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Tuberculosis is a debilitating infecto-contagious disease, caused by an acid-fast bacillus
(AFB) that belong to different species of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC).
Mycobacteriosis are important diseases in veterinary medicine because of their zoonotic
potential and worldwide distribution, affecting all classes of vertebrates. In wild animals
the mycobacteriosis have been reported mainly as a problem in captivity. There are also
reports in free-ranging wildlife, endangering and hampering tuberculosis erradication pro-
grams in animal production. The diagnosis of the disease in wildlife is usually postmortem,
because the tuberculin test is not standardized for wildlife species, and also it is not reliable
for screening. The postmortem diagnosis is based on macroscopic findings, microscopic
detection of AFB at Ziehl-Neelsen staining (ZN), and mainly isolation and identification of
the agent. However, only gross and microscopic exams do not allow to distinguish the spe-
cies of Mycobacterium involved. The immunostaining with polyclonal anti-Mycobacterium
tuberculosis confirms tuberculosis infection, but is not specific; there may be marking of
other mycobacteria. The aim of this study was to describe the histologic findings, of ZN stai-
ning and immunohistochemistry technique (IHC) of 13 cases of wildlife herbivores diag-
nosed with tuberculosis in the Setor de Patologia Veterinaria of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) during the 2003- 2015 period. Formalin fixed paraffin
embedded tissues were recut, stained with hematoxylin and eosin and ZN, and samples
were submitted to the IHC (anti-M. tuberculosis marking, streptavidin-biotin peroxidase
method). All animals included were adults living in captivity and belonged to the follo-
wing species: llama (5/13), sambar deer (4/13), camel (1/13), red deer (1/13), Brazilian
tapir (1/13) and Nilgai antelope (1/13). The IHC revealed immunostaining of accentuated
(4/13), moderate (4/13) and discrete (4/13) intensity, except in a case with insufficient
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material. The histological features, findings in ZN staining and IHC in the wild herbivores
with tuberculosis lesions allowed the diagnosis of infection with Mycobacterium sp., tur-
ning into fast and efficient methods of diagnosis, which can help to prevent the spread of

this disease in animals from the same herd.

INDEX TERMS: Mycobacterium sp., tuberculosis, herbivores, camelids, deer, histopathology, immuno-

histochemistry, diagnosis.

RESUMO.- A tuberculose é uma enfermidade infectocon-
tagiosa, debilitante, causada por bacilos alcool-acido resis-
tentes (BAAR), pertencentes ao complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMT). As micobacterioses tém importancia
em Medicina Veterinaria devido ao seu potencial zoon6ti-
co e sua distribuicdo mundial, afetando todas as classes de
vertebrados. Em animais selvagens as micobacterioses tém
sido um problema relatado principalmente em cativeiro.
Contudo, ha relatos de sua ocorréncia também em animais
de vida livre, colocando em risco e dificultando os progra-
mas de erradicacdo da tuberculose em animais de produ-
¢do. O diagndstico nas espécies selvagens em geral é post
mortem, uma vez que o teste de tuberculina ndo esta pa-
dronizado para essas espécies, assim como ndo é confiavel
para triagem. Sao consideradas para o diagnoéstico lesoes
de necropsia, observagdo microscopica de BAAR na colo-
racao de Ziehl-Neelsen (ZN) e, principalmente, isolamento
e identificacdo do agente. No entanto, apenas os achados
morfolégicos macro e microscopicos ndo permitem distin-
guir a espécie de Mycobacterium envolvida. A técnica de
imuno-histoquimica (IHQ) com anticorpo policlonal anti-
-M. tuberculosis confirma a infec¢do pelo CMT, mas nio é
especifica, pois pode ocorrer marcagdo de outras micobac-
térias. As caracteristicas histolégicas, os achados na colo-
racdo de ZN e na IHQ de 13 casos de herbivoros selvagens
diagnosticados com tuberculose no Setor de Patologia Ve-
terinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(SPV-UFRGS) no periodo de 2003 a 2015 sdo descritos. A
partir das amostras em blocos de parafina foram confeccio-
nadas novas laminas histolégicas, coradas com hematoxili-
na e eosina (HE) e ZN. Cortes foram submetidos a técnica de
[HQ para detec¢dao do CMT. Todos os animais eram adultos,
provenientes de cativeiro e incluiram lhama (5/13), cervo
sambar (4/13), camelo (1/13), cervo vermelho (1/13),
anta brasileira (1/13) e antilope Nilgai (1/13). Na IHQ
observou-se imunomarcagdo acentuada (4/13), moderada
(4/13) ou discreta (4/13), exceto em um caso, em que nao
havia quantidade suficiente de material. As caracteristicas
histoldégicas, bem como os achados na coloragdo de ZN e na
técnica de IHQ confirmaram o diagndstico de infeccdo por
Mycobacterium sp. e foram considerados métodos rapidos
e eficientes, de forma que podem ajudar na prevencao da
disseminacdo da doenca em animais.

TERMOS DE INDEXAGAOQ: Mycobacterium sp., tuberculose, herbi-
voros, camelideos, cervideos, histopatologia, imuno-histoquimi-
ca, diagnostico.

INTRODUCAO
O género Mycobacterium compreende bactérias cocoba-
cilares pleomdrficas, aerébicas estritas, imoéveis, nao fila-
mentosas, ndo segmentadas, desprovidas de esporos ou

capsulas. Sdo parasitos intracelulares obrigatorios e tém
alta concentracao lipidica na parede celular, que lhes con-
fere a caracteristica de alcool-acido resisténcia. Esses lipi-
deos também estdo envolvidos na resisténcia do agente aos
mecanismos de defesa humorais do hospedeiro, na resis-
téncia a antimicrobianos, a desinfetantes acidos e alcalis e
a dessecagdo (Balian 1995, Cousins et al. 2004).

A tuberculose (TB) é uma enfermidade infectocontagio-
sa, cronica e debilitante (Ferreira Neto et al. 2014). Pode
ser causada por diferentes espécies de bactérias perten-
centes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT)
(Miller 2008, Lécu & Ball 2011), que inclui as espécies My-
cobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti,
M. microti, M. caprae e M. pinnipedii, sendo M. tuberculosis
a causa predominante de TB em humanos e elefantes; e M.
bovis em mamiferos domésticos e selvagens (Miller 2008,
Corner etal. 2011).

A doencga tem grande importancia devido ao potencial
zoonotico, ao carater insidioso e a distribuicdo mundial
(Ferreira Neto et al. 2014). A maioria das micobactérias
do CMT tem capacidade de infectar animais selvagens, en-
quanto a suscetibilidade, a patogenia e a resposta imune
a infec¢do variam amplamente entre as micobactérias e a
espécie hospedeira. Embora em algumas espécies de ma-
miferos haja menor incidéncia, como equideos e primatas
neotropicais, as consequéncias da infec¢do ainda sao difi-
ceis de prever e, portanto, a erradicacdo da TB esta poten-
cialmente ligada a possibilidade de diagnéstico precoce nos
hospedeiros domésticos e selvagens (Lécu & Ball 2011).

Ha diversos relatos de ocorréncia da doencga, predomi-
nantemente, em animais selvagens mantidos em cativeiro
(Miller 2008, Ferreira Neto et al. 2014). Em cervideos a
infeccdo por Mycobacterium sp. tem sido um problema em
fazendas comerciais e em animais de zoolégico. Outro pro-
blema esta relacionado a ocorréncia da doenga na fauna sil-
vestre de vida livre que interage com animais domésticos.
Em paises desenvolvidos, varias espécies selvagens sio na-
turalmente infectadas por M. bovis, como uapiti (Cervus ca-
nadensis), veado-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus),
cervo-sika (Cervus nippon), caribu (Rangifer tarandus),
cervo-orelhudo (Odocoileus hemionus), cervo-dama (Dama
dama) e alce (Alces alces), consideradas, entido, importan-
tes fontes de infec¢do para bovinos, fato que dificulta ainda
mais os programas de erradica¢do da tuberculose bovina
(Radostits et al. 2007, Miller 2008). No entanto, M. tuber-
culosis e M. avium também tém sido isolados (Miller 2008).

Em um estudo espanhol foi encontrada prevaléncia de
23,21% (26/112) de lesdes macroscdpicas compativeis
com TB bovina em cervos-dama (D. dama) de vida livre,
abatidos durante o periodo de caga de outubro e novembro
de 2010 (Garcia-Jiménez et al. 2012). Apesar disso, a doen-
¢a é considerada muito rara em individuos de areas pouco
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expostas as acoes antropicas ou ao contato direto com hu-
manos (Ferreira Neto et al. 2014).

Por ser uma zoonose e devido aos impactos da enfermi-
dade sobre a agropecudria, o diagnostico é muito impor-
tante. Devidos a especificidade e a sensibilidade variaveis
do teste de tuberculina e a dificuldade em distinguir infec-
¢cdes por M. bovis daquelas causadas por M. avium e outras
micobactérias, testes alternativos também sao realizados
em casos suspeitos, como ensaio imunoenzimatico (En-
zyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA), Western Blot
(Immunoblot), imunoensaio MAPIA (Multiantigen Print
Immunoassay) e testes rapidos, como o teste imunocro-
matografico de fluxo lateral (Lateral-Flow Immunochroma-
tography), imunoensaio Prima-TB STAT-PAK® e o DPP Vet
TB® (Immunochromatographic Dual-Path Platform) (Miller
2008, Ferreira Neto et al. 2014).

No Brasil foi realizado um estudo com uso de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para averiguar a ocorréncia
de tuberculose por M. bovis em cervo-do-Pantanal (Blasto-
cerus dichotomus), no estado de Mato Grosso do Sul, com
resultado negativo em todos os casos, apesar da TB ser en-
démica no rebanho bovino brasileiro. Esse resultado pode
ser explicado pelo fato de que, embora os cervos e o gado
bovino vivam na mesma area, ndo ha contato estreito entre
essas espécies (Luna et al. 2003). Também no Brasil, em um
estudo realizado com animais selvagens no Pantanal Sul-
-matogrossense, foram detectadas sete espécies distintas
de micobactérias, incluindo M. bovis e M. avium em java-
li (Sus scrofa), veado-campeiro (Ozotocerus bezoarticus)
e quati (Nasua nasua) através da técnica de genotipagem
MIRU-VNTR (Unidades repetitivas interceptadas de Mico-
bactérias - nimero variavel de repeticoes em Tandem, do
inglés “Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Varia-
ble Number Tandem Repeat”), a partir de isolados de BAAR
(Albertti 2014).

O potencial zoondtico desses organismos representa
uma preocupacio para tratadores de animais e para o pu-
blico em visitagcdo de parques e zooldgicos, o que justifica
a necessidade de diagnéstico rapido e preciso em espécies
selvagens (Miller 2008). O diagnoéstico da tuberculose em
animais selvagens se baseia nas provas de tuberculiniza-
¢do, embora ndo estejam devidamente padronizadas para
essas espécies. Miller (2008) recomenda a realizacido de
necropsia com colheita de todos os 6rgaos, principalmente
linfonodos, de todos os animais com morte natural ou que
foram submetidos a eutanasia. Dessa forma, o diagnéstico
muitas vezes é baseado na identificagio das lesdes e na evi-
denciagdo microscopica de BAAR em ZN (Miller 2008, Lécu
& Ball 2011). O objetivo deste trabalho foi descrever as ca-
racteristicas histologicas, os achados na coloragdo de ZN e
na técnica de IHQ dos casos de tuberculose em herbivoros
selvagens, diagnosticados pelo Setor de Patologia Veterina-
ria da UFRGS (SPV-UFRGS).

MATERIAL E METODOS

Os arquivos de exames de necropsia e histopatoldgicos do periodo
de janeiro de 2003 a dezembro de 2015 do Setor de Patologia Ve-
terinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFR-
GS) foram revisados e os casos com lesdes por Mycobacterium
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sp. em herbivoros selvagens foram inclusos neste estudo. Dados
referentes ao histérico e a lesdes macroscopicas foram compila-
dos e analisados. Foram realizados cortes histoldgicos com 3 um
de espessura, corados por HE e ZN para avaliagdo microscopica.
Realizou-se o estudo morfoldgico das lesdes em diversos érgaos,
principalmente pulmao.

Amostras com alteragdes histoldgicas de tuberculose de todos
os animais foram submetidas a técnica de IHQ pelo método es-
treptavidina-biotina ligada a peroxidase. Para o bloqueio da pero-
xidase end6gena os cortes foram incubados em solu¢do a 10% de
perodxido de hidrogénio (30 vol.) em metanol por 15 minutos. Para
a recuperacdo antigénica utilizou-se protease XIV (Sigma) por
15 minutos, em temperatura ambiente. Para bloqueio da reagio
inespecifica foi utilizado leite desnatado 5% por 15 minutos. O
anticorpo primario anti-Mycobaterium tuberculosis (GeneTex, Inc.
Clone GTX 20905) foi diluido a 1:200. As laminas foram incubadas
em camara Umida por 45 minutos a 37°C. Posteriormente, os cor-
tes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado ligado
a estreptavidina-peroxidase (kit LSAB-HRP, K0690, DakoCytoma-
tion) por 20 minutos cada etapa. Para a revelagdo foi utilizado
cromoégeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB, K3468, DakoCytoma-
tion). Como controle positivo utilizou-se um corte histolégico de
tecido pulmonar de bovino com tuberculose. Para a intensidade
de marcacdo foram atribuidos os graus de auséncia de marcagdo,
intensidades discreta, moderada ou acentuada.

RESULTADOS

Caracterizac¢do dos casos

No periodo de 2003 a 2015 foram realizados 13 diag-
nosticos de infecgdo por Mycobacterium sp. em herbivoros
selvagens das espécies: lhama (Lama glama) (5/13), cer-
vo sambar (Cervus unicolor) (4/13), camelo (Camelus bac-
trianus) (1/13), cervo vermelho (Cervus elaphus) (1/13),
anta brasileira (Tapirus terrestris) (1/13) e antilope Nilgai
(Boselaphus tragocamelus) (1/13). Todos os animais eram
adultos e provenientes de dois parques zoolégicos do es-
tado do Rio Grande do Sul. Quanto ao sexo, 7/13 eram ma-
chos e 6/13 fémeas.

A maioria dos individuos (12/13) vivia em um parque
com darea total de cerca de 320 ha. Em dois recintos coleti-
vos eram mantidos cerca de 500 cervideos (cervo sambar,
cervo vermelho e cervo dama) e camelideos (lhama e ca-
melo), além de capivaras, macacos-prego, zebras, hipopé-
tamos, avestruzes, cisnes e outros. A area aproximada de
cadarecinto era de 1,5 ha. Os animais ficavam em pastagem
nativa e recebiam racdo industrializada para equinos, cana-
-de-agucar picada e forragem verde.

Quanto as manifestagdes clinicas, foram observa-
dos prostracdo (6/11), emagrecimento (6/11), anorexia
(4/11), dispneia (5/11), nédulos multiplos em mandibula
e pescoco (3/11) e aborto (1/11). Para trés animais (3/13)
houve relato de morte sem observacdo de sinais clinicos
prévios e para outros dois (2/13) ndo foi obtida a histéria
clinica.

Na necropsia observou-se condi¢do corporal regular a
ruim em todos os animais (13/13); cavidade toracica com
grande quantidade de liquido turvo e filamentos de fibri-
na, aderéncias entre pleuras parietal e visceral e n6dulos
brancacentos caseosos de 0,5 a 1 cm de didmetro na pleura
(3/12); pulmdes difusamente consolidados com multiplos
nodulos de 0,5 a 5 cm de didmetro, brancacentos, caseosos,
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distribuidos por todo o parénquima pulmonar, com ranger
da faca ao corte (13/13; Fig.1 e 2); figado aumentado de
volume, com evidenciagdo do padrao lobular (8/13) e no-
dulos caseosos brancoamarelados de 0,1 a 0,5cm de didme-
tro de distribuicdo aleatdria, alguns desses n6dulos eram
firmes (3/13); linfonodos aumentados (7/13), principal-
mente os traqueobrdnquicos e mediastinicos, cervicais su-
perficiais e mesentéricos, que estavam brancacentos e com
aspecto caseoso ao corte (5/13; Fig.3); intestino delgado
com areas avermelhadas na mucosa (3/13); rins congestos
(2/13), palidos (1/13) ou com nddulos de 0,1 a 0,5cm de
didmetro, brancoamarelados e firmes (1/13); baco difusa-
mente aumentado (4/13) ou com ndédulos de 0,1 a 0,5 cm
de didmetro, brancoamarelados e firmes no parénquima
(1/13); pancreas com noédulos brancacentos (1/13); saco
pericardico acentuadamente espessado, com deposi¢cdo de
fibrina na superficie externa e multiplos nédulos de até 0,5
cm de diametro, brancacentos e caseosos (1/13), atrofia
serosa da gordura epicardica e placas brancacentas eleva-
das e irregulares na parede do atrio direito e areas branca-
centas de 0,1cm no miocardio (1/13).

Caracterizacao histopatoldgica

No exame histopatolégico dos pulmdes de todos os ca-
sos observaram-se extensas areas de necrose caseosa com
mineralizacdo discreta a moderada, circundadas por infla-
macdo granulomatosa composta por macroéfagos, células
epitelioides, células gigantes multinucleadas de Langhans e
linfécitos, com tecido conjuntivo fibroso periférico (13/13;
Fig.4A). Em alguns casos havia ainda moderado a acentua-
do edema rico em proteina (5/13), células gigantes e fibri-
na (7/13) preenchendo os alvéolos. Nos linfonodos havia
necrose caseosa com mineralizacdo moderada, circundada
por inflamagao granulomatosa (2/13; Fig.4B) e discreto a
abundante tecido conjuntivo colagenizado (5/13); no bago
havia extensas areas de necrose caseosa e mineralizagdo
moderada, circundadas por inflamagdo granulomatosa,
delimitadas por tecido conjuntivo colagenizado (1/13);
no encéfalo foram evidenciadas areas de necrose multifo-

Fig.1. Altera¢des macroscépicas da tuberculose em lhama (Lama
glama). Pulmées consolidados e com multiplos nédulos bran-
cacentos, caseosos de 0,5 a 5 cm de didmetro, distribuidos por
todos os lobos.

Fig.2. Alteragdes macroscdpicas da tuberculose em lhama (Lama
glama). Pulmao (superficie de corte) com multiplos nédulos
brancacentos caseosos.

Fig.3. Alteragdes macroscépicas da tuberculose em lhama (Lama
glama). Linfonodo traqueobrdnquico difusamente brancacen-
to e caseoso.

cal moderada em meninges, também circundadas por in-
flamagdo granulomatosa (1/13); no intestino delgado foi
observada necrose caseosa circundada por macro6fagos,
células epitelioides, células de Langhans e linfécitos, com
discreta proliferacao de tecido fibrovascular em placas de
Peyer (1/13); nos rins havia focos de necrose caseosa cer-
cados por macrdéfagos, células gigantes e linfécitos e havia
glomerulonefrite membranoproliferativa discreta (2/13);
no figado verificaram-se focos de necrose caseosa cercados
por macro6fagos, macréfagos epitelioides e linfocitos, além
de discreta proliferacdo fibrovascular periférica e conges-
tdo centrolobular (3/13); no saco pericardico havia necro-
se caseosa multifocal a coalescente cercada por infiltrado
acentuado de macrofagos epitelioides e linfdcitos, fibrina,
ocasionais neutroéfilos e proliferacdo acentuada de tecido
conjuntivo (1/13).

Na coloragdo de ZN foram evidenciados BAAR em quan-
tidade grande (6/13), moderada (1/13) ou escassa (4/13)
em areas de necrose e no citoplasma de macréfagos e de
células de Langhans no parénquima pulmonar (Fig.5A) e,
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em um caso, em linfonodo mandibular. Em dois casos nio
foi possivel verificar a presenca de BAAR.

Caracterizacdo imuno-histoquimica

Observou-se imunomarcagio acentuada (4/13), mode-
rada (4/13) ou discreta (4/13) em areas de necrose, livre
ou no citoplasma de macrdfagos necroéticos, em macrofagos
epitelioides e em células gigantes nos pulmdes (Fig.5B). Em
um caso nao foi possivel realizar a técnica de IHQ devido a
quantidade insuficiente de material. No caso com meningi-
te houve marcacdo discreta em células de Langhans na me-
ninge e, em outro, com lesdo em linfonodo mandibular, foi
evidenciada marcac¢do discreta nas areas de necrose, livre
ou no citoplasma de macr6fagos necréticos e em macrofa-
gos epitelioides e células gigantes.

DISCUSSAO

O diagnéstico clinico da tuberculose tem validade limita-
da em decorréncia da caracteristica insidiosa da enfermi-
dade e dos sinais clinicos inespecificos (Ferreira Neto et

al. 2014). Diferentes técnicas de diagnéstico por imagem
podem auxiliar no diagndstico da TB, mas sdo apenas in-
formativas sobre a localizagio e o aspecto das lesodes. O exa-
me radiografico pode ser limitado, dadas as caracteristicas
anatomicas das espécies animais de zooldgico (por exem-
plo, em ungulados acima de 250 kg as dimensoes toracicas
inviabilizam a utilizacdo da técnica), as imagens de lesdes
podem estar ausentes ou podem ser demasiadamente pe-
quenas para detec¢do radiografica. Além disso, em algumas
espécies, lesoes mineralizadas sdo raras, como em felinos
e primatas ndo-humanos (Lécu & Ball 2011, Ferreira Neto
et al. 2014). Ultrassonografia de alta frequéncia, tomogra-
fia computadorizada e ressondncia magnética poderiam
ser Uteis para a detec¢do de lesdes em linfonodos nao-pal-
paveis, como os intratoracicos, ou quando a conformacao
anatdmica impede a palpagdo. Dessa forma, o tamanho dos
pacientes, a limitacdo de abordagem clinica e imobilizagdo
fisica e/ou quimica, a disponibilidade de dispositivos e o
custo podem impedir a utilizagdo desses métodos em ani-
mais de zoolégico (Lécu & Ball 2011). Nos animais avalia-
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Fig.4. Achados hlstologlcos das lesdes de tuberculose em herbivoros selvagens. (A) Cervo sambar (Cervus umcolor) extensa area de
necrose caseosa (asterisco) com mineralizagdo moderada (seta) e célula gigante multinucleada de Langhans em pulmao (ponta de
seta). HE, obj.10x. (B) Anta (Tapirus terrestris): extensa area de necrose caseosa (asterisco) em linfonodo. HE, obj.10x.

N LR

Fig.5. Achados histoquimicos e imuno-histoquimicos em lesdes de tuberculose em pulmio de lhama (L. glama) (A) Ev1denc1a(;ao de
grande quantidade de bactérias alcool-acido-resistentes em area de necrose (seta). Ziehl-Neelsen, obj.40x (B) Marca¢do imuno-
-histoquimica anti-Mycobacterium tuberculosis em area de necrose caseosa (seta). Método da Estreptavidina-biotina ligada a pero-
xidase, 0bj.40x.
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dos ndo havia histérico de realizacdo de técnicas de diag-
nostico por imagem.

Portanto, o diagnéstico in vivo da tuberculose em ani-
mais selvagens ainda é um desafio e baseia-se na realiza¢do
de provas imunoldgicas intradérmicas de hipersensibilida-
de tardia (tuberculiniza¢do) usando extratos proteicos pu-
rificados (purified protein derivative, PPD) de micobactérias
(tuberculina). Esse método foi padronizado para humanos
e, posteriormente, para bovinos. Em animais selvagens o
emprego dessa técnica é sujeito a uma grande quantidade
de variaveis, que confere ao procedimento baixos graus de
sensibilidade e especificidade para diversas espécies (Fer-
reira Neto et al. 2014).

0 diagnostico dos casos de tuberculose foi post mortem,
baseado nas caracteristicas histolégicas, histoquimicas e
imuno-histoquimicas. Nenhum teste ante mortem tem total
confiabilidade para o diagnostico de TB em animais de zoo-
l6gico. A abordagem para exames de rotina e exame clinico
de casos suspeitos exige a aplicacdo de varias modalidades
de exame. E importante ressaltar que a maioria dos testes
ndo é validada para espécies selvagens e exoéticas e os exa-
mes com base em resposta imunolégica, em especial, po-
dem mostrar variagio significativa entre espécies (Miller
2008).

Os animais acometidos eram cervideos, lhamas, anta
e antilope, todos de cativeiro. Em relacdo as espécies aco-
metidas por TB, ha diversos relatos de ocorréncia da do-
enca, predominantemente, em animais mantidos em cati-
veiro; primatas, bovideos, cervideos e outros artiodactilos
(antilopes, girafas, camelideos sul-americanos e do velho
mundo, entre outros), elefantes asiaticos, perissodacti-
los (antas, equideos, rinocerontes), carnivoros, pinipedes,
marsupiais, psitacideos e outras aves (Miller 2008, Lécu &
Ball 2011, Ferreira Neto et al. 2014). O papel potencial da
fauna silvestre na manutencao e na propagacgdo da infeccdo
por M. bovis em animais domésticos tem sido amplamente
divulgado em varios paises. Sdo citadas diferentes espécies
de cervideos, como o cervo-vermelho (C. elaphus) na Nova
Zelandia e na Gra-Bretanha (Delahay et al. 2001) e o vea-
do-de-cauda-branca (0. virginianus) nos Estados Unidos
(O’Brien et al. 2001). Infeccdo por Mycobacterium bovis foi
também relatada em cervo-dama (D. dama) em vida livre
(Rhyan & Saari 1995, Johnson et al. 2008).

A tuberculose foi diagnosticada em seis camelideos e
em uma anta. A doeng¢a tem sido descrita em camelideos
sul-americanos e do velho mundo e os testes de rotina utili-
zados em cervideos também tém sido usados regularmente
para camelideos e podem ser exigidos para transporte in-
terestadual e internacional desses animais (Miller 2008). A
infeccdo pulmonar por M. bovis e M. tuberculosis ja foi rela-
tada em antas em cativeiro, bem como o isolamento de M.
avium (Mangini 2014).

Neste estudo foram observados varios sinais clinicos,
especialmente emagrecimento progressivo, anorexia, pros-
tracdo, dispneia, n6dulos em regido de mandibula e pesco-
¢o, porém trés animais tiveram morte sem sinais clinicos
prévios e um animal abortou. Os sinais clinicos da TB sdo
raramente vistos antes da morte em animais de zoolégico
e muitos animais infectados tém doenca subclinica até fase

avanc¢ada da doenga. Esta é uma caracteristica comporta-
mental importante em animais selvagens; ndo demonstram
sinais clinicos para evitar a predagido em vida livre. Contu-
do, alguns sinais clinicos podem estar presentes e devem
ser considerados para o diagndstico, como perda de peso
cronica, fraqueza, dispneia, tosse e aumento de volume em
linfonodos. Tosse e dispneia podem indicar estagio final e
irreversivel da forma pulmonar da TB e o sinal clinico mais
frequentemente notado entre mamiferos selvagens é per-
da de peso cronica (Miller 2008, Lécu & Ball 2011, Ferreira
Neto et al. 2014). Portanto, a quarentena deve ser realizada
como rotina em animais introduzidos em cole¢des zoologi-
cas de espécies sensiveis (Miller 2008).

No exame histopatolégico dos pulmdes de todos os ca-
sos observaram-se extensas areas de necrose caseosa com
mineralizacdo discreta a moderada, cercadas por macro-
fagos, macroéfagos epitelioides e de Langhans e linfdcitos,
circundados por tecido conjuntivo fibroso. Em um estudo
realizado por Rhyan & Saari (1995), foram comparadas as
lesdes histolégicas de tuberculose por Mycobacterium bo-
vis de bovinos, cervo-dama, cervo-sika, cervo-vermelho e
sua subespécie “rocky mountain” (Cervus elaphus nelsoni),
sendo que algumas diferencas morfolégicas foram notadas.
Nas lesdes de cervo “rocky mountain” e cervo-vermelho
havia marcada variagdo e, muitas vezes, as lesdes diferiam
daquelas encontradas nos bovinos; geralmente havia mi-
neralizacdo periférica dispersa ao invés de mineralizacdo
central e continham mais neutré6filos e menor numero de
células gigantes que as lesdes de bovinos. As lesdes em
cervo-dama continham mais células gigantes, mas foram
indistinguiveis de lesdes em cervos “rocky mountain”. As
lesdes em cervo-sika continham mais células gigantes e
menos neutroéfilos do que as lesdes de bovinos ou outras
espécies de cervideos. Células gigantes de cervo-sika eram
maiores e continham mais nicleos do que células gigantes
nas outras espécies.

Foram encontradas areas de necrose multifocal mode-
rada em meninge, circundadas por macréfagos, macroéfagos
epitelioides, células gigantes multinucleadas e linf6citos
em um cervo-sambar (Cervus unicolor), sem descricdo de
alteracdo macroscopica no sistema nervoso central (SNC).
As lesdes da tuberculose tém distribuicdo caracteristica no
SNC, com predominancia de lesdes em meninges da base
do encéfalo, denominada meningite basilar tuberculosa. A
lesdo pode se estender para o parénquima encefalico, com
meningoencefalite (Barros et al. 2006).

Na coloragdo de ZN foram evidenciados BAAR em quan-
tidades variaveis em areas de necrose e no citoplasma de
macrofagos e de células gigantes multinucleadas no parén-
quima pulmonar e, em um caso, no linfonodo mandibular.
A evidenciagdo das micobactérias fundamenta-se na ca-
racteristica de BAAR, ja que as células coradas com fucsina
ndo podem ser descoradas pelo alcool ou acido, conferindo
as bactérias coloracdo vermelha-viva em técnicas como a
de ZN, a mais comumente empregada (Ferreira Neto et al.
2014). Porém, segundo Sakamoto (1997) a coloracdo de
ZN, a despeito de ser rapida e barata, sé consegue revelar a
presenca de BAAR em concentrag¢des superiores a 10* bac-
térias/mL. O diagndstico citoldgico e/ou histolégico da tu-
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berculose é baseado na observagido microscopica das mico-
bactérias. Quando a quantidade de bacilos é muito pequena,
o local preferencial de pesquisa histopatolégica é ao redor
dos focos de necrose caseosa, em macrofagos epitelioides
e de Langhans. Apenas a morfologia, tanto macro quanto
microscopica das lesdes da tuberculose, ndo permite dis-
tinguir qual a espécie de Mycobacterium envolvida, uma vez
que as lesoes induzidas pelas diversas espécies de micobac-
térias tém semelhancas entre si (Andreazza et al. 2015).

Em dois casos ndo houve evidenciacdo de BAAR na colo-
racdo de ZN, que pode ter sido um falso-negativo por escas-
sez de bactérias. As técnicas de coloracdo de ZN e cultura po-
dem apresentar baixa sensibilidade, como demonstrado em
um estudo que comparou os métodos rotineiros de diagnos-
tico de TB em bovinos leiteiros (histopatologia, histoquimi-
ca e cultura) com PCR e Nested-PCR. A baixa sensibilidade
da cultura e da coloragdo de ZN foi justificada, entre outras
causas, pela escassez de bactérias em lesdes cronicas, com
extensa fibrose, necrose e mineralizacdo (Estrada-Chavez et
al. 2004). Em um estudo comparando técnicas de deteccdo
post mortem de M. bovis em veado-de-cauda-branca, o nd-
mero de BAAR foi muito variavel (escassos até numerosos)
de caso para caso. Além disso, a localizagdo dos BAAR foi
variavel; foram mais frequentemente vistos no citoplasma
de células gigantes de Langhans, menos frequentemente no
citoplasma de macréfagos ou livre em meio a restos necroti-
cos (Fitzgerald et al. 2000).

Isolamento com identificacdo do agente micobacteriano
é considerado padrido-ouro para o diagndstico, mas o culti-
vo exige métodos e meios especiais e, principalmente, re-
quer um periodo prolongado para obtengao de resultados,
exigindo duas semanas até trés meses para micobactérias
de crescimento lento, que incluem todas as micobactérias
do CMT (Witmer et al. 2003, Lécu & Ball 2011, Ferreira
Neto et al. 2014). As ferramentas utilizadas nos casos des-
critos sdo mais rapidas e permitem a tomada de medidas
de controle imediatas.

A técnica de ITHQ mostrou ser muito eficaz na identifi-
cacdo de bactérias do género Mycobacterium em tecidos
de animais afetados. Este método pode ser particularmen-
te util quando ndo ha material disponivel para isolamento
bacteriano. Além disso, os resultados sdo rapidos quando
comparados com o periodo necessario para o crescimento
das micobactérias. Embora a histopatologia e a coloracdo
de ZN sejam adequadas para identificar micobactérias, pos-
suem menos sensibilidade e especificidade que a [HQ; esta
pode identificar micobactérias em lesdes granulomatosas
que foram negativas na histologia e na histoquimica (Pao-
licchi et al. 2001). A coloracao de ZN mostrou distribuigdo
semelhante a observada na IHQ, porém os anticorpos co-
merciais existentes ndo distinguem os diferentes tipos de
micobactérias, com reagdes cruzadas entre elas (micobac-
térias tuberculosas, micobactérias ndo tuberculosas e ba-
cilos da lepra) (Alves et al. 1999). O tempo de fixacdo em
formol é considerado um fator limitante na técnica de IHQ,
pois a fixacdo prolongada em formalina pode resultar em
falha de deteccdo do antigeno (Webster et al. 2009). Esta
situacdo nao foi evidenciada no presente estudo, visto que
houve imunomarcag¢do na maioria dos casos.
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A probabilidade de transmissdo zoondtica entre ani-
mais de zooldégico e humanos depende da combinagdo
de varios eventos, relacionados ao estado imunolégico e
ao tempo de exposi¢do a animais infectados. E maior em
manipuladores diarios desses animais do que em pessoas
com contato breve, como publico em visitagdo (Lécu & Ball
2011). O diagndstico de TB em uma coleg¢do zooldgica deve
ser realizado, com restricdo de transito animal quando
necessaria, levando em consideragao questdes associadas
com a saude humana e a eutanasia de animais infectados,
mesmo que aparentemente saudaveis, uma vez que nio se
recomenda o tratamento, devido a dificuldade de elimina-
¢do do agente e de seu potencial zoondtico (Miller 2008).

CONCLUSOES

As caracteristicas histolégicas aliadas aos achados na
coloracdo de ZN possibilitaram o diagnoéstico de lesdes por
Mycobacterium sp. em herbivoros selvagens.

A técnica de IHQ foi eficaz na identificagdo do CMT em
tecidos, sendo o método empregado particularmente Ttil
quando ndo ha material disponivel para isolamento bacte-
riano e os resultados sdo rapidos.

No presente estudo, o diagnéstico foi fundamental para
realizacdo de medidas preventivas em relacdo a propaga-
¢do da doencga nos parques zoolégicos.
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