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A adversidade desperta em nés capacidades que, em circunstancias favoraveis,
teriam ficado adormecidas.
(Horacio)

Quem ama a verdade, procura formar a consciéncia: conhecer os principios morais,
pedir conselho a pessoas certas e com experiéncia; ndo considerar humilhante que
nos corrijam. De fato, os outros nos observam de fora e com mais objetividade do
que nés mesmos. Também é preciso tirar experiéncia dos proprios atos, examinar-
nos com freqtiéncia (diariamente) e corrigir os erros. E preciso ser humilde para
reconhecer os erros e retificar, mas isso nos dara uma grande sabedoria, e
capacidade de ajudar os outros também.

(Juan Luis Lorda)
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RESUMO

A tuberculose afeta diversas espécies animais, inclusive os seres humanos, e
€ causada por microrganismos do Complexo Mycobacterium tuberculosis, que
apresenta grande importancia em paises onde a doenca é endémica, como no
Brasil. O presente trabalho teve por objetivo a identificacdo de tuberculose em quatis
(Nasua nasua) e antas (Tapirus terrestris). O estudo foi dividido em quatro capitulos;
no primeiro capitulo foi apresentada uma revisao bibliografica da tuberculose
bovina, doenca causada por M. bovis, que apresenta importancia para saude
publica, saude animal e producdo animal. A implantacao efetiva de programas de
controle e erradicagcédo da tuberculose bovina é essencial para reduzir a prevaléncia
e a incidéncia da doenca, e ainda para reduzir os riscos de transmissao de animais
para seres humanos. No segundo capitulo foi realizada uma revisao bibliografica
da tuberculose em animais silvestres, mostrando a variedade de espécies
susceptiveis e ainda uma caréncia de estudos no Brasil. No terceiro e no quarto
capitulos, foram descritas respectivamente, a identificacdo de M. bovis em quatis do
Centro de Triagem de Animais Silvestres de Tijucas do Sul e a identificacdo de M.
tuberculosis em antas do Zoolégico Municipal de Curitiba. A interpretacdo conjunta
dos testes laboratoriais ante e post-mortem de cultivo bacteriol6gico, baciloscopia e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), associadas a tuberculinizacdo e
radiografias pulmonares, foram essenciais para o diagnéstico definitivo da
tuberculose nesses animais. O presente estudo constitui, de conhecimento do autor,
as primeiras descricoes da doenca nestas espécies no Brasil, e demonstra que
populacdes silvestres suscetiveis podem ser negativamente afetadas pelo aumento
da concentragdo em cativeiro, proximidade de pessoas, animais domésticos e outras
espécies silvestres. Ao mesmo tempo, estes animais podem ser fontes potenciais de
infeccdo para outros animais e seres humanos. Em conclusao, o diagnéstico da
tuberculose em quatis e antas demonstra a importancia desta doenca em saude
publica e saude animal, em particular na manutencdo das espécies silvestres em

cativeiro.

Palavras-chave: diagnéstico, Nasua nasua, Tapirus terrestris, tuberculose.



xii

ABSTRACT

Tuberculosis affects several animal species, including human beings, and is
caused by microorganisms of the Mycobacterium tuberculosis Complex, which
presents great importance in countries where the disease is endemic, as in Brazil.
The present work had as objective the identification of tuberculosis in coatis (Nasua
nasua) and tapirs (Tapirus terrestris). The study was divided in four chapters; in the
first chapter a literature review of bovine tuberculosis is presented, disease caused
by M. bovis, which is essential for public health, animal health and animal production.
The effective establishment of bovine tuberculosis control and eradication programs
is of importance for disease prevalence and incidence reduction, and also to reduce
risks of transmission from animals to human beings. In the second chapter a
literature review of tuberculosis in wildlife animals was performed, showing the
variety of susceptible species and still a lack of studies in Brazil. In the third and
fourth chapters, the respective identification of M. bovis in coatis from the Wildlife
Screening Center of Tijucas do Sul and the identification of M. fuberculosis in tapirs
from the Curitiba Zoo. The comprehensive interpretation of laboratory tests ante and
post-mortem of bacteriologic culture, baciloscopy and polymerase chain reaction
(PCR), associated to tuberculine test and pulmonary radiographies, were crucial for
the definitive diagnosis of tuberculosis in these animals. The present study, to the
author knowledge, is the first report of tuberculosis in these species in Brazil, and
demonstrates that susceptive wildlife populations may be negatively affected by the
increased concentration in captivity, proximity to people, domestic and other wildlife
captive animals. At the same time, these animals may be potential source of infection
to other animals and human beings, impeding the adequate control of the disease,
particularly in the maintenance of wildlife species in captivity. In conclusion, the
tuberculosis diagnosis in coatis and tapirs demonstrates the importance of this
disease in public health and animal health, particularly in the maintenance of captive
wildlife species.

Keywords: diagnosis, Nasua nasua, Tapirus terrestris, tuberculosis.



PREFACIO

Os microrganismos do Complexo Mycobacterium tuberculosis, em especial M.
bovis e M. tuberculosis, causam infeccao crénica grave, de abrangéncia mundial,
denominada tuberculose. Essas espécies podem afetar seres humanos, animais
domésticos e ainda animais silvestres, tanto de vida livre como de cativeiro.

Para elucidar a doenca e sua importancia em criacbes de bovinos, no
primeiro capitulo, foi realizada uma revisao bibliografica, priorizando a infecgao por
Mycobacterium bovis e suas implicagdes em saude publica e saude animal.

No segundo capitulo, foi feita uma revisdo da tuberculose em animais
silvestres, com relatos da doenga no mundo e na fauna brasileira, com especial
atencao para epidemiologia, transmisséo, fatores de risco, achados clinicos, relacao
com saude publica e saude de animais domésticos, diagnéstico e controle.

No terceiro e quarto capitulos foi realizado o estudo central da presente
dissertacao, tendo por objetivo a avaliagdo dos métodos de diagndstico molecular
aplicados a animais silvestres, em particular para a diferenciacéo entre as diversas
espécies do Complexo M. tuberculosis. A técnica molecular foi utilizada em
associagao a radiografias pulmonares e testes de tuberculinizagdo, além de outros
métodos laboratoriais como baciloscopia e cultivo bacteriano, para uma identificagao
mais precisa do agente causador da tuberculose.

Na conclusao, foi enfatizada a importdncia da identificacdo desses
microrganismos em animais silvestres, em particular em espécies da fauna

brasileira.



1. CAPITULO 01 - TUBERCULOSE BOVINA: SAUDE ANIMAL E SAUDE
PUBLICA

(Trabalho submetido para publicagcdo — Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da Universidade

Paranaense)

RESUMO

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa de abrangéncia mundial que
afeta seres humanos e outras diversas espécies animais. A principal espécie
infectante dos bovinos & Mycobacterium bovis, que é endémica no Brasil e causa
prejuizos econdmicos por reducdo da produtividade do rebanho e perdas de
carcacgas no frigorifico. Ainda, por se tratar de uma zoonose, M. bovis pode infectar
seres humanos, causando uma doenga clinicamente e patologicamente
indistinguivel da infeccao por M. tuberculosis. Apesar da caréncia de informacdes da
relevancia da tuberculose bovina para os seres humanos, o aumento do numero de
pacientes imunossuprimidos no pais, principalmente pelo virus da imunodeficiéncia
humana, causa preocupacao em relacdo a doencas causadas por espécies atipicas.
A espécie M. bovis é transmitida principalmente por via aerdégena para bovinos e
pelo consumo de leite e derivados crus para pessoas. A imunidade do hospedeiro
contra os bacilos da tuberculose envolve uma variedade de eventos celulares,
podendo resultar em apresentacdes clinicas e patologia diferenciada, variando
desde infeccOes autolimitantes até doenca sistémica grave. O diagndéstico em
bovinos é realizado principalmente por tuberculinizacdo, entretanto é importante
realizar a identificacdo laboratorial da espécie causadora da doenca. Embora
programas de controle e erradicacdo tenham sido implantados apenas na ultima
década no pais, o controle da tuberculose é fundamental para saude publica, saude

animal e produg¢éo animal.

PALAVRAS-CHAVE: bovinos, Mycobacterium bovis, saude animal, saude publica,

tuberculose.



BOVINE TUBERCULOSIS: ANIMAL HEALTH AND HUMAN HEALTH

ABSTRACT

Tuberculosis is a worldwide infectious disease that affects human beings and
several other animal species. The main species infecting bovine is Mycobacterium
bovis, which is endemic in Brazil and causes economic losses due to productivity
reduction and losses at the slaughterhouse. Since tuberculosis is a zoonosis, M.
bovis may infect human beings, causing a clinically or pathologically disease
indistinguishable from M. tuberculosis infection. Despite the lack of information about
bovine tuberculosis relevance to human beings, immunosuppressed pacients
increasing in the country, mainly due to human immunodeficiency virus, causes
concern about diseases caused by atypical species. Mycobacterium bovis specie is
mainly transmitted by respiratory route to cattle and by raw milk and other products to
human beings. The host immunity against tuberculosis bacillus includes a variety of
cellular events, and may result in differentiated clinical and pathology results, ranging
from self-limiting infection to severe systemic disease. Bovine diagnosis is mainly by
tuberculinization, however, differentiate the infecting specie is important. Although
control and eradication programs have been implanted only in the last decade in the
country, tuberculosis control is essential for both public and animal health.

KEY-WORDS: cattle, Mycobacterium bovis, animal health, public health,
tuberculosis.



TUBERCULOSIS BOVINA: SALUD ANIMAL Y SALUD PUBLICA

RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa de distribucion
mundial que afecta seres humanos y otras diversas especies animales. La principal
especie infectante de los bovinos es el Mycobacterium bovis, la cual es endémica en
Brasil y causa pérdidas econémicas por reduccion de la productividad del rebario y
pérdidas de carcasas en el frigorifico. Ademas, por ser una zoonosis, M. bovis puede
infectar a seres humanos, causando wuna enfermedad clinicamente e
patolégicamente indistinguible de la infeccién por M. tuberculosis. A pesar de la falta
de informacién sobre la importancia de la tuberculosis bovina para los seres
humanos, el aumento en el nimero de pacientes inmunodeprimidos en el pais,
principalmente por el virus de la inmunodeficiencia humana, causa preocupacién en
relacion a enfermedades causadas por especies atipicas. La especie M. bovis es
transmitida principalmente a través de la via respiratoria para bovinos y a través del
consumo de leche y derivados crudos para personas. La inmunidad del hospedador
contra los bacilos de la tuberculosis incluye una variedad de eventos celulares, los
cuales pueden resultar en presentaciones clinicas y patologia diferenciada, variando
desde infecciones auto-limitantes hasta enfermedad sistémica grave. El diagnostico
en bovinos se realiza principalmente a través de la prueba de la tuberculina, sin
embargo es importante realizar la identificacion en laboratorio de la especie
causante de la enfermedad. Aunque programas de control y erradicacion hayan sido
implementados apenas en la ultima década en el pais, el control de la tuberculosis
es fundamental para la salud publica, salud animal y producciéon animal.

PALABRAS-CLAVE: bovinos, Mycobacterium bovis, salud publica, salud animal,

tuberculosis.



1.1. INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca de abrangéncia mundial causada por
microrganismos pertencentes ao género Mycobacterium (Actinomycetales,
Mycobacteriaceae), apresentando aproximadamente 100 espécies descritas
(MATTHIAS, 1988). Embora varios microrganismos sejam sapréfitas, muitas dessas
micobactérias sdo patogénicas tanto para os seres humanos como para 0s animais
(JONES et al, 1997). A espécie Mycobacterium bovis, juntamente com
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium caprae, Mycobacterium canettii e Mycobacterium microti, formam o
“Complexo Mycobacterium tuberculosis” (HUARD et al., 2003), grupo responsavel
pela maioria dos casos de tuberculose humana e animal. A infeccdo causada por
Mycobacterium bovis ou tuberculose bovina, afeta uma ampla variedade de
hospedeiros, principalmente causando prejuizos econémicos para a pecuaria, além
de infeccbes atipicas em seres humanos com sistema imune comprometido
(O’'REILLY e DABORN, 1995). A doengca em pessoas causada por M. bovis é
também denominada de tuberculose zoonética. J& M. tuberculosis possui um
espectro mais restrito de hospedeiros (NEILL et al., 2005), podendo ser o agente
ocasional em bovinos que vivem em contato préximo com seres humanos.

Recentemente, avancos no campo da biologia molecular e nos estudos
experimentais trouxeram novos esclarecimentos em relagdo a tuberculose. O
objetivo deste texto € oferecer uma descri¢cdo da infeccao por M. bovis em bovinos e
suas implicacbes zoonoéticas para seres humanos, além da possivel, mas rara,
infeccdo em bovinos por M. tuberculosis. Para tanto, serdo abordados
epidemiologia, modo de transmissao, imunidade do hospedeiro, progressdo da
doenca, lesbes clinico-patolégicas, diagndstico e controle da tuberculose nessas

espécies.



1.2. EPIDEMIOLOGIA

Inicialmente, acreditava-se que a domesticagdo do gado bovino, a qual
ocorreu entre 10 mil e 25 mil anos atras, teria permitido a passagem de um patdgeno
micobacteriano de animais domésticos para seres humanos. Em sua adaptacao a
um novo hospedeiro, a bactéria teria evoluido para uma espécie mais proxima de M.
tuberculosis (NEILL et al., 2005). Entretanto, estudos genéticos atuais de distribuicao
de delecdes e insercdes nos genomas do Complexo M. tuberculosis, fornecem fortes
evidéncias para uma evolucdo independente tanto de M. bovis como de M.
tuberculosis, partindo de uma outra espécie precursora comum, possivelmente M.
canettii (BROSCH et al., 2002).

A importancia econémica atribuida a doenca bovina estd baseada nas perdas
diretas e indiretas resultantes da morte de animais, da queda no ganho de peso, da
diminuicdo da producéao de leite, do descarte precoce, da eliminacdo de animais de
alto valor zootécnico e da condenagdo de carcacas no abate. Estima-se que os
animais infectados percam de 10 % a 25 % de sua eficiéncia produtiva. Existe ainda
a perda de prestigio e credibilidade da unidade de criacdo onde a doenca é
constatada (BRASIL, 2006).

No Brasil, estima-se a existéncia de 200 mil bovinos infectados entre uma
populacdo total de aproximadamente 170 milhdées (LEITE et al., 2003). Dados de
notificagbes oficiais indicam uma prevaléncia média nacional de 1,3 % de animais
reagentes a tuberculina no periodo de 1989 a 1998 (BRASIL, 2006).

A tuberculose bovina € importante ndo apenas devido aos prejuizos
econbmicos, mas também pelo fato de ser uma fonte de infecgcdo para seres
humanos (ACHA e SZYFRES, 2003). Como zoonose, suspeita-se que a infecgao
pelo patégeno seja responsavel por mais de 4 mil de aproximadamente 100 mil
casos de tuberculose humana descritos anualmente no Brasil (LEITE et al., 2003).
Os seres humanos parecem ser tao susceptiveis a M. bovis quanto a M. tuberculosis
(HUCHZERMEYER et al., 1994). Atualmente, o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) e outros tipos de imunossupressdao ocasionados por fatores como
quimioterapia ou transplante de érgdos (MATTOS et al., 2006) sdo associados com

o grande aumento no risco de doenga observavel em seres humanos infectados por



M. tuberculosis. Acredita-se que esse aumento no risco ocorre também no caso das
infecgdes por M. bovis em seres humanos (O’REILLY e DABORN, 1995).

De acordo com alguns estudos, a infec¢cdo ocasional causada por M.
tuberculosis em bovinos pode ocorrer acidentalmente e a prevaléncia ndo excede
1% na maioria dos casos (OCEPEK et al., 2005).

1.3. TRANSMISSAO

A dose de M. bovis a qual bovinos sdo expostos pode ser altamente variavel,
devido a diferencas individuais do animal, cepa bacteriana e rota de inoculacéao
(PALMER e WATERS, 2006). Possiveis rotas de infeccdo por M. bovis sao
respiratérias, alimentares, congénitas, cutaneas e venéreas. Na pratica, a infeccéao
nos bovinos em geral é adquirida quase exclusivamente pela via aerbégena, pela
inalacdo de goticulas infectadas de tosse ou secrecao nasal de um animal com
tuberculose pulmonar ativa (NEILL et al, 1994). A via oral é geralmente mais
importante em bezerros amamentando-se em vacas tuberculosas (PALMER e
WATERS, 2006). Em casos de infeccao congénita, a transmissao acontece via
vasos sangiineos umbilicais para o feto, a partir da infeccao presente no Utero da
fémea (NEILL et al, 1994); mais raramente, também pode ocorrer adquirida como
resultado tanto de degluticdo do liquido amniético infectado, que leva ao
desenvolvimento de lesdes nos intestinos ou nos linfonodos mesentéricos, como por
inalacdo, que resulta em doenca pulmonar (HUCHZERMEYER et al.,, 1994). Em
ocasides raras, transmissdo genital ocorre nos bovinos se tanto os 6rgaos sexuais
masculinos ou femininos sdo tuberculosos, ou possivelmente se o orificio prepucial
esta infectado, por exemplo, por solo contaminado (NEILL et al.,1994).

Infecgbes por M. bovis em seres humanos podem ser adquiridas mais
comumente por consumo de leite e derivados crus (ACHA e SZYFRES, 20083),
levando ao desenvolvimento de doenga extrapulmonar (GRANGE et al, 2001).
Estudos de viruléncia em ratos sugerem que M. bovis seja mais virulento que M.
tuberculosis e isso pode se manifestar como maior habilidade para causar doenga
extrapulmonar (MEDINA et al., 2006). O risco é maior para criangas, idosos e

pessoas com deficiéncia imunologica (BRASIL, 2006). No entanto, grupos



ocupacionais que trabalham com bovinos infectados com M. bovis, em fazendas ou
abatedouros, também podem desenvolver a doenca, mais provavelmente na forma
pulmonar (O’'REILLY e DABORN, 1995; ARAUJO et al., 2005). Formas pulmonares
e extrapulmonares de tuberculose humana de origem animal continuam a ser um
problema em areas onde a prevaléncia da infeccdo nos bovinos é alta, porque nem
todo leite consumido é fervido, muitos derivados sao produzidos com leite néo
pasteurizado, e alguns casos de infeccdo sdo adquiridos via aerossol nos seres
humanos em contato freqliente com os animais doentes (PARDO et al., 2001; ACHA
e SZYFRES, 2003). No entanto, bovinos ndo sado a unica fonte de M. bovis. Seres
humanos tém sido infectados por contato com outros animais como alces,
mamiferos marinhos e rinocerontes. Ainda, seres humanos com tuberculose ativa
devido a M. bovis, podem infectar novamente os bovinos, principalmente em contato
préximo pela via respiratéria (GRANGE et al., 2001). A transmissao entre pessoas
de M. bovis € possivel, mas poucos casos tém sido confirmados, pois geralmente
sao hospedeiros acidentais e dependem de uma fonte animal (ACHA e SZYFRES,
2003). Além disso, comprovar tal transmissdo € muito dificil, pois podem demorar
muitos anos desde a infeccdo até o desenvolvimento da doenga (GRANGE et al.,
2001).

A infeccdo por M. tuberculosis em bovinos é rara, mas pode haver
transmissdo aerdgena para bovinos em contato préximo com seres humanos
infectados que estejam disseminando o agente (OCEPEK et al., 2005).

Doencas de disseminacdo aerbégena, como a tuberculose, sao
particularmente infectantes tanto para bovinos como para seres humanos, pois as
pequenas goticulas geradas pela tosse ndo apenas transpassam as defesas do
sistema respiratério superior, como permanecem no ar muito mais tempo que
particulas maiores (SALYERS e DIXIE, 2002). Em infecgbes por via aerdgena,
bactérias sao inaladas no nucleo do aerossol. Apenas goticulas de dois a cinco
micrdmetros de diametro tém a habilidade de alcancar os espacos alveolares dos
pulmbes, onde sao depositadas e as bactérias existentes sdo ingeridas pelos
macrofagos. Particulas maiores sdo contidas no trato respiratério superior (PALMER
e WATERS, 2006) e removidas pelo sistema mucociliar, sendo eliminadas
posteriormente pelo trato gastrointestinal (HUCHZERMEYER et al., 1994). Outro

aspecto comprovado € que a infeccao pela da via oral exige doses muito maiores



(cerca de 10 a 20 milhdes de bacilos), do que a requerida para via aerossol, na qual
s80 necessdrios apenas um a cinco bacilos para causar a infecgdo (PALMER e
WATERS, 2006).

1.4. IMUNIDADE DO HOSPEDEIRO

A patogénese da tuberculose bovina ndo é tdo bem entendida quanto da
doenca humana. Avancos no campo da tuberculose tém sido feitos utilizando-se
varios modelos de pequenos animais com infeccao por M. tuberculosis (CASSIDY,
2006). A extrapolacdo dos achados nesses modelos tem sido feita para a
tuberculose bovina. Tais extrapolacdées nem sempre podem ser apropriadas, ja que
existem profundas diferencas na suscetibilidade, ambiente, ecologia e
comportamento do hospedeiro (PALMER e WATERS, 2006). Para solucionar isso,
bovinos e outros animais de grande porte tém sido utilizados como modelos
experimentais para reproduzir com maior fidelidade a infecgdo (NEILL et al., 2001).
Em relacédo a doenga causada por M. bovis em seres humanos, ela é clinicamente e
patologicamente indistinguivel da doenca causada por M. tuberculosis (RUA-
DOMENECH, 2006). Na presente revisdo, foi priorizada a infeccao pulmonar em
bovinos por M. bovis com particularidades da infeccao em seres humanos.

A resposta imune dos bovinos durante a infeccdo por M. bovis é
extremamente complexa e dindmica, envolvendo uma variedade de eventos
celulares, resultando em apresentacdes clinicas e patoldégicas marcadamente
diferenciadas de forma individual nos animais (NEILL et al, 2001). Os efeitos de
uma resposta imune altamente especifica resultam em um espectro de lesbes
variando desde infecgdes autolimitantes até doenca sistémica grave
(HUCHZERMEYER et al., 1994).

Nos pulmdes, a presenca dos bacilos estimula a resposta imune inespecifica
do organismo, que € caracterizada pela fagocitose dos microrganismos pelos
macrofagos pulmonares nado ativados (ADEREM e UNDERHILL, 1999).
Reconhecidamente, o macréfago representa um papel vital nos estagios iniciais da
reacao tipica do hospedeiro em resposta ao bacilo da tuberculose (NEILL et al.,

2001). O sucesso inicial da eliminacdo das micobactérias depende das atividades
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bactericidas dos macréfagos infectados. Quando os macréfagos infectados morrem,
os bacilos liberados sdo novamente fagocitados por macréfagos adjacentes. A
habilidade dos macrofagos em inativar as micobactérias € melhorada apenas apos o
desenvolvimento de uma hipersensibilidade do tipo tardia, acionada pelos antigenos
bacterianos (HUCHZERMEYER et al, 1994). A estrutura da parede celular das
micobactérias, que é um fator importante de antigenicidade, é extremamente
complexa, contendo muitas proteinas, lipidios e carboidratos, sendo muitos deles
exclusivos dessas bactérias (BRENNAN e NIKAIDO, 1995; DAFFE e DRAPER,
1998).

A apresentacdo de antigenos estabelece o inicio da ativagcdo da resposta
imune especifica, que pode ser mediada por anticorpos ou por células (NEILL et al.,
2005). Ap6s a sensibilizacdo, que pode ocorrer a partir de duas semanas apos a
infeccdo inicial, linfécitos liberam linfocinas que atraem, ativam e aumentam o
nuamero de células mononucleares no local da infeccdo (HUCHZERMEYER et al.,
1994). Os macréfagos ativados alteram sua conformacdo e passam a secretar
grandes quantidades de citocinas, enzimas e 6&xido nitrico, tornando-se mais
eficazes no combate dos microrganismos (TIZARD, 2002). Esta evidente que
respostas mediadas por imunidade celular sdo normalmente dominantes apds a
infeccdo (POLLOCK e NEILL, 2002). A ativagdo da resposta imune especifica por
células é de grande importancia, uma vez que linfécitos T-helper (CD4+) e linfocitos
T citotoxicos (CD8+) sao estimulados e participam ativamente da resposta
imunolégica contra os bacilos infectantes (NEILL et al, 1994). A principal
contribuicao dos linfécitos T-helper (CD4+) para controlar uma infecgéo parece ser a
producao de Interferon-gama (IFN-gama), que estimula a ativacao dos macréfagos,
e a ligacao das células endoteliais nas células T, incitando seu movimento de fora da
corrente sanglinea para os tecidos adjacentes, para que eles possam convergir
para a area infectada (SALYERS e DIXIE, 2002). Nos seres humanos, o exemplo
mais claro do papel fundamental destas células é a infeccdo humana pelo HIV, onde
existe uma diminuicdo dos linfécitos T CD4+, provocando uma grande
susceptibilidade a primo-infeccdo ou a reativagdo de uma tuberculose prévia
(CREVEL et al., 2002). Os linfécitos T citotéxicos (CD8+), fazem parte igualmente
dos mecanismos celulares que intervém na resposta imune a infeccao, funcionando

como células citotdxicas efetoras. O principal papel atribuido a esta populacao é a
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lise das células infectadas nas lesdes que ainda contém algumas bactérias, para
que possam ser fagocitadas e mortas por macréfagos ativados (SALYERS e DIXIE,
2002). Os linfécitos T CD8+ também secretam grande quantidade de IFN-gama, que
ajuda a manter ativados os varios sistemas responsaveis pela eliminacdo dos
microrganismos da célula hospedeira (POLLOCK e NEILL, 2002).

1.5. PROGRESSAO DA DOENCA

Como discutido anteriormente, o nucleo do aerossol inspirado se aloja no
trato respiratério e quando os bacilos alcancam os alvéolos pulmonares, sao
fagocitados pelos macréfagos e comecam a se dividir e aumentar em numero no
foco de inoculacdo. Embora a fagocitose ocorra sem maiores problemas e parte dos
bacilos seja destruida, um maior contingente permanece vivo e se multiplica dentro
dos fagossomos do macréfago, pois glicolipideos micobacterianos impedem sua
fusdo aos lisossomos, que contém enzimas capazes de destruir o bacilo (JONES et
al., 1997). Alguns extratos de glicolipideos das bactérias inibem a quimiotaxia e séo
leucotdxicos, enquanto outros promovem a sobrevivéncia intracelular das bactérias
nos macréfagos pela inibicdo da formagcao do fagolisossomo (CASSIDY, 2006). A
multiplicacdo bacilar provoca a morte do macréfago com liberagdo de lisossomos e
destruicao tecidual (NEILL et al., 2001).

Apo6s a multiplicacdo dos bacilos uma lesdo priméria ou foco de infeccao €
estabelecido devido a interacdo do hospedeiro e do patdgeno. Essa lesao primaria,
juntamente com a lesdo no linfonodo regional € denominada de “complexo primario”
(NEILL et al., 1994). O envolvimento do bacilo resulta na formacao de uma lesao
chamada de granuloma. Neutréfilos inicialmente entram no desenvolvimento do
granuloma, mas sao rapidamente substituidos por macr6fagos mononucleares
(HUCHZERMEYER et al.,, 1994). Os macrofagos circunjacentes assumem um
aspecto diferente, com um citoplasma eosinofilico abundante, quando entdo sao
denominadas de células epitelidides. A coalescéncia das células epitelidides leva a
presenca de células gigantes multinucleadas, denominadas de células gigantes de
Langhans (JONES, 1997), que séo envoltos por uma zona de linfécitos e outras
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células mononucleares. Frequientemente ha proliferacdo de tecido conectivo na
periferia, que tende a encapsular a lesdo (CASSIDY, 2006).

Com o aumento do tamanho do granuloma, as células centrais sofrem
necrose caseosa, rica em lipidios degradados da parede celular das micobactérias.
Pode ocorrer calcificacdo no centro caseoso do tubérculo (JONES et al., 1997).
Nestas condigdes, os bacilos podem sobreviver por anos em estado de laténcia e o
individuo infectado pode ndao manifestar a doenca, pois a multiplicacao dos bacilos
tende a ser inibida nas lesdes que contém exsudato caseoso. No entanto, se este
vier a se tornar liquefeito, sua multiplicacdo pode ser profusa. Isso pode ocorrer por
causa dos efeitos de enzimas hidroliticas dos macrofagos e neutréfilos. Esse
material liquefeito é um excelente meio de cultura para os bacilos e contém um
grande numero deles (CASSIDY, 2006). Como um liquido é muito mais facilmente
passado para os aerossoOis que o material caseoso, um individuo com lesdes
liquefeitas € muito mais contagioso que um individuo cuja lesdo esteja no estagio de
necrose caseosa. Ainda, a consisténcia fina de uma lesdo caseosa previne o
movimento da bactéria para fora da area. As bactérias em uma lesao liquefeita
podem escapar mais prontamente das lesées e se disseminar por via hematogénica
para outras partes do corpo, causando a forma disseminada da doenca ou
tuberculose miliar. Essa é a forma mais grave, que ocorre em individuos
imunologicamente deficientes, caracterizada por doenca aguda e muitas vezes fatal
(SALYERS e DIXIE, 2002).

Macréfagos vivos e infectados, também podem entrar no sangue e veias
linfaticas, ductos ou cavidades e entdo podem disseminar a infecgdo para outros
6rgdos (NEILL et al., 2005). A medida que a lesdo envelhece, o tecido conjuntivo
colagenoso que circunda a lesdo aumenta em quantidade e maturidade. Se as
bactérias forem eliminadas, o tubérculo sera reduzido a uma pequena massa de
tecido cicatricial hialino. Contudo, mesmo com a cura, 0s microrganismos podem
nao ter sido completamente eliminados, e persistem na forma de infeccédo latente
(POLLOCK e NEILL, 2002). Posteriormente, apds a infeccao primaria, pode ocorrer
a reativacdo da doenca. O individuo ja apresenta meméria imunoldgica para os
antigenos dos bacilos da tuberculose e, em geral, desenvolve lesdo mais

circunscrita, de evolucao mais lenta (MATTHIAS, 1988).
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Em relagdo a infecgdo por M. tuberculosis, os bovinos sdo muito resistentes.
O agente ndo causa uma doenga progressiva nesses animais, mas os bacilos
podem sobreviver por algum tempo em seus tecidos, principalmente nos linfonodos,
sensibilizando o animal e podendo gerar reacdo cruzada no teste de
tuberculinizacdo para tuberculose bovina (ACHA e SZYFRES, 2003).

1.6. LESOES CLINICO-PATOLOGICAS

A tuberculose pode causar uma grande diversidade de sinais clinicos tanto
em bovinos como em seres humanos. Muitas infeccdes causam muito pouco, se
algum, sinal clinico, enquanto outras demonstram sintomatologia amplamente
diferenciada por causa da variagao da localizacao das lesées (HUCHZERMEYER et
al., 1994).

Na maioria dos rebanhos infectados por M. bovis a doenca € inaparente, € a
sua presenca somente é detectada pelo teste tuberculinico. A maior parte das
lesbes nos bovinos esta nos pulmdes, linfonodos pulmonares e linfonodos craniais
(PALMER e WATERS, 2006), onde freqiientemente a calcificacdo € importante
(JONES et al., 1997). As lesGes primarias podem ser Unicas ou multiplas, podem
envolver o pulmao direito ou esquerdo e podem ser uni ou bilaterais (NEILL et
al.,1994). As lesbes pela tuberculose sdo encontradas principalmente no topo da
regido dorsocaudal dos pulmdes, proximas a superficie pleural (PALMER e
WATERS, 2006). A dispnéia pode ser aparente em casos avangados, nos quais
extensas lesdes pulmonares levam ao enfraquecimento das funcdes respiratérias ou
linfonodos bronquiais aumentados causam obstrucao das vias aéreas. Na pleura ou
no mesentério, a disseminagcdo € causada tanto por via hematogénica como pela
liberacdo da bactéria dos locais préximos, por movimentos pulmonares ou
peristalticos intestinais, causando lesées nodulares difusas, caseosas, em placas ou
agrupadas (MATTHIAS, 1988).

Quando a infeccao ocorre por membranas mucosas, como na faringe e
intestino, a lesao inicial na membrana mucosa pode nao ser visivel, enquanto as
lesbes nos linfonodos sdo ébvias (DUNGWORTH, 1993; PALMER e WATERS,

2006). Lesdes no trato gastrointestinal, quando aparentes, se manifestam como
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ndédulos ou Ulceras na mucosa do trato digestorio superior, abomaso, intestino
delgado ou grosso apds uma infecgdo via oral, ou podem ser secundarios a infeccao
pulmonar. O timpanismo pode ocorrer como resultado de pressdo no esbéfago pelo
aumento dos linfonodos mediastinais. A tuberculose generalizada é caracterizada
pela presenca de lesdes miliares em 6rgaos e linfonodos por todo o organismo,
sendo pequenas e transparentes nos estagios iniciais, mas tornam-se caseosas e
calcificadas com o tempo. O envolvimento hepatico também pode ser seguido da
bacteremia e os rins podem estar envolvidos de forma semelhante, no qual lesdes
miliares sdo limitadas ao cértex. Em alguns animais jovens ocorre osteomielite,
particularmente nas vértebras, arcos costais e o0ssos chatos da pelve, podendo
drenar pelas fistulas no cértex do osso afetado causando miosite e artrite na regiao
(HUCHZERMEYER et al., 1994).

Ainda, a endometrite como resultado da tuberculose pode causar infertilidade
ou resultar em aborto nos estagios finais da prenhez (MATTHIAS, 1988). Também
pode ocorrer tuberculose congénita, na qual o complexo primario esta presente no
figado e nos linfonodos portais, embora lesdes primarias nem sempre estejam
aparentes. Como a doenca se desenvolve rapidamente e se torna disseminada, os
animais jovens morrem em algumas semanas ou meses (NEILL, et al.,1994).

Ainda, a infecc¢ado pelo bacilo da tuberculose nem sempre resulta na formagéo
de tubérculos tipicos como no caso da tuberculose nas meninges, uma infeccao
rapidamente fatal, na qual as alteracbes patolégicas consistem de um exsudato
fibrinoso ou fibrinopurulento escasso na superficie da pia-mater e presenca de
células epiteliodides nas meninges, que pode ser consequiente a uma disseminacao
hematogénica ou ocorrer por extensao das lesdes vertebrais (JONES et al., 1997).

Da mesma forma, uma vez que a lesado da tuberculose se desenvolve em um
determinado 6rgdo, a aparéncia e o curso da doenga sao 0S mesmos em seres
humanos, indiferente a espécie da micobactéria causadora ser M. tuberculosis ou M.
bovis (HUCHZERMEYER et al., 1994). Em pessoas imunocompetentes, M. bovis
causa principalmente formas crénicas da tuberculose, linfadenite e lesées cutaneas
e subcutaneas. No entanto, em pacientes imunodeficientes, a doenga pode evoluir
para um quadro grave e disseminado (ACHA e SZYFRES, 2003).

Em relacdo a infeccdo por M. tuberculosis, geralmente causa doenca

autolimitante em bovinos, nos quais as lesbes normalmente estdo presentes nos
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linfonodos e ndo excedem 20 mm de didmetro (ACHA e SZYFRES, 2003). Lesdes
ocasionais e pequenas podem ser encontradas nos pulmdes e nos intestinos de
bezerros. Doenca observavel e progressiva raramente € encontrada (GRANGE et
al., 2001).

1.7. DIAGNOSTICO

O diagndstico da tuberculose em bovinos pela tuberculinizacao intradérmica
como teste a campo, indicada pela resposta imune mediada por células, tem
representado um papel fundamental em programas de erradicacdo, como o primeiro
teste diagnéstico (NEILL et al, 2001). Métodos laboratoriais como baciloscopia e
cultivo bacteriano também sao rotineiramente utilizados (BRASIL, 2006).

No entanto, nenhum desses testes identifica a espécie de micobactéria
infectante. Distinguir entre os varios membros do Complexo Mycobacterium
tuberculosis é essencial para investigacdo epidemiolégica de casos humanos e
bovinos e, em um menor grau, para quimioterapia mais adequada para pacientes
humanos (OCEPEK et al., 2005; RUA-DOMENECH, 2006). Em &reas endémicas,
onde a tuberculose bovina e a humana coexistem, a diferenciacdao entre M. bovis e
M. tuberculosis € importante no monitoramento da dispersdo de M. bovis entre os
bovinos e deles para os seres humanos (LEITE et al., 2003).

Realizar a diferenciacdo entre os organismos que causam a tuberculose
bovina e humana ndo é uma tarefa simples. Dentre os principais problemas na
diferenciacdo das micobactérias quanto a espécie causal, estdo a diversidade de
técnicas e testes que sado necessarios, além do tempo necessario para identificacao
completa (TELENTI et al, 1993). Uma série de testes classicos baseados em
crescimento, propriedades fenotipicas e bioquimicas tem sido tradicionalmente
utilizada para segregar os membros do Complexo M. tuberculosis (RUA-
DOMENECH, 2006). Entretanto, conjuntamente, esses testes podem ser lentos,
trabalhosos, imprecisos, ndo reproduziveis, consomem tempo, podem dar um
resultado ambiguo e ndo podem ser realizados em qualquer laboratério (HUARD et
al., 2003).



16

Métodos moleculares como a Reacao em Cadeia da Polimerase, oferecem
uma alternativa interessante para a classificacdo e identificacdo dessas bactérias,
sendo um método rapido e preciso (ARAUJO et al., 2005; HUARD et al., 2006;
MURAKAMI, et al., 2006). Os passos mais limitantes sdo as extracoes de DNA
gendémico amplificavel de qualidade e a disponibilidade de oligonucleotideos com
alta especificidade para diferentes espécies (KHAN e YADAV, 2004). Isso torna
dificil estimar com precisao a proporcao de casos de tuberculose humana causada
por infeccdo por M. bovis, particularmente em paises em desenvolvimento, onde
métodos de diagnédstico para diferenciacdo de espécies ainda nao estdo bem
estabelecidos (RUA-DOMENECH, 2006) na maioria dos laboratorios.

1.8. CONTROLE

A tuberculose bovina pode ser controlada em um pais ou uma regido pela
implantacdo de uma politica de teste e sacrificio, se ndo existirem outros
hospedeiros reservatérios para manter a infeccdo no local (COSIVI et al., 1998).
Apesar de diversos estudos sobre vacinagcdo e tratamento da tuberculose bovina,
até o presente, os resultados obtidos ndo justificam a adocao dessas medidas como
forma de controle da enfermidade (BRASIL, 2006). Embora normalmente nao
considerada relevante para programas de eliminacdo nos animais de producéao, a
vacinacdo de animais contra tuberculose seria uma estratégia viavel em animais
domésticos e em animais silvestres que podem ser reservatérios da doenca em
paises endémicos (COSIVI et al., 1998). Além disso, recentes avangos na tecnologia
das vacinas contra tuberculose podem tornar a medida viavel para producdes de
bovinos em um futuro préximo (VORDERMEIER et al., 2006).

Como medida de controle da transmissdo de M. bovis para seres humanos, a
inspecao sanitaria dos produtos de origem animal destinados ao consumo humano e
a pasteurizagcdo ou esterilizacdo do leite e derivados diminuem os riscos de
transmissao de M. bovis para as pessoas (HUGH-JONES et al., 1995). Além disso, é
importante que a saude dos trabalhadores das propriedades rurais seja
rotineiramente monitorada. Acbes de restricio de contato com possiveis
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reservatérios domésticos ou silvestres também devem ser consideradas (BRASIL,
2006).

Embora em paises desenvolvidos a pasteurizacdo e programas de
erradicacdo de rebanhos positivos para tuberculinizacdo tenham reduzido a
incidéncia de doengas humanas e bovinas causadas por M. bovis, o controle da
tuberculose bovina e programas de erradicacdo foram implantados apenas
recentemente no Brasil. O Programa Nacional de Controle da Tuberculose humana
foi implantado em 1996 no Brasil e tem por objetivo realizar o tratamento
supervisionado dos pacientes, para diminuir a taxa de abandono, evitar o surgimento
de bacilos resistentes e possibilitar um efetivo controle da tuberculose humana no
pais (BRASIL, 2002). Do mesmo modo, o Programa Nacional de Controle e
Erradicacao da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) foi instituido apenas em
2001 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento com o objetivo de
diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na saude comunitaria, pela reducéo da
prevaléncia e da incidéncia de novos casos. Além disso, 0 projeto visa promover
também a competitividade da pecuaria nacional, criando um numero significativo de
propriedades certificadas que oferecem ao consumidor produtos de baixo risco
sanitario. O PNCEBT definiu uma estratégia de diagndstico para essas doencas e a
certificacao de propriedades livres onde essas enfermidades serdo controladas com
grande rigor (BRASIL, 2006).

1.9. CONCLUSAO

A tuberculose causada por M. bovis apresenta grande importancia para saude
publica, saude animal e producdo animal. Mesmo com a necessidade de muitos
estudos futuros, a ressurgéncia do interesse cientifico na tuberculose nos anos
recentes, devido a necessidade de desenvolvimento de métodos mais eficazes de
diagnéstico, prevencdo, controle e erradicacdo da tuberculose bovina, tém
esclarecido lacunas significantes na compreensao da patogenia e epidemiologia da
doenca. A implantacdo de programas de controle e erradicacao eficazes é de

extrema importancia para reduzir a prevaléncia e a incidéncia da doenca, em paises
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onde a tuberculose é disseminada como no Brasil, e ainda para reduzir os riscos de

transmissao de animais para seres humanos.
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2. CAPITULO 2 - INFECCAO POR Mycobacterium bovis E Mycobacterium
tuberculosis EM MAMIFEROS SILVESTRES

(Artigo a ser submetido para publicacao para a Revista Clinica Veterinaria)

RESUMO

A tuberculose nos animais silvestres €& causada principalmente por
Mpycobacterium bovis, que apresenta uma ampla variedade de hospedeiros, e por
Mpycobacterium tuberculosis, que causa doenca em animais que estdo em contato
préximo com seres humanos infectados. Mundialmente, espécies de primatas,
carnivoros, ungulados, marsupiais e roedores sao afetados pela tuberculose. Apesar
da grande diversidade de mamiferos silvestres no Brasil, as informacdes sobre a
doenca nesses animais ainda sdo escassas. As principais formas de transmissao da
tuberculose sao pela inalacdo de aerossbis e ingestao de alimentos contaminados.
Em geral, os achados clinicos apresentam-se cronicamente como granulomas em
diversos érgaos, causando tosse, dispnéia, perda de peso e letargia. Mesmo face a
auséncia de padrdes de referéncia para muitas espécies, a deteccao do agente é
realizada principalmente pela tuberculinizagdo e por exames bacterioldgicos,
histopatoldgicos e moleculares. O controle da tuberculose nos mamiferos silvestres
¢é limitado pela falta de ferramentas de diagnéstico e pela inexisténcia de uma vacina
eficaz. O aumento da interacdo entre as populacbées humana e silvestre, devido a
expansao da populacdo humana e destruicdo de habitats, alerta para a importancia
na compreensao da tuberculose em mamiferos silvestres, tanto para saude animal

quanto para saude publica.

PALAVRAS-CHAVE: animais silvestres, controle, diagnéstico, tuberculose.
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ABSTRACT

Tuberculosis in wildlife animals is mainly caused by Mycobacterium bovis,
which presents a wide variety of hosts, and by Mycobacterium tuberculosis, which
causes the disease in animals that are in close contact with infected human beings.
Throughout the world, species of primates, carnivorous, ungulates, marsupials and
rodents are affected by tuberculosis. Despite the wide diversity of wild mammals in
Brazil, the information about the disease in these animals is still scarce. The main
transmission forms are by aerosol inhalation and ingestion of contaminated food. In
general, clinical findings are chronically presented as granulomas in several organs,
causing coughing, dyspnea, weight loss, and letargy. Even face to the absence of
reference standards for several species, agent detection is mainly performed by
tuberculin skin test and bacteriological, histopathological and molecular exams.
Tuberculosis control in wild mammals is limited by the lack of diagnostic tools and by
the absence of an effective vaccine. The increasing interaction between human and
wildlife populations, due to the spreading of human population and destruction of
habitats, alerts to the importance of tuberculosis comprehension in wild mammals, for
both animal health and public health.

KEY-WORDS: wildlife animals, control, diagnosis, tuberculosis.
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2.1. INTRODUCAO

O Brasil abriga a maior diversidade de mamiferos do mundo, com mais de
530 espécies descritas, sendo que mais de 60 dessas espécies estdo ameacadas
de extincdo (COSTA et al., 2005). Entretanto, sdo poucos os estudos de doencas
nesses animais, em particular das zoonoses. Enfermidades tais como a tuberculose,
sdo de importdncia em medicina de animais silvestres devido ao potencial
combinado de causar doencga clinica em uma espécie, predispor a ocorréncia de
doenca crénica e suas seqielas nesta populagao, e ainda apresentar potencial de
transmissdo para animais domésticos e seres humanos (ISAZA, 2003). A
tuberculose apresenta ainda importancia em animais silvestres de cativeiro, devido a
dificuldade em repor individuos raros ou em risco de extingdo, e dificulta ainda mais
a sobrevivéncia das espécies ameacadas em vida livre (THOEN, 1993).

Os principais agentes etiologicos da tuberculose em mamiferos silvestres séao
Mpycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis, microrganismos relacionados
do Complexo M. tuberculosis (MICHALAK et al., 1998). A infeccao por M. bovis tem
sido extensamente documentada em uma ampla variedade de animais silvestres,
tanto em populacées de vida livre como de cativeiro (HUCHZERMEYER et al., 1994;
PALMER et al., 2002). Em contraste, M. tuberculosis é considerado um patdégeno
primariamente humano, e tem sido descrito apenas em espécies domésticas ou
silvestres que vivem em contato préximo e prolongado com seres humanos
(ALEXANDER et al., 2002; ACHA e SZYFRES, 2003).

Apesar da importdncia em saude animal e saude publica, sdo poucos os
trabalhos de tuberculose em animais silvestres no Brasil. Deste modo, o presente
estudo teve por objetivo uma revisdo bibliografica mundial da tuberculose em
mamiferos silvestres, abordando epidemiologia, fatores de risco, transmissao,
achados clinicos, diagnéstico, controle da doenca e suas implicacbes na saude
publica e salude de animais domésticos.
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2.2. EPIDEMIOLOGIA

2.2.1. No Mundo

Todos os mamiferos apresentam potencial risco de adquirir a infeccao, desde
que entrem em contato com hospedeiros infectados ou com suas secregdes e
excregcoes (BENGIS, 1999). Existem relatos de casos de tuberculose em diversas
espécies de animais silvestres no mundo inteiro, tanto de vida livre como de cativeiro
(PAGE, 1976).

Nas Américas (TABELA 1), existem descricbes da doenca nos Estados
Unidos da América, causada por M. tuberculosis em elefantes (Elephas sp.) e
rinocerontes (Diceros bicornis) de fazendas e zoologicos (MICHALAK et al., 1998;
OH et al.,, 2002). Ja a tuberculose bovina foi descrita naquele pais, em cervos
(Odocoileus virginianus), coiotes (Canis latrans), guaxinins (Procyon lotor), raposas
vermelhas (Vulpes vulpes), ursos-negros (Ursus americanus) e linces-vermelhos
(Lynx rufus) de vida livre (SCHMITT et al., 1997; BRUNING-FANN et al., 2001).

Na Europa (TABELA 2), foram registrados casos de tuberculose bovina em
cervos vermelhos (Cervus elaphus), javalis (Sus scrofa), raposas vermelhas (Vulpes
vulpes) e linces ibéricos (Lynx pardina) de vida livre na Espanha (BRIONES et al.,
2000; GORTAZAR et al., 2005; MARTIN-ATANCE et al., 2005). Na Inglaterra e
Irlanda do Norte, existem varias descricbes de M. bovis em cervideos (Cervus sp.,
Capreolus sp., Dama sp.), lhamas (Llama glama), gambas (Trichosurus vulpecula),
toupeiras (Talpa europaea), ratos silvestres (Rattus norvegicus), texugos (Meles
meles), mustelideos (Mustela furo, Mustela vison), raposas vermelhas (Vulpes
vulpes) e gatos silvestres (Felis catus) de vida livre (DELAHAY et al., 2001;
TWOMEY et al., 2007). Em zoolbgicos da Suécia, microrganismos do Complexo M.
tuberculosis foram descritos em saguis-de-cabecga-branca (Saguinus oedipus), antas
brasileiras (Tapirus terrestris), elefantes asiaticos (Elephas maximus) e girafas
(Giraffa camelopardalis) (STERNBERG et al., 2002; LEWERIN et al., 2005).

Na Africa (TABELA 3), a espécie M. tuberculosis ja foi relatada em mangucos-
listrados (Mungos mungo) e suricates (Suricata suricatta) de vida livre (ALEXANDER
et al., 2002). Ainda, em zoolégicos da Africa do Sul, foram descritos casos de M.
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tuberculosis em antas brasileiras (Tapirus terrestris), antas malaias (Tapirus indicus),
primatas (Papio ursinus, Pan troglodytes, Semnopithecus entellus), antilopes
(Tragelaphus imberbis, Redunca fulvorufula) (MICHEL et al., 2003). J4 na Zambia,
Uganda e Tanzénia, infecgdo por M. bovis foi relatada em antilopes (Kobus leche),
javalis africanos (Phacochoerus aethiopicus) e ledes (Panthera leo) de vida livre
(CLANCEY, 1977; WOODFORD, 1982; CLEAVELAND et al., 2005).

A tuberculose também tem sido descrita em paises da Oceania, como na
Nova Zelandia, onde mustelideos (Mustela sp.), gambas (Trichosurus vulpecula),
ouricos (Erinaceus europaeus), coelhos (Oryctolagus cuniculus), e cervideos
(Cervus sp.) sao comumente infectados (COLEMAN e COOKE, 2001).

2.2.2. No Brasil

O Brasil possui atualmente 44 espécies de mamiferos nativos da ordem
Didelphimorphia, 83 espécies da ordem Primates, 32 espécies da ordem Carnivora,
1 espécie da ordem Perissodactyla, 8 espécies da ordem Artiodactyla, 165 espécies
da ordem Rodentia e 1 espécie da ordem Lagomorpha (COSTA et al., 2005).

Embora a tuberculose tenha sido descrita em outros paises do mundo, em
varios mamiferos silvestres que existem em cativeiro ou vida livre, incluindo antas
brasileiras (STERNBERG et al., 2002; MICHEL et al., 2003), no Brasil apenas
recentemente foram diagnosticadas infeccées por M. tuberculosis em antas
brasileiras de zoolégico do Estado do Parana (MURAKAMI et al., 2007). Nao ha
relatos conhecidos de outra descricao de diagndstico definitivo de tuberculose em
espécies silvestres em territorio nacional (TABELA 1).

O Brasil € ainda o pais com a maior diversidade de espécies de primatas em
todo 0 mundo, com mais de 80 espécies no territério nacional (COSTA et al., 2005).
Embora primatas sejam tdo susceptiveis a M. tuberculosis quanto a M. bovis, e
infecgbes por M. tuberculosis nesses animais da América do Sul seja relativamente
pequena (BEYNON e COOPER, 1991), quase 70% dos isolados desses animais no
mundo sao provenientes de cepas do bacilo humano (ACHA e SZYFRES, 2003). No
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entanto, como ja mencionado, ndo ha referéncia da infeccdo em primatas no
territério nacional.

No Unico estudo encontrado no Brasil da tuberculose em animais silvestres,
feito no Estado do Mato Grosso do Sul, todos os 53 cervos-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) de vida livre pesquisados foram negativos para tuberculose (LUNA et
al., 2003). A tuberculose bovina € um importante problema em cervideos criados em
fazendas de todo o mundo para caca e alimentag¢do, sendo o contato com bovinos e
alimentacdo contaminada as causas mais freqlentes de infeccdo (ACHA e
SZYFRES, 2003; NISHI et al., 2006). Deste modo, com oito espécies nativas da
ordem Artiodactyla no Brasil, parte delas convivendo em outras areas de criacao
extensiva de bovinos, esse resultado negativo pode nao refletir a situacado nacional.
Como a prevaléncia da tuberculose bovina continua aumentando, ha também um
grande risco de disseminacao para outras espécies susceptiveis (MICHEL et al.,
2006). Em paises como o Brasil, onde a tuberculose é endémica em bovinos, ha a
possibilidade de que muitas espécies silvestres estejam infectadas ou venham a se

infectar com o agente.



TABELA 1 - DISTRIBUICAO DA TUBERCULOSE (Mycobacterium tuberculosis E Mycobacterium bovis) NOS

PRINCIPAIS MAMIFEROS SILVESTRES, NAS AMERICAS.

28

Mycobacterium

Método de

Local Mamifero estudado identificado diagnéstico Origem Possivel transmissao LesoGes Referéncia
. Cervo (Odocoileus . Cultivo Vida livre . . Lesbes
EUA (Michigan) virginianus) M. bovis Molecular (caca) Alta densidade populacional sugestivas SCHMITT et al., 1997
EUA (Michigan) Coiote (Canis latrans) M. bovis f\s/lltjnlltc-lz\ézlar Vida livre Consumo de cervos infectados  Sem lesdes ?SQ%NING-FANN etal,
Guaxinim (Procyon lotor),
Raposa vermelha (Vulpes ~ )
EUA (Michigan) vulpes), Urso-negro (Ursus M. bovis Cultivo Vida livre Consumo de cervos infectados Igﬁsgztsivas SEOHMNG FANN et al,
americanus), Lince- 9
vermelho (Lynx rufus)
EUA (lllinois) Elefante (Elephas sp.) M. tuberculosis. UitV Fazenda  Lesconhecida Lesoes MICHALAK et al., 1998
Molecular Contato com seres humanos sugestivas
Elefante asiatico (Elephas Cultivo Cativeiro Lesbes
EUA (California) maximus), Rinoceronte M. tuberculosis Molecular (Zoolbgico) Contato com seres humanos sugestivas OH et al., 2002
(Diceros bicornis) 9 9
Brasil (Mato Cervo (Blastocerus . _
Grosso do Sul) dichotomus) Negativo Molecular Vida livre LUNA et al., 2003
. , . o . Cultivo Cativeiro Lesbes BIAVA et al., 2007;
Brasil (Parana) Antas (Tapirus terristris) M. tuberculosis Molecular (Zoolégico) Contato com seres humanos sugestivas MURAKAMI et al., 2007
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TABELA 2 - DISTBIBUIQAO DA TUBERCULOSE (Mycobacterium tuberculosis E Mycobacterium bovis) NOS
PRINCIPAIS MAMIFEROS SILVESTRES, NA EUROPA.

. Mycobacterium Método de . ., . ~ A
Local Mamifero estudado identificado diagnostico Origem Possivel transmissao LesoGes Referéncia
Cervo vermelho Complexo M. Cultivo Vida livre .
Espanha (Cervus elaphus) tuberculosis Molecular (caca) Contato com bovinos GORTAZAR et al., 2005
Espanha Javali (Sus scrofa) C%mplefo M ’ E/Imltlvol Vida livre Contato com bovinos GORTAZAR et al., 2005
5 N tuberculosis olecular (caca) MARTIN.ATANGE of a1
aposa vermelha . . - . ~ - etal.,
Espanha (Vulpes vulpes) M. bovis Cultivo Vida livre Contato com bovinos Sem lesbes 2005
. oo Baciloscopia -
Espanha Llncg-lbenco (Lynx M. bovis Cultivo Vida livre Ingestdo de animais infectados Lesoeg BRIONES et al., 2000
pardina) sugestivas
Molecular
Cervideos (Cervus
(Ijnogll\z?ger[;a @ Irlanda sp., Capreolus sp., M. bovis Cultivo Vida livre Contato com bovinos DELAHAY et al., 2001
Dama sp.)
Gamba (Trichosurus
Inglaterra e Irlanda vulpecula), Toupeira
dogNo e (Talpa europaea) e M. bovis Cultivo Vida livre Contato com bovinos DELAHAY et al., 2001
Rato silvestre (Rattus
norvegicus)
Texugo (Meles
meles), Mustelideos Tuberculinizacio
Inglaterra e Irlanda (Mustela furo, Mustela Baciloscopia ¢ Lesbes
do Norte \\//sr(r)r?()a’lhza(p \93/2 s M. bovis Cultivo Fazenda sugestivas TWOMEY et al., 2007
vulpes) e Gato Outros
Silvestre (Felis catus)
Inglaterra Lhama (Llama glama) M. bovis Cultivo Vida livre Contato com bovinos TWOMEY et al., 2007
Sagli-de-cabeca- .
Suécia branca (Saguinus Sj%rggsjé‘;’! Tuberculinizagao (Cz%tggg%o) STERNBERG et al., 2002
oedipus)
L. Anta brasileira , Tuberculinizagdo Cativeiro .
Suécia (Tapirus terrestris) M. tuberculosis Cultivo (Zoolbgico) STERNBERG et al., 2002;
I(E[l‘?;ar/]-,t:sa:qf)t(iﬁus) Tuberculinizagao Cativeiro Contato com seres humanos Sem lesoes e
Suécia Gi P . ’ M. tuberculosis Molecular < Contato com outros animais com lesdes LEWERIN et al., 2005
irafa (Giraffa ; (Zoolbgico) . ;
Cultivo infectados sugestivas

camelopardalis)
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TABELA 3 - DISTBIBUIQAO DA TUBERCULOSE (Mycobacterium tuberculosis E Mycobacterium bovis) NOS
PRINCIPAIS MAMIFEROS SILVESTRES, NA AFRICA.

Mycobacterium Método de

Local Mamifero estudado identificado diagnéstico Origem Possivel transmissao LesoGes Referéncia
Zambia Antilope (Kobus leche) M. bovis Cultivo Vida livre Sem lesdes e com ) ANCEY, 1977
(caga) lesbes sugestivas

Javali africano (Phacochoerus . . - . . Com lesdes

Uganda aethiopicus) M. bovis Cultivo Vida livre Alimentos contaminados sugestivas WOODFORD, 1982

fe Manguco-listrado (Mungos .

Africa do Sul e mungo) Suricates (Suricata M. tuberculosis Cultivo Vida livre Contato com seres humanos LesGes sugestivas ALEXANDER et al.,

Botsuana . Molecular 2002
suricatta)

i Anta brasileira (Tapirus Cultivo Cativeiro Alimentos contaminados

Africa do Sul terre'strls)', Apta malaia M. tuberculosis Molecular (Zoolbgico) Contato com seres humanos Lesdes sugestivas MICHEL et al., 2003
(Tapirus indicus)

] Primatas (Papio ursinus, Pan Cultivo Cativeiro Entre animais

Africa do Sul troglodytes, Semnopithecus M. tuberculosis Molecular (Zooldgico) Alimentos contaminados LesGes sugestivas MICHEL et al,. 2003
entellus) 9 Contato com seres humanos
Antilopes (Tragelaphus . . . .

o . ; . Cultivo Cativeiro Alimentos contaminados - .

Africa do Sul imberbis, Redunca M. tuberculosis Molecular (Zoolégico) ~ Contato com seres humanos LesGes sugestivas MICHEL et al., 2003
fulvorufula)

Tanzania Ledo (Panthera leo) M. bovis Outros Vida livre Consumo de presas infectadas Sem lesbes e com CLEAVELAND et al,

lesdes sugestivas 2005
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2.3. FATORES DE RISCO

A incidéncia de tuberculose tem aumentado no mundo inteiro, com a maioria
dos casos nos paises em desenvolvimento (ALEXANDER et al., 2002). Aspectos
ecolégicos, ambientais, e demograficos influenciam a emergéncia da doenca.
Animais silvestres de vida livre, que vivem distante da populacdo humana,
geralmente apresentam baixos indices de tuberculose (ACHA e SZYFRES, 2003;
MICHEL et al., 2003). No entanto, a proximidade geografica entre pessoas e animais
domésticos ou silvestres, resultantes da expansdao humana em areas remotas e do
aumento da mobilidade global dos seres humanos e animais de comércio, fornece
novas oportunidades para transmissao da doenca entre essas espécies (O'BRIEN et
al., 2004). Além disso, a expansao do ecoturismo e alteragdes nas praticas de uso
das terras também podem ter levado a um aumento da carga de M. tuberculosis
disseminada no ambiente (ALEXANDER et al., 2002; MICHEL et al., 2006).

Animais de vida livre normalmente ndo apresentam infeccdo por M.
tuberculosis. O primeiro relato de infeccao por essa espécie em vida livre foi feito em
mangucos-listrados (Mungos mungo) e em suricates (Suricata suricatta) da Africa.
Esses animais habitavam proximos a civilizagdo humana, com acesso a secrecoes e
excrecdes de individuos infectados (ALEXANDER et al., 2002). No Brasil, além da
perda e fragmentacdo do habitat, provavelmente as doengas humanas sao as
maiores preocupacdes para a conservacdo de animais como primatas na Mata
Atlantica (COSTA et al.,, 2005). Ja populacdes silvestres em cativeiro como
zoolégicos e laboratérios podem apresentar uma alta taxa de prevaléncia, por
estarem mais expostos a infeccdo (ALEXANDER et al., 2002; MICHEL et al., 2003).
O mesmo ocorre com outros animais silvestres, como cervideos, criados para a caca
ou alimentacdo (GORTAZAR et al., 2005; CHOMEL et al., 2007). Além disso, em
cativeiro esses animais podem viver sob intenso estresse, alta densidade
populacional e condicbes inadequadas de nutricdo e higiene, tornando-os mais
suscetiveis a infeccoes. Em relacdo ao microrganismo, M. tuberculosis pode
sobreviver durante semanas ou meses em escarro expelido imido ou seco protegido
da luz solar, enquanto que M. bovis pode sobreviver por seis meses no solo, em

misturas de solo e fezes e em fezes, e por 49 dias em gramados (HUCHZERMEYER
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et al., 1994). Dessa forma, contato intimo, areas comuns para alimentacdo e
fornecimento de agua de beber, dificuldade em desinfetar adequadamente areas
externas e a exposicao aos visitantes favorecem a manutencao e a sobrevivéncia do

agente da tuberculose, particularmente em locais de cativeiro (MICHEL et al., 2003).

2.4. TRANSMISSAO

Mesmo entre as espécies nas quais a tuberculose ocorre amplamente, ha
variagdes e incertezas sobre a habilidade em manter a doenca dentro de suas
préprias populacoes (COLEMAN e COOKE, 2001). A incidéncia da tuberculose
depende de densidade populacional, estruturas sociais, alimentacéo,
comportamento e habitos territoriais. Em espécies com habitos gregarios como
antilopes e cervideos, casos de tuberculose bovina tornam-se endémicos na
populacdo. Pequenos mamiferos nao-ungulados, menos gregarios de média a alta
densidade, como marsupiais e mustelideos, também parecem ser capazes de
manter a infeccdo em suas populacbes e se tornarem hospedeiros reservatorios
(BENGIS, 1999). As principais rotas de transmissdo de M. bovis séo inalagéo e
ingestao, com inoculacao por lesées e transmissao congénita possiveis, mas raras
(O’BRIEN et al., 2004). Cervideos transmitem a doenca por secrecdo nasal, saliva
ou ocasionalmente por alimento contaminado. A superpopulacdo de cervideos em
locais de alimentacdo ou em colecbes de cativeiro pode propiciar uma oportunidade
para transmissao por aerossois (ISAZA, 2003). A disseminacdo de micobactérias
entre javalis parece ocorrer pela saliva, mesmo em animais com lesdes restritas aos
linfonodos mandibulares. Na Espanha, o isolamento de cepas de tuberculose em
propriedades cercadas de animais silvestres que nao tiveram contato com animais
domeésticos por no minimo duas décadas, sugere fortemente que microrganismos do
complexo M. tuberculosis conseguem sobreviver nessas populagbes (GORTAZAR et
al., 2005).

Em contraste, é apenas parcialmente compreendida a fonte de infeccao em
predadores solitarios e outros carnivoros (MICHEL et al., 2006). Animais como ledes
e guepardos (Acinonyx jubatus) parecem tornar-se infectados acidentalmente e ha

uma chance limitada da doenca persistir na populagcdo sem uma fonte externa de
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reinfeccdo (BENGIS, 1999). A infeccdo acidental pode ocorrer pela ingestdao de
carne contaminada (ISAZA, 2003) ou pelo contato com carcacas infectadas
(BRUNING-FANN et al., 2001; PALMER et al., 2002). Os carnivoros no Brasil, como
a onca-pintada (Panthera onca) e a onga-parda (Puma concolor), as quais
frequentemente atacam os rebanhos, particularmente na regido do Pantanal
(COSTA et al., 2005), podem infectar-se pelo agente da tuberculose por contato com
populacdes de bovinos que apresentam a doenca de forma endémica.

Seres humanos tém sido considerados a fonte de infec¢do para casos de
doenca por M. tuberculosis em animais silvestres (MICHALAK et al., 1998), o que é
uma grande preocupagao principalmente em zooldgicos, onde o contato entre
animais e pessoas pode ser constante (ISAZA, 2003). Em doze casos de infeccao
por M. tuberculosis no Jardim Zoolégico Nacional da Africa do Sul, muitos dos
animais que se contaminaram nao dividiam o recinto com outros animais infectados.
Além disso, a heterogeneidade encontrada entre as cepas, refor¢ca a idéia de que a
infeccdo ocorreu por multiplas fontes externas, como o contato e o fornecimento de
alimentos contaminados pelo publico visitante (MICHEL et al., 2003). Entre animais
silvestres de cativeiro, os primatas recebem atencdo especial devido a sua
susceptibilidade a M. tuberculosis e M. bovis. Eles contraem a infec¢cao via
respiratéria ou digestiva. A infeccdo pode ser propagada entre os primatas e
constitui um grave problema para colénias mantidas em instituicées cientificas ou
zoolégicos (ACHA e SZYFRES, 2003).

2.5. ACHADOS CLINICOS

O tipo da doenca produzida por micobactérias patogénicas varia para as
diferentes espécies animais e depende da dose infectante, da viruléncia da cepa
infectante e da susceptibilidade dos hospedeiros (THOEN, 1993). Em zoolégicos e
outros locais que mantém animais silvestres em cativeiro, freqlentemente sinais
vagos e nao especificos da tuberculose podem passar despercebidos em mamiferos
que nao sao facilmente manejaveis (STERNBERG et al.,, 2002). O diagnéstico
clinico da tuberculose normalmente sé é possivel ap6s um estagio avancado da
doenca. Os sinais exibidos dependem da extensédo e da localizacao das lesées. O
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aumento superficial dos linfonodos promove um sinal diagnéstico Util; entretanto,
lesbes localizadas em linfonodos profundos sdo de pouco ou nenhum valor para
estabelecer um diagnéstico clinico. Os sinais gerais sao fragueza, anorexia,
dispnéia, tosse, emagrecimento e febre baixa flutuante (PACHALY, 1992; THOEN,
1993).

Em primatas, a infeccdo por M. tuberculosis tem um curso de seis meses ou
mais (BEYNON e COOPER, 1991). Sinais clinicos e lesées associadas com M.
bovis em primatas s&o indistinguiveis de M. tuberculosis (ISAZA, 2003). As lesdes
de necropsia nos animais susceptiveis sdo caracterizadas por granulomas no
parénquima do pulmao e linfonodos associados da cavidade toracica e acentuada
linfadenopatia bronquial (THOEN, 1993). Lesbes de tuberculose sdo encontradas
mais comumente nos pulmodes, figado e baco (BEYNON e COOPER, 1991).
Histologicamente as lesGes podem ser cavitdrias com caseagdao central.
Diferentemente dos seres humanos, as lesées nos primatas ndo humanos contém
poucas células gigantes de Langhans e calcificacdo minima. Ocasionalmente, em
infeccbes severas, um padrao miliar disseminado pode ser visto ao longo do tecido
pulmonar (ISAZA, 2003).

Em cervideos linfadenite nos linfonodos retrofaringeos e granulomas
pulmonares sao as lesées mais comuns de M. bovis (ISAZA, 2003). Em animais
desta espécie estudados em Michigan, EUA, lesées craniais foram notadas mais
frequentemente nos linfonodos retrofaringeais mediais, embora também tenham sido
encontradas nos linfonodos parotideos. Lesbes extracraniais ocorreram mais
comumente no toérax. Outros sitios como figado, bago, raimen e glandula mamaria
também foram afetados (O'BRIEN et al., 2001).

2.6. SAUDE PUBLICA

A tuberculose em espécies silvestres apresenta interesse em saude publica,
com transmissdo ocorrendo entre animais e seres humanos (ISAZA, 2003). A
suscetibilidade de seres humanos a M. bovis, leva a uma preocupac¢ao com relagéo
aos riscos potenciais que funcionarios de locais com animais em cativeiro podem

enfrentar em suas atividades ocupacionais (O'BRIEN et al., 2004). O risco de
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transmissdo zoondtica € maior para os tratadores que lidam diariamente com os
animais, do para pessoas com breve contato, como visitantes das atragdes ou
exibicdes (MICHALAK et al., 1998; CHOMEL et al., 2007). Pessoas que estdo em
contato com animais silvestres devido a atividades de caca também apresentam
potencial risco para infeccdo (ACHA e SZYFRES, 2003). Os zooldgicos podem agir
como reservatérios da doenca nos paises desenvolvidos, nos quais a tuberculose
tenha sido controlada em populacdées humanas e animais. Por outro lado, em paises
em desenvolvimento, com altas taxas de incidéncia tanto de tuberculose humana
como de tuberculose bovina, particularmente em individuos imunocomprometidos,
(MICHEL et al., 2003; O’'BRIEN et al., 2004), a infeccao em animais de zooldgicos
pode prejudicar o controle da doenca.

Embora evidéncias de transmissdao de M. tuberculosis de pessoas para
animais tenham sido descritas, existe pouca documentacdo de transmissao
zoondtica para seres humanos (OH et al., 2002). Apenas um relato de transmissao
de M. tuberculosis de elefantes para seres humanos, em lllinois nos EUA foi
encontrado. Os possiveis mecanismos de transmissdo considerados foram contato
préximo durante manejo e treinamento, limpeza dos recintos, participacdo em

necropsias e habitacao préxima aos recintos (MICHALAK et al., 1998).

2.7. SAUDE DE ANIMAIS DOMESTICOS

Rebanhos bovinos das fazendas podem entrar em contato com populacdes
silvestres de vida livre através de danos nas cercas ou invasao de animais silvestres
menores (MICHEL et al., 2006). Uma vez que o agente € introduzido entre os
animais silvestres que dividem o pasto com os bovinos, pode haver a disseminacao
da doenca na nova espécie (CHOMEL et al., 2007). Em populagcbes bovinas de
paises desenvolvidos, que tiveram a doenga controlada, a existéncia de
reservatorios silvestres representa a possibilidade de retransmissdo da infeccéo
(ACHA e SZYFRES, 2003). A transmissao de M. bovis de mamiferos silvestres para
0s bovinos existe, como demonstrado na Nova Zelandia, Inglaterra e América do
Norte (MICHEL et al., 2006). Além disso, em paises onde programas de controle e

erradicacdo da doenca foram implantados apenas recentemente, como no Brasil
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(BRASIL, 2006), a eliminacdo da tuberculose pode ser prejudicada, pois animais
silvestres de vida livre podem agir como vetores da doengca para os animais
domésticos (COLEMAN e COOKE, 2001; O'BRIEN et al., 2004).

2.8. DIAGNOSTICO

O diagnoéstico de tuberculose para mamiferos silvestres apresenta
importancia em saude publica, saude animal e economia mundial. No entanto, ndo é
simples realizar essa identificacdo. Muitas vezes, a técnica utilizada comumente
para animais domésticos ou para seres humanos nao pode ser utilizada para
animais silvestres. Além disso, para algumas espécies animais ndo existem testes
ante-mortem disponiveis até o presente e o diagnostico depende apenas de cultura
e histopatologia (MICHEL et al., 2006).

A sintomatologia clinica dos animais, como tosse crénica ou perda de peso
(BEYNON e COOPER, 1991), e a radiografia de térax, (ACHA e SZYFRES, 2003),
podem indicar a suspeita da doenca, mas ndo sdao métodos definitivos. O
diagndéstico da tuberculose nos mamiferos silvestres freqlientemente € baseado nos
resultados de hipersensibilidade do tipo tardia, em resposta a tuberculinizacéo
intradérmica com utilizacdo de derivados protéicos purificados (PPD). Segundo
estudos em zoolégicos suecos, sugere-se que 0,1 mL de PPD bovina e aviaria seja
utilizada com leitura dos resultados em 72 horas por observagao visual e palpagao
para edema caracteristico. Em mamiferos de grande porte a tuberculina é
geralmente aplicada em uma prega de pele préxima a base da cauda ou na regiao
cervical. Outros locais incluem a palpebra para primatas, a pele axilar para
camelideos e a pele da base da orelha para suideos. Somente um local deve ser
utiizado em cada ocasido, embora cada tipo de PPD deva ser inoculado
distanciadamente de qualquer outro local de injecao (THOEN, 1993; STERNBERG
et al., 2002). O teste tuberculinico apresenta uma série de desvantagens, que
incluem o tempo de espera para a verificacdo do resultado e a necessidade do
veterinario visitar os animais duas vezes (ACHA e SZYFRES, 2003). Também néo
ha padroes de referéncia para interpretacdo dos resultados. Os locais de

administracdo e a quantidade de tuberculina variam muito, em decorréncia do
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tamanho muito diferenciado dos animais e da utilizacdo de locais alternativos no
caso do animal ndo poder ser manejado ou sedado para permitir leitura adequada
no local de preferéncia para inoculagdo (STERNBERG et al., 2002). Ainda, testes
falso-positivos na tuberculinizagdo podem resultar de sensibilizacdo a outras
micobactérias (BEYNON e COOPER, 1991). Animais com infeccao tanto por M.
bovis quanto por M. tuberculosis reagem quase da mesma maneira a tuberculina
derivada de qualquer um dos dois microrganismos (THOEN, 1993). Em antas
(Tapirus terrestris) de um Zooldgico da Suécia, os animais foram reagentes a
tuberculina bovina, mas a identificacdo post-mortem por cultivo bacteriano identificou
o agente como M. tuberculosis (STERNBERG et al, 2002). Apesar dessas
limitacdes, a tuberculinizagdo ainda é recomendada para a maioria dos animais de
cativeiro (ISAZA, 2003).

A tuberculinizacdo pode ser utilizada como método de triagem, mas o
diagnoéstico laboratorial dos casos suspeitos de tuberculose na vida silvestre €
essencial para confirmacdo da infeccdo (MICHEL et al., 2006). Para a coleta das
amostras podem ser utilizados lavados nasais ou tragueais com solucao fisiol6gica,
assim como amostras coletadas de necropsia (OH et al.,, 2002). Entre os exames
laboratoriais, pode ser realizada a baciloscopia pela coloracdo de Ziehl-neelsen,
para visualizagdo dos bacilos da tuberculose e também o cultivo bacteriano para
verificar crescimento dos microrganismos. Posteriormente, a identificacao da espécie
infectante pode ser determinada por testes bioquimicos nos isolados obtidos da
cultura, como testes de produgado de niacina e reducao do nitrato (ALEXANDER et
al., 2002).

Mais recentemente, a combinacdo dos resultados bacteriolégicos com
métodos moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a
caracterizagcao molecular do agente, tem funcionado como uma poderosa ferramenta
em estudos de epidemiologia, transmissbes temporais, espaciais e entre as
espécies (OH et al., 2002; MICHEL et al., 2006).

Uma ligacao epidemioldgica da transmissao entre a populagao silvestre e os
seres humanos pode ser definida com investigacdo das pessoas por histéricos
médicos, tipo de trabalho, praticas de manejo e histérico de contato com animais

infectados, aliada a tuberculinizacao, radiografias de térax e analise de sintomas de
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tuberculose, como tosse persistente, hemoptise, sudorese noturna, dificuldade
respiratéria e perda de peso (OH et al., 2002).

2.9. CONTROLE

A presenca da tuberculose pode prejudicar o livre intercAmbio entre
instituicbes para preservacao das espécies (MICHEL et al.,, 2006). Ainda, efeitos
potencialmente negativos a longo prazo nas dindmicas das populagdes e a ameaca
direta para a sobrevivéncia de espécies em risco sao problemas particulares para a
conservacao da vida silvestre. Do ponto de vista econdmico, a tuberculose em
mamiferos silvestres tem resultado em restricbes nacionais e internacionais de
comércio das espécies afetadas em diversos paises (MICHEL et al., 2003).

Em paises desenvolvidos, o controle de M. bovis em animais silvestres de
cativeiro, baseia-se na deteccao inicial e remocao dos individuos infectados da
colegdo. O tratamento dos animais infectados normalmente n&o tem sido possivel,
devido a consideracdes para controle e erradicacdo da doenga, que geralmente tem
preconizado a eutanasia para todos os animais infectados e rebanhos vizinhos
expostos (STERNBERG et al., 2002). Nessas circunstancias, os recintos (incluindo
comedouros e bebedouros) devem ser limpos e descontaminados (THOEN, 1993).
Em espécies valiosas ou em risco de extin¢ao, o tratamento e isolamento podem ser
opcodes viaveis (ISAZA, 2003). Medicamentos humanos para tuberculose tém sido
utilizados com sucesso para animais. A isoniazida tem sido eficaz no controle da
doenca clinica de primatas e cervideos. A utilizacdo de dois ou mais medicamentos
para tuberculose, como rifampicina e etambutol, simultaneamente no tratamento dos
animais doentes também é indicada (THOEN, 1993).

As principais recomendagdes citadas para o controle da tuberculose em
animais silvestres de cativeiro, sdo que animais adquiridos para adicdo em uma
colecdo de zooldgico devem ser provenientes de col6nias livres da doenca. Além
disso, quarentenas devem ser impostas a todos 0s animais novos com um periodo
de 60 a 120 dias (BEYNON e COOPER, 1991). Calendarios de tuberculinizacao e
metodologias devem ser padronizados e realizados regularmente para animais de
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zoolégico, de modo a faciltar a comparacdo e avaliagdo dos resultados
(STERNBERG et al., 2002).

Para evitar a transmissdo de M. tuberculosis a partir de pessoas infectadas,
deve ser limitada a exposicdo dos animais aos visitantes com barreiras de vidro e o
cuidado com os animais somente deve ser permitido a tratadores com teste de
tuberculinizacdo negativa (THOEN, 1993).

No entanto, uma vez que a tuberculose bovina tenha se estabelecido em um
hospedeiro nativo de vida livre, a erradicacdo da doenca torna-se altamente
improvavel. Varias implicacées devem ser consideradas na escolha das medidas de
controle adequadas, incluindo a preservacao das espécies protegidas, a
minimizacdo do risco de transmissdo para espécies domésticas e um potencial
impacto na dinamica das populagdes em outras espécies hospedeiras. A vacinagcao
€ sem duvida a medida de controle de escolha para atingir esses objetivos, mas
atualmente ainda ndo ha uma vacina comprovadamente efetiva contra a tuberculose
para populacdes silvestres (MICHEL et al., 2006).

Realizar o controle da tuberculose para evitar transmissao zoonoética € muito
importante para individuos que estdo em contato constante com possiveis animais
silvestres infectados. Entretanto, existem poucos estudos que tratam da seguranca
ocupacional de profissionais que lidam com animais silvestres em relacdo a
exposicao a tuberculose (O'BRIEN et al., 2004). Possiveis maneiras de prevencéo e
reducao da disseminagao zoondtica incluem testes de tuberculinizagao regulares em
tratadores, tratamento efetivo das pessoas e dos animais infectados, e investigacao
de animais com perda de peso e tosse sem explicacdo (MICHALAK et al., 1998).
Também é necessaria a adesdao de medidas de controle de infecgdo, como
descontaminacao dos materiais e locais de procedimentos, além da utilizacao de
equipamentos de protecao individual durante procedimentos de contato proximo e
prolongado com os animais suspeitos (OH et al., 2002; O'BRIEN et al., 2004).

2.10. CONCLUSAO

Muitos estudos ainda sdo necessarios pra compreender a dindmica da
tuberculose nas populacdes de mamiferos silvestres, e o potencial das espécies em
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manter a infeccdo na auséncia dos reservatorios. A eficacia de programas de
controle e erradicacédo da tuberculose em animais domésticos e o controle em saude
publica podem estar relacionados ao controle da doenca em animais silvestres.
Além disso, a compreensao do risco de infeccao que 0s seres humanos ou animais
domésticos podem representar na emergéncia das doencgas infecciosas nas
populacdes silvestres sera essencial para o desenvolvimento de programas efetivos
de conservacgao das espécies afetadas e da biodiversidade.

Existe pouca informagéo a respeito da tuberculose em animais silvestres no
Brasil. Ha necessidade de maior atencao de profissionais da area e de organizacdes
de conservacao aliadas a sociedade e ao governo, em relagdo a existéncia e a
transmissdo da tuberculose, causada tanto por M. bovis quanto por M. tuberculosis,

entre espécies domésticas, silvestres e os seres humanos.
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3. CAPITULO 03 - IDENTIFICACAO DE Mycobacterium bovis EM QUATIS
(Nasua nasua)

(Parte desse trabalho foi aceito para apresentacdo no Il Congresso Nacional de Saude Publica
Veterinaria - CNSPV, 2007. Fortaleza / CE, Brasil).

RESUMO

A tuberculose é encontrada mundialmente, podendo afetar seres humanos,
animais domésticos e silvestres. A espécie Mycobacterium bovis tem sido descrita
tanto em populagdes silvestres de vida livre como de cativeiro, causando doenga
grave e letal em individuos susceptiveis. Além disso, animais silvestres de cativeiro
normalmente possuem maior contato com seres humanos e animais domésticos,
aumentando o risco da transmissdo entre essas espécies. Quatro quatis (Nasua
nasua) jovens foram utilizados neste estudo, sendo trés machos e uma fémea,
provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres em Tijucas do Sul,
Parana, Brasil. Devido ao histérico de 6bito de um quati com lesdées pulmonares
compativeis com tuberculose, os quatro animais foram sedados, colhidas amostras
de lavado broncoalveolar, e realizados testes de tuberculinizagcdo intradérmica.
Todos os animais foram reagentes a tuberculina; um deles morreu um dia apés o
exame. Os outros trés sofreram eutanasia devido ao risco de transmissao para seres
humanos e outros animais. Exames post-mortem de cultivo bacteriol6gico,
baciloscopia e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizados e
identificaram o agente como Mycobacterium bovis. Os funcionarios em contato com
0s animais suspeitos também foram testados com tuberculina; um deles foi
reagente, mas o exame radiografico e a baciloscopia foram negativos. Os testes
laboratoriais foram cruciais para o diagndstico especifico e definitivo para o agente
desta tuberculose. A identificacdo da tuberculose bovina em animais silvestres
contribui para o melhor entendimento da doencga nestes potenciais reservatérios, e

pode ser usado como instrumento no controle em sadde animal e saude publica.

PALAVRAS-CHAVE: animais silvestres, diagnostico, PCR, quatis, tuberculose.
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IDENTIFICATION OF Mycobacterium bovis IN COATIS (Nasua nasua)

ABSTRACT

Tuberculosis is found worldwide and may affect human beings, livestock and
wildlife. The Mycobacterium bovis specie has been reported in both free-range and
captive wildlife populations, causing severe and lethal disease in susceptible
individuals. Besides, captive wildlife normally has more contact with human beings
and domestic animals, increasing the transmission risk among these species. Four
young coatis (Nasua nasua), three males and one female, from the Tijucas do Sul
Triage Center, Parana, Brazil were used in the study. Due to a previous death of a
coati with pulmonary lesions compatible with tuberculosis, the four coatis were
sedated, broncoalveolar lavage samples were individually obtained, and simple
intradermal tuberculin tests were performed. All animals were reagents to tuberculin;
one died at the following day. The other three were euthanized due to the
transmission risk to human beings or other animals. Post-mortem exams of bacterial
culture, baciloscopy and Polymerase Chain Reaction (PCR) were performed and
identified the agent as Mpycobacterium bovis. Employees who had contact to
suspicious animals were also tested with tuberculin; one was reagent, but
radiographic exam and baciloscopy were negative. The laboratory tests were crucial
to the specific and definitive diagnosis of the agent of this tuberculosis. Identification
of bovine tuberculosis in wildlife animals contributes to better understanding of the
disease in potential reservoirs, and also may be used as tool for control in both
animal and public health.

KEY WORDS: wildlife, diagnosis, PCR, coatis, tuberculosis.
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3.1. INTRODUCAO

A tuberculose é uma infeccéo cronica grave causada por microrganismos do
Complexo Mycobacterium tuberculosis, que afeta animais e seres humanos do
mundo inteiro (HUARD et al., 2003; PATE et al., 2006). Membros classicos do
complexo sao Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacteium
bovis BCG, Mycobacterium africanum e Mycobacterium microti, que apresentam
uma alta homogeneidade na seqiéncia de nucleotideos do material genético, apesar
de variarem em certos aspectos como patogenicidade e preferéncia de hospedeiros
(HUARD et al., 2003). Recentemente, trés novas espécies foram introduzidas no
complexo: Mycobacterium canettii (VAN SOOLINGEN et al., 1997), Mycobacterium
caprae (ARANAZ et al., 1999) e Mycobacterium pinnipedii (COUSINS et al., 2003).

A espécie M. bovis, principal agente causador da tuberculose em bovinos
(MICHEL et al., 2003), tem sido extensamente documentada tanto em populacées
de animais silvestres de vida livre como de cativeiro (ALEXANDER et al., 2002),
podendo causar doenca grave e letal em animais susceptiveis a doenca, inclusive
espécies em extincdo (COLEMAN e COOKE, 2001; MICHEL et al.,, 2003). No
entanto, acredita-se que a tuberculose seja mais comum em cativeiro, pois
geralmente ha maior proximidade com seres humanos e animais domésticos,
possibilitando a transmissao de doencas entre essas espécies (MICHEL et al., 2003;
PATE et al., 2006). Além disso, muitas vezes esses animais vivem sob condigao de
intenso estresse, alta densidade populacional e condicbes inadequadas de nutrigao
e higiene, tornando-os mais suscetiveis a infecgoes.

O impacto da tuberculose nas populacdes silvestres pode ainda ter
significancia econbémica e epidemioldégica quando a espécie € um reservatorio de
infeccdo para animais domésticos (CORNER, 2006; PATE et al, 2006),
prejudicando programas de controle e erradicacao da tuberculose, que é realizado
por testes, sacrificios e inspecdes de carcacas no abatedouro (COLEMAN e
COOKE, 2001; ALEXANDER et al., 2002; BRASIL, 2006). Além disso, a tuberculose
em silvestres, também pode ter importdncia em saude publica, se eles sdo uma

fonte de infeccdo para profissionais ou tratadores que lidam com esses animais
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(O’BRIEN et al., 2004; BIET et al., 2005), e até mesmo para o publico que visita
zoolégicos e outros locais de exposicao de espécies silvestres (PATE et al., 2006).

Dessa forma, realizar o diagnéstico da tuberculose nos animais silvestres é de
extrema importancia para saude publica, saude animal e epidemiologia. Os testes
diagnoésticos sao ferramentas essenciais para controle da doenga (RYAN et al.,
2006). No entanto, a identificacdo da tuberculose nessas espécies é complexa, pois
ndo existem requisitos oficiais ou recomendacbes para testes regulares, nem
padroes de referéncia para realizar e interpretar os exames em animais silvestres.
Consequentemente, veterinarios dependem de sua propria experiéncia e de seus
colegas para saber quando ou como realiza-los (STERNBERG et al., 2002).

Os quatis, Nasua nasua (Carnivora, Procyonidae), apresentam ampla
distribuicdo na América do Sul, ocorrendo desde a Colédmbia e a Venezuela até o
norte do Uruguai e Argentina (NOWAK, 1991). Embora seja uma espécie
relativamente comum, aspectos como comportamento e patologia ainda sdo pouco
estudados (BEISIEGEL, 2001). Apenas um relato de infec¢éo natural por M. bovis foi
encontrado, em uma espécie diferente de quati (Nasua narica), ou quati-de-nariz-
branco, apresentando infeccdo que progrediu rapidamente com lesdes
disseminadas, no entanto, 0 método de diagnostico nao foi especificado (GRIFFITH,
1939). Guaxinins (Procyon lotor), membros da mesma familia que os quatis, foram
submetidos a infeccdo experimental por M. bovis e mostraram-se susceptiveis a
doenca apresentando lesées granulomatosas (PALMER et al., 2002).

Desse modo, o presente artigo teve por objetivo a identificacdo de M. bovis
em quatis de Centro de Triagem de Animais Silvestres, associando as técnicas de
diagnéstico ante e post-mortem para tuberculose, incluindo tuberculinizacao, cultivo
bacteriano, baciloscopia e detec¢cdao molecular; assim como realcar a importancia da

identificagdo desses microrganismos em animais silvestres.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Animais

Os quatis (Nasua nasua) foram provenientes do Centro de Triagem de
Animais Silvestres (Cetas) da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUC-PR)
e do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(Ibama) do municipio de Tijucas do Sul no Parana, Brasil. Os Centros de Triagem de
Animais Silvestres tém a finalidade de recepcionar, triar e tratar os animais silvestres
resgatados ou apreendidos pelos 6rgaos fiscalizadores, assim como eventualmente,
receber animais silvestres de particulares que os mantinham de forma irregular como
animais de estimacao. Apds serem examinados, os animais ficam sob quarentena e
observacdo para receber nutricio adequada e identificar o aparecimento de
possiveis doencas ou se recuperar de eventuais lesées. O destino dos animais
apreendidos pode ser zooldgicos, criadouros registrados no lbama, centros de
pesquisa ou devolucéo a vida livre (IBAMA, 2007).

Em 30 de outubro de 2006 um quati jovem, fémea, veio a 6bito sem sinais
clinicos e na necropsia foram observadas lesdes macroscopicas de abscessos
pulmonares multifocais e aumento global de linfonodos submandibulares, axilares e
toracicos. Foi concluido no laudo de necropsia que o animal apresentava pneumonia
abscedante sugestiva de micobacteriose. Como havia mais quatro espécimes jovens
(trés machos e uma fémea) no mesmo recinto e um deles comecava a apresentar
sinais clinicos de letargia e emagrecimento, suspeitava-se que todos estivessem
infectados. Dessa forma, em dezembro de 2006, foi realizada uma bateria de testes
e exames, descritos posteriormente, que confirmaram a doenca.

Cinco dias apds a realizacdo dos exames, por decisdo do Cetas, foi realizada
a eutanasia dos animais positivos para tuberculinizacdo, totalizando 3 quatis (um
dos quatis macho ja estava debilitado na ocasido do procedimento de lavado
broncoalveolar, veio a Obito um dia depois e ndo foram realizados exames
laboratoriais dos 6rgaos da necropsia). Apds a eutanasia foram realizados diversos

exames post-mortem.
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3.2.2. Amostras

Os quatis foram contidos fisicamente com auxilio de pucas, retirados dos
recintos e submetidos a contengao quimica com cetamina 70 mg, midazolam 5 mg e
tartarato de butorfanol 2 mg. Foram realizadas radiografias toracicas nos quatis, e
em seguida foi realizada a coleta do lavado broncoalveolar. Este foi obtido com
auxilio de um laringoscépio e de uma sonda introduzida até os brénquios. Cerca de
10 mL de solugao fisiolégica foi infundida, e em seguida o material foi aspirado e
armazenado em tubos de coleta. Uma aliquota de lavado broncoalveolar de cada
animal foi enviada respectivamente para cultura, baciloscopia e Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR).

Ap6s a eutanasia, durante a necropsia foram examinados
macroscopicamente todos os 6rgaos dos animais e foram coletados os pulmbes e 0s
linfonodos em solucéo fisioldgica para realizacdo de cultivo bacteriano e PCR.

3.2.3. Tuberculinizagao

Foi realizada a tuberculinizacdo intradérmica simples dos quatis na prega
caudal com 0,1 mL de tuberculina bovina. Foi realizado também um teste de
tuberculinizacdo simples em quatro funcionarios do Cetas que estiveram em contato
com 0s animais suspeitos, com utilizagcao de tuberculina (PPD-Rt23) aplicada por via
intradérmica, no terco médio do antebragco esquerdo, na dose de 0,1 mL equivalente
a duas unidades tuberculinicas (BRASIL, 2002).

3.2.4. Cultivo Bacteriano e Baciloscopia

As amostras de lavado broncoalveolar e de necropsia foram enviadas para
Laboratorios Estaduais da Saude e da Agricultura do Parana para cultivo bacteriano.
O material foi homogeneizado e varias aliguotas da mesma amostra foram
descontaminadas com solucdo de NaOH 4 % e posteriormente neutralizadas com
solucdo de HCI 1,0 N. Apds a neutralizacdo, os sedimentos foram semeados em
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tubos contendo meio de cultura sélido de Lowenstein-Jensen. As culturas foram
incubadas a 37 °C e controladas semanalmente para verificar o crescimento de
colénias durante 40 a 60 dias (BRASIL, 1994).

A visualizagdo dos bacilos 4&lcool-acido resistentes foi realizada por
baciloscopia das amostras de lavado broncoalveolar em coloragéo de Ziehl-neelsen,
segundo técnica do Manual de Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 1994).

3.2.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase

A extracao e a purificagdo do DNA foram realizadas nas amostras de lavado
broncoalveolar por um kit comercial (NucliSens, bioMérieux bv, Boxtel, Holanda) que
se baseia nas propriedades de lise e inativacdo de nucleases do tiocianato de
guanidina, junto a propriedades de ligacdo dos acidos nucléicos a particulas de
silica, que podem ser eluidos apds a lavagem. Esse kit comercial foi originado a
partir do método desenvolvido por BOOM et al. (1990). Os isolados obtidos das
colénias cultivadas em meio de Lowenstein-dJensen foram extraidos por choque
térmico, que consistia de trés ciclos de 30 minutos a 94 °C e 30 minutos a -20 °C
para inativacdo do agente e liberacao do material genético.

Para todos os protocolos de PCR foram preparadas reagdes com volume final
de 50 pl, contendo 5 pl (1/10 do volume total) de tampao 10X Tag DNA Polimerase,
MgCl; a 1,5 mM, 200 mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 20 pmoles de cada oligonucleotideo (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 5 ul
de DNA extraido. Foi utilizado 0,25 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) para cada reacdo. O volume final foi obtido com acréscimo de agua
ultrapura.

Inicialmente, as amostras de lavado broncoalveolar e dos isolados obtidos a
partir do cultivo dos quatis foram submetidas a amplificacdo da regiao 1S6110, que
identifica indiferenciadamente membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis,
pela utilizacao de pares de oligonucleotideos descritos anteriormente (EISENACH et
al., 1990), que resultam em amplificacao de regides de DNA de 123 pares de bases
(bp). Todas as baterias de reacdo foram acompanhadas por um controle da reacao
ou branco (5 ul de agua ultrapura) e um controle positivo (5 ul de DNA de M.
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tuberculosis H37 Rv cepa ATCC 27294 ou M. bovis cepa ATCC 19210). Além disso,
foi realizada a PCR para amplificacao da regido 1S1245, que detecta Mycobacterium
avium por fragmentos de 140 bp (NAKATANI, 2002). Todas as baterias de reagéao
foram acompanhadas por um controle da reacao ou branco (5 pl de agua ultrapura)
e um controle positivo (5 pl de DNA de M. avium cepa ATCC 25291).

Posteriormente, as amostras de lavado broncoalveolar e dos isolados obtidos
a partir do cultivo dos quatis também foram submetidas a uma tipificagdo por PCR
especifica que diferencia as espécies do complexo M. tuberculosis em M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. canettii, ou M.
caprae. Para isso, foram utilizados sete pares de oligonucleotideos que amplificam
as regides 16S rRNA, Rv0577, I1S1561, Rv1510, Rv1970, Rv3877/8 e Rv3120,
formando segmentos de DNA de 543, 786, 943, 1033, 1116, 999 e 404 pares de
bases, respectivamente. Esses oligonucleotideos sdo baseados em regides de
diferencas genémicas, consistindo em regides de DNA que estao presentes em M.
tuberculosis, mas diferenciadamente deletados em varios outros membros do
complexo. O resultado das amplificacbes forma um painel de identificagdo das
espécies segundo método descrito por HUARD et al. (2003). O programa de
amplificagdo consistiu em 5 minutos de desnaturagdo inicial a 94 °C e 35 ciclos de
amplificagcdo de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 57 °C, 1 minuto a 72 °C e um estagio
final de extensdo a 72 °C durante 10 minutos.

Todas as reagdes foram processadas no mesmo termociclador (Gene Amp
PCR System 9700, Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). O padrao dos produtos
de amplificacao de todas as reacdes foi obtido por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, impregnados com brometo de etidio (0,5 pg/mL), visualizados com
transiluminador ultravioleta e fotografados com sistema de fotodocumentacao
(Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120, Kodak, Rochester, NY,
EUA). Foi utilizado marcador de peso molecular de 100 pares de base (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Achados Clinicos e Patologicos

Apenas um dos quatis apresentou evidente alteracao na radiografia pulmonar,
com areas de aumento da radiopacidade pulmonar, indicativas de lesbes por
tuberculose (FIGURA 1). Os outros animais apresentavam nddulos pulmonares mais
discretos. Ja as lesbes macroscopicas observadas nos quatis durante a necropsia
foram abscessos pulmonares multifocais, enfisema pulmonar e aumento global de
linfonodos submandibulares, axilares e toracicos (FIGURA 2). Os demais 6rgaos

apresentavam-se normais.

FIGURA 1 - RADIOGRAFIA TORACICA DE QUATI (Nasua nasua) COM
AUMENTO DA RADIOPACIDADE PULMONAR, EVIDENCIANDO O PROCESSO
RESPIRATORIO DA TUBERCULOSE.
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FIGURA 2 - ABCESSOS PULMONARES MULTIFOCAIS E ENFISEMA
PULMONAR EM QUATI (Nasua nasua), COMPATIVEIS COM O QUADRO
RESPIRATORIO DE TUBERCULOSE.

3.3.2. Tuberculinizagao

Todos os quatis foram reagentes a tuberculina bovina, apresentando edema e
hiperemia local apdés 72 horas da administracdo. Em relacdo aos funcionarios,
apenas um foi reagente, apresentando medida do diametro transverso de 40 mm,
considerado reator forte (BRASIL, 2002). No entanto, esse funcionario nao
apresentou visualizacdo de bacilos &lcool-acido resistentes a baciloscopia do
escarro, nem alteragoes visiveis a radiografia toracica.

3.3.3. Isolamento Bacteriano

Embora trés quatis tenham apresentado baciloscopia positiva (FIGURA 3),
ndao houve crescimento de colbnias caracteristicas de Mycobacterium sp. nas
amostras de lavado broncoalveolar em meio de Lowenstein-Jensen. No entanto,
houve crescimento de colénias compativeis com micobactérias no cultivo bacteriano

proveniente das lesdes pulmonares nas amostras dos quatis coletadas a necropsia.
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FIGURA 3 - FOTOGRAFIA DE LAMINA COM COLORACAO DE ZIEHL-
NEELSEN DE LAVADO BRONCOALVEOLAR DE QUATIS (Nasua nasua).
Bacilos alcool-acido resistentes visualizados em vermelho da fucsina acida (setas
em preto) com coloragédo de fundo de azul de metileno. (A: 500X e B: 1.000X).

3.3.4. PCR e Diferenciacao de Espécies

Houve a amplificacdo da regido 1S6110 na PCR direta dos lavados
broncoalveolares e nos isolados obtidos a partir do cultivo dos fragmentos de 6rgaos
dos quatis (FIGURA 4 A). Em contrapartida, ndo foi detectavel a amplificagdo do
fragmento 1S1245 para identificacdo de M. avium em nenhuma das amostras. Ja o
método de tipificacdo das espécies conseguiu identificar regides de delecbes
compativeis com Mycobacterium bovis, segundo HUARD et al. (2003), apenas nos
isolados obtidos a partir do cultivo dos fragmentos de 6rgaos dos quatis (FIGURA 4
B).
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FIGURA 4 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,5 % PARA COMPLEXO M.
tuberculosis EM AMOSTRAS DE CULTIVO DOS QUATIS (Nasua nasua).

A. PCR geral para Complexo M. tuberculosis 1S6110 em isolados de cultivo
bacteriano. 1: marcador de peso molecular de 100 bp; 2: controle positivo (M.
tuberculosis); 3: controle positivo (M. bovis); 4: branco; 5, 6 e 7: amostras positivas
dos quatis (com 123 bp).

B. PCR para diferenciacdo do Complexo M. tuberculosis. Perfil compativel com M.
bovis segundo HUARD et al. (2003). 1: marcador de peso molecular de 100 bp; 2: 16S
rRNA (com 543 bp); 3: Rv0577 (com 786 bp); 4: Rv1970 (sem produto); 5: Rv3877/8
(com 999 bp); 6: Rv3120 (sem produto).

3.4. DISCUSSAO

O presente estudo relata a primeira identificacdo de tuberculose bovina em
Nasua nasua. O relato anterior de infecgdo natural por M. bovis em quatis envolvia
uma espécie diferente, quati-de-nariz-branco (Nasua narica), e nao houve descri¢cao
do método de diagndstico definitivo (GRIFFITH, 1939).

Em relagcdo a tuberculinizagdo, outras micobactérias patogénicas e nao-
patogénicas, que apresentam antigenos em comum com M. bovis, sdo ubiquas do
ambiente, e freqlentemente infectam e sensibilizam os animais (RYAN et al., 2006).
Desse modo, o teste pode apresentar reacdes cruzadas, dificultando a correta
identificagdo do agente. Além disso, a tuberculinizagdo é uma forma inexata de
diagndstico em animais silvestres, pois os locais de administragao e a quantidade de
tuberculina variam muito, em decorréncia do tamanho dos animais ou da aplicagao
em locais alternativos (geralmente na palpebra) para possibilitar leitura adequada,
quando o animal ndo possa ser manejado ou sedado (STERNBERG et al., 2002).
No presente estudo houve possibilidade de manuseio dos animais, que foram
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submetidos a tuberculinizacdo padrdo como um teste de triagem para a posterior
realizacdo dos exames confirmatérios.

Para muitas espécies silvestres, nao existem exames ante-mortem
disponiveis até o momento e o diagnéstico da infeccdo por M. bovis depende
apenas de cultura e histopatologia (MICHEL et al., 2006). Dessa forma, os exames
realizados no lavado broncoalveolar foram de grande importancia para o
estabelecimento de um diagndstico ante-mortem da tuberculose nos quatis. Em
relacdo aos resultados laboratoriais, no caso especifico das micobactérias, o
crescimento das colbnias é lento, levando de 40 a 60 dias em meio de cultivo sélido
de Lowenstein-Jensen (BRASIL, 1994). No presente estudo, ocorreu o crescimento
de bacilos da tuberculose em meio de cultura apenas das lesées pulmonares
provenientes da necropsia, pois nas amostras de lavado broncoalveolar, apesar da
visualizagdo na baciloscopia, provavelmente os microrganismos ndo estavam mais
vidveis para cultivo bacteriano.

Na PCR do lavado broncoalveolar, apenas dois animais foram detectaveis
para amplificacao do segmento IS 6110 (EISENACH et al., 1990), provavelmente em
razdo da menor quantidade de material genético nas amostras provenientes deste
tipo de coleta. No entanto, as amostras do cultivo bacteriano foram positivas para o
método de tipificacdo baseado na PCR (HUARD et al., 2003), possibilitando a
confirmagdo da espécie infectante como M. bovis. O material isolado do cultivo
bacteriano, provavelmente por apresentar grande quantidade de microrganismos na
amostra, foi mais adequado para métodos menos sensiveis de biologia molecular,
como a tipificagdo por PCR. Deste modo, para o diagndstico molecular dos casos
suspeitos de tuberculose bovina na vida silvestre é essencial a associacdo de PCR
aplicada ao lavado broncoalveolar e ao cultivo bacteriano, fornecendo assim uma
poderosa ferramenta para auxiliar no estudo da transmissdo espacial, temporal e
entre espécies desse agente (MICHEL et al., 2006).

Conforme descrito anteriormente, o Cetas possui animais provenientes de
diversas regides do estado, muitas vezes com saude prejudicada e com historico
médico desconhecido. Nesse tipo de local, sinais vagos e nao especificos de
tuberculose podem passar despercebidos em animais que ndo sao facilmente
manejaveis (STERNBERG et al., 2002). Alem disso, contato intimo, areas comuns

para alimentacdo e fornecimento de agua de beber, dificuldade em desinfetar
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adequadamente areas externas e a exposicdo aos seres humanos favorecem a
manutencdo e a sobrevivéncia da tuberculose em animais de cativeiro (MICHEL et
al., 2003).

No presente estudo, os quatis foram provenientes de localidades diversas do
Estado do Parana e nao foram identificados individualmente em razdo do grande
fluxo de animais e da curta permanéncia dos animais no Cetas. Dessa forma, nao foi
possivel definir com precisdo como ocorreu a doenga, bem como quais animais
foram inicialmente infectados. No entanto, como os quatis apresentavam evolucoes
clinicas diferentes entre si, suspeita-se que um deles tenha sido exposto a
tuberculose antes da sua chegada ao Cetas, provavelmente por bovinos ou outras
espécies contaminadas, e quando locado no mesmo recinto que os demais quatis,
teria infectado os outros animais. A possibilidade de que outros mamiferos ou
mesmo funcionarios do Cetas tenham infectado os quatis € remota, pois nenhum
outro animal demonstrou sinais clinicos ou dados compativeis em necropsia € 0
unico funcionario positivo na tuberculinizacdo nao apresentava a doenca na forma
ativa.

Como o funcionario reagente na tuberculinizacdo n&o apresentava
imunossupressao e a espécie de micobactéria é atipica para os seres humanos, o
mesmo pode ter sido infectado pelo contato com os quatis, mas nao apresentar a
forma ativa da doenca. A tuberculose bovina deve ser considerada um fator de risco
a saude publica, sendo de especial importancia para individuos portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e outros tipos de imunossupressao, (MICHEL et
al., 2006). Entretanto, ainda sdo poucas as ag¢des que tratam da seguranca
ocupacional para tuberculose bovina, principalmente em relacdo a exposicao
enfrentada pelos profissionais que lidam com animais silvestres (O'BRIEN et al.,
2004). Ainda, a identificacdo da espécie M. bovis nos quatis foi importante, pois
evidenciou o risco potencial de transmissdo da doenca entre animais silvestres e
domésticos, podendo ser reservatério de importancia econdmica em regides de

criacao bovina.
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3.5. CONCLUSOES

A interpretacdo conjunta dos testes laboratoriais foi essencial para o
diagnéstico definitivo da tuberculose bovina nos quatis. A coloragcdo em lamina dos
bacilos provou-se util para obtencdo de um resultado imediato, porém foi pouco
sensivel e ndo distinguiu entre bactérias patogénicas e nao-patogénicas. A cultura
microbioldgica mostrou-se um meétodo sensivel, porém o crescimento das colénias
foi extremamente lento e o resultado pode demorar de 40 a 60 dias. A
obrigatoriedade da presenca de microrganismos viaveis na amostra foi outro fator
limitante, pois impossibilita 0 uso em amostras inadequadamente armazenadas.

A PCR mostrou-se especifica, rapida e capaz de detectar o agente em
amostras biolégicas ante e post-mortem dos quatis no sistema 1S6110. Embora a
tipificacdo por PCR ainda dependa de cultura prévia, o método foi capaz de
identificar especificamente a espécie de micobactéria envolvida.

Finalmente, calendarios de tuberculinizacdo e metodologias de coleta de
amostras devem ser padronizados para animais silvestres de cativeiro, em particular
para quatis. As medidas de controle e prevencao nesta espécie devem incluir o
manejo correto dos animais, o exame clinico detalhado e a necropsia de animais
suspeitos. O diagnéstico de tuberculose bovina em quatis alerta para a importancia
desta doenca em saude animal e saude publica, pois a crescente proximidade de
pessoas, animais domésticos e silvestres facilita o contato e a transmissao da

doenca entre estas espécies.
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4. CAPITULO 04 - IDENTIFICACAO DE Mycobacterium tuberculosis EM ANTAS
(Tapirus terrestris) NO BRASIL

(Parte desse trabalho foi apresentado no XVI Encontro da Associagéo Brasileira de Veterinarios de
Animais Selvagens — ABRAVAS, 2007. Sao Paulo, Brasil).

RESUMO

A tuberculose é uma doenca cronica grave, de distribuicdo mundial, que pode
afetar seres humanos, animais domésticos e silvestres. A bactéria Mycobacterium
tuberculosis tem sido documentada em espécimes silvestres em contato préximo e
prolongado com seres humanos. Em junho de 2006, uma anta ( Tapirus terrestris) do
Zoolégico Municipal de Curitiba, Parana, Brasil, apresentava episédios de tosse
cronica e historico de ébito de outras antas com suspeita de tuberculose. Amostras
de secrecdo nasal foram coletadas deste animal e submetidas ao cultivo bacteriano
e Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Apesar de ndo haver crescimento na
cultura, a PCR apresentou resultado detectavel para o Complexo Mycobacterium
tuberculosis. Nova coleta foi realizada por endoscopia em novembro de 2006, com
amostras de lavado broncoalveolar no mesmo animal e em outro do mesmo recinto.
As amostras foram encaminhadas para realizacdo de exames laboratoriais. A
baciloscopia e a PCR realizadas diretamente do lavado broncoalveolar foram
negativas para ambos os animais. Entretanto, uma amostra apresentou crescimento
de colbnias compativeis com micobactérias. A PCR do isolado obtido a partir da
cultura identificou o agente como Mycobacterium tuberculosis. Todos os cinqlenta
funcionarios do zoolégico foram submetidos ao teste de tuberculinizacao
intradérmica, quatro foram reagentes, mas apresentaram exame radiografico e
baciloscopia negativos. A identificacdo de Mycobacterium tuberculosis em antas
pelos testes laboratoriais, alerta para o potencial risco de transmissdo da infeccao

entre seres humanos e animais silvestres.

PALAVRAS-CHAVE: animais silvestres, antas, diagnéstico, PCR, tuberculose.
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IDENTIFICATION OF Mycobacterium tuberculosis IN TAPIRS (Tapirus terrestris) IN
BRAZIL

ABSTRACT

Tuberculosis is a severe chronic disease, found worldwide, that may affect
human beings, livestock and wildlife animals. The Mycobacterium tuberculosis
bacterium has been reported in captive wildlife populations in close and prolonged
contact with human beings. On June, 2006 a tapir (Tapirus terrestris) from Curitiba
Zoo, Parana, Brazil, presented chronic coughing and history of previous death of
other tapirs with lesions compatible with tuberculosis. Nasal secretion samples were
collected from this animal and submitted to bacterial culture and Polymerase Chain
Reaction (PCR). Despite absence of culture growing, PCR presented a detectable
result to the Mycobacterium tuberculosis Complex. New sampling was performed
through endoscopy on November, 2006, with samples of broncoalveolar lavage from
the same animal and other from the same confinement. Baciloscopy and PCR
performed directly from broncoalveolar lavage were negative for both animals.
However, one sample presented colony growth compatible with mycobacteria. PCR
performed on culture isolate identified the agent as Mycobacterium tuberculosis. All
fifty zoo employees were submitted to tuberculin skin test, four were reagent but
presented negative radiographic exam and baciloscopy. Identification of
Mycobacterium tuberculosis in tapirs through laboratory tests, alerts for the potential

transmission risk among human beings and wildlife animals.

KEY WORDS: wildlife, tapirs, diagnosis, PCR, tuberculosis.
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4.1. INTRODUCAO

A tuberculose afeta animais e seres humanos do mundo inteiro e é
principalmente causada pelo Complexo Mycobacterium tuberculosis (PATE et al.,
2006), formado por Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti,
Mpycobacterium canettii, Mycobacterium caprae € Mycobacterium pinnipedii (VAN
SOOLINGEN et al., 1997; ARANAZ et al., 1999; COUSINS et al., 2003; HUARD et
al., 2003). Essas bactérias apresentam uma alta homogeneidade na sequéncia de
nucleotideos do material genético, apesar de variarem em certos aspectos como
patogenicidade e preferéncia de hospedeiros (HUARD et al., 2003).

A espécie M. tuberculosis, considerada primariamente um patégeno humano,
tem sido relatada mais freqiientemente em espécies silvestres que vivem em contato
préximo e prolongado com seres humanos (MICHALAK et al,, 1998) ou animais
domésticos. Nesse cenario, 0s zooldgicos se encontram em uma situagéo particular
de preocupacado em saude publica, devido ao contato préximo entre animais e seres
humanos suscetiveis a tuberculose, especialmente tratadores dos animais e
visitantes das atracdes ou exibicdes (OH et al., 2002). Os animais dos zooldgicos
podem agir como reservatérios da doenca, interferindo em programas de controle da
doenca em seres humanos e outros animais (MICHEL et al.,, 2003). Além disso,
contato intimo em cativeiro, areas comuns para alimentagéo e fornecimento de agua
de beber, dificuldade em desinfetar adequadamente areas externas e a exposicao
aos visitantes favorecem a manutengcdo e a sobrevivéncia da tuberculose nesses
locais (MONTALI et al., 2001).

Dessa forma, realizar o diagnéstico da tuberculose nos animais silvestres € de
extrema importancia tanto para saude publica como para saude animal (RYAN et al.,
2006). Entretanto, a identificacdo da tuberculose nessas espécies &€ complexa, pois
muitas vezes o método utilizado comumente para os seres humanos ou para 0s
animais domésticos ndo pode ser utilizado para os silvestres. Além disso, nao
existem requisitos oficiais ou recomendacdes para testes regulares, nem padrdes de
referéncia para realizar e interpretar os exames em animais silvestres (STERNBERG
et al., 2002).
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As antas, Tapirus terrestris (Perissodactyla, Tapiridae), estdo presentes desde
Colédmbia e Venezuela, até o Norte da Argentina e Sul do Brasil (NOWAK, 1991).
Esses animais parecem ser altamente susceptiveis a tuberculose. Foram
encontrados relatos de infeccao por M. tuberculosis em uma anta do Jardim
Zoolégico Nacional da Africa do Sul, com diagndstico realizado post-mortem por
cultura e detecgao molecular (MICHEL et al., 2003), e em Zoolégico da Suécia, com
identificagdo realizada igualmente de forma post-mortem por cultivo bacteriano
(STERNBERG et al., 2002).

O presente artigo teve por objetivo a identificacdo de M. tuberculosis em antas
em Zooldgico Municipal de Curitiba, associando técnicas de diagnéstico ante-
mortem para tuberculose, incluindo cultivo bacteriano, baciloscopia e detecgcao
molecular; e ainda enfatizar a importancia da identificacido desses microrganismos

em animais silvestres de cativeiro.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Histérico

Em 1999, veio a 6bito um espécime de T. terrestris do Zooldgico Municipal de
Curitiba, Parand, Brasil que apresentava problemas respiratorios. O diagnéstico foi
sugestivo de tuberculose, pois a necropsia, 0 animal apresentava-se magro, com
massas endurecidas e alguns abscessos nos pulmdes, com todos os lobos afetados.
O baco apresentava pequenas manchas puntiformes esbranquicadas. Na ocasiéo,
0s espécimes restantes foram tuberculinizados, mas apresentaram resultados
negativos.

Posteriormente, em 2001, outro espécime também veio a ébito apresentando
emagrecimento progressivo e episddios de tosse. No laudo de necropsia, constava
que os pulmodes estavam muito alterados, com trés tipos de anomalias: l6bulo apical
direito enegrecido com muito liquido seroso e tecido pulmonar necrosado, varios
abscessos com diametro de aproximadamente 1,5 a 2 cm contendo pus amarelo,

aspecto cremoso por todo o parénquima pulmonar em todos os I6bulos e pequenos
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ndédulos amarelados e endurecidos com aspecto de couve-flor nos dois I6bulos
basais e no parénquima pulmonar, ndo em quantidade muito grande. O diagndstico
obtido pelo exame necroscépico foi de pneumonia, pois na ocasidao os resultados

nao foram conclusivos para tuberculose.

4.2.2. Animais e Amostras

Em julho de 2006 foi realizada uma coleta de secrecdo das narinas por
esfregaco nasal em um espécime de T. terrestris fémea do Zoolégico Municipal de
Curitiba, Parana, Brasil, pois foi relatado por veterinario responsavel que o animal
apresentava tosse. Além disso, havia histérico de ébito de animal do mesmo recinto
com lesdes pulmonares na necropsia, levando a suspeita de tuberculose. Apds
contencao quimica foram realizadas coletas de varias aliquotas de ambas as narinas
do animal com o auxilio de um swab. Este foi embebido em solugéo fisioldégica apos
a realizacao do esfregaco e encaminhado para realizacdo de exames de cultivo
bacteriano e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Posteriormente, em novembro de 2006, foram realizadas radiografias
toracicas e coletadas amostras de lavado broncoalveolar na mesma fémea da coleta
anterior e outro macho, ambos com histérico de tosse produtiva constante e suspeita
de tuberculose (FIGURA 5). Apds contencao quimica com utilizacao de azaperone
160 mg mais cloridrato de medetomidina 1 mg intramuscular para o primeiro animal
e azaperone 160 mg mais meperidina 200 mg intramuscular para o segundo animal,
foi realizado exame clinico geral e o trato respiratério superior e inferior foi avaliado
por endoscopia nasal, com coleta de amostras de lavado broncoalveolar. Foi
realizada visualizacao das estruturas respiratérias e secrecées com o endoscépio.
As amostras foram obtidas préximo a bifurcacao traqueal (carina) apés a infusdo de
60 ml de solugao fisiol6gica, fracionada para minimizar a pressao excessiva nos
alvéolos. O liquido introduzido foi removido por sucg¢do, com seringa de 60 mL,
devidamente identificadas. Concluida a aspiracdo da amostra, a seringa foi
desacoplada da sonda e colocada em uma caixa de isopor com gelo, em seguida
encaminhada imediatamente ao laboratério para analise do material (BIAVA et al.,
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2007). Uma aliquota de lavado broncoalveolar de cada animal foi enviada para
cultura, baciloscopia e PCR.

FIGURA 5 - ANTAS (Tapirus terrestris) DO ZOOLOGICO MUNICIPAL DE
CURITIBA, PARANA, BRASIL. A. MACHO. B. FEMEA.

4.2.3. Tuberculinizacao dos Funcionarios

Foi realizado o teste de tuberculinizagdo simples em todos os 50 funcionarios
do zooldgico, com utilizacdo de tuberculina (PPD-Rt23) aplicada por via
intradérmica, no terco médio do antebrago esquerdo, na dose de 0,1 ml equivalente
a 2 unidades tuberculinicas (BRASIL, 2002).

4.2.4. Cultivo Bacteriano e Baciloscopia

As amostras de secrecao nasal e de lavado broncoalveolar foram enviadas
para Laboratérios Estaduais da Saude e da Agricultura do Parana para cultivo
bacteriano. O material foi homogeneizado e varias aliquotas da mesma amostra
foram descontaminadas com solugdo de NaOH 4 % e posteriormente neutralizadas
com solucdo de HCI 1,0 N. Ap6s a neutralizagdo, os sedimentos foram semeados
em tubos contendo meio de cultura sélido de Lowenstein-Jensen. As culturas foram
incubadas a 37 °C e controladas semanalmente para verificar o crescimento de
colénias durante 40 a 60 dias (BRASIL, 1994).
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A baciloscopia para visualizacao de possiveis bacilos alcool-4cido resistentes
foi realizada nas amostras de lavado broncoalveolar por coloracdo de Ziehl-neelsen,

segundo técnica do Manual de Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 1994).

4.2.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase

As amostras de secrecdo nasal, de lavado broncoalveolar e dos isolados
obtidos no cultivo bacteriano foram enviadas para Laboratério Estadual de Saude do
Parana para realizacdo da PCR. A extracao e a purificacdo do DNA das amostras de
secrecdo nasal e do lavado broncoalveolar foram realizadas por kit comercial
(NucliSens, bioMérieux bv, Boxtel, Holanda) originado a partir do método
desenvolvido por BOOM et al. (1990), enquanto que a extragao e a purificacdo do
DNA dos isolados obtidos no cultivo foram realizados por choque térmico, como
descrito na pagina 50 (capitulo 3).

Para todos os protocolos de PCR também foram preparadas rea¢cdes como
descrito anteriormente na pagina 50 (Capitulo 3).

Inicialmente, as amostras de secrecao nasal da anta fémea, assim como de
lavado broncoalveolar e dos isolados obtidos no cultivo dos animais foram
submetidas a amplificacdo da regidao 1S6110, que identifica indiferenciadamente
membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis, pela utilizacdo de pares de
oligonucleotideos descritos anteriormente (EISENACH et al., 1990), que resultam
em amplificacdo de segmentos de DNA de 123 pares de bases (bp). Todas as
baterias de reacédo foram acompanhadas por um controle da reacao ou branco (5 pl
de agua ultrapura) e um controle positivo (5 ul de DNA de M. tuberculosis H37 Rv
cepa ATCC 27294 ou M. bovis cepa ATCC 19210). Além disso, foi realizada nas
amostras a PCR para amplificacdo da regidao 1S1245, que detecta Mycobacterium
avium por fragmentos de 140 bp (NAKATANI, 2002). Todas as baterias de reacéao
foram acompanhadas por um controle da reacao ou branco (5 pl de agua ultrapura)
e um controle positivo (5 pl de DNA de M. avium cepa ATCC 25291).

Posteriormente, as amostras dos isolados obtidos no cultivo bacteriano do
lavado broncoalveolar, foram submetidas a uma tipificacdo por PCR especifica que
diferencia as espécies do Complexo M. tuberculosis como descrito anteriormente na
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pagina 51 (Capitulo 3). O resultado das amplificacbes forma um painel de
identificacdo das espécies segundo método descrito por HUARD et al. (2003).

O programa de amplificagdo, o processamento das reacdes e a visualizacao
foram realizados como descrito anteriormente na pagina 51 (Capitulo 3).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Achados Clinicos

Na avaliacdo clinica, os animais apresentaram tosse e secrecao nasal. No
histérico clinico, as antas examinadas também apresentaram varios episodios de
tosse, além de relatos de dificuldade respiratéria e corrimento nasal abundante e
purulento. Na radiografia pulmonar, ndo foi possivel caracterizar areas de aumento
da radiopacidade pulmonar, que seriam indicativas de lesdes por tuberculose
(FIGURA 6).

Durante a endoscopia para a coleta de lavado broncoalveolar, no trato
respiratério superior e inferior, verificou-se a presenca de secrecao nasal e de
grande quantidade de secrecdo traqueal, alteracbes na carina e nos brénquios
principais. Grande quantidade de secreg¢do purulenta foi expelida por tosse em
ambos os animais apds a endoscopia e as amostras obtidas permitiram observar

grande quantidade de células inflamatérias.
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FIGURA 6 - RADIOGRAFIAS PULMONARES DE ANTAS (Tapirus terrestris). A.
MACHO. B. FEMEA.

4.3.2. Tuberculinizacao

Quatro dos cinquienta funcionarios (8 %) foram reagentes a tuberculinizacéo.
No entanto, nenhum desses funcionarios apresentou visualizagdo de bacilos alcool-
acido resistentes a baciloscopia do escarro, nem alteragdes visiveis a radiografia
toracica.

4 .3.3. Isolamento Bacteriano

No cultivo bacteriano proveniente da coleta de secrec¢édo nasal inicial, houve
contaminacdo e crescimento de bactérias oportunistas no meio de cultura,
impossibilitando o possivel crescimento de micobactérias. Ja no cultivo das amostras
de lavado broncoalveolar, houve crescimento de colbnias caracteristicas de
micobactérias somente na amostra do animal macho.

Na baciloscopia do lavado broncoalveolar ndo foi possivel visualizar bacilos
alcool-acido resistentes em nenhuma das amostras.
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4.3.4. PCR e Diferenciacao de Espécies

Houve a amplificacdo da regidao IS6110 por PCR da secrecao nasal inicial,
com aparecimento de bandas discretas e do isolado proveniente do cultivo do animal
macho (FIGURA 7 A). Em contrapartida, nao foi detectavel em nenhum dos animais
a amplificacao direta do lavado broncoalveolar. A amplificacdo do fragmento 1S1245
nao foi detectdvel em nenhuma das amostras. Posteriormente, houve amplificacao
dos fragmentos do método de tipificacdo por PCR no isolado do cultivo bacteriano
obtido a partir do lavado broncoalveolar, identificando a espécie da micobactéria
infectante como Mycobacterium tuberculosis no animal macho (FIGURA 7 B).

| — 600bp

—100bp — 100bp

FIGURA 7 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,5 % PARA COMPLEXO
M. tuberculosis EM AMOSTRAS DE CULTIVO DAS ANTAS (Tapirus terrestris).
A. PCR geral para Complexo M. tuberculosis 1IS6110 em isolado de cultivo
bacteriano. 1: amostra positiva do animal macho (com 123 bp); 2: branco; 3:
controle positivo (M. tuberculosis); 4: marcador de peso molecular 100 bp. B. PCR
para diferenciacdo do Complexo M. tuberculosis. Perfil compativel com M.
tuberculosis segundo protocolo de HUARD et al. (2003). 1: 16S rRNA (com 543
bp); 2: Rv0577 (com 786 bp); 3: Rv1970 (com 1116 bp); 4: Rv3877/8 (com 999 bp);
5: Rv3120 (com 404 bp); 6: marcador de peso molecular 100 bp.

4.4. DISCUSSAO

A tuberculose é importante em animais de zooldgicos porque é dificil repor as
espécies raras e porgue eles apresentam potencial econémico, perdas sentimentais
e potencial risco a saude publica (MICHEL et al., 2003). Em relagdo ao diagndstico
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da tuberculose em antas, na maioria dos casos, a confirmacdo da infecgdo foi
realizada apenas post-mortem (STERNBERG et al., 2002; MICHEL et al., 2003). O
presente estudo relata a primeira identificacdo de tuberculose por Mycobacterium
tuberculosis em Tapirus terrestris no Brasil. Ap6s a confirmacdo da infecgdo por
meio dos exames nas amostras de lavado broncoalveolar, o animal positivo para
tuberculose recebeu tratamento especifico com a utilizacdo de associacdo de
isoniazida e rifampicina mais pirazinamida, via oral, com duragédo de seis meses e
com melhora dos sinais clinicos. Dessa forma, os exames realizados no lavado
broncoalveolar foram de grande importancia para o estabelecimento de um
diagnéstico ante-mortem da tuberculose nas antas e possibilitaram o tratamento
precoce do animal doente, contribuindo para a preservacao das espécies silvestres.

No presente estudo, ocorreu o crescimento de bacilos da tuberculose em
meio de cultura apenas nas amostras do animal macho, enquanto que nado houve
crescimento nas amostras de lavado broncoalveolar da fémea, que foi
primeiramente detectavel para amplificacdo por PCR na secregdo nasal inicial.
Provavelmente, isso se deve ao fato de que durante a coleta de lavado
broncoalveolar da fémea, ndo havia bacilos em quantidade suficiente para o cultivo,
ou eles ndo estavam mais viaveis na amostra. Além disso, ndo houve visualizacao
na baciloscopia, provavelmente porque é um método menos sensivel que o cultivo
bacteriano, sendo necessario uma quantidade minima de 5000 a 10000 bacilos / mL
na amostra para visualizacdo positiva na baciloscopia, enquanto que para cultivo
sa0 necessarios apenas uma quantidade minima de 10 a 100 bacilos viaveis na
amostra (BRASIL, 1994).

A PCR realizada diretamente do lavado broncoalveolar ndo foi detectavel,
provavelmente em razao da menor quantidade de material genético nas amostras
provenientes deste tipo de coleta e da grande quantidade de células inflamatérias na
amostra, que tornaram inadequada a extragdo do material genético. No entanto, as
amostras do cultivo bacteriano foram positivas para o método de tipificagcdao baseado
na PCR, possibilitando a confirmacédo da espécie infectante como M. tuberculosis,
segundo HUARD et al. (2003). O material isolado do cultivo bacteriano,
provavelmente por apresentar grande quantidade de microrganismos na amostra, foi
mais adequado para métodos menos sensiveis de biologia molecular, como a

tipificagdo por PCR. Deste modo, para o diagnéstico molecular dos casos suspeitos
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de tuberculose na vida silvestre é essencial a associacdo de PCR aplicada ao
lavado broncoalveolar e ao cultivo bacteriano, fornecendo assim uma poderosa
ferramenta para auxiliar no estudo da transmissdo espacial, temporal e entre
espécies desse agente (MICHEL et al., 2006).

As T. terrestris estudadas nasceram no proprio zooldgico, sendo filhos de
animais também residentes no local, que apresentavam histérico de problemas
respiratérios e contato com outros animais que vieram a 6bito com suspeita de
tuberculose. Descobrir como ocorreu a infecgdo inicial € muito dificil, pois ha
historico de problemas respiratorios nas antas ha muitos anos no mesmo recinto e
0s exames realizados até o momento ndo haviam sido conclusivos para tuberculose.
Apesar da espécie de micobactéria encontrada nos animais ser primariamente um
patdgeno humano, ndo se pode identificar quem transmitiu a doenca a esses
animais. Como nenhum funcionario atualmente apresenta a doencga na forma ativa,
acredita-se que a doenca pode ter sido transmitida por funcionarios antigos, que néao
facam parte do corpo atual, ou até mesmo por visitantes do zool6gico que podem ter
um contato préximo com esses animais nos recintos de exposi¢do. Ainda, algum
animal pode ter sido infectado antes da sua chegada ao zoolbégico e quando locado
no mesmo recinto, transmitiu a doenca aos demais.

Em relacdo aos funcionarios reagentes a tuberculinizacdo, é provavel que
eles tenham adquirido a infeccdo fora do zool6gico, pois embora evidéncias de
transmissdo de seres humanos para animais de M. tuberculosis tenha sido descrita,
existe pouca documentacdo de transmissao zoonética para humanos (OH et al.,
2002). No entanto, como rotas de transmissdo entre as espécies nado foram
comprovadas, é necessaria a continuidade da vigilancia para fontes de transmissao.
Dessa forma, apés a identificacdo do agente da tuberculose nas antas, os tratadores
passaram a manejar esses animais com a utilizacdo de equipamentos de protecao
individual, para evitar a transmissdo da doencga.

Um fator que pode influenciar a emergéncia da doenca é o numero de seres
humanos em contato com esses animais silvestres, levando a um aumento do nivel
de M. tuberculosis sendo disseminado no ambiente, resultando na infecgdo para a
populacdo silvestre (ALEXANDER et al, 2002). Maior atencdo tem sido
proporcionada ao potencial zoonético de doencas emergentes na populacao
silvestre e o risco que eles representam para a saude humana. Menor atencéo, no
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entanto, tem sido dada para o inverso, que seria a possibilidade do risco de doencas
que os seres humanos podem transmitir para a vida silvestre (ALEXANDER et al.,
2002). Dessa forma, a pesquisa é essencial para uma melhor compreensdao da
epidemiologia de M. tuberculosis em animais silvestres.

4.5. CONCLUSOES

A interpretacdo conjunta dos testes laboratoriais foi essencial para o
diagndstico definitivo da tuberculose nas antas. A cultura microbiolégica mostrou-se
um método sensivel, porém o crescimento das coldnias é lento e o resultado pode
demorar de 40 a 60 dias. A obrigatoriedade da presenca de microrganismos viaveis
na amostra foi outro fator limitante, pois impossibilita 0 uso em amostras com os
agentes inativados. A PCR mostrou-se especifica, rapida e capaz de detectar o
agente em amostras bioldgicas ante-mortem das antas no sistema 1S6110. Embora
a tipificagdo por PCR ainda dependa de cultura prévia, o método foi capaz de
identificar especificamente a espécie de micobactéria envolvida.

Metodologias de coleta de amostras, principalmente ante-mortem devem ser
padronizadas para animais silvestres de cativeiro, em particular para antas, para
permitir a possibilidade de um tratamento eficaz. O presente estudo evidencia a
possibilidade da transmissdo da tuberculose entre seres humanos e animais
silvestres e enfatiza a importancia de adesdo a medidas rigidas de controle de
infeccdo durante o manejo dos animais. Aconselha-se inclusive a realizagcdo de
exames periddicos nos animais e funcionarios para manutencdo da saude em
ambientes de trabalho.

As populacdes silvestres suscetiveis podem ser negativamente afetadas pelo
aumento da exposicdo a seres humanos e seus patdégenos. Uma melhor
compreensao dessas dinamicas da transmissao de doencgas entre seres humanos e
a vida silvestre é essencial tanto para o desenvolvimento de programas efetivos de
saude publica como para a manutencdo e preservacao das espécies silvestres em

cativeiro.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

1. A tuberculose causada por Mycobacterium bovis apresenta grande
importancia para saude publica, saude animal e producao animal. A implantacédo de
programas de controle e erradicacao eficazes é de extrema importancia para reduzir
a prevaléncia e a incidéncia da doencga no Brasil.

2. Existe pouca informacéao a respeito da tuberculose em animais silvestres no
Brasil. Ha necessidade de maior atencao em relacéo a existéncia e a transmissao da
tuberculose, causada tanto por M. bovis quanto por M. tuberculosis, entre espécies
domésticas, silvestres e os seres humanos.

3. A PCR mostrou-se especifica, rapida e capaz de detectar o agente em
amostras biolégicas ante e post-mortem dos quatis e antas no sistema 1S6110.
Embora a tipificacdo por PCR ainda dependa de cultura prévia, 0 método foi capaz
de identificar especificamente a espécie de micobactéria envolvida. A interpretacéo
conjunta dos testes laboratoriais foi essencial para o diagnéstico definitivo da
tuberculose nas espécies animais estudadas.

4. O diagnoéstico de M. bovis em quatis alerta para a importancia desta
doenca em saude animal e saude publica, pois a crescente proximidade de pessoas,
animais domésticos e silvestres facilita o contato e a transmissao da doenca entre
estas espécies.

5. A deteccao de M. tuberculosis em antas alerta para a importancia desta
doenca em populacoes silvestres suscetiveis, que podem ser afetadas pelo aumento
da exposicdo a seres humanos e seus patdégenos. Uma melhor compreensao
dessas dindmicas da transmissdao de doencas entre seres humanos e a vida
silvestre € essencial tanto para o desenvolvimento de programas efetivos de saude
publica como para a manutencdo e preservacao das espécies silvestres em

cativeiro.



ANEXO 1: Aprovacao do Comité de Etica

Universidade Federal do Parana
= == Setor de Ciéncias Agrarias
U F P R Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 020/2006, referente ao projeto
“Diagnéstico molecular das subespécies do Complexo Mycobacterium
tuberculosis e identificacdo do Mycobacterium avium em amostras supeitas
humanas e animais”, sob a responsabilidade de Patricia Sayuri Murakami, na
forma em que foi apresentado, foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias, em reunido realizada dia 29 de junho
de 2006. Este certificado refere-se somente ao uso de animais ndo-humanos e
expira em 31 de julho de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 020/2006, regarding the project “Molecular
diagnosis of the Mycobacterium tuberculosis Complex subspecies and
identification of Mycobacterium avium in human and animal suspect samples”,
in charge of Patricia Sayuri Murakami, in the terms it was presented, was
approved by the Animal Use Ethics Committee of the Agricultural Sciences
Campus of the Universidade Federal do Parana (Federal University of the State
of Parana, Southern Brazil) during session on June 29, 2008. This certificate
refers exclusively to the use of non-human animals and expires on July 31,
2007.

Curitiba, 29 de junho de 2006

Presidente

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
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ANEXO 2: Aprovacao do projeto inicial na Fundacao Araucaria
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EM CIENCIA E TECHOLOGIA PARA O SUS

A Direforia Ewscutva da Fundagdo Araucana de Apoic ao Deserwohimento Cientifico e
Tecnologios do Parana toma publito o resultado da anafse & aprovagao dos projeios de auwxio
financeiry encaminhados em atendimento 3 Chamada de Projetos 0872005 — “Projetos de
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ANEXO 3: Solicitacao de Autorizacao do Ibama (em tramite)

Extrato da solicitacao

RESSALVA: Este extrato refere-se ao registro de solicitagdo de autorizagédo no sisbio e ndo tem carater autorizador.
Dados basicos

N° da solicitagao: 10719

Tipo da solicitagdo: Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Situagdo: Solicitagdao devolvida para corregao

Titulo: Identificagdo molecular das subespécies do Complexo Mycobacterium tuberculosis em amostras suspeitas humanas e animais
A solicitacdo envolve espécie ameagadas de extingdo: SIM

Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Dados do pesquisador

Pesquisador: Alexander Welker Biondo

CPF: 104.159.508-56

Endereco: Rua Odilon de Santa Rita Borba, n° 65

Bairro: Bacacheri

Cidade: CURITIBA- PR

CEP: 82510-260

Fone: 3357-1935

FAX: 3350-5623

E-mail: abiondo@uiuc.edu

MEMBROS DA EQUIPE
N° Nome do pesquisador = Nacionalidade Funcao Situagdo

manejo dos animais e

1 Marcelo Bonat Brasileira Estado inicial
coleta de amostras
2 Oneida Lacerda Brasileira MEEND S5 EREE @ Estado inicial
coleta de amostras
3 | Patricia Sayuri Murakami Brasileira RIS @ PrOEREsEmEr @ e Submet|,dp
amostras para analise
4 Ricardo Guilherme D "Otaviano de . manejo dos animais e Submetido
Castro Vilani coleta de amostras para analise
5 | Sueli Massumi Nakatani Brasileira PIOEEEER MR 6 Estado inicial

amostras

ITEM(S) INCLUIDOS(S) NA SOLICITACAO
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OPERACAO

Ver curriculo

Ver curriculo



Descricio do item

Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ
Recebimento de amostras bioldgicas provenientes do exterior

Envio de material bioldgico ao exterior

Local da pesquisa

Zooldgico Municipal de Curitiba

Centro de Triagem de Animais Silvestres

LOCAL(IS) DA PESQUISA
Bioma

Mata Atlantica

Mata Atlantica

Tipo do item -

Atividades
Atividades

Atividades

Municipio
CURITIBA

TIJUCAS DO SUL

TAXON(S) X ATIVIDADES INCLUIDO(S) NA SOLICITACAO

Téxon =¥ Classificacao superior
Especie Cebus apella Primatas
Especie Cebus apella Primatas
Especie Nasua nasua Carnivoros
Especie Nasua nasua Carnivoros
Especie Nasua nasua Carnivoros

Familia Tayassuidae Outros mamiferos

Outros mamiferos

Familia Tayassuidae

Genero Tapirus Outros mamiferos

Qtd Prevista

Atividade

Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ

Envio de material bioldgico ao exterior

Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ

Envio de material bioldgico ao exterior

Recebimento de amostras bioldgicas provenientes do exterior

Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ

Envio de material bioldgico ao exterior

Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ

PR

PR
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Situagdo
Submetido para
analise
Submetido para
analise
Submetido para
analise

Situagdo
Submetido para
analise
Submetido para
analise

Situagdo
Sujeito a
liberagao

automatizada

Sujeito a
liberacao

automatizada

Sujeito a
liberagao

automatizada

Sujeito a
liberagao

automatizada

Submetido
para analise
Sujeito a
liberagao

automatizada

Sujeito a
liberagao

automatizada

Sujeito a
liberagao

automatizada
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Genero Tapirus

Genero Tapirus

Carnivoros

Outros mamiferos
Primatas
Carnivoros
Outros mamiferos

Primatas

Centro de Diagnostico Marcos Enrietti

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Centro de Diagnostico Marcos Enrietti - CDME
Pontificia Universidade Catdlica - PUC-PR
Secretaria Municipal do Meio Ambiente de Curitiba
Weill Medical College of Cornell University

Aquisicdo de Equipamentos e Materiais

Capacitagdo e Optimizacdo da Técnica de Diagndstico

Coleta e Processamento das Amostras

Outros mamiferos --- Envio de material bioldgico ao exterior

Outros mamiferos == Recebimento de amostras bioldgicas provenientes do exterior

TAXONS X MATERIAIS,METODOS, AMOSTRAS BIOLOGICAS DA SOLICITACAO

Grupo taxondmico Descri¢ao Tipo

Secregdes Amostras bioldgicas
Secregdes Amostras bioldgicas
Secregdes Amostras bioldgicas
Orgdos Amostras bioldgicas
Orgdos Amostras bioldgicas
Org&os Amostras bioldgicas

DESTINO(S) DO(S) MATERIAL(IS) BIOLOGICO(S)
Destino = Tipo do destino
=== laboratorio de pesquisa

Laboratério Estadual de Referéncia

Laboratério de Pesquisa

INSTITUICAO(OES) PARTICIPANTE(S)
Participacgdo

Processamento das amostras
Animais e Amostras

Animais e Amostras
Contraprova diagndstica

Nome da instituicdo =

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Descricio da atividade Data inicio =
01/07/2007 30/10/2007
01/07/2007 30/01/2008
01/07/2007 01/06/2008

Data Fim
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Sujeito a
liberagao
automatizada

Submetido
para analise

Situagdo
Sujeito a liberagdo
automatizada
Sujeito a liberagdo
automatizada
Sujeito a liberagdo
automatizada
Sujeito a liberagdo
automatizada
Sujeito a liberagdo
automatizada
Sujeito a liberagdo
automatizada

Situagdo
Estado inicial
Estado inicial

Submetido para
andlise

Situagdo
Estado inicial
Estado inicial
Estado inicial
Estado inicial

Situacdo
Submetido para
analise
Submetido para
analise
Submetido para
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Resultados e Publicagdes

Analise dos dados

Bacteriologia
Biologia Molecular
Medicina Veterinaria

Microbiologia

Nome do campo

01/07/2007

01/08/2007

ASSUNTOS ESTUDOS DA SOLICITACAO
Descricio do assunto ==

DADOS BASICOS DA SOLICITACAO
Descrigao

01/07/2008

30/06/2008
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analise
Submetido para
analise
Submetido para
analise

Situagdo
Submetido para
analise
Submetido para
analise
Submetido para
analise
Submetido para
analise

Situagdo

A tuberculose é uma infecgdo cronica grave causada por microrganismos do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), que afeta mamiferos do mundo inteiro,
inclusive os humanos (HUARD et al., 2003; PATE et al., 2006). Os membros classicos do CMT sdo o M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum e M.
microti, que apresentam uma alta homogeneidade na seqliéncia de nucleotideos, apesar de variarem em certos aspectos como patogenicidade e preferéncia de

hospedeiros (HUARD et al., 2003). Recentemente, trés novas espécies foram introduzidas no CMT: M. canetti (VAN SOOLINGEN et al., 1997), M. pinnipedii

(COUSINS et al., 2003) e M. caprae (ARANAZ et al., 1999).

Acredita-se que a tuberculose seja mais comum em animais silvestres de cativeiro que os de vida livre, pois geralmente vivem em maior proximidade com

humanos e animais domésticos, possibilitando a transmissédo de doengas entre essas espécies (MICHEL et al., 2003; PATE et al., 2006). Além disso, muitas vezes
esses animais vivem sob intenso estresse, alta densidade populacional e condigGes inadequadas de nutrigdo e higiene, tornando-os mais suscetiveis a infecgoes.
Nesses locais, sinais vagos e ndo especificos de tuberculose podem passar desapercebidos em animais que ndo sao facilmente manejaveis (STERNBERG et al.,
2002). Ainda, contato intimo, areas comuns para alimentagdo e fornecimento de agua de beber, dificuldade em desinfetar adequadamente areas externas e a

exposicao aos humanos favorecem a manutencgdo e a sobrevivéncia da tuberculose animais em cativeiro (MICHEL et al., 2003).

O impacto da tuberculose nas populagGes silvestres pode ainda ter significancia econdmica e epidemioldgica (O'BRIEN et al., 2004; PATE et al., 2006) quando a

Introdugao/Justificativa espécie € um reservatodrio de infecgdo para animais domésticos (BIET et al., 2005; CORNER, 2006), prejudicando programas de erradicacdo e controle da

tuberculose (COLEMAN & COOKE, 2001; ALEXANDER et al., 2002).
A tuberculose em animais silvestres, também pode ter importéncia em saude publica (BIET et al., 2005; CORNER, 2006), se eles sdo uma fonte de infecgdo para

profissionais ou tratadores que lidam com animais silvestres (GORTAZAR et al., 2005). Entretanto, aparentemente existem poucas agdes que tratam da
seguranca ocupacional para tuberculose zoonética, principalmente em relacdo a exposicao enfrentada pelos profissionais que lidam com animais silvestres

(O'BRIEN et al., 2004).

Alterado

Dessa forma, realizar o diagndstico da tuberculose nos animais silvestres é de extrema importancia para saude publica, salide animal e epidemiologia. Os testes

diagndsticos sdo ferramentas essenciais para controle da doenga (RYAN et al., 2006), no entanto, os métodos atualmente utilizados para o diagnéstico ndo

identificam diferenciadamente as espécies do CMT e podem ainda resultar em falso negativos ou inconclusivos. Além disso, os recursos sdo muito limitados, em
particular no diagndstico da doenga post-mortem ou na detecgdo do agente nos produtos e secregdes animais. Métodos moleculares como a Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) oferecem uma alternativa interessante para classificagdo e identificacdo dessas bactérias (HUARD et al., 2003). O método de detecgdo por

PCR é rapido, especifico e pode ser detectado mesmo apds a inativacdo do agente. Desse modo, o presente projeto objetiva estudar uma técnica para
diagndstico molecular aplicada a animais silvestres de cativeiro, que diferencie as diversas subespécies do CMT. A técnica é utilizada em conjunto com
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baciloscopia e cultivo bacteriano para uma identificagdo mais precisa do agente causador da tuberculose.

O presente projeto tem como objetivo geral atualizar e aprofundar conhecimentos sobre a tuberculose em animais silvestres em seus varios aspectos, assim

como suas implicagbes na area de saude publica e saide animal, com identificagdo dos microorganismos de forma molecular pela técnica da Reagdo em Cadeia

da Polimerase (PCR). Ainda, contribuir com um método diagndstico eficaz para buscar alternativas mais especificas de tratamento e possibilitar o Alterado
desenvolvimento de um perfil epidemioldgico da doenga, identificando quais as espécies de maior prevaléncia.

Como objetivo especifico, sera padronizado método de diagndstico molecular em laboratérios de referéncia do Estado do Parand para compor a rotina de

identificacdo da tuberculose em humanos, animais domésticos e animais silvestres. Sera avaliada a eficacia de um método capaz de identificar isoladamente as | Alterado
espécies do Complexo Mycobacterium tuberculosis, incluindo o M. tuberculosis, o M. bovis, o M. africanum, o M. microti, o M. canetti e o M. caprae.

O presente estudo sera realizado com amostras de animais silvestres de zooldgicos e centros de triagem de animais silvestres. Serdo realizadas radiografias
toracicas dos animais suspeitos, bem como tuberculinizagdo intradérmica simples dos animais com 0,1mL de tuberculina bovina. Também sera realizada
tuberculina nos funcionarios em contato com os animais suspeltos (MINISTERIO DA SAUDE 2002). Para os testes laboratoriais, a amostra ante-mortem utilizada
sera de lavado broncoalveolar. Apés sedagdo e anestesia, sera utilizado endoscépio para auxiliar a introdugdo da sonda até os bronquios. Uma quantidade de 10
mL a 60 mL de solugdo fisioldgica serd infundida com seringas descartaveis e aspirada novamente. Caso algum animal venha a ébito em decorréncia da
tuberculose ou se o protocolo estabelecido na instituicdo para evitar o risco de transmissdo for a eutandsia dos animais, sera realizada a necropsia e serdo
coletados fragmentos de pulmao e linfonodos para realizagdo de exames laboratoriais. Os animais que nao forem eutanasiados serdo submetidos a tratamento
com antibioticos especificos. As amostras de lavado broncoalveolar e os produtos de necropsia armazenados em solugdo fisioldgica serdo enviados refrigerados
para cultivo bacteriano, baciloscopia e Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em laboratérios de referéncia do Estado do Parana. Para cultivo bacteriano, o
material sera descontaminado com solugéo de NaOH 4%, neutralizado com solugdo de HCl 1,0 N, e os sedimentos semeados em tubos com meio de cultura de
Lowenstein-jensen. As culturas serdo incubadas a 37°C e controladas semanalmente para verlflcar o crescimento de colomas durante 40 a 60 dias. por
baciloscopia das amostras em coloragdo de Ziehl-neelsen, segundo Manual de Bacteriologia da Tuberculose (MINISTERIO DA SAUDE 1994). O material isolado
proveniente dos cultivos positivos para micobactérias, sera utilizado para realizagdo de PCR especifica para a diferenciagdo de espécies do CMT utilizando sete
pares de oligonucleotideos que amplificam as regides 16S rRNA, Rv0577, 1S1561, Rv1510, Rv1970, Rv3877/8, e Rv3120, formando um painel de identificagdo
das espécies segundo método descrito por HUARD et al. (2003), permitindo a classificagdo do agente em M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.
canetti ou M. caprae. Esses oligonucleotideos sdo baseados em regides de diferengas genoémicas, consistindo em segmentos de DNA que estdo presentes em M.
tuberculosis, mas diferenciadamente deletados em varios outros membros do CMT. As amostras de cultura serdo extraidas por técnica de quente-frio, que
consiste de trés ciclos de 30 minutos a 94°C e 30 minutos a -20°C para inativacdo do agente e liberagdo do material genético. O programa de amplificagdo
consistira em 5 minutos de desnaturacdo inicial a 94°C e 35 ciclos de amplificagdo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 57°C, 1 minuto a 72°C e um estagio final a
72°C por 10 minutos. O padrdo dos produtos de amplificagdo das reagdes sera visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de
etidio. O resultado sera visualizado com transiluminador ultravioleta e fotografado com sistema de fotodocumentagdo. A UFPR possui Convénio com a Weill
Medical College, Cornell University, Nova Iorque, EUA, sob a responsabilidade do Prof. Dr. John Ho, autoridade internacional no assunto. Este Convénio pressupde
o recebimento de kits doados para extragdo de DNA, e o envio de amostras bioldgicas para diagndstico. Deste modo, dentro do convénio técnico, as amostras
positivas na PCR, a exemplo do que ja é feito com amostras humanas e bovinas, poderdo ser enviadas para confirmagao diagndstica por seqlienciamento para a
Divisdo de Medicina Internacional e Doengas Infecciosas da Cornell University. Serdo enviados produtos obtidos na PCR e ndo o genoma completo extraido, de
modo a ndo caracterizar o envio de amostra bioldgica do acervo do banco genético nacional, nem tampouco amostra bioldgica infectante.

Com a pesquisa espera-se padronizar um método molecular eficaz para a identificagdo das espécies de micobactérias infectantes em animais silvestres de
cativeiro de zooldgicos e centros de triagem de animais silvestres. Além disso, espera-se obter informagdes a respeito da existéncia ou ndo de tuberculose nesses| Alterado
animais e de acordo com a espécie infectante, procurar estabelecer a forma de transmissdo prevalente nos locais pesquisados.
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ANEXO 4: Resumos apresentados no XVI Encontro da Associacao Brasileira
de Veterinarios de Animais Selvagens — ABRAVAS, 2007
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MOLECULAR DIAGNOSIS OF Mycobacterium tuberculosis IN TAPIRS (Tapirus
terrestris) FROM THE CURITIBA ZOO, PARANA

Patricia Sayuri Murakami'; Manoel Lucas Javorouski’; Marcelo Bonat’; Oneida Lacerda’; Sonia
Regina Brockelt’; Sonia Maria Biesdorf*; Sueli Massumi Nakatani’; Irina Nastassja Riediger';
Renata Benicio Neves Fuverki'; Janaina Biava®; Ricardo Guilherme D'Otaviano de Castro
Vilani'; Ivan Roque de Barros Filho'; Luiz Felipe M. Cavazzani'; Alexander Welker Biondo'.

‘Depmamemo de Medicina Veterindria, Universidade Federal do Parani. Rua dos Funcionarios
1.540, Curitiba, PR, 80035-050, abiondo@uiuc.edu; 2Zool()gicc Municipal de Curitiba;
*Laboratério Central do Estado — LACEN-PR; *Centro Diagnéstico Marcos Enrietti — CDME;
*Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu, SP.

The Mycobacterium tuberculosis Complex includes M. ruberculosis, M. bovis,
M. africanum and M. microti and its diagnosis may be difficult in wild animals as there
is no standard protocol for these species. Moreover, diagnosis in some wild species may
not be cfficient using traditional methods. Clinical diagnosis, particularly in tapirs
(Tapirus terrestris), may also be challenging since tuberculin tests are unclear and
clinical signs varies from non-specific signs to fast breathing, respiratory dyspnea and
presence of granulomatous injuries. In June 2006, two of the four tapirs of the Curitiba
Zoo presented episodes of chronic non-productive cough and discrete hyperthermia.
Bacterial culture was carried out from bilateral serous samples obtained by nasal swabs
in two tapirs, and polimerase chain reaction (PCR) performed on extracted DNA from
original sample. Although culture was non-productive and presented only growth of
opportunist bacteria, PCR was weakly positive for one of the samples following a
general protocol for detection of M. tuberculsis Complex. Unfortunately, extracted
DNA was not enough for more specific PCR protocols. New collection was scheduled
in November, 2006 and included sedation, anesthesia and endoscopy of the same two
tapirs with samples obtained by bronchoalveolar lavage (BAL). Samples were placed in
ice and taken to the Marcos Enrietti Center of Diagnosis (CDME) and Central
Laboratory of Parand State (LACEN-PR) and submitted to culture, baciloscopy and
PCR. Baciloscopy and PCR were performed directly from BAL and resulted negative
for both animals. All bacterial culture but one were negative, after 40 days of
incubation, and presented excessively bacterial contamination. PCR in this positive
culture sample showed positive results for M. mberculosis Complex and also for
Mycobacterium tuberculosis, with amplicon of predicted size. In our opinion, negative
PCR results obtained from BAL samples were probably caused by inflammatory cells
and bacterial contamination in these samples. Although Mycobacterium tuberculosis in
700 animals is known to be caused by human to animal infection and employees must
be screened for the disease, infected animals may serve as reservoirs and, associated to
environmental contamination, may frustrate effective disinfection. Therefore, specific \
identification of Mycobacterium tuberculosis in these two tapirs was very important for
zoonoses and public health since they may be source of infection to other animals,
employees and visitors while sharing common areas, particularly immuno-compromised
individuals such as children and aged adults.

Financial support: Fundagdo Araucaria (funding), UFPR-TN and Capes (fellowships).
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BRONCOALVEOLAR LAVAGE (BAL) TECHNIQUE IN TWO TAPIRS
(Tapirus terrestris) FOR DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS
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Evaluation of broncoalveolar lavage (BAL) through endoscopy is an important
tool for the cytological and microbiological diagnostic of respiratory diseases, however
several wild species may not allow its procedure due to possible anatomic differences.
The aim of the present study was to perform the BAL technique with endoscopy to
tapirs (Tapirus terrestris). Two adult tapirs, a male and a female, were clinically
examined, both with history of productive coughing and suspicious of tuberculosis,
from the Curitiba Zoo, Brazil. Following chemical restraint with azaperone 160 mg plus
medetomidine hydrochloride 1 mg IM to first animal and azaperone 160 mg plus
meperidine 200 mg IM to second animal, upper and lower respiratory tract were
evaluated by nasal endoscopy.The colonoscope (CF-140L, Olympus Co, USA), with
1.80 m length and 12.80 mm external diameter with light source 150 Watts allowed
casy access and adequate visualization of respiratory structures and secretions. Samples
were obtained near the Carina after infusion of 60 ml of saline solution 0.9%, fractioned
to minimize excessive pressure in the alveoli. The introduced fluid was removed by
suction with 60 ml syringe properly identified. Following sample aspiration, syringe
was detached from the catheter and placed into a polystyrene box with ice, taken to the
laboratory where the samples were centrifuged in cytocentrifuge (Revan Cytocentrifuge
2000 D) for 5 minutes. The cellular bottom formed on the glass slide was stained with
Schiffer Periodic Acid (PAS), Papanicolaou and Ziehl Nielsen, following standard
protocol. Slides were also stained with Diff-quick for differential cell evaluation in
microscope (500 cells). Mucopurulent secretion was observed in both upper and lower
respiratory tract, including throughout the trachea; tracheal edema near the Carina and
hyperemia of main bronchi. High amounts of purulent secretion were expelled by
coughing in both animals after the endoscopy. Special stained slides showed
predominance of inflammatory cells and bacteria compatible to Mycobacterium sp.
Obtained samples from BAL were also positive for bacterial culture in both animals and
also PCR positive for Mycobacterium tuberculosis.
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ANEXO 5: Resumo aceito para o Il Congresso Nacional de Saude Publica

Veterinaria

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Mycobacterium bovis EM QUATIS (Nasua nasua)

Patricia S. Murakamil, Ricardo G.O.C. Vilanil’z, Grazielle C.G. Soresiniz, Sonia R. Brockelt3,
Sonia M. Biesdorf“, Sueli M. Nakatani3, Irina N. Riediger3, Renata B. N. Fuverkil, Ivan R. de
Barros Filho', Alexander W. Biondo'.

1Depto Medicina Veterinaria, UFPR; Rua dos Funcionarios 1540, Curitiba-PR 80035-050,
abiondo@uiuc.edu; “CETAS; "LACEN-PR; ‘CDME.

Introducao: O diagndstico e controle das micobactérias que compdem o Complexo
Mycobacterium tuberculosis torna-se dificil em animais selvagens por ndo haver um
protocolo confidvel para estas espécies. Nos quatis (Nasua nasua), os estudos sobre
prevaléncia e sinais clinicos da tuberculose s@o escassos. Objetivos: Detectar a presenca de
Mycobacterium spp. em quatis do Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS),
localizado em Tijucas do Sul — PR, com suspeita de infec¢do, visto que semanas antes um
quati do mesmo recinto morreu apresentando lesdes pulmonares. Material e métodos: Em
dezembro de 2006, quatro quatis foram examinados através de contencdo com pugds, com
posterior sedacdo e anestesia. Realizou-se radiografia tordcica em cada animal; um deles
apresentou maior alteragdo pulmonar com dreas indicativas de lesdes por tuberculose, € os
demais possuiam nddulos pulmonares mais discretos. Realizou-se lavado broncoalveolar
(BAL) e aliquotas deste material foram enviadas ao Centro de Diagndstico Marcos Enrietti
(CDME) e ao Laboratério Central do Estado do Parand (LACEN) para cultura bacteriana em
meio de Lowenstein-Jensen, baciloscopia e rea¢do em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi
realizada a partir da extragdo do DNA em amostras de BAL e testou a presenga do Complexo
Mycobacterium tuberculosis pela regido IS6110 e Mycobacterium avium. Devido ao risco de
transmissdo do patdégeno para animais e humanos e auséncia de recinto de quarentena no
local, realizou-se eutandsia com posterior necropsia e amostras de pulmao e linfonodos foram
enviadas ao CDME para cultivo e ao LACEN para PCR. Resultados: Trés animais
apresentaram baciloscopia positiva, porém sem crescimento de coldnias caracteristicas de
Mycobacterium sp., provavelmente porque os bacilos vistos na lamina ja estavam inativados.
Dois quatis foram positivos para a amplificacio por PCR que identifica o Complexo M.
tuberculosis. A necropsia, foram observadas extensas lesdes nos pulmdes. A PCR direta da
amostra tecidual foi negativa em razao da menor sensibilidade do teste para amostras nao
provenientes de cultivo. A cultura mostrou crescimento de colonias compativeis com
micobactérias, a partir da qual realizou-se PCR para diferenciar as espécies do Complexo M.
tuberculosis. Os resultados foram compativeis com a presengca de M. bovis nas lesdes
pulmonares. Conclusdo: Suspeita-se que outros animais do CETAS que apresentavam a
doenca na forma cronica transmitiram-na por contato proximo com os quatis. O diagndstico
preciso e o controle da tuberculose nesses animais foi importante devido ao risco de
transmissdo para outros animais € humanos, representando um grave problema de sadde
publica.



