005).
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A prova de IDTB pode originar resultados falso negativos quando o tempo entre duas
provas nao perfaz os 42 dias como minimo, e ainda ndo terminou o fendomeno de
dessensibilizacdo causado pela tuberculina, quando ocorre nos animais infetados um periodo
de dessensibilizacdo imediatamente antes e apos o parto, apresentando cerca de 30% destes
animais reagdes falso negativas, e devido a situagdes de anergia, onde animais com lesdes de
tuberculose visiveis ndo reagem ao teste cutaneo de hipersensibilidade do tipo IV ou retardada
(Radostitis et al., 2002).

Como Portugal ndo possui um plano de erradicacdo para a tuberculose caprina as
exploragdes ndo tem uma classificagdo atendendo ao estatuto sanitario, ao contrario do que

acontece em algumas regides de Espanha (C1, C2+, C2-, C3 e CS).

2.7.1.2. Deteccdo de Gama-interferao (IFN-y)

O teste gama-interferao (IFN-y) ¢ utilizado como teste complementar a IDTB, no caso
dos bovinos, em exploragdes ndo oficialmente indemnes de tuberculose que apresentem
animais duvidosos a prova da tuberculina e com o objetivo de evitar o abate total, nas
exploragdes que apresentam sucessivamente animais positivos a IDTB ou nas exploragdes
que apresentam uma percentagem significativa de animais positivos a uma unica IDTB
(DGV, 2005).

Esta técnica tem o mesmo fundamento que a IDTB (hipersensibilidade tipo IV ou
retardada), como objetivo, aumentar a sensibilidade e a detec¢do de animais infetados e
baseia-se na libertagdo de IFN-y a partir de linfocitos sensibilizados. E realizada em duas
fases, a primeira consiste na colheita de sangue total e seu envio para laboratério, para ser
estimulado com PPD bovina, PPD aviaria e com solu¢do salina tamponada com fosfato como
controlo negativo. E incubado durante 16 a 24 horas, a uma temperatura de cerca de 37°C e
em atmosfera humidificada (Bezos et al., 2012; OIE, 2009). A segunda fase consiste na
detec¢do e quantificagdo do IFN-y a partir do plasma mediante uma técnica de ELISA (OIE,
2009).

A colheita do sangue faz-se a efetivos que tenham realizado a Gltima IDTB no minimo
a 42 dias e antes da IDTB seguinte. Os tubos destinados a colheita de amostras de sangue
devem ser obtidos no LNIV/INIAV ou em qualquer outro laboratério credenciado para
efetuar o teste. Estes tubos devem conter heparina, que ¢ o anticoagulante recomendado para
esta prova, e devem chegar ao laboratdrio até 8 horas apds a colheita (DGV, 2005; Gutiérrez

et al., 1998).
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Em determinados paises, como Reino Unido e Nova Zelandia, utilizam-se outros
antigénios, como ¢ o caso do ESAT-6 e do CFP-10 presentes no M. tuberculosis/ M. bovis/ M.

caprae, com o objetivo de aumentar a especificidade da prova (Garrido, 2011; OIE, 2009).

Para além destas duas provas foram desenvolvidas outras técnicas com o objetivo de
aumentar a especificidade e sensibilidade na dete¢@o de animais infetados com tuberculose. O
ensaio de proliferagdo de linfocitos € uma prova in vitro que compara a reatividade dos
linfocitos periféricos a PPD bovina e PPD aviaria, mas ¢ um teste relativamente caro e ainda
com necessidade de comparagdes laboratoriais. Existe também um teste ELISA que permite a
detec¢do de anticorpos, ¢ um teste simples, muito fidvel na deteccdo de animais anérgicos as
provas de IDTB e IFN-y, mas com sensibilidade limitada, principalmente, devido ao

desenvolvimento lento e irregular da resposta imunitaria humoral a tuberculose (OIE, 2009).

2.7.2.Diagndstico post mortem

Os métodos de diagndstico post mortem assumem um papel importante na
confirmacgdo da presenca de tuberculose no animal e sobretudo no rebanho, bem como a
identificacdo da estirpe causadora de doenca. Os estudos histopatologico e bacterioldgico sdo
os principais testes de confirmagdo, devendo ser complementados com técnicas de detegdo de
ADN micobacteriano como o PCR e técnicas de tipificagdio molecular como o RFLP e

Spoligotyping que permitem identificar a espécie e estirpe causadora da infe¢do.

2.7.2.1. Diagnéstico histopatologico

As amostras contendo lesdes, sdo geralmente obtidas do pulmdo e dos ganglios
linfaticos mediastinicos e bronquicos. Estas amostras chegam ao laboratdrio em formol ou
refrigeradas, para passarem por um processo de fixacdo (Formol), desidratacdo (substitui¢ao
da 4gua por alcool), diafanizacdo (xilol), inclusdo com parafina (formagao de um bloco) e, por
fim, a microtomia que consiste na realizacdo de cortes histologicos, recorrendo ao
micrémotro, que serdo corados posteriormente.

O diagnostico histopatoldgico ¢ utilizado como meio complementar post mortem para
confirmar o diagnoéstico das lesdes macroscopicas e realiza-se em duas vertentes, uma delas, a

coloracdo por hematoxilina-ecosina (HE) ¢ considerada a principal técnica de coloragdo de
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tecidos em histologia. Através desta técnica pode-se diferenciar porgdes basofilas de porgdes
acidofilas. A hematoxilina tem afinidade por substancias basicas, como o nucleo e o reticulo
endoplasmatico rugoso, onde existe grande quantidade de proteina (grupo amina), € cora as
estruturas de azul ou roxo. A eosina tem afinidade por substancias acidas, como o citoplasma,
e cora as estruturas de vermelho ou rosa. Para dete¢do do bacilo realiza-se a coloracao de
Zielh-Neelsen (ZN) que permite apenas confirmar a presenca de micobactérias e quantifica-
las (Garcia Marin, 2010).

As caracteristicas histologicas da lesdo tipica de tuberculose incluem: 1) uma zona
central de necrose caseosa, composta por material eosinofilico homogéneo com detritos
nucleares e grau variavel de mineraliza¢do; 2) um manto de células epitelidides (macrofagos
ativados) e células gigantes de Langhans (originadas pela fusdo de macrofagos); 3) uma
camada mais externa composta por linfocitos e macrofagos; e 4) encontra-se a rodear a lesdo
uma camada de fibroblastos que com a evolucdo da lesdo forma uma capsula de tecido
conjuntivo fibroso (Jubb et al., 2007).

Como ja foi mencionado ao longo deste trabalho, outra lesdo comum que ¢
frequentemente observada na tuberculose caprina ¢ a lesdo cavitaria, onde as sec¢des desta
revelam acumulagdo celular marcante sob a superficie luminal da cavidade, que consiste em
neutrdfilos intatos ou degenerados, alguns macrofagos epitelioides misturados com material
necrosado caseoso e liquefeito. A zona periférica ¢ formada por tecido de granulagdo
infiltrado com pequeno numero de macréfagos e linfocitos e rodeado por capsula fibrética
espessa. Em redor destas lesdes observam-se bronquiolos e alvéolos dilatados com presenca

de macrofagos alveolares (Sanchez et al., 2011).

2.7.2.2. Diagnéstico bacterioldgico

O diagnostico bacterioldgico € o método mais especifico, contudo uma das principais
caracteristicas das micobactérias € o seu lento desenvolvimento, necessitando de intervalos de
tempo considerdveis até obter-se resultados e tem sensibilidade moderada. A partir das
colonias obtidas pode realizar-se Spoligotyping do DNA micobacteriano, facultando a
identificacdo da espécie e estirpe causadora de infe¢do, podendo usar-se como método de
diagnostico da tuberculose caprina em estudos epidemioldgicos (Garcia Marin, 2010).

Para a realizacdo eficaz dos estudos bacterioldgicos, bem como histopatoldgicos, ¢

imprescindivel o envio de amostras das lesdes macroscopicas, uma vez que a lesdo tipica da
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tuberculose tem um caracter focal, ndo afetando o tecido adjacente. Assim sendo, o éxito
deste método depende em grande parte da amostra selecionada e enviada para laboratério
(Garcia Marin, 2010).

Apos recolha, as amostras sdo processadas de acordo com os critérios da OIE (2009),
sdo eles os seguintes: recipientes limpos e, de preferéncia estéreis, de forma a evitar
contaminacdo cruzada aquando da cultura; sempre que possivel, embalagens de plastico,
descartaveis, de uso unico e com cerca de 50 ml de capacidade; devem ser seladas e
embalados adequadamente para evitar fugas e resistir a tensdes externas; e na suspeita de
material zoondtico as amostras devem ser transportadas na categoria de mercadorias
perigosas.

As amostras devem sofrer um processo de homogeneiza¢do e descontaminagao,
recorrendo a uma solucdo de hidroxido de sédio de 2 a 4%, impedindo deste modo o
crescimento de microrganismos contaminantes no meio de cultura que iriam interferir no
crescimento das micobactérias. (OIE, 2009; Duarte et al., 2008; Vicente, 2004; Laidlaw,
1978). Muitas vezes utiliza-se uma cultura em placa de agar sangue para avaliar a eficacia do
método de descontaminacao.

Ap6s a descontaminagdo realiza-se a sementeira, a partir do macerado, recorrendo a
meios de cultura s6lidos, como o Lowenstein-Jensen com piruvato, Lowenstein-Jensen com
hidrazida do 4cido tiofeno-2-carboxilico (TCH) ou o Stonebrink, e meios de cultura liquidos,
como ¢ o caso do Middlebrook (Duarte et al., 2008; Vicente, 2004). As culturas sao
incubadas durante um periodo de 6 a 8 semanas, a uma temperatura média de 37°C, na
auséncia ou presenca de CO2 (OIE, 2009; Pfyffer, 2007; Gruickshank et al., 1975).

Os melhores meios de cultura sdo os meios a base de ovo, com o uso completo do ovo
ou apenas a gema, sendo o Lowenstein-Jensen o mais utilizado (Pfyffer, 2007). O meio de
Lowenstein-Jensen com piruvato ¢ usado principalmente para o isolamento de M. bovis, que €
inibido pelo TCH ou pelo uso de glicerina. Pelo contrario o meio com TCH e glicerina, tem se
mostrado eficaz no desenvolvimento do M. tuberculosis (Laidlaw, 1978). As coldnias
formadas sdo pequenas, arredondadas, rugosas, com bordos irregulares e coloragdo creme-
amarelada (Gruickshank et al., 1975).

O meio liquido Middlebrook 7H9 juntamente com o sistema radiométrico BACTEC
permitem reduzir o tempo de isolamento comparativamente com os meios solidos (Pfyffer,
2007). Este sistema de monitorizacdo continua, automatizado, tem sido desenvolvido para

detetar o crescimento das coldnias de micObactérias. As amostras ao entrarem neste sistema
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sdo identificadas por meio de um codigo de barras, facilitando posteriormente a sua
localizag@o no interior da cAmara. Quando o sistema deteta o crescimento das coldnias imite
um sinal sonoro, sendo que no momento da retirada da cultura faz-se novamente a leitura do
codigo de barras e assume-se a sua saida. Quando ndo ocorre qualquer crescimento e,
portanto, os resultados sdo negativos, este sistema, emite também, um sinal sonoro passadas
as 6 semanas.

A fase seguinte, a identificag¢do, realiza-se sempre mediante um lento e complexo
estudo de carateres microbioldgicos e bioquimicos, baseado em padrdes selecionados por

Wayne e Kubica (Vicente, 2004).

2.7.2.3. Diagnoéstico Molecular

As técnicas de biologia molecular que estudam o genoma das micobactérias permitem
a diferenciacdo das espécies e estirpes do MTBC, o que faz com que tenham uma grande
importancia nos estudos epidemioldgicos, como ferramenta para classificacdo taxondomica
(Aranaz et al., 1999; Gémez et al., 1998) . No entanto, a homologia genética que existe entre
os membros do complexo MTBC tem dificultado o desenvolvimento de técnicas moleculares
especificas de diagnostico e tipificagdo (Duarte et al., 2007).

As principais técnicas e métodos utilizados nos estudos de epidemiologia molecular
atuais da tuberculose animal e humana sdo as sondas moleculares, o PCR (Reacdo em cadeia
polimerase), técnicas de analise de fragmentos de restricdo (RFLP) e Spoligotyping.

As sondas moleculares sdo fragmentos de acidos nucleicos cuja sequéncia de
nucleotidos é complementar de outra, especifica do complexo, género ou espécie. Tem a
vantagem de poder realizar-se diretamente a partir das amostras sem necessidade de cultivo
prévio, mas tem sensibilidade discutivel. A Southern blot ¢ a mais utilizada e consiste na
identificacdio de um fragmento de ADN, com determinada sequéncia, num conjunto de
fragmentos através de eletroforese, por hibridagdo, com o auxilio de uma sonda complementar
marcada radioativamente, visualizando-se com autorradiografia (Vicente, 2004).

O PCR (Polimerase Chain Reaction) ¢ a principal técnica de amplificacdo de acidos
nucleicos micobacterianos, podendo conseguir amplificacdes de sequencias especificas de
ADN, a partir de oligonucledtidos desejados (primers), aos quais vao-se unindo nucledtidos
até se formarem cadeias com um tamanho detetavel (Vicente, 2004). E fundamental conhecer

aprofundadamente as sequéncias, j4 que muitas vezes sdo detetadas apenas quantidades
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insignificantes de ADN. Esta técnica diferencia-se pela sua fiabilidade, rapidez, facilidade de
execucao e aplicagdo clinica e epidemiologica (Vicente, 2004).

Dentro das técnicas de andlise dos fragmentos de restricdo, a primeira a ser
desenvolvida foi a REA (Restriction Endonuclease Analysis) que se baseava no
reconhecimento de sequéncias especificas de ADN através das endonucleases e posterior
separacdo por eletroforese. Apresentava o inconveniente de ser de dificil interpretacao devido
ao elevado nimero de bandas obtidas. Muito mais recente, mais utilizada e mais importante é
a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Nos dias de hoje, esta
técnica, juntamente com o Spoligotyping ¢ a principal técnica de tipificagdo, permitindo ir
para além da espécie, tendo ganho importancia internacionalmente, pelo que tem sido
integrada nos planos de controlo sanitario de muitos paises (Vicente, 2004).

O RFLP baseia-se no estudo completo do ADN micobacteriano através de marcadores
PGRS, Repeticdes diretas (DR), sequéncias VNTR (Variable Number Tandem Repeat) e do
nimero de vezes que se repete a sequéncia de insercdo IS6110 e IS1081, mas principalmente
a primeira, bem como a disposi¢do da mesma no genoma, segmentando o ADN em
fragmentos de longitude varidvel mediante enzimas de restrigdo (Goémez et al., 1998). A
sequéncia de insercdo IS6110, apresenta um numero varidavel de copias nas espécies do
complexo MTBC. No caso do M. tuberculosis oscila entre 6 ¢ 19, enquanto que o M. bovis
pode ir de 1 a 5 e, por fim, o M. caprae pode apresentar de 5 a 7 copias. O Spoligotyping
embora seja fundamental para identificar isolados de M. caprae, tem se mostrado pouco util
no que diz respeito a discrimina¢do dos mesmos, exibindo em 50% dos isolados auséncia de
espacadores 1, 3 a 16, 30 a 33 e 39 a 43 (Prodinger et al., 2005; Goémez et al., 1998). Portanto
a associacdo com o RFLP — IS6110 ¢ altamente discriminatéria, mas torna-se dispendiosa,
necessita de maior quantidade de ADN, requer cultivo prévio e portanto, mais tempo.
(Vicente, 2004).

O Spoligotyping foi desenvolvido pela primeira vez por Kamerbeek et al. (1997) e
baseia-se na identificagdo e determinagdo da presenca ou auséncia de espagadores conhecidos
como DVR (Direct Variant Repeat) existentes na regido genomica denominada DR (Direct
Repeat) (Fig. 4) (Duarte et al.,2007; Aranaz et al., 1999). Inicialmente realiza-se um PCR
com dois primers complementares Dr-a e Dr-b (marcado com biotina) (Aranaz et al., 1999), a
partir dai os produtos resultantes contatam com uma membrana com os espagadores do /ocus
DR, dando-se a hibrida¢dao (Vicente, 2004). De seguida, adiciona-se uma enzima que vai

ligar-se aos produtos do PCR marcados com biotina, com um liquido de deteg¢do que emite luz
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na presenca desta enzima (sinal de quimioluminescéncia), visualizando-se a posteriori
mediante autorradiografia. Posteriormente, estabelece-se as relacdes filogenéticas entre
estirpes, recorrendo a um sistema informatico (Duarte et al., 2007; Vicente, 2004). Tem a
vantagem de ser especifica para o Complexo MTBC, permitindo a diferenciagdo entre
espécies, principalmente aquelas estirpes que apresentam apenas uma cépia de IS6110.

As principais vantagens desta técnica sdo: a necessidade de pouca quantidade de
ADN, ao contrario do que acontece com o RFLP, quase ndo precisa de cultivo prévio e a
possibilidade de expressar os resultados em formato digital. Como o polimorfismo que
oferece baseia-se na amplificagdo de um sé /ocus, com uma capacidade de discriminagdo
limitada, pode-se encontrar perfis semelhantes entre estirpes sem nenhum relacionamento

epidemioldgico, constituindo a principal desvantagem desta técnica (Vicente, 2004).

Strain Spoligotype Reference

M. tuberculosis H37Rv ENEEENESEEENEEEEER I (EEEEENEEEEAR00Oaeeemme | Van Soofingen eral. (184)
M bovis BCG EEEEEENEEENES EEEEEEEEENEEEERNEEEERERO0000 | Van Soolingen et al. (184)
M. tuberculosis ‘Beijing’ O0000000000000000000000000000000C0OsseeEmAERE | Van Soolingen et al. (184)
M. tubercufasis "Manilla’ ENEEEEEERCORO00 I EREEEERSNNENENNEREREERRINE | Douglas et al. (47)

M. tuberculosis 'seal’ OO0Osmeee00000000000000CEEeeEaEENNEENEREROO0O000 | Zumarraga et al. (192)
M. tuberculosis subsp. caprae |D6O00O0000D0O000ONNNEEEEENEEENENEEODONNERAREO0000 | Aranaz et al. (3)

M. tuberculpsis subsp. canetti |1000DO000000000000000000000000MO0000RO000000 | Plyffer et al. {114)

M. microti | DooooDnOoo000O0000000000000000000000000smO0000 | Van Soolingen et al. (185)

Figura 4 - Perfil de espacadores dos membros do MTBC obtido por Spoligotype. A preto a presenca de
espagador e a branco a auséncia de espagador. (Fonte: Rastogi et al., 2001).

Em suma, recomenda-se a tipifica¢do das estirpes por Spoligotyping inicialmente e s6
posteriormente com o RFLP de IS6110, aplicado as estirpes com perfis de spoligotyping mais

comuns.

2.8. Controlo

A tuberculose ¢ uma doenca com carater particular, apresentando diversas
caracteristicas que conferem resisténcia e que permitem a sua disseminacdo no ambiente e nos
hospedeiros que afeta, razdes essas que contribuiram para a preservagao desta doenga desde a
antiguidade até aos dias de hoje. Apesar de ser uma doenga de erradicacdo e controlo dificil

existem diversas medidas que podem ser tomadas de modo a contrariar este facto. Deste
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modo pode-se intervir com base no rebanho e no animal, com base numa determinada area e
com o tratamento dos produtos de origem animal.

O controlo da tuberculose nos paises que hoje sdo considerados desenvolvidos faz-se
em grande medida pela implementagdo de programas de erradicacdo. Em muitos deles, onde
esta medida foi aplicada conseguiu-se a erradicacdo da tuberculose bovina e
consequentemente a diminui¢do da tuberculose humana de origem bovina. No entanto,
segundo Radostitis e colaboradores (2002) a erradicacdo completa da tuberculose num
determinado pais ndo ¢ alcangada e ocorrem sempre episodios pontuais. A associacdo de
testes de diagndstico em vida (IDTB) e abate sanitario dos animais positivos tem constituido o
método de eleicao.

Existem inumeros entraves a realizacdo de programas de erradica¢do adequados e
eficazes e o sucesso destes depende da disponibilidade e estabilidade politica de um pais, bem
como de recursos financeiros adequados. Para além disso, ¢ necessario o envolvimento de
veterinarios experientes, administradores de satide animal e um diagnostico laboratorial fidvel
e eficiente. Também deve ter-se em conta que a ocorréncia de tuberculose nos animais
selvagens ¢ uma das maiores barreiras para o sucesso da erradicacdo (Coetzer e Tustin, 2004).

Para o sucesso de um programa de erradicacdo sdo necessarios determinados
requisitos, tais como, o controlo total do movimento de animais, quarentena de todos os
animais adquiridos e introduzidos na exploragdo, identificacdo obrigatoria de todos os
rebanhos, incentivos aos proprietarios pelo abate de animais infetados, testes de diagnostico
obrigatorios a todos os rebanhos, estabelecimento e manutengdo de areas livres de infegdo,
com o objetivo de se estender a todo o pais e recursos materiais € humanitarios que garantam
o cumprimento dos objetivos (Coetzer e Tustin, 2004).

Nos rebanhos que obtiveram resultados positivos no diagnoéstico, tendo-se procedido
ao abate dos animais, deve-se prevenir a disseminacdo da doenga com base na desinfecdo das
instalacdes no caso de pavilhdes e sistemas de producdo intensivos, comedouros e
bebedouros, recorrendo a desinfetantes a base de fenol. Recomenda-se, conjuntamente, a
realizacdo de vazio sanitario com uma dura¢ao minima de 42 dias.

A pasteurizagdo, igualmente, constitui um método eficaz para reduzir a propagacao da
doenca quer para o homem, quer para animais alimentados com leite. Todavia, esta técnica de
tratamento térmico nem sempre ¢ eficaz na destruicdo de bacilos da tuberculose, dependendo
do tempo e da temperatura de pasteurizagdo, da qualidade do leite, do teor de células e da

presenga de pus (Coetzer e Tustin, 2004).
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E de referir, ainda, a existéncia de vacinas com a estirpe BCG. Contudo este
procedimento tem maior impacto em medicina humana, uma vez que a eficacia nos animais ¢
controversa e interfere com os testes de diagndstico para despiste da doenca.

No que diz respeito aos caprinos ndo existe um programa de erradicacdo da
tuberculose nesta espécie em Portugal, nem na maioria dos paises da Europa. Excecdo ¢ a
Espanha que apresenta um programa de erradicagdo associado ao programa aplicado nos
bovinos. Em Portugal, o controlo desta zoonose, nos pequenos ruminantes, ¢ feito com base
na inspe¢ao nos matadouros, impedindo que os animais positivos entrem na cadeia alimentar,
e na realiza¢do de provas de diagnostico mediante suspeita veterindria com posterior abate

dos animais que obtiverem resultado positivo.

2.9. Importancia para a Saude Publica e impacto economico

Ao longo dos anos varios fatores t€ém contribuido para que as doencas de origem
animal, designadas de zoonoses, constituam um grave problema de satde publica. Esta-se a
presenciar um aumento da populacdo mundial o que tem implicado uma série de medidas para
suportar este facto. A intensificagcdo das praticas agricolas, envolvendo um elevado niimero de
animais ou varias espécies dentro de uma mesma regido ou até mesmo a invasao continua do
homem aos habitats naturais devido ao crescimento populacional. As proprias mudancas
climaticas tém contribuido para a optimizagdo de condigdes que favorecem o
desenvolvimento de alguns vetores e permitem o ressurgimento de doencas ja conhecidas ou
o surgimento de novas. Além disso a globalizacdo e o movimento em larga escala de pessoas,
animais, alimentos ou bens tem proporcionado uma rapida disseminagdo de infe¢des, bem
como o turismo que tem aumentado exponencialmente nos ultimos anos. Outro aspeto
importante ¢ o facto de que para algumas infe¢des, a transmissdo zoonotica ndo ocorre pelo
contato direto mas sim indiretamente, ou seja, através de alimentos de origem animal
contaminados

Zoonoses associadas a arte de cacar e posterior banquete de pegas de caca selvagem
tem sido uma preocupac¢do a nivel mundial. Esta carne é considerada uma iguaria por muitos,
o que resultou num aumento desta atividade. A captura dos animais, o manuseamento, a
desmancha, muitas vezes realizada a campo, e o transporte da carcaga constituem um risco de
transmissdo de infe¢cdes cruzadas, quer para o homem, quer para outros animais, como os caes

utilizados na caga (Cutler et al., 2010).
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As repercussdes econdmicas da tuberculose sdo inumeras, quer para as exploragdes
de animais infetados, quer para a garantia da saude publica. Nas exploracdes afetadas, as
principais perdas ocorrem a nivel da producdo de leite, que apresenta uma quebra marcada
nos animais infetados, no abate de animais positivos ao teste de diagndstico, que pode
estender-se ao abate sanitdrio total do efetivo quando a prevaléncia da doenca ¢ elevada.
Além disso, diminuem a atividade reprodutiva, com reducdo dos partos e aumento do numero
de mortes neonatais.

Até a chegada do produto final ao consumidor, neste caso produtos de origem animal,
ocorrem diversas etapas e procedimentos que requerem varios intervenientes que poderao ser
afetados num surto de tuberculose. O produtor ¢ o mais afetado, com a diminuicdo da
produc¢do dos animais, perdem 10 a 25% da capacidade produtiva, e/ou com o abate destes.
Em seguida as transportadores de produtos de origem animal, que levam o leite até a industria
e os animais até aos matadouros para serem sacrificados, a propria industria encara uma
diminui¢do no fornecimento das matérias primas e consequente diminuicdo de vendas, bem
como o consumidor que pode deparar-se com uma falha neste sistema e no diagndstico da
tuberculose levando a uma consequente infecao.

O desenvolvimento e a aplicagdo de um programa de erradicacdo com o fim de
controlar e erradicar a tuberculose ao nivel de um determinado pais, necessita de um
financiamento consideravel, pois sdo necessarias equipas veterindrias para aplicarem as
medidas implementadas nos rebanhos, o fornecimento das tuberculinas ¢ assegurado pelo
estado e sdo aplicadas indeminiza¢des pelos animais positivos que serdo abatidos. Estes
programas tem como objetivo reduzir a prevaléncia da doenca, melhorando a situagdo
sanitaria, diminuindo os riscos para a saude publica, permitindo que as exploragdes sejam
mais rentaveis economicamente e possibilitar a exportacdo de animais.

Em paises com programas de erradicacdo da tuberculose raramente ¢ encontrada
evidéncia clinica de infeg¢do, porque o teste da tuberculina permite um diagnostico presuntivo
e eliminacdo dos animais infetados antes que os sinais aparegam (WHO, 2011).

A possibilidade de animais silvaticos albergarem estirpes de micobactérias comuns
aos animais domésticos, funcionando como potenciais reservatorios responsaveis pela
reintroducao da doencga em exploracdes livres de tuberculose, tem sido um tema amplamente
debatido em varios paises e constitui um fator que pode colocar em causa a eficacia dos

programas de erradicacdo (Duarte ef al., 2007).
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Segundo dados da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), atualmente existem cerca
de dois mil milhdes de pessoas que estdo infetadas com tuberculose, o que representa um
terco da populacdo mundial, e destas pessoas uma em cada dez acaba por desenvolver a
doenca, o que faz desta um grave problema de satde publica. A ativa¢do da doenca ocorre,
geralmente, em individuos imunocomprometidos como consequéncia da infecdo pelo virus
HIV/SIDA. O maior nimero de casos novos ocorre no Sudoeste da Asia, mas as taxas de
incidéncia e mortalidade sdo muito mais significativas na Africa. A Europa com uma
prevaléncia de 5%, juntamente com a América sdo os continentes menos afetados (Abalos &
Retamal, 2004).

Em Portugal, a incidéncia anual da tuberculose humana tem vindo a diminuir, com um
decréscimo anual de 6,4% entre 2002 e 2011, dados da Diregao Geral de Satide — Ministério
da Saude. Por enquanto, Portugal continua entre os paises com incidéncia intermédia.

A transmissdo de tuberculose entre 0 Homem e os animais tem sido comprovada por
diversos estudos e as espécies mais implicadas sdo o M. bovis € M. caprae. A infecdo por
estas espécies no Homem ¢ devida ao consumo de leite ndo submetido a tratamento térmico
proveniente de animais infetados e pelo contato direto com animais infetados, o que sera a
forma mais frequente no caso dos produtores, dos veterindrios e dos tratadores de gado
(Garrido, 2011).

O M. tuberculosis ¢ invariavelmente o principal agente da tuberculose humana, mas ¢
igualmente verdade que o M. bovis € o agente mais frequente de origem animal e o M. caprae
também pode ser uma fonte de contagio de tuberculose para o homem.

A infecdo de origem bovina é especialmente importante por ser uma zoonose de
distribuicdo mundial que apresenta variagdes de prevaléncia em distintos paises. Nos paises
considerados desenvolvidos esta erradicada ou encontra-se em fase avangada de erradicagao,
por outro lado nos paises em vias de desenvolvimento continua sendo em muitos casos uma
doenga endémica (Garrido, 2011). Atualmente, nos paises desenvolvidos a transmissdo da
doenga entre bovinos e humanos ¢ muito rara, contudo pode ocorrer (Radostitis et al., 2002).

Cada vez mais € necessario agir e tomar medidas preventivas no sentido de aumentar
a vigilancia de doengas que possam constituir um perigo para a saude publica. Para isso, é
necessario a intervencao veterinaria, bem como de todos os elementos responsaveis por esta
area, ao nivel dos animais domésticos, animais silvaticos e dos alimentos de origem animal,
fazendo um diagnostico o mais precocemente possivel da doenga e investigando medidas de

controlo a ser aplicadas para evitar a propagacao da doenga.
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III. ESTUDO DE UM SURTO DE TUBERCULOSE CAPRINA

Finalizados 5 anos de Licenciatura em Medicina Veterinaria com Mestrado Integrado
na Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, seguiu-se o estidgio curricular
final em espécies pecudrias, maioritariamente ruminantes, realizado na Clinica veterinaria
Vet +, Servigos Veterindrios, Lda, em Montemor-o-Novo, Regido do Alentejo, com inicio no
dia 1 de outubro e término no dia 30 de abril, fazendo um total de 7 meses. Durante este
periodo, acompanhou-se um surto de tuberculose num rebanho de caprinos leiteiros, com
seguimento do caso, evolu¢do, diagnostico, abate sanitario do efetivo no matadouro de Beja e
confirmacdo de diagnodstico mediante cultura e identificacdo da espécie causadora de doenca

por métodos moleculares no LNIV/INIAV.

1. Objetivos

1) Estudar um surto de tuberculose caprina.
2) Apresentar e analisar os meios de diagndstico disponiveis e utilizados.

3) Identificar e discutir os risco presentes na exploragao.

2. Material e Métodos
2.1. Caracterizaciao da Exploracao

A exploracdo de caprinos, localizava-se no sitio do Paido, Municipio de Montemor-o-
Novo, Regido do Alentejo, era do tipo intensivo, com um pavilhdo com uma area de 890 m?,
sendo que destes, 800 m® eram respetivos aos parques das fémeas e cabritos, sistema de
ordenha e um pequeno espago de arrumagio e os restantes 90 m” correspondiam ao parque
dos machos. Tinham ainda uma zona descoberta inerente ao pavilhdo que dispunham de
acesso permanente. Para além disso, nos dias de sol tinham acesso a um terreno de pastoreio
nas imediagdes do pavilhdo com cerca de 2 hectares, devidamente vedado, permanecendo no
local 1 a 2 horas.

O pavilhao era dividido em 9 parques, com 5 parques de um dos lados e 4 do outro
(Fig. 6). A ala dos 5 parques era a maior, pertencia as cabras da raca Murciano-granadina e

aos machos e estava dividida da seguinte forma: cabras paridas e respetivos cabritos, cabras
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em lactagdo, cabras em cobri¢do, cabras em final de gestacdo e recém-paridas, e um parque
de machos (raga Murciano-granadina). A ala dos 4 parques dividia-se da mesma forma com a
exce¢do de ndo possuir parque de machos. Os parques eram divididos por grades metais,
possuiam bebedouros automaticos, ripados em metal para a palha e concentrado, 1ampada de
aquecimento no parque das paridas, dgua canalizada fria e quente, e luz elétrica. A

alimentacdo era a base de palha e concentrado comprados, salvo raras excegdes onde era

introduzido milho em grao.

Figura 5 — Ordenha da exploragdo em estudo. Figura 6 — Pavilhdo da exploragdo dividido por
parques.

Tratava-se de um efetivo de aptidao mista, portanto com produgdo de cabritos que
eram vendidos com cerca de 2 meses e producdo de leite cujo destino era a industria do
queijo fresco. A ordenha, realizava-se duas vezes por dia, num sistema com capacidade para
24 cabras (Fig. 5), com uma producdo média por cabra de 1,5 litros de leite/dia. Quanto aos
cabritos, na data em que surgiu a suspeita de tuberculose no rebanho, tinham entre 30 e 45
dias de idade, eram alimentados com leite das maes e concentrado, tendo como destino a
época do Natal.

A esta exploracdo tinham acesso habitual o dono, a esposa, os dois filhos, os dois
empregados e o veterinario responsavel. Como animais co-habitantes, existia um c@o e varios
gatos.

O chdo do pavilhdo era forrado por completo com palha e era limpo semestralmente
por uma empresa da drea. Os animais eram colocados no pasto, as grades, comedouros e
bebedouros eram retirados e toda a palha/estrume era removida com o auxilio de tratores.

Ap0s esse processo era realizada desinfe¢do do pavilhdo e o estrume era vendido.
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O plano profilatico da exploragdo consistia no rastreio anual da brucelose que ¢
obrigatorio para os pequenos ruminantes em Portugal desde 1992, vacinagao e desparasitagdo
dos animais por lotes, de modo a cumprir os intervalos de seguranga sem interferir com a
producdo de leite. Quanto ao estatuto sanitario foi classificado como indemne a brucelose
(B3) no ultimo rastreio, que foi efetuado em margo de 2012, apenas aos caprinos da raca

Florida, uma vez que os caprinos da raca Murciano-granadina foram comprados depois.

2.2. Caracterizacao da Amostra

Inicialmente esta exploragdo era constituida por caprinos cruzados, que foram
substituidos em setembro de 2011, apds a compra de caprinos da raca Florida a uma
exploracdo da freguesia do Vimieiro, concelho de Arraiolos, que eram originarios de
Espanha. Em abril de 2012 chegaram a exploracdo os caprinos da raga Murciano-granadina,
provenientes da cidade de Saucejo, provincia de Sevilha, Andaluzia.

Numa primeira fase, para o célculo da mortalidade, a amostra utilizada era composta
por 325 fémeas da raca Murciano-granadina, 54 fémeas da raga Florida e 13 machos da raga
Murciano-granadina, que compunham o efetivo da explorag¢do em estudo.

Apos o célculo da mortalidade a amostra passou a ser constituida por 316 fémeas da
raca Murciano-granadina, 37 fémeas da raga Florida, 13 machos da raga Murciano-granadina
e 110 cabritos. Dada a origem dos animais dividiram-se 0os mesmos em 2 grupos: um grupo

de 329 caprinos da raga Murciano-granadina e um grupo de 37 caprinos da raca Florida.

2.3. Exame Clinico

A tuberculose ¢ caracterizada por afetar qualquer tipo de hospedeiro
independentemente da idade raca ou sexo. Neste caso em particular os cabritos ndo
desenvolveram qualquer sinal clinico que induzisse a suspeita de tuberculose, com excecdo
de algumas mortes, as quais ndo se estabeleceu a etiologia. Este facto deve-se em parte a
idade dos cabritos, entre 30 e 45 dias, como foi referenciado anteriormente existe um periodo
de pré infe¢do que pode durar até 6 semanas.

Os primeiros sinais clinicos, ndo muito evidentes, foram observados nos animais

adultos no més de outubro, com a diminuicdo da produgdo de leite a ser notada e a ganhar
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importancia. Apenas afetavam uma pequena percentagem do efetivo, sendo o sinal mais facil
de observar e mais frequente a tosse seca, acompanhada de emagrecimento progressivo,
anemia e diminuicdo da producdo de leite, que no final, ou seja, antes da realizacdo da prova
de IDTB atingiu uma quebra superior a 20% (dados segundo o produtor). Os animais que
obtiveram resultado negativo na prova de IDTB continuaram a ir a ordenha e o respetivo leite
a ser vendido.

Ao longo do tempo e com o desenvolvimento da doenga, acentuou-se a perda de
condi¢do corporal, ocorria deterioragdo do estado geral dos animais, com pelo seco e

arrepiado, € aumentava o nimero de animais mortos (Fig. 7 e 8).

Figura 7 — Animal com baixa condi¢do corporal, Figura 8 — Animal post mortem com magreza

apatia e com mau estado geral. acentuada.

2.4. Provas realizadas para a confirmacao do diagndstico

O diagnéstico inicial foi baseado na diminuicdo da producdo de leite associada a
elevada mortalidade, principalmente no grupo das Floridas, juntamente com a realizacdo de
necropsias aos animais mortos. Perante o quadro lesional observado e na auséncia de
diagnostico definitivo, optou-se por enviar amostras de pulmdo para laboratdrio, tendo-se
vindo a confirmar a presenca de micobactérias e lesdes compativeis com tuberculose (Tabela

7). Apos a confirmacao, o caso foi notificado as autoridades oficiais.
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Tabela 7 — Descri¢do das amostras enviadas para laboratorio antes da IDTB simples.

Data envio amostra Analise Resultado Comentario

Coloracdo com Pulmdo com avangado estado de

método de Auramina autdlise. Presenca de nddulo com
18 de outubro de .. | Presenca de .

(corante alternativo a . . 1 cm de didmetro, rodeado por
2012 micobactérias.

fucsina utilizada no
ZN).

outros nodulos de tamanho inferior
e com conteudo caseoso.

Lesdes compativeis

Lesdes  granulomatosas  cujos
granulomas apresentam necrose
caseo-calcaria, reagdo inflamatoria

30 de outubro de . . envolvente por células
Histopatologia com tuberculose T i e
2012 epitelidides, macrofagos, linfocitos
pulmonar. . .
e células gigantes. Foram
identificados bacilos pelo método
ZN.
Escherichia  coli;
Ent 1 N ~ . .
nierobacter sp Nao foram identificadas

29 de Novembro de . . Pasteurella . L. ~

Bacteriologia . micobactérias nem lesdes

2012 haemolytica e e

; compativeis com tuberculose.
multocida,
Streptococcus sp.
Cadéver com emaciacio; Presenca
de formagdes nodulares salientes

3 de Dezembro de L. ~ .

2012 Anatomopatoldgica Presencga de lesdes na superficie da pleura, que ao
corte apresentavam material
necropurulento.

Pulmao: Focos de necrose com
limites irregulares, com perda de
tecido pulmonar na parte central e
formacdo de locas que estavam
~ envolvidas por uma intensa reagdo
3 de Dezembro de . . Presenca de lesoes e P . ¢
Histopatologica celular, na qual predominavam os

2012

BAAR

neutrofilos, os macrofagos e as
células  mononucleares  mais
periféricamente.

Pelo método de ZN observaram-se
inameros aglomerados de BAAR.

2.5. Prova da Intradermotuberculinizacio Simples

A execucdo da IDTB simples foi levada a cabo por uma equipa composta por quatro
elementos da DIV — Evora, dois deles realizaram a prova propriamente dita e os outros dois
apontaram a identificagdo do animal, o sexo e as medidas da prega de pele em mm. A prova
foi realizada em dois dias, o primeiro dia 30 de novembro de 2012 e o segundo dia 3 de

dezembro de 2012.
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A prova foi realizada com a seguinte metodologia: corte dos pélos na zona de injecao,
com o uso de uma tesoura, numa superficie de aproximadamente 5 cm?’, pele limpa e ausente
de lesdes/tumefagdes; medicdo da prega de pele com auxilio de cutimetro e segurando a
mesma entre o polegar e o indicador; e injetou-se a tuberculina (PPD — bovina) na dose de
2000 UI e no volume de 0.1 ml, apds a qual verificou-se se a inoculagdo tinha sido correta,
mediante a palpacdo de uma bolha que deve estar presente no local de inje¢do sempre que
esta ¢ feita corretamente. Nos casos em que esta bolha ndo era sentida procedia-se a nova
injecdo ligeiramente ao lado da anterior. Para a inoculagdo da tuberculina recorreu-se a
seringas McLinctock, cujo o uso requer uma certa experiéncia ja que a pele dos caprinos ¢é
mais fina que a dos bovinos e, portanto, ¢ mais facil que a inocula¢do fique no tecido
subcutaneo ou, até mesmo, intramuscular, o que alteraria os resultados da prova.

A reagdo de hipersensibilidade tardia ou do tipo IV comeca a ser significativa
passadas 24 horas desde o contato com o antigénio, contudo o ponto mais alto de reacao
ocorre passadas 72 horas. Por este motivo e como sucede no programa de erradicacdo da
tuberculose bovina, fez-se a leitura transcorrido este periodo (3/12/12 e 6/12/12).

No dia da leitura, fez-se novamente a medi¢do da prega de pele com o cutimetro,
realizada pela mesma equipa da DIV — Evora que fez as medigdes e realizou a IDTB simples
(fator importante, pois a pressao incutida no cutimetro e consequente valor obtido varia de

pessoa para pessoa).

2.6. Exame post mortem

Atendendo aos resultados da prova de IDTB simples as entidades responsaveis
optaram pelo abate total do efetivo, realizado a 3 de janeiro de 2013, com rejeicao de todas as
carcagas. Foram abatidos 366 caprinos adultos e 110 cabritos o que perfaz um total de 476
animais.

Os animais entravam na linha de abate de acordo com os procedimentos habituais do

matadouro e era realizada identificag@o e inspecao de todas as carcacas.
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2.7. Diagnéstico Histopatologico

Dos animais em que foram observadas lesdes ao exame macroscopico, foram
recolhidas amostras de 6 animais, escolhidos aleatoriamente, que seguiram para o
LNIV/INIAV, onde foi realizado o diagnostico histopatologico e bacterioldgico. As amostras
chegaram congeladas, facto que influencia os cortes histologicos e a qualidade das imagens
microscopicas.

Apds chegarem ao laboratorio, as amostras passaram por uma nova inspe¢ao
macroscopica, realizada pelos patologistas do laboratorio, foram selecionadas sec¢des do

orgdo para serem preparadas, realizados cortes e corados por HE e ZN.

2.8. Diagndstico Bacterioldgico

Foram enviadas para o LNIV/INIAV amostras de pulmdo e ganglios linfaticos
regionais de 6 caprinos com lesdes caracteristicas de tuberculose, escolhidos aleatoriamente
no dia do abate, os mesmos que seguiram para o diagndstico histopatolégico.

As amostras frequentemente enviadas para laboratorio com suspeita de tuberculose
sdo seccdes de pulmdo ou dos ganglios linfaticos mediastinicos e bronquicos, mas qualquer
outro tecido com lesdes pode ser enviado. Estas amostras podem ser conservadas e chegar ao
laboratorio de duas formas, uma delas mergulhadas em formol e a outra refrigeradas ou
congeladas.

Apds uma primeira inspe¢ao e consequente selecdo do fragmento de 6rgdo com lesdo
caracteristica, faz-se uma descontaminagdo com soda caustica 4%, obtendo-se um macerado,
a partir do qual serd feita a cultura. Para avaliar a eficacia da descontaminagao faz-se cultura
em placa de agar sangue. Os microrganismos mais frequentemente encontrados sdo Bacilos
cereus.

Os procedimentos laboratoriais realizados no LNIV/INIAV vao de encontro aos
referenciados na revisdo anterior. Assim sendo, faz-se cultura em meio solido, nos meios
Stonebrink e Lowenstein-Jensen com piruvato, em estufa, a uma temperatura de 37°C até 12
semanas (transposto este periodo a cultura ¢ considerada negativa), ¢ em meio liquido, com
auxilio do sistema Bactec 9000 MB que encurtece o tempo de crescimento das bactérias para
um maximo de 6 semanas. Este sistema funciona por rotagdo e permite a obten¢do de

resultados computorizados, uma vez que cada tubo de ensaio possui um cédigo de barras que
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passa por um leitor a entrada e a saida do sistema, permitindo registar o nimero de dias que
cada tubo tem de incubacdo, bem como quais e quantos tubos estdo no sistema sem este ser
aberto.

Se ocorrer crescimento de culturas em qualquer um dos meios essa cultura segue para
o departamento de biologia molecular para ser realizado PCR e testes rapidos comerciais
como o INNO-LiPA MYCOBACTERIA e o GenoType MTBC. O INNO-LiPA, baseia-se em
sondas de DNA, para utilizagdo in vitro, detetando e identificando bactérias do género
mycobacterium a partir de culturas liquidas e sdlidas, baseado em diferencas de nucleétidos
na regido 16S-23S do RNA ribossomal. Este teste permite identificar varias espécies de
micobactérias, mas no caso da tuberculose apenas identifica 0o MTBC e especifica a espécie,
ou seja, o resultado apenas nos indica que estamos perante uma micobactéria do complexo
sem nos especificar a espécie. Por sua vez o GenoType MTBC, permite, com base no

polimorfismo do gene GyrB, a diferenciacao genética das espécies pertencentes ao MTBC.
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3. Resultados

3.1. Mortalidade

A taxa de mortalidade variou de grupo para grupo, considerando um grupo as cabras
da raca Florida, um segundo grupo as cabras da raca Mur¢iano-granadina e um terceiro grupo
os machos (Tabela 8). Analisando o numero de animais entre setembro e dezembro observou-
se que morreram 17 animais da raca Florida (31,48%), 9 animais, fémeas, da raca Murciano-
granadina (2,77%) e nenhum macho. Considerando o efetivo total, morreram 26 animais

(6,63%) em sensivelmente 3 meses.

Tabela 8 — Evolugdo do ntimero de animais no efetivo entre setembro e dezembro.

Numero de animais do efetivo

Setembro Dezembro Taxa Mortalidade
Floridas 54 37 31,48%
Murciano-Granadinas 325 316 2,77%
Machos 13 13 0%
Efetivo Total 392 366 6,63%

3.2. Prova de Intradermotuberculinizacao

Os resultados obtidos nesta prova foram 80 animais positivos (21,86), 2 animais
duvidosos (0,54%) e os restantes 284 animais (77,6%) foram considerados negativos. Os
indices obtidos, ou seja, o incremento da prega de pele entre as duas medigdes, nos animais
positivos, variaram de 4 mm a 28 mm (Fig. 9). Para além desta observagdo, notou-se também
a presenca de sinais clinicos como hipertrofia dos ganglios linfaticos pré-escapulares, dor a
palpacdo destes ganglios e presenca de escaras no local de inoculagdo como resultado de

destruicdo do tecido e necrose no local de inoculacdo (Fig. 10).
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Figura 9 — Reacdo e espessamento da prega de Figura 10 — Presenca de escara no local de
pele de um caprino no dia da leitura. inje¢do no dia da leitura da IDTB.

Dos 329 caprinos da raga Murciano-granadina testados, 46 (13,98%) foram
classificados como positivos, 1 (0,30%) como duvidoso e 282 (85,71%) como negativos (Fig.
11).

O grupo das Floridas, composto por 37 animais que foram submetidos a prova de
IDTB, apresentou 34 (91,89%) animais positivos, 1 (2,70%) duvidoso e 2 (5,41%) negativos
(Fig. 12).

Murciano-granadina Floridas

0,30% —_ 13,98% SA% - 2,70%

& Positivos \ & Positivos

& Negativos & Negativos

Duvidosos Duvidosos

Figura 11 — Resultados da prova de IDTB nos Figura 12 — Resultados da prova de IDTB nos
caprinos de raga Murciano-granadina. caprinos de raga Florida.
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Tendo em conta os resultados da IDTB pode afirmar-se que a prevaléncia no grupo
dos caprinos da raga Murciano-granadina foi de 13,98%, no grupo das Floridas de 91,89% e

considerando o rebanho no total a prevaléncia foi de 21,89%.

3.3. Exame post mortem

Analisando o efetivo total, 80 (21,86%) animais foram considerados como positivos e
286 (78,14%) como sendo negativos. Dos 110 cabritos, apenas 3 (2,73%) foram classificados
como positivos, um dos quais apresentou uma lesdo exuberante num ganglio linfatico
mediastinico, outro evidenciou granuloma no pulmio e o terceiro apresentou lesdes no
pulmdo, ganglios linfaticos mediastinicos e algumas lesdes generalizadas que podem ser ou
ndo resultado de infecdo por micobactérias.

Considerando apenas os animais adultos, no grupo dos caprinos da raga Murciano-
granadina foram identificados 57 (17,33%) animais com lesdes caracteristicas de tuberculose
e 272 (82,67%) animais que ndo desenvolveram qualquer tipo de lesdo visivel que fosse
sugestiva de tuberculose (Fig. 13). No grupo das Floridas, 23 (62,16%) animais foram
considerados positivos e 14 (37,84%) negativos (Fig. 14).

Com base na presenga de lesdes caracteristicas de tuberculose pode referir-se uma
prevaléncia de 17,33% no grupo das Murciano-granadinas, de 62,16% no grupo das Floridas

e uma prevaléncia geral de 21,86%.

Murciano-granadinas Floridas

Figura 13 — Percentagem de animais da raga Figura 14 — Percentagem de animais da raga
Murciano-granadina que desenvolveram lesdes Florida que desenvolveram lesdes visiveis
visiveis compativeis com tuberculose. compativeis com tuberculose.
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Avaliando a distribui¢do das lesdes observadas ao exame macroscopico pode-se
dividir os resultados da seguinte forma: 22 (27,5%) animais com lesdes ao nivel dos pulmdes
e ganglios linfaticos mediastinicos, formando o complexo primario, 43 (53,75%) animais
apenas com lesOes caracteristicas no pulmao, 14 (17,5%) animais com lesdes no ganglio
linfatico mediastinico e 1 (1,25%) animal com sinais de generalizacdo, apresentando lesdes

no figado (Fig. 15).

50
40
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Figura 15 — Distribuicdo das lesdes macroscopicas observadas a necropsia.
Complexo Primario (CP); Pulmao (P); Géanglio Linfatico Mediastinico (GLM);
Figado (F).

O 6rgdo mais afetado e com maior numero de lesdes foi o pulmdo. As lesdes
variavam, desde pequenos granulomas, com cerca de 1 cm de didmetro, (Fig. 16) a
granulomas com 4 a 5 cm (Fig. 17) e, num dos casos, atingiu 8 a 9 cm de diametro (Fig. 18).
Estas lesdes eram bem delimitadas, com céapsula fibrosa espessa e com area de necrose
central caseo-calcéria que, por vezes, era sentida ao corte (Fig. 19). Para além destas lesdes
granulomatosas, consideradas primarias, foram também observadas lesdes mais graves ou
generalizadas de carater exsudativo, como lesdes cavitarias com presenca de algum material
caseoso, de coloragdo branco-amarelada, no seu interior e perda dos contornos dos tecidos em

redor (Fig. 20).
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Figura 16 — Lesdes anatomo-patologicas: Figura 17 — Lesao anatomo-patolégica: Granuloma
Multiplos granulomas individualizados no tuberculoso presente no pulmao.
parénquima pulmonar.

Figura 18 — Lesao anatomo-patologica: Lesdo Figura 19 — Lesdo anatomo-patologica: Necrose
exuberante no pulmao de um caprino. caseo-calcaria ao corte de um granuloma
tuberculoso.
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Figura 20 — Lesdo anatomo-patologica: Lesao Figura 21 — Lesdo anatomo-patologica:
cavitaria no pulmao de um caprino. Granuloma tuberculoso num ganglio linfatico
mediastinico.

Nos ganglios linfaticos foram igualmente encontrados granulomas individualizados e
encapsulados, mas em menor niimero que nos pulmdes (Fig. 21 e 22). Na maioria dos casos
as lesdes eram de pequenas dimensdes, multifocais, compostas por material caseoso e
calcificado. No entanto, em alguns animais afetavam todo o o6rgdo, apresentando-se

frequentemente como coleg¢des de material caseoso e pouco calcificado.

Figura 22 — Lesodes anatomo-patologicas: Figura 23 — Lesdes anatomo-patologicas: Focos de
Multiplos granulomas de tuberculose nos ganglios tuberculose miliar no figado.
linfaticos mediastinicos.

Um dos caprinos inspecionados apresentava focos de tuberculose miliar no figado,
como resultado da generalizacdo do processo, com cerca de 2 cm de didmetro, pouco

encapsulados e localizados na membrana serosa do 6rgao (Fig. 23).
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3.4. Diagnéstico Histopatologico

Dos 6 animais que foram recolhidas amostras, todos apresentaram lesdes
microscopicas compativeis com tuberculose (Tabela 9; Fig. 24, 25, 26, 27, 28 ¢ 29) e em 4

deles foram identificados BAAR (Fig. 30).

Tabela 9 — Descrigdo das lesdes microscopicas de tuberculose observadas nas amostras dos 6 animais.

Animal IDTB Bacteriologia Histopatologia
ZN HE
Incremento de 14 ~
. Extensas lesdes de tuberculose
Animal | mm da prega de . Presenca de - ~ PO
o] Positivo . caseocalcaria no pulméo e ganglios
1 pele — Positivo ao bacilos e e L
linfaticos regionais.
teste.
Incremento de 18 Sem
Animal | mm da prega de o . . ~ Lesdes multifocais de tuberculose
. Positivo identificagdo L ~
2 pele —  Animal . caseocalcaria no pulmao.
. de bacilos
positivo ao teste.
Extensas lesdes de tuberculose no
pulmio. Lesdes cavernosas que se
. Auséncia de reagéo estendem até aos bronquios e
Animal . ; .. Presenca de , S
3 — Animal negativo | Positivo bacilos bronquiolos, com destruicdo da
= ao teste. parede e acumulacdo de material
necrosado no lamen, constituindo
assim “forma aberta” de tuberculose.
Incremento de 8 Pulm3o com focos de necrose
. Sem . \
Animal | mm da prega de . . . ~ purulenta envolvidos por células
. Negativo identificagdo
4 pele —  Animal de bacilos mononucleares que se estendem por
positivo ao teste. vezes ao longo dos bronquiolos.
Lesao granulomatosa no pulmao com
. Auséncia de reagéo centro necrdtico envolvido por
Animal . : . Presenca de | . . ~ .
PR Animal negativo | Negativo bacilos intensa infiltracdo, células
= ao teste. mononucleares ¢ algumas células
gigantes.
Pulmo com extensas lesdes de
tuberculose  caseocalcaria, com
Incremento de 13 necrose central e formagdo de
Animal | mm da prega de .. Presenga de | cavernas com extensos aglomerados
. Positivo . .
6 pele —  Animal bacilos de bacilos.
positivo ao teste. Ganglio linfatico regional com lesdes
caseocalcarias que preenchiam a
quase totalidade do érgao.
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L

Figura 24 - Corte histolégico de Génglio
linfatico - Granuloma com necrose e calcificagido
central; na periferia visualizam-se algumas
células gigantes de Langhans; HE; Oc. 10x; Ob;.
10x (Fotografia cedida pelo Laboratério de
Patologia/LNIV Lisboa).

Figura 26 — Corte histolégico de Pulmio -
Granuloma com necrose central envolvido por
macroéfagos, alguns multinucleados; HE; Oc. 10x;
Obj. 4x (Fotografia cedida pelo Laboratorio de
Patologia/LNIV Lisboa).

Figura 27 o

.
Figura 25 — Corte histolégico de Ganglio
linfatico - Extensas zonas de necrose de
caseificagdo e focos de mineralizacdo; HE; Oc.10
x; Obj. 4x (Fotografia cedida pelo Laboratorio de
Patologia/LNIV Lisboa).

e

Corte histologico de Pulmio -
Periferia do granuloma com células gigantes e
numerosos linfocitos; HE; Oc. 10x; Obj. 10x
(Fotografia cedida pelo Laboratério de
Patologia/LNIV Lisboa).
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e

Figura 29 — Corte histoldgico de Pulméao - Parede

de necrose com formagdo de caverna; HE; Oc. de lesdo cavernosa; HE; Oc. 10x; Obj. 4x
10x; Obj. 4x (Fotografia cedida pelo Laboratorio (Fotografia cedida pelo Laboratério de
de Patologia/LNIV Lisboa). Patologia/LNIV Lisboa).

Figura 30 — Corte histopatoldégico de Pulmao:

Bacilos acido-alcool-resistentes (BAAR), em
aglomerados, no interior duma lesdo cavernosa;
ZN; Oc. 10x e Obj. 40x (Fotografia cedida pelo
Laboratorio de Patologia/LNIV Lisboa).

3.5. Diagnostico Bacteriologico

Das culturas realizadas, apenas cresceram colonias em 4 dos 6 animais analisados
(Tabela 9), as quais foram utilizadas para a realizagdo do diagndstico molecular, recorrendo
aos testes rapidos mencionados anteriormente, dando origem a resultados compativeis com

M. caprae em ambas as culturas.
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3.6. Sensibilidade e Especificidade da prova de IDTB

Considerando os animais com lesdes macroscopicas visiveis caracteristicas de
tuberculose aquando da inspegdo post mortem como doentes € como ndo doentes os animais
que ndo apresentaram lesdes macroscopicas visiveis, pode dizer-se que a prova de IDTB

resultou em 39 animais falsos positivos e 38 falsos negativos (Tabela 10).

Tabela 10 — Dados auxiliares para estudo da sensibilidade e especificidade.

Lesoes Positivas Lesdes Negativas
IDTB simples Positiva | VP (41) FP (39)
IDTB simples Negativa | FN (38) VN (246)

Sabendo que um resultado positivo no teste pode significar que o animal estd
realmente doente (VP — Verdadeiro Positivo) ou ndo estd doente (FP — Falso Positivo) e que
um resultado negativo pode significar que efetivamente o animal ndo esta doente (VN —
Verdadeiro Negativo) como pode estar doente e ndo reagir (FN — Falso Negativo), pode
calcular-se a sensibilidade de um determinado teste pela seguinte formula, VP/(VP+FN).
Tendo em conta os valores da Tabela 10, neste estudo a sensibilidade da prova de IDTB
simples, sempre assumindo que os animais com lesdes eram positivos, foi de 35,04%. Ja a

especificidade que ¢ facultada pela formula, VN/(VN+FP), neste estudo foi de 86,32%.
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4. Discussao

Neste estudo verificou-se que a tuberculose ¢ muitas vezes uma doenca com evolugao
subclinica, destacando-se a elevada mortalidade como um dos principais sinais, mas sendo
este um sinal comum a vérias patologias, torna-se também inconclusivo. No entanto, estes
cadaveres sdo uteis para a recolha de amostras e posterior realizacdo de testes confirmativos

de diagnostico.

4.1. Resultados obtidos na prova de intradermotuberculinizacio simples

A prova oficial e usada por rotina no diagnéstico da tuberculose bovina em Portugal ¢é
a prova de IDTB comparada, no entanto a DIV — Evora optou pela realizagio da IDTB
simples por varios motivos. O quadro clinico, as lesdes compativeis com tuberculose, a
presenca de micobactérias nas amostras enviadas para laboratério, a origem dos animais, a
auséncia de vacinagdo contra a paratuberculose, a simplicidade da realiza¢do da prova e até
fatores econdmicos contribuiram para essa decisdo. Segundo Garcia Marin (2010), a IDTB
simples deve ser op¢ao em rebanhos com tuberculose demonstrada (necropsia, cultivo, PCR)
e que ndo estdo vacinados para a paratuberculose, ¢ a IDTB comparada em rebanhos
vacinados, com percentagens de positividade baixas e com reagdes pouco evidentes na IDTB
simples, tuberculose ndo demonstrada e em casos de paratuberculose diagnosticada.

Dependendo dos resultados obtidos na prova de IDTB e da presenca ou auséncia de
lesdes macroscopicas visiveis aquando da inspe¢do post mortem, pode relacionar-se estes
resultados de diferentes modos.

Os resultados de sensibilidade e especificidade da IDTB obtidos foram abaixo dos
valores apresentados por outros autores: 68 a 95% de sensibilidade e 96 a 99% de
especificidade (Monaghan et al., 1994); 83 a 100% de sensibilidade e 81 a 100% de
especificidade (Garcia Marin, 2010); 85% de sensibilidade e 98% de especificidade (Vergara
& Delgado, 2011); 53,2 a 71% de sensibilidade e 97,6 a 99,2% de especificidade (Bezos et
al., 2012) .Existem inimeros fatores que contribuem para o aparecimento de falsos positivos
e falsos negativos, sendo que os falsos positivos vao interferir nos valores de especificidade e
os falsos negativos nos valores de sensibilidade da prova em questao.

Contribuem para o aparecimento de falsos positivos os seguintes aspetos: presenca de

outras infe¢des causadas por micobactérias, tais como, a paratuberculose que ¢ muito
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frequente nos pequenos ruminantes; rebanhos vacinados contra a paratuberculose; intervalo
entre duas provas de tuberculina inferior a 60 dias (Aranaz et al., 2006); presenga de
micobactérias ambientais (Garcia Marin, 2010); reagdes cruzadas com Nocardia (farcinicus)
e Corynebacterium pseudotuberculosis, responsavel pela linfadenite caseosa (Bezos et al.,
2012; Radostitis et al., 2002; Lilenbaum, 2000); prova de diagndstico realizada por técnicos
diferentes e inspe¢do sanitdria realizada por inspetores diferentes (Monaghan ef al., 1994).
Podem ainda ocorrer em animais que ja tiveram em contato com micobactérias do MTBC e
cujo sistema imunitario controlou a infe¢do, designando-se este facto de estado de laténcia
(Garrido, 2011).

No caso deste estudo, como a sensibilidade e especificidade da prova foram
calculadas considerando a presenca de lesdes na necropsia, podemos acrescentar ainda a
presenca de lesdes em orgaos incomuns, uma vez que o exame ¢ geralmente direcionado para
os Orgdos com maior probabilidade de conter bacilos (ganglios linfaticos mediastinicos,
bronquicos e mesentéricos, pulmao e glandula mamaria), a possibilidade de existirem lesdes
muito pequenas que correspondem a infegdes iniciais que ndo sdo visiveis durante a inspeg¢ao,
e a falta de especificidade da IDTB simples, ndo sendo capaz de diferenciar micobactérias do
MTBC de outras micobactérias.

Segundo Garcia Marin (2010), uma exploracdo com niveis elevados de positividade a
IDTB simples (>20%) e com incrementos cutaneos muito evidentes, ndo se deve pensar em
reacdes cruzadas por micobactérias do complexo Mycobacterium avium, pois nesses casos as
reacdes sao muito débeis e resultam em muitos animais duvidosos.

No caso apresentado, pode-se falar em niveis de positividade de 21,89%, podendo
deduzir-se que nesta exploragdo a probabilidade de ter uma infecdo mista
tuberculose/paratuberculose ¢ baixa.

Para o incremento de falsos negativos podemos considerar: fases iniciais de infegao,
com lesdes minimas que ainda ndo desenvolveram resposta imune suficiente; lesdes cronicas
exudativas e cavitarias que apresentam pouca resposta imune celular (animais anérgicos)
(Garcia Marin, 2010); a dose de tuberculina injetada; animais infetados ou vacinados para a
paratuberculose; dessensibilizacdo durante o teste de tuberculina ou o pds-parto (30% sao
falsos negativos); animais velhos; (Radostitis et al., 2002); prova de diagnostico realizada por
técnicos diferentes e inspe¢do sanitaria realizada por inspetores diferentes (Monaghan et al.,

1994). No presente estudo, podemos também considerar o intervalo de tempo entre a prova
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de IDTB e o abate dos animais, cerca de um meés, para explicar a ocorréncia de falsos
negativos nesta prova.

O teste IFN-y ¢, também, uma prova oficial no diagndstico da tuberculose, realizada
in vitro, e constitui uma alternativa a prova da tuberculina, que para além de conseguir detetar
animais positivos numa fase mais precoce de infe¢do, tem demonstrado uma sensibilidade
superior e 0 maneio dos animais ¢ feito com uma Unica intervengdo. No entanto, o [FN-y tem
algumas limitacdes, como a baixa especificidade em determinadas circunstancias, custos
elevados e intimeras questoes logisticas (Bezos et al., 2012). Tal como acontece com a IDTB
os valores de sensibilidade e especificidade variam de autor para autor: sensibilidade de 71 a
87,2% e especificidade de 96,4 a 98,4% (Bezos et al., 2012); sensibilidade de 83 a 92% e
especificidade de 96 a 100% (Garcia Marin, 2010).

Como referido anteriormente, a prova de IDTB simples ¢ influenciada em fung¢ao da
extensdo das lesdes presentes, assim sendo, o teste IFN-y incrementa a sensibilidade nos
animais com lesdes minimas em 5,4% e em 11,2% nos animais com lesdes extensas, como €
o caso das cabras com lesdes cavitarias (Garcia Marin, 2010).

Outro teste que pode ser utilizado para o diagnostico em vida e aumentar a eficacia
de diagndstico € o teste Elisa que deteta os animais doentes com base em resposta humoral,
sendo muito fidvel na detec¢do de cabras anérgicas. O teste standart, apresenta baixa
sensibilidade (50 a 60% (Garcia Marin, 2010); 54,9% (Gutiérrez et al., 1998)) ¢
especificidade moderada (80% (Garcia Marin, 2010); 88% (Gutiérrez et al., 1998)),
comparativamente aos testes baseados na resposta imunitéria celular (IDTB e IFN-y) (Garcia
Marin, 2010). O teste Elisa anamnesica, realizado 15 a 25 dias depois da IDTB, dispde uma
sensibilidade e especificidade mais elevadas (88,6% e 95,8%, respetivamente) (Gutiérrez et
al., 1998).

E de extrema utilidade a realizagdo de provas em simultdneo com a IDTB para
aumentar a sensibilidade do teste. O IFN-y apresenta uma concordancia elevada com a IDTB
(>90%), pelo que deve ser utilizado em situagdes muito especificas como nos casos em que
ocorrem muitos positivos com reagdes ténues e duvidosas e quando ¢ necessario realizar
varios testes em curtos espacos de tempo, uma vez que este teste nao necessita de periodo de
dessensibilizagdo, pois a interagdo com o antigénio ¢ feita in vitro e ndo é necessario injetar
no animal. Dado os custos do IFN-y e sabendo do grau de concordancia com a IDTB, a op¢ao
por testes sorologicos como o Elisa, realizado aos animais negativos a IDTB, como vimos ao

longo deste trabalho podem ser os mais contagiosos (lesdes cronicas sem resposta celular),
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pode aumentar a eficacia do diagnostico. Segundo Gutiérrez e colaboradores (1998), o Elisa
pode atingir sensibilidade de 100% em caprinos com lesdes muito graves.

Os dados apresentados e recolhidos, da prova de IDTB, a prevaléncia de doenga nos 2
grupos, as lesdes que demonstraram no abate e a percentagem de animais mortos, sugerem
que a fonte da infe¢do de tuberculose foi o grupo das Floridas. Nao obstante a possibilidade
de o grupo das Murciano-granadinas também ja estar infetado antes da entrada na exploragao.
Nesta situacdo as técnicas de diagnostico molecular tinham sido uma mais valia para
identificar a estirpe ou estirpes presentes na populagcdo, ndo s6 para determinar se existiam
varias estirpes na populagdo, mas também para saber se esta estirpe ja havia sido isolada em
Portugal. Segundo Duarte e colaboradores (2007) o sentido da transmissdo entre dois
animais ¢ dificil de apurar visto a tuberculose ter um periodo de incubag¢do longo, com
quadros pouco uniformes e uma evolugao arrastada.

As provas de IDTB nao sdo 100% especificas o que pode resultar em falsos positivos
e deste modo levar ao sacrificio desnecessario de animais, colocando em questio a
credibilidade dos programas de erradicagdo. No entanto, em rebanhos com elevada
prevaléncia de infegdo as provas de IDTB tem se mostrado bastante fidedignas.

A IDTB simples neste estudo mostrou-se um recurso vidvel para determinar a
presenga de tuberculose no rebanho com uma prevaléncia elevada, no entanto em casos

pontuais pode ndo ser suficiente, pois a sensibilidade ¢ baixa.

4.2. Lesoes macroscopicas observadas

A realizagdo do exame anatomo-patoldgico ¢ bastante 1util para o diagndstico da
tuberculose, visto que as lesdes quando presentes sdo muito caracteristicas e sugestivas desta
infecdo. Para além disso, permite obter resultados em tempo real.

Neste estudo observou-se a presenca de lesdes difusas e exsudativas que demonstram
o elevado grau de disseminagdo da doenca no rebanho, bem como lesdes calcificadas que
demonstram o carater cronico da infecao.

A idade e o sistema de producdo influencia o desenrolar da doenca. Em geral, os
animais que se infetam quando sdo jovens desenvolvem lesdes mais severas que os adultos e
a sua ocorréncia ¢ mais frequente em sistemas de producdo intensiva, devido ao facto dos

animais estarem confinados e com sobrelotagao (Garrido, 2011).
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Dependendo do modo de transmissdo, da localizagdo da lesdo e do quadro lesional, a
infecdo por micobactérias do MTBC pode ser dividida em diferentes fases: primaria e pos-
primaria.

E definida como tuberculose primaria a lesdo inicial que corresponde a porta de
entrada do bacilo, geralmente estd presente no pulmdo, e dd lugar a formacdo de um
granuloma caracteristico. Pode ocorrer evolu¢ao do processo e os macrdéfagos contaminados
contendo micobactérias podem disseminar a infecdo para os ganglios linfaticos regionais
formando o complexo primério, que corresponde ao conjunto de lesdo no 6rgdo de entrada
com o ganglio linfatico satélite. A partir desta fase pode ocorrer regressdo das lesdes no
pulmao ou outro 6rgdo inicial e apenas observar-se lesdes no ganglio linfatico ou a resposta
imunitaria pode ser rapida e eficaz, impedindo a disseminag¢do para o ganglio linfatico
associado observando apenas a lesdo a nivel pulmonar. Pode ocorrer, também, generalizagdo
do processo com disseminagdo do bacilo por via linfatica, hematogena ou diretamente, como
frequentemente acontece entre o pulmao e a pleura.

Sabendo que a localizagdo das lesdes ¢ indicativa da via de infe¢do, concluiu-se, com
base nos resultados obtidos neste estudo, que a infe¢do por via aerdgena terd ocorrido na
totalidade dos animais que desenvolveram lesdes visiveis e, como acontece em outros estudos

(Biet et al., 2005), confirmou-se que esta € a principal via de infegao.

4.3. Lesoes microscopicas observadas e diagndstico bacteriologico

O estudo histopatologico tem grande utilidade para o diagnostico da tuberculose. As
lesdes sdo bastante caracteristicas, a técnica de preparagdo e a visualizacdo das lesdes,
juntamente, com a identificacdo do bacilo pelo método de ZN ¢ relativamente simples e em
termos monetarios acessivel. Mesmo assim, existe variabilidade de lesdes dependendo da
severidade e do estado da infegdo.

As lesdes microscopicas observadas foram idénticas as descritas na bibliografia
consultada (Garcia Marin, 2010; Bernabé et al., 1991a). Foram observadas lesdes tipicas de
fases iniciais de doenca, nomeadamente o granuloma de tuberculose, com uma area central de
necrose com focos de calcificacdo, rodeada na sua maioria por células inflamatorias

mononucleadas e mais externamente por células gigantes de Langhans.
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E de salientar a presenca de lesdes cavernosas que estavam em comunicagdo com os
bronquiolos, constituindo formas abertas de tuberculose. Em alguns casos foram visualizados
multiplos focos secundérios de necrose, como resultado da disseminagdo e extensdo das
lesdes no proprio 6rgao, muitas vezes preenchendo quase a totalidade do 6rgao.

Quanto a visualizagdo de BAAR pelo método de coloragdo ZN, foi possivel
identificar bacilos em 4 dos animais. Nos restantes 2 animais, apesar de ndo terem sido
visualizados bacilos, podem estar presentes em outras lesdes ou cortes de outras partes do
orgao.

As lesdes iniciais ou primarias da tuberculose sdo do tipo proliferativo e, por isso,
possuem pequenas cargas de bacilos, estando estes localizados centralmente na lesdo e
rodeados por células inflamatodrias. Pelo contrario as lesdes cavitarias, ou seja, nas lesdes de
carater exsudativo com zonas de maior necrose de caseificagcdo, formando um meio Optimo
para o desenvolvimento bacteriano, pode observar-se a presenc¢a de inumeros aglomerados de
BAAR.

Analisando os resultados da bacteriologia em paralelo com os resultados obtidos no
estudo histopatologico das lesdes, podemos constatar que todos os animais apresentaram
lesdes histopatoldgicas compativeis com tuberculose e que dos dois animais negativos ao
exame bacteriologico, um apresentou bacilos pelo método ZN e o outro ndo. Existem alguns
fatores que podem ter estado na origem destes dois resultados negativos, tais como: um
processo de descontaminagdo demasiado eficaz com destruicdo dos microrganismos
presentes, incluindo as micobactérias; o fragmento selecionado pode ndo conter
micobactérias viaveis; processos de conservacdo, armazenamento e transporte de amostras
inadequados e em menor percentagem, mas de considerar, falha humana e dos equipamentos

utilizados.

4.4. Riscos da exploracio em estudo

Econémicos: Perante um foco de tuberculose desta dimensdo as perdas econdmicas
sdo inimeras e abarcam uma cadeia desde o produtor até ao consumidor final. O produtor ¢é
invariavelmente o mais afetado ao deixar de produzir leite, ao abater todos os animais do
efetivo sem a sua carcaga ser valorizada e ao facto de obedecer a um periodo de vazio

sanitario de 6 meses até introduzir novos animais na exploragdo. Para além disso, o transporte
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de animais e de leite diminui, afetando a cadeia de transportes, e existe uma quebra na
producdo e, consequentemente, na venda de queijo de cabra.

Zoondticos: A caracteristica zoonoética da tuberculose ¢ dos principais fatores de
risco, se ndo o mais importante, desta doenga. Como tal, esta exploragdo também contribuia
ou poderia vir a contribuir para a disseminagdo da tuberculose.

A exploragdo possuia 2 empregados que todos os dias alimentavam e ordenhavam os
animais, o produtor também dispensava muito tempo ao maneio da exploracdo e o veterinario
responsavel pela clinica e sanidade da exploragdo, estavam expostos a infecdo. Outro dado
relevante para este ponto, ¢ a presenca assidua na exploracao de duas criancas que passavam
algum tempo com os animais e ndo possuem os cuidados necessarios, quer em termos de
higiene e medidas de prevengdo bésicas, quer em termos dos perigos a que estdo expostas,
comparativamente aos adultos.

Os individuos que realizavam o abate destes caprinos infetados e a manipulagdo do
leite proveniente desta exploragdo também estavam expostos a infe¢do e os caprinos com
lesdes recentes ndo visiveis macroscopicamente em matadouro, com consequente aprovacao
da carcacga, seguem para a cadeia alimentar, constituindo um perigo para a satde publica.

A permanéncia da venda de leite dos animais que obtiveram resultado negativo a
IDTB simples, sabendo a probabilidade de ocorréncia de falsos negativos nesta prova.

Ambientais: Sabendo a capacidade de sobrevivéncia das micobactérias no meio
ambiente e objetos inanimados, o estrume e a venda deste, constitui um perigo para os
individuos que fazem o maneio e todo o procedimento de limpeza, bem como para o
destinatario final.

Ja no local de deposicao pode contribuir para a dissemina¢do da doenga para animais
domésticos, se este os possuir, para animais selvagens que possam estar em contato com este
material e até para os proprietarios.

Quanto ao pasto a que os animais por vezes tinham acesso, apesar de estar vedado,
facilmente ¢ transposto por javalis ou outros animais selvagens.

Disseminacdo: A relagcdo densidade populacional/dimensdo da exploragdo observada
nas exploracdes com produgdo intensiva proporciona o ambiente ideal para a propaga¢do da
infecdo.

A presenga dos gatos e do cdo, que apesar de ndo terem sido encontrados casos de
tuberculose de origem caprina descritos nestas espécies, tém de ser consideradas como

possiveis hospedeiros.
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4.5. Limitacoes deste estudo

Apesar de o valor da amostra (366 animais) ser consideravel, o estudo foi realizado
apenas numa explorag¢do isolada, pelos mesmos operadores, mesma espécie de animais, o
nimero de falsos positivos e falsos negativos foi elevado comparativamente com outros

estudos e ndo foi realizado outro teste complementar de confirmacao.

A inspecdo das lesdes macroscopicas foi feita em matadouro, na linha de abate, com
os animais em movimento o que impediu a visualizagdo pormenorizada das lesdes e a
diferenciagdo entre lesdes mais antigas (cavitarias e exsudativas) de lesdes mais recentes

(granulomas individualizados).

Intervalo de tempo de cerca de um més entre a IDTB e o abate.
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IV. Conclusoes

Em inumeros estudos consultados ¢ feita a referéncia ao facto de os caprinos terem
sido considerados, até recentemente, como resistentes ou menos sensiveis a tuberculose
(Melo et al., 2012). Esta situagdo tem sido um entrave ao estudo da tuberculose nesta espécie,
num passado recente, bem como uma das razdes pela qual ndo existem planos de erradica¢ao
para os caprinos na maioria dos paises.

Com este estudo comprovou-se que os caprinos sdo altamente sensiveis a tuberculose,
desenvolvendo lesdes cavernosas que comunicam com os bronquiolos, originando formas
abertas de tuberculose, que promovem a disseminagdo da doenga e constituem um fator
importante para efeitos epidemioldgicos.

Em Portugal, a tuberculose caprina ¢ uma realidade que tem ganho importancia com a
importacdo de caprinos de Espanha, pais que tem elevados indices de incidéncia de infecao.
A inclusdo destes animais no nosso pais leva a propagacdo da doenca com transmissdo de
tuberculose aos caprinos de ragas autdctones portuguesas, bovinos e animais silvaticos,
contribuindo num futuro préoximo para a classificagdo de pais endémico de tuberculose de
origem caprina.

A tuberculose ¢ uma doenga com elevado impacto para a saide publica, o que faz
com que a sua erradicagdo seja cada vez mais um problema da responsabilidade de todos.
Para garantir a competitividade das exploragdes e a confianca dos mercados e consumidores,
requer a clarificagdo do programa de erradicacdo com medidas mais restritas, executadas de
forma continuada, com avaliagdo da realiza¢do de vigilancia ao nivel das exploracdes e a
inclusdo de outras espécies que constituem um reservatorio e podem ser um obstaculo para a
erradicacdo da tuberculose.

Cada vez mais € necessario uma relacdo estrita e de confianca entre a DGV, com a
legislagdo e apoio financeiro do programa, os laboratorios que confirmam os diagnosticos e
s30 uma mais valia para a realizagdo de estudos epidemiologicos, o inspetor sanitaria que
realiza a vigilancia a nivel do matadouro, o médico veterinario que mantem maior contato
com os produtores e faz a vigilancia nas exploragdes e, por fim, com o produtor que gere todo

o maneio dos animais, compra, vende € movimenta.
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V. Consideracoes finais

Os ultimos dois casos de tuberculose caprina conhecidos e descritos em Portugal,
foram em Montemor-o-Novo, apresentado neste trabalho, e em Tras-os-Montes, exposto
também como dissertagdo de mestrado (Quintas, 2009). Analisando a figura 31 podemos
constatar que as zonas mais afetadas pela tuberculose bovina sdo a regido do Alentejo e de
Tréas-os-Montes. Surgem entdo varias questdes: Sera que estes dados estdo relacionados?
Estas estirpes sdo as mesmas presentes nos bovinos? Os caprinos sdo um reservatorio para os

bovinos em Portugal?

TUBERCULOSE BOVINA 2010
CONCELHOS COM EXPLORAGOES INFECTADAS
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Figura 31 — Distribui¢do geografica das exploragdes com animais positivos no rastreio de tuberculose
realizado em 2010. Fonte: Fonseca, 2011.

Seria 1til estudar a prevaléncia de tuberculose caprina em Portugal, de modo a saber
se ¢ justificavel a realiza¢do de um plano de erradicagdo para esta espécie. O or¢amento para
realizar um plano de erradica¢do, como rotina em todos os animais de uma dada espécie ¢
elevado, mas o esquema praticado em Espanha podera ser uma solugdo, ou seja, a

intervengdo em todos os caprinos que sejam mantidos em contato com os bovinos.
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Figura 32 — Distribuicéo dos clientes de uma clinica veterinaria na regido de Montemor-o-Novo.

Na figura 32 estdo representados os 288 clientes, de Ruminantes, de uma clinica
veterindria na regido do Alentejo e a espécie de animais que produzem. A percentagem de
clientes que produz apenas bovinos ¢ de 29,51%, os que produzem sé pequenos ruminantes
representam 50% e os clientes que produzem ambas as espécies simultaneamente 20,49%.
Com base nestes valores repara-se que a percentagem de pequenos ruminantes a co-habitarem
com bovinos ¢ relevante. Como se sabe e ja foi referenciado neste trabalho, se os caprinos
forem mantidos em contato com bovinos infetados a incidéncia da doenga podera atingir os
70%. Sabe-se também que a transmissdo entre caprinos e bovinos ocorre e que no plano
nacional de erradicacdo da tuberculose apenas consta a espécie bovina. Este facto pode estar

a contribuir para que a tuberculose continue a ser uma doenca endémica em Portugal.
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Figura 33 — Evolugdo dos indicadores de tuberculose bovina entre 2003 e 2010. Fonte: Fonseca, 2011.
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Entre 2003 ¢ 2008 ocorreu uma evolugdo favoravel dos niveis de infecdo de
tuberculose na espécie bovina em Portugal, no entanto ndo ocorreu erradicagdo do agente e
em 2010 atingiram-se valores muito superiores aos obtidos em 2008. Estes resultados podem
ser sugestivos de que o agente responsavel pela tuberculose bovina em Portugal ndo esta
restrito a esta espécie, que € necessario atender mais aos pormenores € que a presenga de
animais anérgicos, ndo detetados pela IDTB, que re-emergiram pode ser alta.

Politicas de controlo sustentavel s6 podem ser alcangadas através de uma melhor
compreensdo da epidemiologia da tuberculose em conjunto com caprinos, bovinos e
reservatorio selvagem (Aranaz et al., 2006).

A tuberculose ndo foi realmente erradicada em nenhum pais e existe uma margem
considerada como minima de casos positivos aceites por ano para que esse pais mantenha o
estatuto de Oficialmente indemne de tuberculose. A medida que um plano de erradicagio
implementado evolui, torna-se mais dificil o controlo da doenga, porque a percentagem de
animais que reage ao teste em vida que ndo apresenta lesdes visiveis no abate tende a crescer
com a diminuic¢ao da prevaléncia, rebanhos considerados livres podem reincidir sempre com
elevada incidéncia (animal anérgico mantido no rebanho), rebanhos muito grandes mantidos

em grandes areas de extensivo e a falta de controlo sobre o reservatorio selvagem (Radostitis

et al.,2002).

1. Aspetos que podem ser melhorados no controlo e erradicacao da tuberculose

Realizagdo de diferentes métodos complementares de diagnostico, como exames
anatomopatologicos, histopatologicos, bacteriolégicos e moleculares, em animais que
reagiram a IDTB em vida, podendo desta forma avaliar a sensibilidade e especificidade do
teste, determinando assim a utilidade desta prova oficial de diagndstico no programa nacional

de erradicacao da tuberculose ¢ em casos de reagdo isolados.

Realizacdo de Spoligotyping ¢ RFLP com o objetivo de identificar as estirpes
presentes nos animais domésticos abatidos, bem como nos animais selvagens abatidos em
montarias, ambos com tuberculose diagnosticada, podendo desta forma investigar a relagdo e

origem dos focos de doenca.
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Campanhas de sensibilizacdo para produtores no sentido de alertar para a constru¢ao
de vedacdes adequadas para limitar o contacto com animais selvagens, compra de animais
apenas de locais com garantias e com estatuto sanitario conhecido e realizacdo de quarentena

apOs compra ou movimento de animais.

Correlagdo entre a presenca de lesdes ou os resultados da IDTB com a idade dos
animais. Radostitis e colaboradores (2002), defendem que animais idosos apresentam

dificuldade em responder a IDTB.

Formagdo continua das brigadas de veterinarios a campo a cerca da prova de

diagnéstico utilizada (IDTB) e dos aspetos epidemioldgicos.

As espécies vulnerdveis ao M. caprae ainda estdo pouco estudadas, ndo estando
totalmente clarificadas. Nesta exploragdo existia um cdo e varios gatos, que nao sabemos se

estao suscetiveis a infegao.

Maior rigor aquando da movimentagao, transporte, compra e venda de animais quer a

nivel nacional quer a nivel internacional.

Revisdo do plano nacional de erradicacdo da tuberculose, ponderar a incorporacio dos
pequenos ruminantes a par do que acontece no plano de erradicagdo nacional para a
brucelose. E avaliacdo das implicagdes, neste plano, da coabitacdo de pequenos ruminantes

com bovinos.
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