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RESUMO

VALVASSOURA, T. A. Tuberculose em primatas ndo humanos mantidos em cativeiro:
uma revisdo. [Tuberculosis in nonhuman primates in captivity: a review]. 2012. 79 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2011.

A Tuberculose vem acometendo animais selvagens desde o surgimento das primeiras colec¢oes
organizadas. Particularmente, macacos sdo altamente suscetiveis as micobactérias, gerando
grandes perdas econdmicas para as institui¢cdes, além do risco de transmissao para 0 homem e
animais. As principais micobatérias, que causam a doenga em primatas em cativeiro, sdo o
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis. Acredita-se que primatas do “novo
mundo” s3o menos suscetiveis do que os do “velho mundo”, entretanto observa-se que
tuberculose tem sido documentada em varias espécies. A principal forma de transmisséo é
através de aerossois contendo os bacilos. A doenga pode evoluir para a forma ativa ou latente,
dependendo do estado imunolégico do animal. Os sinais clinicos podem ser insidiosos, com
somente uma alteracdo comportamental, seguido por anorexia e letargia, alteracOes
respiratorias ou simplesmente o animal pode aparecer morto no recinto. O diagnoéstico clinico
é dificil e problematico, sendo que muitas vezes as lesdes consistentes com a doenca sé sdo
observadas na necropsia. Por isso 0 uso de outras ferramentas de diagndstico é importante,
como o teste de tuberculinizacéo, cultivo e isolamento bacteriano, que s&o os mais usados na
rotina das instituicGes, e os exames radiogréficos do térax e abddmen, testes moleculares e
soroldgicos. Toda instituicdo que mantém primatas em cativeiro deveriam possuir programas
de prevencdo para evitar a entrada da micobactéria dentro da colecdo, principalmente ao se
adquirir novos animais. Por isso, 0 emprego de medidas de biosseguranca é essencial para
diminuir o risco de doencas para 0 homem e para 0s animais dentro das instituicdes. Essas
medidas consistem na implantacdo de uma série de procedimentos e normas operacionais
rigidas, como programas de quarentena, programas de saude para o0s funcionarios e formacéo

de equipe capacitada e treinada.

Palavras - chave: Primatas ndo humanos. Tuberculose. Micobactérias. Prevencdo. Quarentena.



ABSTRACT

VALVASSOURA, T. A. Tuberculosis in nonhuman primates in captivity: a review.
[Tuberculose em primatas ndo humanos mantidos em cativeiro: uma reviséo]. 2012. 79 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2011.

Tuberculosis has been affecting wild animals since the arising of the first organized
collections. Specially, monkeys are highly susceptible to mycobacteria, which cause great
economic losses in the institutions, beyond the risk of transmission to man and animals. The
main species of mycobacteria, that cause disease in nonhuman primates in captivity, are
Mycobacerium tuberculosis and Mycobacterium bovis. It is believed that nonhuman primates
from the “new world” are less susceptible than the “old world” ones, however it is noted that
tuberculosis has been continually documented in several species. Aerosols that contain
infectious bacilli are the main transmission mode. The disease can progress to active or latent
form, which depends on the animal’s immune status. The clinical signs can be insidious, with
only a behavior change, followed by anorexia and lethargy, respiratory alteration or the
animal can appear dead in the room. The clinical diagnostic is difficult and problematic, and
often lesions are only observed at necropsy. Therefore, the use of other diagnostic tools is
important, as the tuberculin skin test, bacterial culture and isolation, that are most used during
the routine of institutions, and radiography of the chest and abdomen, molecular and
serological tests. Every institution that maintains nonhuman primates in captivity should have
prevention programs to avoid the entry of mycobacteria inside of collection, mainly when
new animals are acquired. Thus, the use of biosecurity measures is essential to reduce the risk
of disease in humans and animals within institutions. These measures consist in implanting
series of rigid procedures and operational standards, like quarantine programs, health

programs for employees and formation of the qualified team.

Keywords: Nonhuman primates. Monkeys. Tuberculosis. Mycobacteria. Prevention.

Quarantine.
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1 INTRODUCAO

O desejo de se ter uma colecdo de animais e plantas é antigo. Varias civilizacGes
possuiam este costume desde os tempos mais remotos, como podemos observar revendo a
historia. Essas colecBes de animais eram mantidas por varios motivos, como simbolos de
poder e riqueza, por interesse zoologico, para entretenimento e diversdo dos mais ricos
(STANLEY, 2002).

No Egito antigo, a nobreza ja possuia o habito de manter animais selvagens como uma
maneira de ostentar forca e poder. Eles capturavam leGes, gatos selvagens e babuinos durante
as viagens e batalhas e os mantinham em seus templos. Os cidaddos comuns adotaram este
costume e passaram também a colecionar animais exoticos. Quanto mais exotico e raro fosse
0 animal, maior status social adquiria o seu proprietario (BOSTOCK, 1998).

Na China, os macacos eram considerados sagrados e mantidos em templos onde eram
tratados com muitas mordomias. Na antiga Mesopotamia, Grécia e Roma, existiam colecdes
de grandes felinos. Os romanos chegaram a ter um rinoceronte, sendo que outro animal desta
mesma espécie s6 voltou a ser visto na Europa novamente em 1770, quando Luis XVI ganhou
um como presente (STANLEY, 2002).

Nas culturas pré-hispanicas do México encontram-se numerosas evidencias sobre a
capacidade de observacdo e admiracdo que estes povos tinham com a natureza. Varias
espécies de animais estavam associadas com seus deuses, como exemplo a serpente, a aguia e
0 jaguar, que eram simbolos de bravura e poder. Os exploradores espanhdis fizeram
descri¢des sobre a fauna e a flora que encontraram ao chegarem a nova terra. Em uma destas
descricGes foram encontradas as primeiras referéncias sobre animais silvestres, entre elas se
destaca a de Hernan Cortés, que em sua segunda carta enviada ao imperador Carlos V (1520)
descreveu a existéncia da casa das aves e das feras e a grandiosidade do Palacio de Axayacatl
(Palacio de Moctezuma) pertencentes ao antigo império asteca (STANLEY, 2002). Registros
indicam que a primeira casa das aves possuia grandes proporc¢des, com dez tanques de agua
doce e salgada onde se reproduziam diversas espécies de aves aquaticas, com mais de 300
homens trabalhando no local. Na casa das feras havia recintos para lobos, raposas e diferentes
felinos, assim como crocodilos e serpentes, que também se reproduziam no local (STANLEY,
2002).

Na Europa, durante a Idade Média, mantinham-se cole¢des de animais para satisfazer

os desejos da monarquia. A partir do final do seculo XVI1 e inicio do seculo XVII aparecem as
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primeiras estruturas semelhantes ao que conhecemos hoje como zooldgicos para visitacdo
publica, destacando na Europa o zooldgico de Dresdem, fundado em 1554, e o de Belvedere
em Viena (1716), este passou a fazer parte do Zooldgico Imperial de Viena depois de 36 anos
(OREJAS!, 1973 apud STANLEY, 2002, p.52) e é considerado o zooldgico mais antigo
existente até hoje (HEDIGER, 1964).

Na Inglaterra, a cole¢do real de animais da casa das feras era mantida na Torre de
Londres. Essa colecdo servia para que Willian Harvey estudasse a circulagdo sanguinea. Em
1828 a colecdo de animais passou para a custodia da Sociedade Real de Zoologia, e em 1829
tornou-se 0 zool6gico de Londres dentro do Parque dos Regentes, sendo que somente em
1847 é que o zooldgico foi aberto a visitacdo publica (HEDIGER, 1964).

O surgimento do Parque Zool6gico dos Regentes inspirou a fundacdo de grande
namero de outros zoologicos durante o século XIX. Doze zooldgicos foram criados na
Alemanha entre 1844 e 1869. Outros foram fundados em todo mundo, como em Melbourne
em 1857, New York em 1873, Calcutad em 1875 e Cairo em 1891. Os novos locais de exibicao
de animais selvagens eram muito maiores que 0s antigos e passaram a ser chamados de
parques ou jardins zooldgicos (HOCHADEL, 2005). Estes zooldgicos eram utilizados para a
introducdo de novas espécies vindas principalmente das colénias para a Europa, onde eram
capturados direto da natureza. Houve uma tentativa de domesticacdo e algumas vezes
reproducdo destes animais, 0 que era chamado na época de aclimatizacdo. O sucesso da
aclimatizacdo com animais foi limitado, ja que a sua manipulacdo ndo era facil e seus hdbitos
alimentares e reprodutivos ndo eram bem conhecidos. Com isso muitos animais morreram. Os
recintos eram pequenos, construidos basicamente para favorecer uma boa visualizacdo dos
animais pelo pablico e ndo havia a preocupagdo em garantir adequadas condic¢Ges de vida em
cativeiro (Figuras 1 e 2). J& com as plantas o processo de aclimatizacdo era feito desde o
século XVI1 e redundou em maior sucesso (Figura 3) (OSBORNE?, 1994 apud HOCHADEL,
2005, p. 38).

! OREJAS, M. B. Parques zooldgicos: Su funcién educativa y su aporte a la preservacion de las especies.
Ciéncia Interamericana, v.14, n.1-2, p. 12-21, 1973.

ZOSBORNE, M. Nature, the Exotic, and the Science of French Colonialism. Bloomington, USA: Indiana
University Press, 1994. RITVO, H. The Animal Estate. In: . The English and Other Creatures in the
Victorian Age. Cambridge, MA, USA: Harvard University Press, 1987. p. 232-242.
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Figural - A casada girafa no Jardim Zooldgico de Berlin, 1890.
Fonte: (KEMPTER?, 1890 apud HOCHADEL, 2005, p. 40)

nte fascinados como aqueles que vieram observa-los.
Fonte: (DORE*, 1872 apud HOCHADEL, 2005, p. 40)

Figura 2 - Macacos e

*KEMPTER, H. The giraffe house in the Berlin Zoological Garden. Reproduced, with permission, from the
collection of the Stadmuseum, Berlim, 1890.

*DORE, G. In the monkey house. Reproduced from Doré, G. and Jerrold, B., 1872. London: A Pilgrimage,
Grant & Co. (London, UK).
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T
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CTr Sl

nguré 3 - Jardim da Aclimatacdo aberto em 15 de févérre‘ir:(.’) de 1861.
Fonte: (SAINT-HILAIRE®, 1861 apud HOCHADEL, 2005, p. 39)

No inicio do século XX, Carl Hagenbeck fundou na Alemanha, em Hamburg-
Stellingen o “Tierpark Hagenbeck”, que foi considerado um novo modelo de zool6gico, onde
0S animais eram mantidos em recintos maiores e mais adequados, com a reproducdo de
algumas condicdes do seu habitat natural. Diante deste projeto revolucionario, outros paises
da Europa e os Estados Unidos passaram a seguir o0 modelo adotado pelo zoolégico alemao,
disponibilizando uma estrutura mais adequada para a manutencdo de animais silvestres em
cativeiro (BOSTOCK, 1998). Contudo, o Unico propdsito de todos estes zooldgicos era o de
mostrar 0s animais, especialmente os exodticos e sempre priorizando os interesses econémicos
(BOSTOCK, 1998; MIRANDA?®, 1973 apud STANLEY, 2002).

Em meados do século XX j& existiam zool6gicos no continente americano, como os de
New York e Washington nos Estados Unidos, o do Rio de Janeiro no Brasil e o de Havana em
Cuba (MIRANDA®, 1973 apud STANLEY, 2002).

Na década de 1960 houve uma mudanca na concepgdo do que seria um zoologico.
Este passou a ser um centro de exibicdo e confinamento de animais, levando-se em
consideracdo suas necessidades vitais, garantindo melhores condicdes de vida em
confinamento. Além disso, tornou-se também um local de recreacdo, educacdo, pesquisa,
conservacao e reproducdo da fauna e flora (STANLEY, 2002).

SSAINT-HILAIRE, I. G. Jardin d’ Acclimatation. Image reproduced from L’Tllustration, 1861, p.136-137.
® MIRANDA, O. Parques Zoolégicos. Su funcién educativa y su aporte a La preservacion de espécies. Ciencia
Interamericana, v.14, n.1-2, p. 12-21, 1973.
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O confinamento dos animais selvagens de diferentes regides geograficas, geralmente
em uma area relativamente pequena, e com a interferéncia permanente do homem criou
condi¢des que facilitaram a disseminagdo de patdogenos neste ambiente, o que propiciou o
aparecimento de doengas até entdo desconhecidas nas espécies confinadas (CUBAS, 2008),
como a tuberculose. A Tuberculose vem acometendo animais selvagens desde o surgimento
das primeiras cole¢Bes organizadas para sua exibi¢do. Estudos demonstraram alta prevaléncia
da doenga da metade do século dezenove até a metade do século vinte em zoolégicos dos
Estados Unidos ¢ da Europa (HINES; KREEGER; HERRON, 1995). O registro mais antigo
de tuberculose em Zooldgico foi feito por Owen em 1836, em um chimpanz¢é na cidade de
Londres (OWEN7, 1836 apud MONTALI MIKOTA; CHENG, 2001, p. 291).

Nos animais silvestres mantidos em cativeiro, as infec¢cdes pelas espécies
Mycobacterium tuberculosis € Mycobacterium bovis sdo as mais prevalentes e importantes,
com destaque para o M. tuberculosis. Essas micobactérias sdo altamente virulentas e
patogénicas para varias espécies de animais, principalmente para os macacos, que s&o
bastante suscetiveis, podendo tornar-se fonte de infec¢fo para o ser humano (UNI; MORI,
2007). Em zoologicos, observou-se alta incidéncia da infec¢do em primatas cau§ados
principalmente pelo M. tuberculosis, com perdas acima de 40% em algumas colégées
(RUCH?, 1959 apud MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001, p. 291). Em animais de vida
livre, localizados em éareas distantes da ocupagdo humana e sem contato direto com o homem,
¢ muito raro a observacgio da doenga; porém, curiosamente, nas ultimas décadas, a tuberculose
em animais de vida livre tem alcancado niveis preocupantes em alguns paises, notadamente
em babuinos e ledes nos parque africanos (CLIFTON-HADLEY et al., 2001; LISLE et al.,
2002; CORNER, 2006; MICHEL et al., 2006; O’BRIEN et al., 2011). Tratando-se da
tuberculose dos primatas ndo humanos mantidos em cativeiro, a literatura especializada indica
sempre como fonte de infeccdo os humanos, sejam eles tratadores ou visitantes. Assim, a
situacdo epidemiologica da tuberculose humana onde se localizam os zooldgicos esta
associada a ocorréncia da doenga nas cole¢des animais.

De acordo com a Organizagéio Mundial da Saude (WHO), em 2010 estimou-se que 1,1
milhdes de pessoas morreram de tuberculose excluindo-se os portadores do virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV). A incidéncia global da infec¢fio estimada em 2010 foi de

8.8 milhdes de pessoas em uma populacdo de 6,87 bilhdes (128 casos/ 100.000 pessoas),

7 OWEN R. On the morbid apparence observed in the dissection of a chimpanzee (Simia troglodytes). 1836 apud
RITCHIE, J. N.; MACRAE, W. D. Tuberculoses in animals. In: Symposia of the Zoological Society of London,
1961. London. Anais...London: Zoological Society of London, 1961. p. 69-79.

*RUCH, T. C. Disease of laboratory primates. Philadelphia: W.B. Saunders Company, 1959. p. 199.
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sendo que a maioria dos casos ocorreu na Asia (59%) e na Africa (26%). No Brasil, a
incidéncia estimada em 2010 foi de 74.395 novos casos € reincidentes em uma populagéo de
195 milhdes de pessoas. A taxa de mortes por tuberculose vem caindo desde 1990 e a
incidéncia da doenga em uma estimativa global também est4d diminuindo, mas o declinio ¢
lento (WHO, 2011). Observa-se também um aumento de casos de infeccdio por M.
tuberculosis, M. bovis e M. avium em humanos infectados pelo HIV e em pessoas ndo
imunocompetentes. Em decorréncia destes fatos autoridades em saude piblica vem se
preocupando com o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos pelas micobactérias
(TIRUVILUAMALA; REICHMAN, 2002), que ¢ um problema que est4 se agravando com o0s
anos. Houve uma estimativa de 250.000 casos de pacientes com bactérias resistentes a varias
drogas em 2009 (WHO, 2010) e em 2010 a estimativa foi de 290.000 casos (WHO, 2011).
Apesar dos avangos em relagfo ao controle da tuberculose humana e da tuberculose
em animais de produgfio, essa doenga ainda é um dos principais problemas sanitirios em
cole¢des de animais silvestres mantidas em cativeiro, principalmente de primatas ndo
humanos. Assim, essa publicagdo traz uma revisdo sobre o tema, desde a historia dos
zoologicos e o registro dos primeiros casos até os métodos atualmente utilizados para a sua

[ 3

prevengdo e controle.
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2 ETIOLOGIA

Tuberculose ¢ uma das mais importantes doencas bacterianas de primatas ndo
humanos por causa da sua natureza insidiosa, da sua frequéncia, por se espalhar rapidamente,
por causar altas taxas de mortalidade e por seu potencial zoonético. Ela é causada
principalmente por duas espécies de bacilos intracelulares aerdbios facultativos:
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis, pertencentes ao Complexo
Micobacterium tuberculosis (WALSH et al., 1996; BENNETT et al.,1998; CAPUANO et al.,
2003; FLYNN et al., 2003; VERVENNE et al., 2004).

Atualmente, o Complexo Micobacterium tuberculosis € composto pelas seguintes
espécies de bacilos: M. tuberculosis, principal agente da tuberculose em humanos; M.
africanum (subtipo | similar ao M. bovis, mais frequente na regido oeste do continente
Africano, e subtipo Il similar ao M. tuberculosis mais frequente na regido leste do continente
Africano), principal agente de tuberculose em humanos no continente Africano, com 60% dos
casos da doenca diagnosticada; M. bovis infecta principalmente o bovino e também um
grande numero de espécies de mamiferos selvagens e domésticos, incluindo o homem; M.
bovis-Calmette — Guérin (BCG) uma variante avirulenta obtida em laboratério a partir de uma
cepa de M. bovis, usada como vacina, como veiculo recombinante para outras vacinas e como
tratamento imunogénico; M. Canettii, que se considera como uma variante lisa de M.
tuberculosis, raramente encontrada, que causa doenga no homem; M. microti, agente causador
da doenca em pequenos roedores; M. caprae, infecta principalmente caprinos, mas também
pode infectar 0 homem, descrito na Europa; e M. pinnipedii, é a espécie que causa tuberculose
em pinipedes, ja& detectados em focas de varios continentes (BROSMAN, 1992; VAN
SOOLINGEN et al., 1997; ARANAZ et al., 1999; BROSCH et al., 2001; NIEMANN et al.,
2002; COUSINS et al., 2003; NIEMANN et al., 2004; PALMER, 2007).

A maioria das micobactérias sdo saprofitas, tendo como habitat o solo e a agua,
vivendo em vida livre e estando raramente envolvidas em processos patogénicos. Entretanto
existem aquelas que sdo oportunistas e mesmo sobrevivendo no ambiente, possuem como
principal nicho ecoldgico tecidos de animais de sangue quente, como as especies do
Complexo Micobacterium tuberculosis (THOEN; CHIODINI, 1993).

Essas bactérias possuem caracteristicas genéticas semelhantes, tendo 99,9% de
similaridade nucleotidica e sequéncias idénticas do 16S do RNA ribossémico, além das

semelhangas dos padroes morfologicos e bioquimicos, como a forma da colonia e o
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crescimento em meio seletivo, respectivamente. (BROSCH et al., 2002; FU; FU-LIU, 2002).
Consistem em bastonetes aerdbios, intracelulares facultativas, ndo capsuladas, sem
mobilidade, ndo esporulados e alcool-acido resistentes, com tamanho de 0,22 0,6 x 1 a 10 um
(MURRAY et al’ 1998 apud KANEENE; THOEN, 2004, p. 686; MURRAY:;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

A parede celular desses bacilos é muito complexa e rica em lipideos. Varias
caracteristicas, assim como a relacdo com o hospedeiro, estdo diretamente ligadas a sua
composicdo e estrutura. Caracteristicas, como crescimento lento; exigéncia de nutrientes
especificos em meios de cultura; resisténcia as condicdes ambientais; resisténcia a drogas
antimicrobianas, antissépticos e desinfetantes; resisténcia alcool-acido; e aglutinagdo sdo
determinadas em decorréncia do alto teor de lipideos da parede celular (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Ela é composta por dois segmentos: um inferior e outro
superior. O segmento superior &€ composto por lipideos livres, alguns com longas cadeias de
acidos graxos complementando cadeias o mais curtas, € outros com cadeias mais curtas de
acidos graxos complementando cadeias a mais longas. Intercaladas entre os lipidios livres
nesta porcdo estdo as proteinas e os glicolipideos. Os glicolipideos, como a molécula de
lipoarabinomana e suas variantes, sdo responsaveis pela resposta inflamatoria granulomatosa
(BRENNAN, 2003). A porc¢éo inferior, em contato com a membrana plasmaética, € o nicleo
insoluvel, essencial para a viabilidade da célula bacteriana, e é formada por peptideoglicanos
em ligacdo covalente com a arabinogalactana, que por sua vez estd ligado aos &cidos
micdlicos, que confere a caracteristica alcool-acido resistente, com suas longas cadeias de
meromicolato e curtas cadeias o. Esta estrutura compacta e organizada € o principal
componente da parede celular formando seu esqueleto e é responsavel pela sua baixa
permeabilidade (DAFFE; DRAPER, 1998; BRENNAN, 2003). Quando as micobactérias s&o
inseridas em um meio que favorece a ruptura da parede celular, como por exemplo, a adi¢édo
de solventes, os lipideos livres e as proteinas sdo dissolvidos, mas o complexo formado pelo
acido micdlico, a arabinogalactana e o peptideoglicano permanece como um residuo insoltvel
(BRENNAN, 2003).

A estrutura da parede celular também esta relacionada a viruléncia destas bactérias. O
fator corda, os sulfolipideos, os micosideos e as lipoarabinomanas funcionam como
mediadores da viruléncia, através de mecanismos como a promoc¢do da persisténcia

intracelular e a inibicdo da ativacdo de macrofagos (TOOSI; ELLNER, 2000).

® MURRAY, P.R.; ROSENTHAL, K. S.; KOBAYASHI, G. S. PFALLER, M. A. Mycobacterium. In:
Medical microbiology. 3rd ed. St Louis: Mosby, Year Book Inc, 1998. p. 319-330.
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A resisténcia as condicdes ambientais também estd diretamente relacionada as
caracteristicas da parede celular das micobactérias, permitindo que a sua sobrevivéncia fora
do organismo animal seja relativamente longa, se comparado com outros patogenos.
Ambientes com alta umidade e baixa incidéncia de luz solar sdo bastante propicios para a sua
sobrevivéncia, sendo sensiveis ao calor e a radiagdo ultravioleta. Pesquisas mostram que nas
fezes e no solo elas conseguem sobreviver por até 2 anos, na agua por até 12 meses e na
carcaga por 10 meses, dependendo das condi¢des ambientais favoraveis (WHO, 1984).

Em programas de sanidade animal é essencial o conhecimento dessas caracteristicas
da célula micobacteriana, pois a resisténcia as condigdes ambientais e aos desinfetantes

interfere diretamente na eficiéncia das medidas de controle ambiental.
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3 EPIDEMIOLOGIA

A suscetibilidade ao bacilo da tuberculose varia de acordo com a espécie animal.
Dentro do grupo de animais com maior suscetibilidade encontram-se os primatas. Embora
alguns paises tenham verificado uma significante reducéo da incidéncia da doenca em animais
mantidos em cativeiro desde a década de 70, devido a introducdo de barreiras fisicas nos
recintos e a aplicacdo dos protocolos de quarentena, tuberculose ainda é um dos principais
problemas sanitarios nesses ambientes. Surtos da doenga continuam a ocorrer em coldnias de
macacos com alta mortalidade e morbidade, tendo como consequéncia grandes perdas
econdmicas, com a morte de animais e o gasto com custo para o controle da doenca
(LERCHE et al., 2008).

Na cidade de Londres o registro mais antigo de tuberculose em Zooldgico foi feito por
Owen em 1836, em um chimpanzé (OWEN™, 1836 apud MONTALI; MIKOTA; CHENG,
2001).

No zooldgico de Londres de janeiro de 1925 a julho de 1927, 51 casos de tuberculose
em macacos foram detectados, sendo que 44 animais eram de espécies do “velho mundo™ e 7
eram do “novo mundo” (SCOTT™, 1930 apud O’REILLY; DABORN, 1995, p. 9).

Wilson e colaboradores (1984) relataram um surto de tuberculose que ocorreu no
zoologico de Dublin causada por M. bovis em varias espécies de primatas (Lemur mayottensis
mayottensis, Erythocebus patas, Macaca silenus, Symphalangus syndactylus) que se
encontravam na area de isolamento do zoologico. O M. bovis foi isolado de varias espécies
que acabaram morrendo depois de apresentar um quadro de infeccdo pulmonar.

No Japdo entre 1960 e 1995, infeccdo por M tuberculosis ocorreu em macacos-rabo-
de-porco (Macaca nemestrina), orangutangos e chimpanzés. Mais recentemente em um
cativeiro na area de Kansai, dois macacos japoneses (Macaca fuscata) que morreram em julho
e outubro de 2004 foram diagnosticados com M. tuberculosis. Os outros animais que viviam
no mesmo local foram positivos no teste de tuberculinizagdo e eutanasiados. Outro surto em
um zooldgico no ano de 2004, 4 macacos da espécie Colobus guereza e 8 macacos da espécie

Cebus apella morreram ou tiveram teste de tuberculinizacdo positivo e foram eutanasiados.

1 OWEN, R. On the morbid apparence observed in the dissection of a chimpanzee (Simia troglodytes). 1836
apud RITCHIE, J. N.; MACRAE, W. D. Tuberculoses in animals. In: Symposia of the Zoological Society of
London, 1961, London. Anais...London: Zoological Society of London, 1961. p. 69-79.

1 SCOTT, H.H. Tuberculosis in man and lower animals. Med. Research Counc. Spec. Ser., London: HMSO,
1930. n. 149, p. 270.
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Ambas as espécies estavam infectadas por M. tuberculosis. Em seguida 4 funciondrios, sendo
2 veterinarios que fizeram a necropsia destes animais, tiveram o teste positivo para
tuberculose € um dos veterinarios desenvolveu a doenga. (UNE; MORI, 2007).

Michel e Huchzermeyer (1998) relataram um caso na Africa do Sul de infecgdo por M.
tuberculosis em um sagui de tufo branco (Cattithrix jacchus) que era considerado como um
animal de companhia e foi infectado por um dos proprietarios, que havia sido tratado para
tuberculose pulmonar oito anos antes de a doenga aparecer no animal.

A tuberculose ndo existe em primatas selvagens na natureza, que vivem longe de
habitagdes humanas, sendo o contato com o homem contaminado a principal fonte de
transmissdo do M. tuberculosis para esses animais (KAUFMANN; ANDERSON'2, 1978 apud
MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001, p. 292). Casos da doenga causado por M. tuberculosis
tem sido detectados em babuinos selvagens de vida livre na éarea peri-urbana em Cape Town,
Africa do Sul, provavelmente decorrente do comportamento desses animais de mexer no lixo
humano. Este comportamento também tem sido associado a surtos de tuberculose causados
por M. bovis em babuinos de vida livre (KEET et al., 2000; PARSONS et al., 2009).

Apesar de todas as espécies de primatas serem suscetiveis tanto a infecgfio pelo M
tuberbulosis, como pelo M bovis, observa-se que existe uma hierarquia na suscetibilidade
entre as espécies. Primatas do “velho mundo” (Europa, Asia e Africa) sdo importantes do
ponto de vista da satide publica, pois sdo os mais suscetiveis para M. bovis € M. tuberculosis
do que os grandes primatas ndo humanos (gorila, orangotango e chimpanzé), que parecem ser
mais suscetiveis que os primatas do “novo mundo” (MONTALI et al., 2001), entretanto
observa-se que tuberculose tem sido documentada em numerosas espécies tanto do novo
quanto do velho mundo (THOREL et al., 1998; ISAZA, 2003). Segundo Kaufmann e
Anderson'” (1978 apud MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001, p. 292), a incidéncia em
espécies do “velho mundo” € alta, com alta prevaléncia no macaco rhesus (Macaca mulatta),
no qual a doenga se espalha rapidamente, com a morte do animal ocorrendo em menos de um
ano. As espécies Callitrix, Cebus, Ateles e Saimiri parecem ser mais suscetiveis entre as
espécies do “novo mundo”, enquanto que o género Aofus parece ter certo grau de resisténcia
para a doenga (BONE; SOAVE, 1970; MORELAND, 1970; LEATHER; HAMM, 1976;
FORTMAN; HEWETT; BENNETT", 2001 apud ALFONSO et. al., 2004, p- 291).

ZKAUFMANN, A. F.; ANDERSON, D. C. Tuberculosis control in non-human primates colonies. In:
MONTALL R. J. (Ed.). Mycobacterial Infections of Zoo Animals. Washington, DC: Smithsonian Institution
Press, 1978. p. 227-234.

13FORTMAN, J. D.; HEWETT, T. A.; BENNETT, B. T. The Laboratory Nonhuman Primate. Boca Raton,
Florida: CRC Press, 2001.
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A principal forma de transmissdo ocorre através da via aérea com a inalacdo de
aerossois contendo particulas infectantes, eliminadas quando o animal ou 0 homem infectado
tosse ou espirra (FRANCIS, 1971; SAPOLSKY; ELSE, 1987; DALOVISIO; STETTER,;
MIKOTA-WELLS, 1992; MCMURRAY; BARTOW, 1992). A transmissdo via trato
respiratorio € a forma mais eficiente entre os animais confinados, pois requer uma quantidade
pequena de organismos para compor uma dose infectante. A transmissdo do M. bovis ocorre
também atraves da ingestdo de &gua e alimentos contaminados com secrecdes, fezes ou urina,
que contenham micobactérias, e pela ingestao de leite contaminado pelos filhotes (FRANCIS,
1971; SAPOLSKY; ELSE, 1987; DALOVISIO; STETTER; MIKOTA-WELLS, 1992).

Outras formas de transmissdo geralmente ocorrem através de brigas (mordidas),
fémites e através de procedimentos médicos com materiais contaminados (KING, 1993;
KAUFMANN; ANDERSON", 1978 apud MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001, p. 292).
Algumas condi¢des, como a lotagdo dos recintos, com grande quantidade de animais, e uma
alimentacdo deficiente, aumentam a probabilidade da doenga se espalhar e progredir
rapidamente entre os animais (MCMURRAY; BARTOW, 1992).

A eliminacdo da micobactéria pode ocorrer através das secre¢cdes do trato respiratorio;
fezes, urina e por meio de fistulas submandibulares (FRANCIS, 1971; GOOD, 1984;
SAPOLSKY; ELSE, 1987). As secrecdes, na maioria das vezes, sdo engolidas ao invés de
serem expectoradas, 0 que aumenta a possibilidade de ter uma grande quantidade de bacilos
nas fezes, podendo formar aerossois durante a limpeza dos recintos (GOOD, 1984).

O conhecimento das formas de transmissdo e eliminacdo do agente etioldgico é
essencial para se obter sucesso no controle da disseminacdo da doenca nas instituices

mantedoras de primatas em cativeiro.

YKAUFMANN, A. F.. ANDERSON, D. C. Tuberculosis control in non-human primates colonies. In:
MONTALI, R. J. (Ed.). Mycobacterial Infections of Zoo Animals. Washington, DC: Smithsonian Institution
Press, 1978. p. 227-234.
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4 PATOGENIA

A doenga geralmente se desenvolve de forma aguda, cronica, progressiva ou de forma
latente (RENQUIST; WHITNEY, 1978; MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001; FROST,
2006). O tempo necessario para a sua manifestacdo pode ser influenciado de acordo com a
cepa, com a dose infectante, a porta de entrada e as condi¢cbes imunoldgicas do animal
(THOEN; BARLETTA®", 2004 apud KANEENE; THOEN, 2004, p. 686).

De acordo com a espécie e a forma de transmissdo, o bacilo da tuberculose pode
alcancar o pulméo ou o intestino onde eles sdo fagocitados por macrofagos residentes nos
tecidos. A caracteristica lipidica da parede celular das micobactérias, em especial o “fator
corda”, confere uma relativa resisténcia as enzimas lisossomais e aos processos oxidativos
que ocorrem dentro dos fagossomos, permitindo que elas sobrevivam e se multipliguem no
interior de alguns macréfagos, causando a morte dessas células e consequentemente a sua
liberacdo. Outros macrofagos, que sdo capazes de matarem as micobactérias, processam seus
antigenos e os apresentam para os linfocitos T citotoxicos, que através da secrecdo de varias
citocinas recrutam mais macrofagos para o local. Mondcitos circulantes nos vasos sanguineos
periféricos também sdo recrutados para o local da infeccdo, onde eles se tornam ativos pelas
citocinas liberadas pelos linfécitos reativos e pelos macrofagos, e ajudam a fagocitar os
bacilos liberados pelos macréfagos mortos (KING, 1993; MONTALI; MIKOTA; CHENG,
2001; KANEENE; THOEN, 2004; FROST, 2006).

Os macrofagos e mondcitos podem sofrer a acao das citocinas, como interferon-gama
(IFN- v) e interleucina-4 (IL-4), transformando-se em células epitelioides com membranas
que se interdigitam com outras células desse mesmo tipo numa tentativa de impedir a
disseminacdo da infeccdo. Conforme ocorre a morte dessas células, outras surgem para
substitui-las e cercar esse material, formado por restos celulares e por micobactéria em sua
regido mais central. Os linfécitos T citotoxicos desempenham um papel importante na
ativacdo e recrutamento das células epitelioides e eventual destruicdo dos bacilos cercados por
elas, formando as areas centrais de necrose de caseificacdo que caracteriza um granuloma
tuberculoso (Figura 4). Os granulomas podem aumentar de tamanho formando massas
caseosas, que tem a tendéncia a se mineralizar ou se liquefazer. A calcificacdo é rara em

macacos se comparada com o que é observado em humanos e hd uma variacdo entre as

“THOEN, C. O.; BARLETTA, R. G. Mycobacterium. In: PRESCOTT, J. F.; SONGER, G.;THOEN, C. O.
(Ed.). Pathogenesis of bacterial infections in animals. 3rd ed. Ames, lowa: Blackwell Publishing, 2004. cap. 6.
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espécies. Pode-se observar, em alguns animais, a formacdo de granulomas sélidos ndo
necréticos e também cavitacdo, com a micobactéria alcancando as serosas. Geralmente com a
morte dos tecidos, ocorre a liberacdo de mediadores da inflamacdo que estimulam a
proliferacdo de fibroblastos que podem acabar encapsulando a lesdo. Em animais que
apresentam a doenca de forma latente observam-se poucos granulomas, sendo a maioria
fibrosos. As células de Langhans (Figuras 5 e 6), que sdo células gigantes multinucleadas
formadas através da fusdo de macrdfagos ativados, podem estar presentes nos granulomas em
pouca quantidade ou até mesmo ausentes (KING, 1993; MONTALI; MIKOTA; CHENG,
2001; FLYNN et al., 2003; KANEENE; THOEN, 2004; FROST, 2006). Os linfécitos B sao
responsaveis pela produgéo de anticorpos, que leva de um a dois meses para serem detectaveis
em testes sorolégicos, podendo apresentar antigenos, e também estdo presentes na estrutura
do granuloma, mas sua participagdo na resposta imune contra a tuberculose ainda ndo esta
completamente elucidada (FLYNN; CHAN, 2001).

Figura 4 - Linfonodo mediastinico de macaco rhesus com exsudato caseoso evidenciado ao corte, em
decorréncia da infecgdo por tuberculose.
Fonte: (SHIPLEY et al., 2008)
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Figura 5 - Célula gigante multinucleada (seta) em granuloma Figura 6 - Pulméo de macaco rhesus com células
ndo encapsulado em linfonodo de macaco rhesus (Macaca gigantes multinucleadas.
mulatta).

Fonte: (SHIPLEY et al., 2008) Fonte: (LEWINSOHN et al., 2006)

Ao mesmo tempo existe outra por¢do dos macréfagos que transportam os bacilos da
tuberculose para os linfonodos regionais e para outros tecidos onde 0 processo comeca
novamente. A associacdo da infeccdo no sitio original, seja no pulmdo ou no trato
gastrointestinal, com a disseminagdo da infecgdo para os linfonodos regionais, mediastinicos
ou mesentéricos, respectivamente, constitui-se aquilo que é denominado como complexo
priméario (KING, 1993; CAPUANO et al., 2003; FLYNN, 2003; ISAZA, 2003; KANEENE;
THOEN, 2004).

A evolugdo da doenca a partir do foco primario, com generalizacdo ou ndo da
infeccdo, depende da interacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a capacidade de
proliferacdo dos bacilos nos macréfagos, e pode progredir de varias maneiras, incluindo
nenhuma evidéncia da doenga, doenca de evolugéo rapida e progressiva e doenca de evolucéo
cronica e debilitante (CAPUANO et al., 2003). Como em humanos, nem toda infeccdo
priméria em primatas resulta em tuberculose ativa, podendo ocorrer o desenvolvimento de
infeccdo latente, sem nenhum sinal de doenga. Estudos iniciais levaram ao desenvolvimento
de um modelo natural de infecgdo pelo M. tuberculosis em primatas, no qual macacos adultos
cynomolgus séo infectados com a inoculacéo de baixas doses de micobactéria (~25 unidades
formadoras de col6nia/por animal) diretamente nos pulmdes. Como resultado, obteve-se
aproximadamente 40% dos animais com tuberculose ativa e em 60% sem nenhum sinal da
doenca (CAPUANO et al., 2003). Lin e colaboradores (2008), utilizando esse mesmo modelo
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de infeccdo natural pelo M. tuberculosis, foram capazes de classificar os animais, passados 6
meses pos-infeccdo, com doenca ativa ou com infeccdo latente, através de exames clinicos,
radiografia do torax e presenca ou auséncia de crescimento bacteriano do lavado gastrico e/ou
broncoalveolar. Naqueles com tuberculose priméaria ou ativa foi observado a persisténcia do
crescimento de M. tuberculosis em cultura do lavado gastrico e /ou broncoalveolar e
alteracdes radiograficas do tdrax. Em contraste, aqueles com infeccdo latente apresentaram
pardmetros clinicos normais, nenhum crescimento de M. tuberculosis em cultura de lavado
géstrico e/ou broncoalveolar e nenhuma alteracéo radiogréafica do torax (LIN et al., 2008).

Durante o periodo de laténcia os animais saudaveis, sem nenhuma deficiéncia
nutricional e imunocompetentes, possivelmente encontram-se em uma situagdo temporaria de
estabilidade e equilibrio, onde se tem a multiplicacdo das micobactérias em taxas muito
reduzidas, mas que continuam a estimular a resposta celular do hospedeiro devido a continua
liberacdo de antigenos. Quando a imunidade do animal decai, seja devido a outras infecgdes
imunossupressoras concomitantes ou utilizacdo de drogas imunossupressoras, ou devido a
situacOes estressantes, causados por desequilibrios nutricionais ou ambientais, ocorre a
propagacdo e disseminagdo das micobactérias, constituindo-se na tuberculose reativa, que
muitas vezes leva a morte do hospedeiro. Os bacilos podem entrar nos vasos sanguineos ou
nos vasos linfaticos e desta maneira alcancar outros 6rgaos, como figado, baco, rins, adrenal,
medula oOssea, linfonodos e meninges. Esta forma generalizada da doenca, conhecida como
tuberculose miliar, é frequentemente fatal e ocorre principalmente em animais jovens. (KING,
1993; MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001; CAPUANO et al., 2003; ISAZA, 2003;
KANEENE; THOEN, 2004; FLYNN, 2006; LIN et al., 2008).

A deteccdo da forma latente da infeccdo ainda é um desafio para as instituicoes
mantedoras de primatas em cativeiro, pois muitas vezes esses animais podem ndo ser
diagnosticados através dos testes usados atualmente, como a tuberculinizagcdo, e serem
introduzidos dentro das colecBGes sadias, onde em determinado momento pode ocorrer a
reativacdo da doenca e provocar a transmissdo para 0s outros animais. Por isso a importancia
do periodo de quarentena e da aplicacdo dos testes de diagnosticos em varios intervalos dentro

desse periodo, e depois rotineiramente, de acordo com o0s programas de sanidade animal.
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5 SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos da tuberculose em primatas podem ser insidiosos, com apenas uma
mudanca comportamental sendo observada, seguido por anorexia e letargia, ou 0s animais
podem simplesmente morrer de forma fulminante (RENQUIST; WHITNEY, 1978;
FORTMAN; MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001; HEWETT®, 2001 apud ALFONSO et.
al., 2004, p. 286; FROST, 2006). Os animais que morrem de forma fulminante sdo geralmente
encontrados em excelente estado corporal e na necropsia observam-se lesfes viscerais
miliares que podem estar disseminadas (RENQUIST; WHITNEY, 1978).

Outros sinais sdo tosse, dispneia, perda de peso inexplicavel, pelos arrepiados,
depressdo, diarreia, linfoadenopatia localizada ou generalizada, supuracdo de linfonodos,
ascite, esplenomegalia, hepatomegalia, abscessos cutaneos, espondilites e osteomielites
(Figura 7). (RENQUIST; WHITNEY, 1978; RENQUIST; POTKAY, 1979; MONTALI;
MIKOTA; CHENG, 2001; FROST, 2006). Feridas supuradas (Figura 8), com linfoadenopatia
localizada, deveriam ser sempre consideradas como um possivel sinal de infec¢do por
micobactéria (MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001). Sinais clinicos neurolégicos como
paresia pode ser resultante da espondilite (FROST, 2006).

Figura 7 - Osteomielite crbnica, com tecido mole adjacente inchado, em fémur de macaco causado pela infec¢do
por tuberculose. Alguns primatas com achados radioldgicos de espondilites ou osteomielites deveriam ser
investigados para tuberculose.

Fonte: (IALEGIIO, 1997)

YFORTMAN, J. D.; HEWETT, T. A;; BENNETT, B. T. The Laboratory Nonhuman Primate. Boca Raton,
Florida: CRC Press, 2001.
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Figura 8 - Abscesso cuténeo na regido femoral de macaco Aotus em decorréncia da infeccéo por tuberculose.
Fonte: (IALEGIIO, 1997)

Devido a ndo especificidade dos sinais clinicos, que muitas vezes podem ser parecidos
com outras doencas, como neoplasias, micoses sistémicas, melioidoses (infecgdo por
Pseudomonas pseudomallei), nocardioses, ascaridiases pulmonar, enterites bacterianas ou
parasitarias, ma nutricdo e trauma (RENQUIST; WHITNEY, 1978; MONTALI; MIKOTA,
CHENG, 2001; FROST, 2006), recomenda-se fazer o diagndstico diferencial e testes
laboratoriais complementares (RENQUIST; WHITNEY, 1978).
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6 METODOS DE DIAGNOSTICO

Embora se observe uma significante reducdo na incidéncia de tuberculose em primatas
ndo humanos mantidos em cativeiro em alguns paises, como nos Estados Unidos, onde ha
uma legislacdo rigida que regulamenta as medidas de controle e prevencdo da tuberculose
nesses animais, surtos continuam a ocorrer gerando significativas perdas econémicas, com a
morte de animais e 0s custos com o controle da doenca, além do risco de transmissdo para 0S
outros animais e para 0 homem exposto (BUSHMITZ et al., 2008).

O diagnéstico clinico ante-mortem é geralmente dificil e problematico, devido aos
sinais inespecificos da doenca, sendo que muitas vezes somente no exame post-mortem é que
se consegue visualizar as lesdes sugestivas da enfermidade. Por isso, a utilizagdo de outras
ferramentas para o diagnostico da doenca € importante, como o teste de tuberculinizacdo e
soroldgicos, exames baseados em imagens do torax e abdémen, isolamento e identificacdo do
agente pela bacteriologia classica e testes moleculares utilizados para deteccéo e identificacao
do agente (BUSHMITZ et al., 2008; IALEGGIO, 1997; LERCHE et. al., 2008; LIN et al.,
2008; MCMANAMON, 2008; WALSH et al., 1996).

Os testes mais usados sao o teste de tuberculinizacdo, principalmente em programas de
prevencdo e quarentena, e 0 isolamento em meios de cultura artificiais, seguido da
identificagdo por métodos moleculares. Devido a algumas limitagbes do teste de
tuberculinizacdo intradérmico, particularmente sua incapacidade de identificar com seguranca
animais com infeccdo latente, e apesar de ainda ser o principal teste de diagnostico de
tuberculose em primatas, outros testes estdo sendo desenvolvidos e aperfeicoados para serem
usados nesses animais, como os moleculares e 0s sorologicos, na tentativa de aumentar a
especificidade e a sensibilidade, e assim diminuir os falsos positivos e consequentemente
reduzir a quantidade de animais eliminados sem realmente estarem infectados (LERCHE et.
al., 2008; LIN et al., 2008; MCMANAMON, 2008; WALSH et al., 1996).
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6.1 METODOS DE DIAGNOSTICO INDIRETO

Testes indiretos sdo aqueles baseados na deteccdo da resposta imunoldgica
desenvolvida quando da presenca de um agente etiolégico.

6.1.1 Teste de tuberculinizacdo intradérmico

O diagndstico ante-mortem da tuberculose esta baseado no teste intradérmico de
hipersensibilidade tardia, a tuberculinizacdo, que é a primeira ferramenta para detectar a
doenca em primatas ndo humanos, através da inoculacédo de tuberculina. A tuberculina pode
ser definida como um extrato obtido a partir de cultivos filtrados de Mycobacterium sp,
previamente esterilizados pelo calor, e utilizada com o propdsito de medir a reacdo de
hipersensibilidade tardia causada pela infeccdo por micobactérias. Existem dois tipos de
tuberculinas: mammalian old tuberculin (MOT), que é um extrato bruto preparado a partir de
M. bovis e M. tuberculosis, desenvolvida por Robert Koch, em 1890; e os derivados protéicos
purificados (PPD, purified protein derivative), que foram desenvolvidos por Seibert em 1834
e sdo preparados a partir de M. bovis, tuberculina mamifera, e M. avium, tuberculina aviéria,
onde as proteinas sdo separadas do meio de cultura por precipitacdo, purificadas por lavagens
com acidos e fosfatos e diluidas na concentracdo adequada para uso (BRASIL, 2006; FROST,
2006; BUSHMITZ et al., 2008). No Brasil o PPD mamifero é produzido a partir da amostra
AN5 de M. bovis, contendo 1 mg de proteina por mL (32.500 Ul) e o PPD aviario é produzido
a partir da amostra D4 de M. avium, contendo 0,5 mg de proteina por mL (25.000 Ul). As
tuberculinas devem ser mantidas sob a temperatura de 2° a 8° C (ndo congelar) e tém validade
de um ano apos a data de fabricacdo. Os frascos precisam ser protegidos da luz solar direta
durante os trabalhos de campo. Uma vez aberto um frasco de tuberculina, seu conteddo deve
ser utilizado num Unico dia, descartando-se eventuais sobras. O PPD bovino apresenta-se sob
a forma liquida incolor e o PPD aviario, sob a forma liquida de coloragdo vermelho claro
(BRASIL, 2006).

A inoculagdo de tuberculina induz o desenvolvimento de uma resposta de
hipersensibilidade tardia contra o antigeno micobacteriano. Em primatas esse tipo de

hipersensibilidade se desenvolve dentro de 3 a 4 semanas pos infec¢do. A fracdo protéica da
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tuberculina é reconhecida por linfocitos T sensibilizados causando a liberacdo de citocinas e
infiltragdo celular local, provocando edema, endurecimento da pele e eritema. A amplitude da
resposta de hipersensibilidade e, portanto a acurdcia do teste, depende de varios fatores
incluindo o nimero de bacilos, a quantidade de células T circulantes e a quantidade de
antigeno - especificos usados na preparacdo da tuberculina (FROST, 2006; BUSHMITZ et al.,
2008).

Internacionalmente, muitos autores preconizam a utilizagdo do teste de
tuberculinizagdo usando MOT, que tem sido o principal teste de diagnostico para tuberculose
em primatas ha mais de 60 anos em muitos paises, como nos Estados Unidos, pois o PPD,
devido & baixa concentracdo de antigenos, pode aumentar a chance de resultados falso-
negativos nesses animais (IALEGGIO, 1997; LERCHE et al., 2008). MOT, que é menos
purificada, detém mais unidades de tuberculina do que o PPD e tem mostrado uma maior
reatividade em animais infectados (FROST, 2006; BUSHMITZ et al., 2008).

Enquanto que outros autores recomendam atualmente a utilizacdo do PPD, porque
como o MOT € um produto que pode variar entre os lotes, reacdes ndo especificas podem ser
observadas em animais nao infectados, ja o PPD consegue ter um contedo mais facilmente
padronizado (THOEN; GARCIA-MARINY’, 2002 apud KANEENE; THOEN, 2004, p. 686;
MILLER, 2008). Além disso, MOT é uma preparacéo resultante de cultura bruta filtrada, que
contém antigenos comuns para varias espécies de micobactérias, incluindo aquelas néo
tuberculosas. Consequentemente, reagfes cruzadas ndo sdo incomuns, 0 que causa uma baixa
especificidade e reacfes falso-positivas. Além disso, a producdo comercial de MOT € um
processo lento e o produto resultante, embora essencial para programas de vigilancia de
primatas, ndo é rentavel. Como resultado, nos EUA ha apenas uma empresa fabricante do
MOT (Synbiotics, Inc.) (IALEGGIO, 1997; LERCHE et al., 2008). No Brasil ndo ha
disponibilidade no mercado dessa tuberculina, sendo somente encontrado o PPD (BRASIL,
2006).

O teste de tuberculinazacdo € realizado inoculando intradermicamente 0,1ml de
tuberculina na pélpebra superior préxima a borda ou na pele do abdémen ou em ambos. Em
animais pequenos pode-se utilizar 0,05ml de tuberculina. A palpebra é o local de preferéncia
para a inoculacdo da tuberculina (Figura 9), pois é de fécil observacdo. Se o abdémen for
usado o pelo devera ser raspado sem que a pele seja traumatizada e o local da inoculacdo
deverd ser marcado para depois se conseguir fazer a leitura do resultado. A utilizacdo do

" THOEN, C. O.; GARCIA-MARIN, J. F. Mycobacterium. In: Compendium of animal production.
Wallingford, Oxon, UK: CAB International Publishing Inc, 2002. [CD-ROM].
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abdémen como local da inoculacdo é recomendada em animais pequenos, COmMo em saguis e
micos, quando a inoculacdo das palpebras for dificil devido ao tamanho (IALEGGIO, 1997;
BUSHMITZ et al., 2008). Outros locais que podem ser utilizados para inoculagdo sdo bracos
e torax (MILLER, 2008). Ndo se recomenda a utilizacdo de alcool isopropilico na limpeza do
local antes da inoculagdo, pois algum &lcool remanescente podera ser introduzido no local
durante o procedimento e gerar um resultado equivocado ou falso-positivo (IALEGGIO,
1997).

Figura 9 - Inoculacéo intradérmica de tuberculina em palpebra de macaco.
Fonte: (UNIVERSITY OF CINCINNATI, 2011)

Nos ultimos anos varios pesquisadores vém recomendando o uso da prova comparada
de tuberculinizacdo, na qual séo utilizados dois sitios de inoculacdo diferentes e homologos
para a aplicacdo do PPD mamifero e PPD aviario, devido a baixa especificidade das provas de
tuberculinizacdo simples, nas quais somente um tipo de PPD é empregado (IALEGGIO,
1997; CAPUANO et al., 2003). Observa-se que 0s animais acometidos por M. bovis ou M.
tuberculosis reagem de forma semelhante & tuberculina mamifera (IALEGGIO, 1997;
CAPUANO et al., 2003; CATAO-DIAS; CARVALHO, 2006). A reacdo dos locais de
inoculacdo deve ser observada as 24, 48 e 72 horas apds a aplicagdo das tuberculinas. O
resultado é dado pelas alteracdes observadas no local, como presenca de edema e eritema,
fazendo com o animal tenha dificuldade de abrir o olho, podendo ter até necrose na regido
(Figura 10), decorrentes da hipersensibilidade tardia. Considera-se o animal positivo quando
as alteracdes forem observadas no local de inoculagdo do PPD mamifero. O resultado €

considerado inconclusivo ou suspeito quando houver um pequeno edema com ou Ssem
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eritema. Se ocorrer alteragdes no sitio de inoculacdo do PPD aviario, mais intensas que no
local de inoculacdo do PPD mamifero, considera-se o animal negativo, uma vez que o
complexo M. avium-intracellulare ¢é sapréfito para os primatas. Em animais anergicos tem se
encontrado uma reacdo de hipersensibilidade transitoria positiva, conhecida como reacdo
“flash”, dentro das 24 horas apds inoculagdo e depois uma reagdo negativa nas 48 e 72 horas,
por isso a importancia de se observar as alteragdes a cada periodo. E aconselhavel que o
mesmo individuo treinado ou o veterindrio devera interpretar os testes (KING, 1993;
IALEGGIO, 1997; CAPUANO et al., 2003).

Figura 10. Macaco rhesus (Macaca mulatta) com reacdo positiva ao teste de tuberculinizagdo usando MOT, que
foi aplicado na palpebra superior esquerda, apresentando inchaco e eritema no local.
Fonte: (SHIPLEY et al., 2008)

O resultado do teste depende da capacidade do sistema imunologico do animal em
produzir uma resposta celular contra a infeccdo (FROST, 2006). A deteccdo de animais
positivos € dificultada em estagios mais recentes ou mais avancada da infec¢do, podendo
ocorrer resultados falso-negativos. Em estagios mais recentes a resposta mediada por células
pode ndo estar desenvolvida o suficiente, isso porque a sensibilizacdo de linfocitos T é
dependente da apresentacdo de antigenos processados pelos macréfagos ativados e antes desse
processo de ativacdo a enfermidade é anérgica, ou seja, é incapaz de montar uma resposta de
hipersensibilidade tardia. Geralmente o desenvolvimento da resposta celular se estabelece em

aproximadamente quatro semanas apés a exposi¢cdo do animal a micobactéria. O animal pode
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também em estagios mais recentes da infeccdo estar no periodo de laténcia, onde muitas vezes
o teste de tuberculinizacdo ndo consegue detectar o primata infectado (POTKAY et. al., 1966;
IALEGGIO, 1997; ISAZA, 2003; FROST, 2006). Varios casos em que o animal recém
adquirido e com teste de tuberculinizacdo negativo durante a quarentena, passa a ser positivo
no periodo pds-quarentena, sem evidéncias de humanos ou outros animais com tuberculose no
novo local, vem ocorrendo e ha grandes indicios de que nesses casos tenha ocorrido a
reativacdo de infeccOes latentes, que ndo foram detectadas durante a quarentena, onde se
obteve uma reacdo falso-negativa do teste (LERCHE et al., 2008).

Em estagios mais avangados da doenca ou em animais macicamente infectados, pode
ocorrer um esgotamento dos mecanismos imunolégicos, em decorréncia da superexposicao
aos antigenos micobacterianos, e dessa maneira também se ter uma condi¢do de anergia.
Concomitantemente doencas como sarampo ou doencas fungicas podem também resultar em
resultados falso-negativos por causa da imunodepressdo (POTKAY et al., 1966; IALEGGIO,
1997; ISAZA, 2003; FROST, 2006). Individuos incapacitados de estabelecer uma resposta
imune celular, devido a interferéncia de drogas, em periodos pos-vacinacao e idosos, podem
comprometer os programas de vigilancia contra a doenca, gerando resultados negativos, como
a vacinacdo para poliomielite, sarampo e febre amarela (OTT, 1979; STALEY et al., 1995;
IALEGGIO, 1997) e as terapias com isoniazida ou tratamentos com drogas
imunossupressoras, incluindo corticdides. Além disso, reacdes falso-negativas podem resultar
de incorreta administracdo, subjetividade na interpretacdo do teste ou uma concentracdo
abaixo do ideal de antigeno na preparacdo aplicada (BUSHMITZ et al., 2008).

ReacOes falso-positivas podem resultar de prévia exposicdo (experimental) ao
adjuvante De Freund na forma completa (solucdo antigena emulsificada em Oleo mineral
contendo micobactérias neutralizadas e dessecadas, e usado como um estimulador do sistema
imunoldgico), trauma causado por inapropriada inoculacdo da tuberculina e em animais
vacinados com BCG (DUKELOW; PIERCE, 1987; MALAGA et al., 2004; FROST, 2006).
As reacBes inconclusivas podem ocorrer devido a exposic¢do do animal a contaminantes, como
os componentes fenolicos, que podem produzir reagdes alérgicas, que aparecerem no prazo de
30 minutos depois da inoculacdo. Além disso, reagdes cruzadas depois da exposicao a atipicas
ou saprofitas micobactérias, como M. gordoneae, pode resultar em reacdo falso- positiva
(SOAVE et al., 1981; DUKELOW; PIERCE, 1987; MALAGA et al., 2004; FROST, 2006).

Dentro do grupo dos grandes primatas, que inclui os chimpanzés (Pan troglodytes),
orangotangos (Pongo pygaemus) e o gorilas (Gorilla gorilla), o orangotango reage diferente

em relacdo ao teste de tuberculinizagdo, possuindo mais sensibilidade a tuberculina do que os
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outros. Eles podem estar sensibilizados por antigenos de micobactérias ndo tuberculosas,
gerando resultados falso-positivos ou ndo especificos (CALLE, 1999; FROST, 2006). Para
esta especie € indicado fazer o teste comparativo em associacdo com outros testes para se
confirmar o diagnéstico (CALLE, 1999).

Apesar de suas limitacbes o teste de tuberculinizagdo ainda € o mais utilizado e
recomendado em programas de prevencao e controle de tuberculose em primatas mantidos em

cativeiro.

6.1.2 PRIMAGAM® -IFN

O PRIMAGAM® da Prionics AG é um teste rapido, comercialmente disponivel em
alguns paises como Estados Unidos, Nova Zelandia e Austrélia, e utilizado para o diagnostico
de tuberculose em primatas. Nos Estados Unidos o Departamento de Agricultura deu uma
licenca proviséria em 2002 ao PRIMAGAN® para poder ser usado em primatas (LERCHE,
2007).

O teste consiste na deteccdo e medicdo de interferon — gamma (IFN-y) que sdo
liberados quando os linfocitos T sdo estimulados “in vitro” com tuberculinas (PPD bovino,
derivado de M. bovis e PPD aviério, derivado de M. avium) ou outros antigenos. IFN-y ¢ uma
importante citocina envolvida na resposta imune mediada por células em uma infec¢do por
micobactéria (DENSEM; JONES, 1998; GARCIA et al., 2004; VERVENNE et al., 2004).

Aliquotas padronizadas de sangue total, que deve ser coletado em até 24 horas antes
de ser processado, sdo estimuladas em uma placa de cultura com um controle positivo, um
controle negativo e antigenos micobacterianos (PPD bovino e PPD aviario). Depois do
periodo de incubacdo de 24 horas a 37°C e 5% de CO, em um ambiente umidificado, o
sobrenadante de cada cultura é usado para medir a concentracdo de IFN- y através de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) (LERCHE et al., 2008; LIN et al., 2008). Se a reacao
for maior para o PPD bovino o resultado deve ser interpretado como uma indicacdo de
sensibilizacdo por antigenos de M. tuberculosis ou M.bovis. Se a reagdo for mais forte para o
PPD aviario do que para o PPD bovino o resultado deve ser interpretado como uma
sensibilizacdo para M. avium ou outras espécies de micobactérias ndo tuberculosas. Deve-se
tomar certo cuidado ao se fazer essa Ultima interpretacéo, pois existe a possibilidade de alguns

animais em estagios iniciais da infeccdo pelo M. bovis ou M. tuberculosis ter uma reacao
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maior para 0 PPD aviario do que para o PPD bovino, sugerindo nesses casos a realizacdo de
mais do que um unico teste. Testes subsequentes na maioria das vezes demonstram uma
conversdo nos resultados, obtendo-se uma resposta dominante de IFN- y para PPD bovino.
Para se evitar resultados falso-negativos, animais que demonstrarem reacdo mais forte para o
PPD aviario devem ser testados novamente apds duas semanas (GARCIA et al., 2004;
VERVENNE et al., 2004; LERCHE et al., 2008).

Vérias espécies de primatas estdo sendo testados usando este método, incluindo
saguis, gibdes, chimpanzés, gorilas, orangotangos, macacos rhesus e cynomolgus (FROST,
2006). Durante um surto de M. bovis em Macaca. mulatta e Macaca. fasciularis utilizou-se
esse teste, obtendo-se uma sensibilidade de 68% e especificidade de 97%. Ja o teste de
tuberculinizacdo intradérmica obteve sensibilidade de 84% e especificidade de 87%. Nesse
surto a utilizacdo de ambos os testes detectou todos os animais infectados, aumentando a
sensibilidade geral para 100%. Pode-se observar também que na M. fasciularis a producao de
IFN-y em resposta ao PPD bovino foi baixa, por isso nestas espécies é recomendado a
utilizacdo de outros testes em combinacdo com o PRIMAGAM®, como o0 teste
tuberculinizacdo (GARCIA et al., 2004). Em geral varios autores aconselnam o uso em
combinacdo do PRIMAGAM® com o teste de tuberculinizacdo intradérmica para uma
maxima sensibilidade em programas de prevencdo de tuberculose, e assim diminuir a
possibilidade de resultados falso-positivos ou inespecificos (LIN et al., 2003; LERCHE, 2007,
BUSHMITZ et al., 2008).

Varios pontos criticos devem ser considerados em relagdo a esse teste. As amostras
devem ser processadas dentro de 24 horas apds a coleta. Resultados sdo quantificados e o
estabelecimento de valores de corte requer alguma interpretacdo do operador quando espécies
incomuns séo testadas (LERCHE, 2007). Evidéncias mostram também que a sua capacidade
de detectar infeccdes latentes é incerta. Em um estudo feito em macacos cynomolgus
observou-se uma incapacidade do teste de detectar tuberculose latente nessa espécie
(CAPUANO et al., 2003). Entretanto ele possui algumas vantagens: s € necessario acessar 0
animal uma Unica vez para coletar o sangue; os resultados ficam prontos em menos do que 36
horas; e pode-se repetir o teste imediatamente, pois 0s animais ndo sdo inoculados com
antigenos (LERCHE et al., 2008).
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6.1.3 ELISPOT (enzyme-linked immunosorbent spot)

O ELISPOT é um método em que células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) séo isoladas e contadas, e uma quantidade dessas células é colocada dentro de
culturas especificas com varios antigenos (LIN et al., 2008). Cada cultura é revestida com
uma membrana contendo anticorpos especificos anti-IFN-y. Dessa maneira, 0 IFN- y
produzido é detectado diretamente sobre a membrana, podendo-se estabelecer a quantidade
liberada por cada célula (LIN et al., 2008).

Em um estudo, ambos PRIMAGAN® e ELISPOT foram comparados ao teste de
tuberculinizacdo em varias espécies de primatas e como resultado achou-se importante a
aplicacdo dos testes em conjunto (VERVENNE et al., 2004).

Esse método de diagnostico tem sido usado para fins de pesquisa em primatas, nao

existindo uma versdo comercial (LERCHE et al., 2008).

6.1.4 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) e outros testes soroldgicos

ELISA é o mais comum teste sorolégico para o diagndstico de tuberculose. Varios
tipos de antigenos micobacterianos sdo utilizados para a deteccdo de anticorpos no material a
ser testado. Os recentes avangos no sequenciamento genético do M. bovis e do M. tuberculosis
tem identificado proteinas que pertencem unicamente a essas espécies. Duas dessas proteinas,
a ESAT-6 e a CFP-10, sdo altamente imunogénicas e usadas como antigenos para a deteccédo
de anticorpos especificos para tuberculose em primatas ndo humanos (LERCHE et al., 2008).

Em um surto de M. bovis em macacos rhesus e cynomolgus, 22 dos 25 animais com
lesdo para tuberculose, evidenciados na necropsia, tiveram anticorpos especificos anti-ESAT-
6 detectados, com sensibilidade de 88% e especificidade de 84% para o ELISA, valores
proximos ao do teste de tuberculinizacdo intradérmica, que teve sensibilidade de 84% e
especificidade de 84% (KANAUJIA et al., 2003). A elevacgdo dos niveis de anticorpos no soro
demora mais tempo para acontecer se comparado a resposta imune celular, que leva de 3a 4
semanas para se estabelecer apds a infeccdo. A deteccdo de anticorpos contra a ESAT-6, que é
um dos primeiros antigenos a serem reconhecidos, geralmente acontece em um a dois meses

do inicio da infec¢do. Por isso, embora os animais tenham a tendéncia a ser positivos para o
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teste de tuberculinizacdo palpebral mais cedo do que no teste soroldgico, os niveis de
anticorpos permanecem elevados ao longo do curso da infecgcdo, enquanto que a reatividade
do teste de tuberculinizacdo € intermitente ou deprimida (BRUSASCA et al., 2003). A
persisténcia de anticorpos detectdveis ao longo da evolugdo da infeccdo sugere uma
significante melhora nos programas de vigilancia em tuberculose, podendo-se utilizar em
conjunto o ELISA ou outro teste soroldgico com o teste de tuberculinizacdo e assim aumentar
a possibilidade de resultados mais confidveis (LERCHE et al., 2007; LERCHE et al., 2008;
MILLER, 2008).

Além do ELISA, varios outros testes estdo sendo desenvolvidos para a deteccdo de
anticorpos especificos contra as micobactérias e podem ser aplicados em programas de
vigilancia para tuberculose em primatas como o Western Blot (Immunoblot), MAPIA
(Multiantigen Print Immunoassay), Prima -TB STAT-PAK (LERCHE et al., 2008;
MCMANAMON, 2008; MILLER, 2008).

Immunoblot tem demonstrado ser um método sensivel para detectar e monitorar o
desenvolvimento de respostas soroldgicas para antigenos protéicos de micobactérias em
varias espécies de animais (MCMANAMON, 2008; MILLER, 2008).

MAPIA foi desenvolvido pela Chembio Diagnostic Systems e implica na aplicacéo de
vérios antigenos purificados de M. tuberculosis em membranas de nitrocelulose, que s&o
cortadas em mudltiplas tiras, seguido por incubacdo com o soro testado e a deteccdo dos
anticorpos para estes antigenos pelo Western blot. A presenca de uma banda visivel é
interpretada como um resultado positivo. (MCMANAMON, 2008; MILLER, 2008). Pode ser
utilizado também como um teste confirmatorio para ELISA ou um teste rapido para soros
reativos. Além disso, ensaios com mdaltiplos antigenos fornecem uma ferramenta poderosa
para a identificacdo de novas proteinas imunologicamente dominantes e podem identificar
padroes de reatividade, que sdo indicativos da progressdo ou reativacdo da infeccdo
(LERCHE et al., 2008). Embora MAPIA seja promissor, ele ainda ndo estad disponivel
comercialmente (MILLER, 2008).

Prima TB STAT — PAK® inunoensaio é um teste rapido de fluxo lateral, desenvolvido
pela Chembio Diagnostic Systems, para o sorodiagnostico de tuberculose em primatas, e
licenciado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos para ser usado em macacos
rhesus e cynomolgus, como também em outras espécies de primatas (LY ASHCHENKO et al.,
2007). E um teste de fécil execucdo e pode ser usado para analisar soro, plasma ou outro
fluido corporal contendo anticorpo. Por isso ele acaba se tornando uma atrativa opg¢ao para
institutos com muitas instalagbes (BUSHMITZ et al.,, 2008; LERCHE, 2007). Em uma
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avaliacdo, onde trés diferentes espécies foram experimentalmente infectadas com M.
tuberculosis, a evolucdo sorolégica demonstrou alta sensibilidade (90%) e especificidade
(99%) (LYASHCHENKO et al., 2007).

Esse teste emprega uma seletiva ordem de antigenos protéicos recombinantes de M.
tuberculosis, que ficam impregnados em uma Unica tira do teste, que possui uma banda de
controle, e avalia a presenca de anticorpos para estes antigenos nas amostras testadas. O
resultado pode ser obtido em 20 minutos e requer um pequeno volume (aproximadamente 30
ml) de soro, plasma ou sangue total. O teste € montado sobre um suporte plastico, sendo
semelhante na aparéncia com um teste de gravidez para humanos (Figura 11). A combinacao
do teste Prima TB STAT-PAK® e do teste de tuberculinizacdo intradérmico parece ser uma
sensivel e confidvel abordagem diagnostica para a deteccdo de tuberculose em primatas
(LERCHE, 2007; BUSHMITZ et al., 2008).
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Figura 11 - Teste Prima TB STAT-PAK®. A figura da esquerda representa resultado negativo e a figura da
direita, resultado positivo; na janela do teste, a linha mais acima presente em ambos é a banda controle; a linha
mais abaixo marcada por uma seta é a banda que indica resultado positivo.

Fonte: (LYASHCHENKO et al., 2007)

Como os testes baseados na deteccdo de anticorpos dao resultados positivos ao longo
de toda a evolugéo da doenca, enquanto que os testes baseados na resposta imune mediada por
células sdo apenas positivos durante um periodo, é indicado usar ambos 0s testes para detectar
animais infectados com tuberculose ativa e latente (LERCHE et al., 2008). Portanto, o
aprimoramento dos testes indiretos € essencial para aumentar a capacidade de se detectar
animais positivos e assim melhorar significantemente a eficiéncia dos programas de sanidade

animal.
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6.2 METODOS DE DIAGNOSTICO DIRETO

Testes Diretos demonstram a presenca do agente etiolégico por meio de seu
isolamento ou da identificagdo do seu DNA.

6.2.1 Métodos de coloragdo em laminas e Cultura bacteriana

A parede celular das micobactérias do Complexo M. tuberculosis contém &cido
micolico, permitindo que essas bactérias sejam tingidas com corantes basicos, o que lhes
confere a caracteristica alcool-acido resistente, mas a presenca de bacilos alcool-acido
resistentes sobre um esfregaco néo é conclusivo. (FROST, 2006).

Ha trés métodos de coloracdo para rapida deteccdo e confirmacdo de bacilos alcool-
acido resistentes: o método fluorocromo de Truant, com corantes fluorescentes auramina-
rodamina; e os métodos de Ziehl-Neelsen (Figura 12) e Kinyoun, com carbofucsina (FROST,
2006; BRUSHMITZ et al., 2008; MILLER, 2008, MURRAY et al., 2009).

)y :
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Figura 12 - Celulas gigantes multinucleadas com bacilos &lcool-4cido resistentes (setas), coloracdo Ziehl-
Neelsen, em tecido pulmonar de macaco rhesus infectado com M. tuberculosis.

Fonte: (LEWINSOHN et al., 2006)
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As amostras sdo examinadas ao microscopio oOptico ou, se corantes fluorescentes
forem usados, ao microscopio fluorescente. A coloracdo alcool-acido resistente € um método
facil e répido, mas ela tem sua limitacdo, pois existem outras espécies de bactérias que
também possuem essa caracteristica, como a Nocardia. Portanto, outros métodos de
diagnostico devem ser utilizados para se conseguir a identificacdo do agente, como a cultura
bacteriana (FROST, 2006; BRUSHMITZ et al., 2008; MILLER, 2008, MURRAY et al.,
2009).

O cultivo e isolamento com sucesso das micobactérias dependem da qualidade da
amostra, de um processamento adequado e das técnicas empregadas pelo laboratério (FROST,
2006). Dos testes de diagnostico para tuberculose, o cultivo e isolamento ainda sdo
considerados o “gold standard”, porém ¢é o mais demorado para se obter o resultado, pois as
bactérias do Complexo M. Tuberculosis sdo muito exigentes nutricionalmente, crescendo
lentamente e dividindo-se a cada 12 a 24 horas, podendo o periodo de incubacéo levar de 3 a
8 semanas a 37°C para se obter o isolamento (MURRAY et al.’®., 1998 apud KANEENE;
THOEN, 2004, p. 686; MILLER, 2008; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).
Culturas provenientes de amostras de animais com doenca em estagio inicial geralmente
apresentam nenhum crescimento (FROST, 2006).

Os meios de cultura precisam ter uma fonte de carbono, uma de nitrogénio, elementos
inorganicos e o verde de malaquita, para inibir contaminantes (CORREA; CORREA, 1992).
Embora M. bovis e M. tuberculosis sejam similares clinicamente, suas culturas séo diferentes
(FROST, 2006). M. bovis tem baixo ou nenhum crescimento em meio contendo mais do que
1% de glicerol, diferente do M. tuberculosis, por isso € utilizado para seu isolamento o meio
de cultura Stonebrink, que é constituido por piruvato de sédio ao invés de glicerol, e
recomenda-se também a utilizacdo de pequena concentracdo de CO2 (menos que 5%), devido
a sua microaerofilia. Outra caracteristica distinta € que M. bovis ndo reduz nitrato e o teste
para niacina é negativo. Para as outras micobactérias do Complexo M. Tuberculosis 0s meios
mais utilizados sdo o Ldwenstein-Jensen, a base de ovo, e o Middlebrook, a base de agar
(ABRAHAO, 1998; FROST, 2006).

Para a realizacdo do esfregaco e da cultura pode-se usar como amostras: secregdes
nasais, swab de garganta, lavagem gastrica, lavagem traqueal ou broncoalveolar, amostra
fecal e amostras de Orgdos com lesdes sugestivas (CORCORAN; THOEN, 1991;
BRUSHMITZ et al., 2008; MILLER, 2008). No lavado gastrico, para uma amostragem

8 MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S.; KOBAYASHI, G. S.; PFALLER, M. A Mycobacterium. In:
Medical microbiology. 3rd ed. St Louis: Mosby, Year Book Inc, 1998. p. 319-330.
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relevante, a técnica deve ser realizada logo na parte da manha, apos o ciclo noturno, pois
durante o sono os animais tendem a engolir as secrecdes vindas dos pulmdes e assim ficam
contidas dentro do contetdo gastrico. Um tubo nasogastrico é introduzido no animal e o
conteido gastrico € retirado, sendo logo em seguida adicionado um buffer neutralizante para
otimizar a viabilidade das micobactérias para a cultura (LIN et al., 2008).

As amostras devem ser cuidadosamente coletadas e manuseadas, levando-se em conta
0 potencial de transmissdo (FROST, 2006).

6.2.2 Técnicas moleculares

Os métodos moleculares de diagnostico representam um grande avanco nha
epidemiologia da tuberculose no meio veterinério, pois podem proporcionar importantes
conquistas em sensibilidade, especificidade e capacidade de revelar quantidades muito
pequenas de bacilos, mesmo que estejam mortos e em um curto espaco de tempo. Além disso,
permitem o rastreamento das fontes de infeccdo pela comparacdo das caracteristicas
moleculares das estirpes isoladas. Entretanto, ainda estdo restritos a um pequeno nimero de
laboratorios especializados (ZANINI et al., 2001).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) pode ser usada para detectar DNA dos
bacilos da tuberculose em amostras de fezes, secre¢des respiratorias, lavado gastrico, lavado
traqueal ou broncoalveolar, tecidos e em amostras colhidas post-mortem, incluindo tecidos
fixados com formalina, e tem a vantagem de ser mais rapida do que métodos convencionais
de cultura bacteriana para o diagnostico, permitindo a identificacdo da espécie e distinguindo-
as das micobactérias ndo tuberculosas, que podem gerar uma reacdo falso-positiva no teste de
tuberculinizacdo (CORCORAN; THOEN, 1991; BRUSHMITZ et al., 2008; MIILER, 2008).
Atualmente existem varios genes do DNA micobacteriano conhecidos e utilizados para a
deteccdo das micobactérias através do PCR, como fragmentos do gene Mtp40, que esta
presente no DNA de M. tuberculosis, o antigeno Alpha e o gene RpoB (GORDON et al.,
1999; LEE et al., 2000).

Recentemente varias técnicas moleculares que conseguem fazer a identificacdo das
cepas das micobactérias e que ja& sdo usadas para a confirmacgdo da tuberculose em humanos e
no bovino, estdo sendo desenvolvidas e aprimoradas para poder ser aplicadas no diagnostico

de tuberculose em primatas ndo humanos, como o Spoligotyping (KAMERBEEK et al.,
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1997), o RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (VAN EMBDEN et al., 1993;
HARRIS, 2006), PCR-PRA (Polymerase Chain Reaction-PCR Restrictionn Analysis)
(TELENTI et al., 1993), MIRU (Mycobacterial Interpersed Repetitive Units) (SUPPLY et al.,
2000).

O RFLP é uma técnica que permite a deteccdo e a tipagem de M. tuberculosis,
avaliando a presenca da sequéncia de inser¢do 1S6110 pela deteccdo do polimorfismo dos
fragmentos de restricdo. Essa técnica é considerada o “gold standard” dentre as técnicas de
diferenciacdo de cepas, mas atualmente vem sendo substituidas por técnicas mais simples e
mais faceis de serem realizadas (VAN EMBDEN et al., 1993).

O Spoligotyping € um método que tem a vantagem da nao necessidade de se esperar 0
crescimento das micobactérias em meio de cultura e é um método mais simples em
comparacdo ao RFLP, permitindo simultaneamente a deteccdo e a tipificacdo das
micobactérias do Complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis e M.bovis) com o resultado em
1 ou 2 dias, 0 que antes precisaria de um ou mais meses desde a suspeita da doenca até a
tipificacdo da micobactéria. Esse método baseia-se na amplificacdo pelo PCR do DNA
presente no locus denominado de regido de repeticdo direta DR (Direct Repeat). Essa regido
esta presente exclusivamente no genoma das micobactérias do Complexo M. tuberculosis. O
spoligotyping pode ndo apenas ser usado para a diferenciacdo das cepas de M. bovis, mas
também pode distinguir estes do M. tuberculosis, 0 que é dificil e demorado de se conseguir
fazendo somente as técnicas convencionais de bacteriologia, além de também fazer a
tipificacdo do M. tuberculosis. Uma série de amostras clinicas pode ser utilizada para a
realizacdo do teste, como lavados gastricos e broncotraqueal, secrecdes, fezes, entre outros.
Ele também consegue detectar e tipificar micobactéria presente em tecidos parafinados e em
laminas coradas atraves do Ziehl-Neelsen (KAMERBEEK et al., 1997).

O PCR-PRA é um método rapido usado para a identificacdo das micobactérias, que se
baseia na avaliacdo do gene que codifica a proteina 65-kDa, através do uso de enzimas de
restricdo que fazem a digestéo dos produtos amplificados pelo PCR usando primers comuns a
todas as micobacterias (TELENTI et al., 1993).

O MIRU séo locus encontradas dentro do genoma das micobactérias do Complexo M.
tuberculosis que contém uma sequéncia repetida de pares de bases em minissatélites e séo
similares as sequéncias descritas no genoma humano e de animais, denominadas de locus
VNTR (Variable Number Tandem Repeat). Os MIRUs estdo dispersos em regides
intergénicas do genoma do Complexo M. tuberculosis e possuem de 40 a 100pb. (SUPPLY et

al., 1997; SUPPLY et al., 2000). Ele se baseia na analise dos produtos amplificados que sdo
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separados em gel de agarose, permitindo verificar o tamanho dos fragmentos amplificados e a
quantidade de repeticbes dos locus. Dessa forma consegue-se fazer a identificagdo das
micobactérias presentes na amostra analisada (SUPPLY et al., 1997; SUPPLY et al., 2000;
BARNES; CAVE, 2003).

Em um estudo realizado em 68 primatas ndo humanos do “novo mundo” (Saguinus
sp., Ateles sp., Cebus sp., Saimiri sp.) no zooldgico de Cali, na Colémbia, foram coletados
amostras de lavado bronquial, lavado gastrico e sangue desses animais. Essas amostras foram
processadas, colocadas em meios de cultura e foram submetidas a coloracdo e usadas para o
PCR e RFLP. Dos 68 animais, 5 foram positivos para M. tuberculosis, através da
amplificacdo do Mtp40 e do antigeno alpha, 3 dos 5 tiveram cultura positiva para M.
tuberculosis e 2 tiveram coloracdo positiva para bactérias alcool-acido resistente. Nenhum dos
animais positivos apresentava sinais da doenca (ALFONSO et al., 2004).

Apesar da importancia destes testes confirmatorios, eles ainda ndo estdo sendo
utilizados em larga escala na rotina de vigilancia das instituicbes mantedoras de primatas
(LERCHE et al., 2008), mas alguns laboratorios de diagnostico ja os utilizam. Eles permitem
que o resultado seja obtido em um espaco de tempo relativamente curto e, principalmente,
ajudam na deteccao de animais positivos. A combinacdo dos testes moleculares com o cultivo
bacteriano s@o ferramentas essenciais atualmente para se conseguir o isolamento e

identificacdo das cepas das micobactérias.
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7 EXAMES RADIOGRAFICOS

A radiografia do térax € um método de diagnostico que auxilia na deteccdo de
anormalidades, que podem ser indicativos da doenga, mas ndo deve ser usado como
diagnostico definitivo, pois existem outras doencas que possuem as mesmas caracteristicas
radiograficas que a tuberculose, como a infec¢do por Nocardia spp. Além disso, esse exame
complementar facilita a identificacdo de animais que tem teste de tuberculinizacdo negativo
por causa da imunossupressdo associada com a doencga fulminante. As lesdes nos pulmdes
variam de tamanho, formato, densidade e cavitacdo, onde grandes granulomas ou areas com
cavitacdo geralmente sdo visualizadas radiograficamente. Devido a rara calcificacdo nos
granulomas em primatas, a imagem radiografica dessas formagfes frequentemente aparece
menos evidenciada se comparado a outros animais e aos humanos. O aumento de tamanho dos
linfonodos bronquiais, que normalmente estdo encobertos pela silhueta cardiaca, pode ser um
sinal inicial de tuberculose pulmonar (CORCORAN; THOEN, 1991; FROST, 2006;
LEWINSOHN etal., 2006; BRUSHMITZ et al., 2008).

A radiografia e o ultra-som abdominal também podem ser utilizados como exames
complementares, auxiliando na identificacdo ou confirmagdo de esplenomegalia e/ou
linfoadenopatia mesentérica e outras alteracGes indicativas da presenca de infec¢do na regido.
A tomografia computadorizada também é uma ferramenta de diagndstico por imagem que
ajuda na deteccéo das lesdes no organismo animal, dando detalhes da evolugéo da doenga em
tempo real (CORCORAN; THOEN, 1991; FROST, 2006; LEWINSOHN et al., 2006;
BRUSHMITZ et al., 2008).
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8 NECROPSIA E ACHADOS MICROSCOPICOS

As lesBes caracteristicas da tuberculose frequentemente s6 sdo detectadas no exame
post-mortem. Os 6rgdos principalmente afetados sdo os pulmdes (Figura 13) e linfonodos
adjacentes e os tecidos linfaticos associados ao trato gastrointestinal, dependendo da porta de
entrada da infecgdo. Secundariamente ocorre disseminacdo para o baco, figado, rim e tecidos
linfaticos associados. Outros locais como ovario, cérebro, coluna espinhal, linfonodos
periféricos, pele e glandula maméria podem também apresentar granulomas, mas séo
observados em menor frequéncia (RENQUIST; WHITNEY, 1978; KING, 1993; CAPUANO
et al., 2003; ISAZA, 2003; KANEENE; THOEN, 2004; FLYNN, 2006; FROST, 2006).

Figura 13 - Pulmdo de macaco rhesus com granu'lomas (setas).
Fonte: (GORMUS et al, 2004)

A extensdo das lesdes pode variar de nenhuma lesdo detectada macroscopicamente,
para uma larga disseminacdo de granulomas, que podem ter uma coloracdo esbranquigada,
amarelada ou acinzentada, de consisténcia macia a friavel, dependendo do grau de
calcificacdo existente e variando de um Gnico ponto para grandes lesdes coalescentes. Os
linfonodos que drenam a regido afetada também sdo encontrados nodulos caseosos. Em areas
onde o pulmdo afetado esta em associacdo com a pleura parietal, podem ocorrer aderéncias,
assim como em outros tecidos comprometidos e as serosas adjacentes, tais como 0
mediastino, peritdnio e mesentério. As lesdes encontradas sdo recolhidas, fixadas em formol

ou “in natura”, e enviadas para exames laboratoriais, para isolamento e identificagdo
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bacteriana através de cultura em meio sintético e testes moleculares (KING, 1993; ISAZA,
2003; FROST, 2006).

Na necropsia, a tuberculose deve ser diferenciada de outras doencas granulomatosas,
como as causadas por corpos estranhos (por exemplo, granulomas decorrentes da
administracdo de caulim), micoses, protozoarios e parasitas, como as norcadioses,
Pneumonyssus simicola, Hepatocystis kochi e oesofagostomiases. As lesdes causadas por
esses parasitas sdo facilmente distinguiveis microscopicamente das lesdes por micobactérias.
Além disso, as lesBes produzidas pela Nocardia possuem predominancia de neutréfilos e sdo
purulentas ou piogranulomatosas diferente do que é observado em um tipico granuloma
tuberculoso (KING, 1993)

Os achados microscopicos em animais com tuberculose pode variar de acordo com a
duracéo e extensdo da doenca. Nos estagios iniciais podem ser encontrados alguns e dispersos
granulomas microscopicos, constituidos de células epitelioides e ocasionalmente células de
Langhans, podendo existir uma colecdo de neutr6filos no centro de alguns microgranulomas.
A coloracdo Ziehl-Neelsen pode revelar apenas uma rara quantidade de bacilos alcool- &cido
resistente no interior das células epitelioides. Inicialmente, essas lesdes estdo restritas aos
pulmdes ou ao trato gastrointestinal, que sdo as duas maiores portas de entrada do bacilo da
tuberculose. Nesse estagio, deve-se fazer o diagnéstico diferencial com Nocardia spp., que é
um bacilo alcool-acido resistente e onde nas lesdes se encontra uma predominancia de
neutrdfilos, assemelhando-se a infeccdo recente por micobactéria. Em estagios mais
avancados da doenca, o granuloma caracteristico da tuberculose é constituido por uma area
central com restos celulares necrosados cercados por uma zona de células epitelioides e
celulas gigantes de Langhans, sendo que algumas vezes a porcdo central pode estar
parcialmente calcificada, o que ndo é muito frequente nos primatas. A periferia do granuloma
é geralmente constituida por certa quantidade de tecido fibroso e infiltrado de linfdcitos.
(KING, 1993; FROST, 2006).
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9 TRATAMENTO

Terapias com antibioticos em animais doentes ndo sdo recomendaveis, principalmente
devido ao aumento de cepas resistentes a varias drogas, além disso, pessoas com contato
prolongado com um animal tuberculoso possuem maior risco de infectar-se com uma
micobactéria resistente. Por isso é recomendada a eutanasia de animais positivos ou com dois
resultados inconclusivos do testes de tuberculina (JOHNSON-DELANEY, 1994; FROST,
2006; BUSHMITZ et al., 2008).

Alguns autores sugerem o tratamento de animais de grande valor zootécnico ou que
corram o risco de extincdo. Entretanto, o custo do tratamento é alto e existem as questdes de
seguranca, que devem ser seguidas rigidamente, devido ao risco de transmissdo da doenca
para aqueles que irdo manipular o animal, para os outros animais da colecédo e para o publico
visitante. Portanto medidas de infra-estrutura, que garantam o total isolamento do animal, e a
logistica do tratamento, devem estar muito bem estabelecidas e compreendidas por toda a
equipe envolvida no processo (WOLF et al., 1988; WARD et al., 1985; JOHNSON-
DELANEY, 1994; BUSHMITZ et al., 2008).

Quando for plausivel a op¢do pelo tratamento, devem ser administradas mdaltiplas
drogas, como por exemplo, a combinagdo de isoniazida e estreptomicina, de isoniazida e
acido p-aminosalicilico ou entdo isoniazida, etambutol e rifampicina. Em todos os casos, para
0 sucesso no tratamento, o animal deve ser mantido isolado e deve ser feito o antibiograma
para determinar a sensibilidade da micobactéria em relacdo aos antibidticos antes do inicio do
tratamento. A terapia deve ser mantida por 6 a 12 meses e seguida sem nenhum
interrompimento. O tratamento pode resultar na diminuicdo da resposta para o teste de
tuberculinizacdo, pois a isoniazida € imunossupressora, por isso é aconselhavel a realizacéo
do mesmo um més apos a interrup¢do do tratamento (WOLF et al., 1988; WARD et al., 1985;
JOHNSON-DELANEY, 1994; BUSHMITZ et al., 2008).
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10 PREVENCAO E CONTROLE

Programas de prevencdo, vigilancia e monitoramento sdo essenciais dentro das
instituicbes mantedoras de primatas em cativeiro. O principal objetivo é reduzir a
probabilidade de exposicdo desses animais as micobactérias, através do conhecimento da
epidemiologia da doenga, da aplicacdo de uma serie de medidas de biosseguranca e de uma
rotina de testes (FROST, 2006; KANEENE; THOEN, 2004). As medidas de biosseguranca
s80 um conjunto de normas operacionais rigidas, que devem ser seguidas por todos nas
instituicGes, sendo seus principais itens: quarentena e vazio sanitario; limpeza e desinfeccéo
de utensilios e do ambiente; controle e armazenamento adequado dos alimentos oferecidos
aos animais; controle de animais sinantropicos; controle parasitario; destino adequado de lixo,
excretas e carcacas; e a erradicacdo de doencas (CUBAS 2008; SILVA; CORREA, 2007,
OIE, 2011). Assim consegue-se fazer um monitoramento dos animais, detectando qualquer
alteracdo que possa indicar a presenca da doenca no local (FROST, 2006; KANEENE;
THOEN, 2004).

10.1 AQUISICAO DE NOVOS ANIMAIS

Antes da aquisicdo de novos animais, medidas preventivas devem ser estabelecidas no
local para se evitar a introducdo da tuberculose na col6nia sadia, como a aplicacéo de testes de
diagndsticos, cuidados com os fornecedores, quarentena, praticas de manejo adequadas,
monitoramento dos animais e cuidado com a saude da equipe (UNE; MORI, 2007;
BUSHMITZ et al., 2008).

O risco de carrear patdgenos causadores de zoonoses estd relacionado a posicdo
taxonbmica e a regido de origem das espécies em questdo. Pode-se considerar que esse risco
aumenta na seguinte ordem: prosimios, callitrichideos, outros macacos do “Novo Mundo”,
macacos do “Velho Mundo” e os grandes primatas (orangotango, gibdo, chimpanzé e gorila).
O risco também é maior em primatas capturados diretamente da natureza do que em animais
criados em cativeiro, mantidos em ambiente controlado e sob supervisdo veterinaria (OIE,
2011).
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Segundo o Codigo Sanitario para Animais Terrestres da OIE (World Organisation for
Animal Health) (2011) as autoridades veterinarias dos paises importadores devem requerer
para todos o0s primatas:

e A apresentacdo de um certificado veterinario internacional atestando que os animais foram
individualmente identificados (0s meios de identificacdo devem ser descritos no certificado),
que foram examinados no dia do embarque e considerados saudaveis, livres de sinais clinicos
de doencgas contagiosas, em condi¢Ges adequadas para serem transportados e 0s comprovantes
de que os animais nasceram no local de origem ou foram mantidos nesse local por no minimo
dois anos;

e Que sdo originarios de instalacbes sob supervisdo veterinaria permanente, e onde &
seguido um programa adequado de monitoramento de saude, incluindo a execucao de exames
microbiolGgicos e parasitoldgicos, assim como necropsias;

e Que comprove que nenhum caso de tuberculose tenha ocorrido em 2 anos antes do
embarque no local ou no recinto de onde o animal é proveniente;

e Deve ser anexado ao certificado veterinario internacional todo o historico do animal,
incluindo todas as vacinagdes, exames e tratamentos feitos antes do embarque;

e Os animais devem ser transportados por via aérea, de acordo com os Regulamentos para o
Transporte de Animais Vivos da Associacdo de Transporte Aéreo Internacional ou em
condicBes equivalentes, se o transporte for feitos por outras vias (ferrovia ou rodovia);

e Todos os animais que vierem a Obito por qualquer razdo devem ser submetidos a exame
post-mortem em um laboratério de referéncia; e qualquer causa de doenga ou morte deve ser
esclarecida antes do grupo ao qual o animal pertencia ser liberado da quarentena (OIE, 2011).

A realizacdo de testes de tuberculinizacdo antes do transporte dos animais oriundos de
criadores com controle veterinario € recomendavel, assim diminuira o risco de importacéo de
primatas com a doenca e reduzird o requerimento de testes durante a quarentena (BUSHMITZ
et al., 2008). A OIE (2011) recomenda que eles sejam submetidos, nos 30 dias anteriores ao
embarque, ao exame para tuberculose, em duas ocasides, com um intervalo minimo de duas
semanas entre cada teste.

No Brasil a legislagdo que regulamenta a aquisicdo de animais silvestres da fauna
nacional e exoticos, é composta pelas seguintes portarias e decretos:

e Portaria n° 117, de 15 de outubro de 1997, os animais vivos da fauna silvestre brasileira
poderdo ser comercializados por criadouros e jardins zool6gicos devidamente registrados
junto ao IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renovaveis)
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e por pessoas juridicas que intencionarem adquirir animais e revendé-los a particular para dar
inicio a criacdo comercial ou conservacionista ou para aqueles que pretendam manter como
animais de estimacdo. Esses animais devem possuir sistema de marcagdo aprovado pelo
IBAMA e a venda devera ser acompanhada de nota fiscal. Para o transporte interestadual o
animal deverd estar acompanhado da nota fiscal e da Guia de Transito Animal (GTA) emitido
pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1997).

e Portaria n°93, de 07 de julho de 1998, normaliza a importagdo e a exportacdo de
espécimes vivos, produtos e subprodutos da fauna silvestre brasileira e da fauna silvestre
exotica. A importacdo e a exportagdo somente poderdo ser realizadas por pessoa juridica de
direito publico ou privado e registrada junto ao IBAMA. A importacdo de animais vivos esta
sujeita também a autorizagdo do MAPA, que se manifestara quanto as questdes zoosanitarias
e 0s estabelecimentos registrados no IBAMA como importadores devem possuir um
quarentenario aprovado pelo MAPA. Os animais vivos somente poderdo ingressar no pais se
marcados na origem utilizando sistema de marcacdo proprio reconhecido pelo IBAMA
(anilhas, tatuagens, identificacdo eletronica), virem acompanhados de nota fiscal e das
licencas. Nao serd autorizada a importacdo de animais da fauna silvestre exoética proveniente
de captura na natureza. A importacdo de espécimes vivos da fauna silvestre brasileira,
somente serd permitida se forem provenientes de reproducdo em cativeiro, estiverem
devidamente marcados na origem e mediante a apresentacdo de certificado que comprove a
sua origem legal e outras normas complementares. A importacdo de animais vivos de espécies
listadas no Anexo | da Convencdo sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e
Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo - CITES, somente sera permitida para espécimes
reproduzidos em cativeiro, devidamente marcados na origem e mediante a apresentacdo de
certificado que comprove a origem legal dos animais e outras normas complementares da
Convencdo. A importacdo de animais vivos de especies listadas no Anexo Il da CITES
reproduzidas em cativeiro, somente sera efetivada mediante comprovacdo da marcacéao
individual dos exemplares e apresentacdo da licenca de exportacdo do pais de origem
(BRASIL, 1998)

e Decreto n° 3607, de 21 de setembro de 2000, dispde sobre a implantacdo da Convencéo
sobre Comeércio Internacional das Espécies da Flora e da Fauna Selvagens em Perigo de
Extingdo - CITES , ficando o comércio internacional de espécies e espécimes incluidas nos
Anexos |, Il e 1l da CITES sujeito as disposicdes contidas neste decreto. A comercializacdo
dos animais contidos nos Anexos, I, Il e 111 deve vir acompanhada das licengas de importacao
e exportacdo emitidas pela autoridade administrativa do pais de origem, que no caso do Brasil
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é o IBAMA e do certificado de origem. Deve ainda garantir que os animais ndo sofreram
nenhum risco com o transporte (BRASIL, 2000).

Como se pode observar, no Brasil ndo existe normas e medidas que regulamentem a
aplicacdo tanto da quarentena primaria, que deve ser realizada apés a importacdo do animal,
quanto da quarentena secundaria ou doméstica, que deve ser aplicada quando ocorre a

movimentacdo de animais entre instituicGes dentro do pais.

10.2 QUARENTENA

A aplicagéo dos procedimentos de quarentena no momento em que o animal chega ao
pais ou a uma nova instituicdo é indispensavel para poder avaliar a sua salde e prevenir a
introducdo da tuberculose. Em geral, o programa leva em conta o potencial zoon6tico dos
primatas e depende das informag@es disponiveis sobre os animais. E constituida basicamente
por isolamento dos animais recém adquiridos, avaliacdo clinica, testes de diagndstico e
protecdo das pessoas envolvidas (BUSHMITZ et al., 2008; OIE, 2011).

Os grupos de quarentena deverdo ser estabelecidos levando-se em consideracdo as
espécies, a condicdo de saude, procedéncia e a data de chegada no quarentenario, sendo o
inicio do periodo definido como o dia quando o Gltimo animal entra no recinto. Os animais de
mesma origem deverdo estar agrupados no transporte e ndo misturados com outras espécies, e
um grupo de quarentena sera formado assim que chegarem a instituicdo de destino. Todos os
esforcos devem ser feitos para manter os animais recéem adquiridos isolados e separados de
acordo com a espécie, sendo que muitas vezes o espaco € um fator limitante para varias
instituicdes. Outro fator que deve ser levado em conta no momento de formar os grupos inclui
a idade dos animais e a historia social, sendo 0s animais mais jovens mais suscetiveis a
tuberculose (BUSHMITZ et al., 2008; OIE).

Para minimizar o risco de contaminagdo, a movimentacdo de animais durante a
quarentena devera ser evitada, a ndo ser que haja permissao veterinaria e ainda assim, depois
de formado o novo grupo, deve-se recomecar a contagem do periodo (BUSHMITZ et al.,
2008; OIE, 2011).

Em col6nias j& estabilizadas recomenda-se evitar a entrada de novos animais, mas nem
sempre isso & possivel. Algumas vezes as instituicbes recebem pedidos para aceitarem

primatas que eram criados como animais de estimacdo. Esses locais devem analisar as
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condicbes de espago, a situacdo financeira e o efeito sobre a populacdo existente,
permanecendo 0 animal em quarentena, pois muitas vezes ndo se sabe sua origem, nem seu
historico de satde (FROST, 2006).

A completa separacédo fisica dos grupos é importante para se evitar a exposicdo e a
introducdo de agentes infecciosos de um grupo para outro durante esse periodo. (FROST,
2006; OIE, 2011). O local deve ser preparado antes da entrada dos animais, sendo
aconselhavel manter um pequeno nimero por recinto e fornecer uma boa e eficiente condicao
ambiental (BUSHMITZ et al., 2008). Segundo a OIE (2011) as salas ou recintos devem ser
projetados para permitir uma manutencdo segura dos animais e uma limpeza e
descontaminac&o facil e eficiente, descritos a seguir:

e  As paredes, tetos e chdo devem ser resistentes a adgua para facilitar a limpeza e a
desinfeccdo e durante esses procedimentos deve-se tomar cuidado para minimizar a formacao
de aerossois e assim diminuir a disseminagdo de particulas infectantes. As imperfeicdes das
superficies devem ser corrigidas para facilitar a desinfeccéo;

e O lixo, os restos de alimentos e outros materiais potencialmente contaminados, devem
deixar a area devidamente lacrados e transportados para o local onde serdo descontaminados
quimicamente ou fisicamente ou incinerados;

e  Quando existirem janelas nos recintos, essas devem ser fechadas e seladas, a menos que
o local esteja suficientemente separado, através da distancia, cercas e outros meios de
separacdo, da area de ndo-quarentena;

e O sistema de ventilacdo, no caso de salas, deve ser operado e monitorado de maneira a
assegurar 0 isolamento dos animais, enquanto que também permite conforto e salde dos
mesmos. O ar de exaustdo ou re-circulante deve ser filtrado e eliminado longe dos edificios e
de outras areas ocupadas. Sistemas de aquecimento, ventilacdo e ar-condicionado devem ser
projetados para que sua operagdo possa ser continua, mesmo em capacidade reduzida em
eventual falha elétrica ou falha em algum outro sistema de suporte.

A éarea de quarentena deve conter no minimo duas pequenas salas, separadas
fisicamente, para a preparacdo do pessoal que cuida desse local, sendo uma destinada a troca
de roupa, calcados e artigos de prote¢do individual e a outra onde se encontram 0s armarios e
as pias para lavagem das maos, e se possivel também os chuveiros para tomar banho depois
do contato com os animais. Os calcados devem ser lavados ao sair de cada recinto e das
instalacdes da quarentena ou trocados. Essas medidas previnem que ocorra uma contaminagdo

das roupas e calcados usados fora da area de quarentena e também previne o transporte de



53

possiveis patdgenos de um recinto para outro dentro das instalacGes. Equipamentos adequados
e um local para seu armazenamento e descontaminacdo devem estar disponiveis nessa area e
ndo devem ser usados em outro local, sendo aconselhavel que cada recinto possua seus
proprios equipamentos (OIE, 2011). Deve existir um fluxo dentro desta &rea, com um local de
entrada de material limpo e outro de saida para a area suja (ROBERTS; ANDREWS, 2008).

A OIE (2011) recomenda que existam medidas de controle para o acesso do
quarentenario e que na entrada dessa area seja colocada uma placa de aviso de perigo
avisando que pode ocorrer exposi¢ao a doencas infecciosas. Os nomes e telefones de contato
das pessoas responsaveis devem ficar em local de facil acesso e todos os requisitos especiais
para entrar na area devem estar expostos. O pessoal envolvido deve ser qualificado e treinado
periodicamente para conseguir detectar qualquer alteracdo nos animais, realizar a remocao de
residuos de forma segura, realizar o recolhimento de amostras, a aplicacdo de testes de
diagndstico e sua interpretagdo (BUSHMITZ et al., 2008; FROST, 2006; OIE, 2011).

Como € preciso no minimo trés semanas apés a infeccao para que o animal desenvolva
uma reacdo de hipersensibilidade tardia, uma série de consecutivos testes € recomendada
durante o periodo de quarentena para aumentar a possibilidade de detectar animais positivos
recém adquiridos e também de aumentar a possibilidade de detectar animais que estejam com
a infeccdo latente e, que durante a quarentena, se torne ativa. A duracdo da quarentena deve
ser de no minimo 42 dias com trés testes de tuberculinizacdo em intervalos de duas semanas,
sendo que o primeiro teste deve ser realizado ap6s um a dois dias ou até uma semana da
chegada dos animais, para permitir que eles se recuperem do estresse do transporte e se
adaptem ao novo ambiente. Assim eles podem ser anestesiados com seguranca para a
aplicacdo da tuberculina e também para o exame fisico (CDC, 1993; BUSHMITZ et al., 2008;
ROBERTS; ANDREWS, 2008). No caso de animais com resultados positivos ou suspeitos,
0s outros animais do recinto deverdo permanecer por mais tempo em quarentena, sendo
testados mais cinco vezes apés a retirada do Ultimo animal positivo ou suspeito (CDC, 1993).
Durante a quarentena deve-se observar também o peso dos animais, que é um importante
indicador para tuberculose. Ele deverad ser monitorado periodicamente e aqueles que tiverem
uma perda de mais do que 10% de seu peso corporal ou animais jovens que ndo ganharam
peso depois de 42 dias deverdo ser examinados e cuidadosamente avaliados (BUSHMITZ et
al., 2008).

A duracdo minima da quarentena pode ser prolongada até que todos os eventos que
ocorreram durante esse periodo sejam investigados e resolvidos, e que ndo exista mais

nenhuma evidéncia de transmissdo de agentes infecciosos dentro do grupo (OIE, 2011). O
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historico e a documentacdo disponivel sobre a sadde do animal também pode influenciar na
duracdo e extensdo do periodo de quarentena. Como regra, quanto menos informacao
disponivel, mais longa e rigorosa sera a quarentena (FROST, 2006; BUSHMITZ et al., 2008).

Animais originarios da natureza e mantidos em cativeiro por um periodo antes da
exportacdo sdo potencias fontes transmissoras de doenca, sendo que normalmente apenas uma
quantidade muito limitada de informacfes sanitarias pode ser dada pelo fornecedor e pela
autoridade veterinaria do pais exportador (OIE, 2011). Nesses casos antes da exportacdo dos
animais trés testes negativos no intervalo de 2 semanas, com o ultimo teste ndo mais do que
10 dias antes do embarque sdo requeridos. O fornecedor devera providenciar um certificado
de saude incluindo as datas da realizacdo dos testes e os parametros clinicos avaliados. Esses
documentos deverdo acompanhar todos os animais exportados. Primatas provenientes de
fornecedores que tem relatado doenca ou significante perda de animais ndo deveriam ser
aceitos pelo importador (BUSHMITZ et al., 2008). Apds a chegada do animal no local de
destino, recomenda-se a colocagdo imediata destes em uma estagdo de quarentena por no
minimo 12 semanas, e durante esse periodo eles devem ser monitorados diariamente para
sinais de doencas e, se necessario, submetidos a exame clinico. Em prosimios, macacos do
“novo mundo”, macacos do ‘“velho mundo”, gibdes e grandes primatas o teste de
tuberculinizacdo deve ser feito no minimo trés vezes em intervalos de 2 a 4 semanas e em
saguis e micos o teste deve ser realizado duas vezes em um intervalo de 2 a 4 semanas. Os
animais que vierem a 0Obito, seja qual for a causa, devem ser submetidos a exame post-mortem
e as causas devem ser esclarecidas antes do grupo, ao qual o animal pertencia, ser liberado da
quarentena. (OIE, 2011).

Segundo a OIE (2011) é necessario que o fornecedor comprove gque 0s animais foram
mantidos em locais e recintos nos quais nenhum caso de tuberculose ocorreu nos 2 anos
anteriores ao embarque. Em caso de haver algum registro da infeccdo na origem no Gltimo
ano, o periodo de quarentena deve ser prolongado para 60 dias incluindo dois adicionais testes
de tuberculinizacdo. Sempre que possivel, é recomendado estender a quarentena para até trés
meses. Em caso de um teste positivo, o respectivo animal sera isolado e eutanasiado, enquanto
que para o0s outros animais as medidas de quarentena serdo reiniciadas daquele ponto
(BUSHMITZ et al., 2008).

Antes da liberacdo dos animais da quarentena, todas as informacgdes pertinentes ao
grupo deverdo ser analisadas, incluindo os documentos de transporte, certificados de saude e
dados do fornecedor, registros dos testes de tuberculose e registros individuais contendo os

resultados de todos os procedimentos realizados durante a quarentena. Os animais deverao ser
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submetidos a um exame fisico final e se possivel utilizar a radiografia toracica e outros testes
como exames complementares. A liberacdo s6 ocorrerd depois que 0 veterinario responsavel
verificar toda a documentacdo (BUSHMITZ et al., 2008).

Animais, que morrerem durante a quarentena, devem ser manipulados com cautela.
Eles deverdo ser cuidadosamente ensacados, pesados e submetidos a necropsia em local
apropriado. O veterinario patologista e o responsavel pela area de quarentena deverdo ser
notificados imediatamente. As amostras com lesfes suspeitas devem ser encaminhadas ao
laboratdrio, fixadas em formol ou refrigeradas, para cultivo bacteriano e testes moleculares.
Os animais do mesmo grupo permanecerdo isolados até que a causa da morte seja identificada
(BUSHMITZ et al., 2008; OIE, 2011).

Apos a retirada dos animais da quarentena 0s recintos e 0s equipamentos, como

comedouro e bebedouro, devem ser limpos e descontaminados (OIE, 2011).

10.3 ROTINA DE TESTES POS-QUARENTENA

A aplicacdo dos testes de tuberculinizagdo nos primatas é recomendada durante o
periodo pos-quarentena, principalmente em instituicbes onde humanos possuem contato
proximo com eles. Para babuinos, prosimios e macacos do “novo mundo” os testes devem ser
aplicados semestralmente; para grandes primatas anualmente e 0s outros macacos,
trimestralmente. Um local com pouca exposi¢cdo dos animais aos humanos pode ter uma
rotina de testes com intervalo de 12 meses, dependendo da politica da instituicdo. No caso de
animais provenientes de instituicdo com menor frequéncia de testes para tuberculose do que o
aconselhavel, o veterinario responsavel da instituicdo de destino deve ser notificado (CDC,
1993; BUSHMITZ et al., 2008).

Apos a tuberculinizacdo se ocorrer resultados inconclusivos ou suspeitos, o animal tem
que ser levado para a area de quarentena e todos aqueles pertencentes ao mesmo grupo,
deverdo ser considerados como possivelmente infectados e, portanto devem ser testados.
Outras ferramentas de diagnostico podem ser usadas como radiografia de torax, cultura
bacteriana ou testes moleculares e sorol6gicos. Em caso de animais positivos, estes devem ser
eutanasiados e seu corpo levado ao patologista para necropsia. O recinto deve ser desinfetado
e 0s animais remanescentes devem ser colocados em quarentena. Em ambos o0s casos a

quarentena tera duracdo de 90 dias, sendo realizados cinco testes de tuberculinizacdo, onde os
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animais sdo testados a cada duas semanas até que se tenha completado os cinco testes sem
nenhuma reagdo, podendo finalizar a quarentena. O primeiro teste deve ser administrado duas
semanas depois da identificacdo do animal positivo ou do resultado inespecifico ou suspeito
(CDC, 1993; BUSHMITZ et al., 2008).

E necessario que a instituicdo tenha um programa de registro de todos os animais
existentes no local, contendo seu histérico e rotina de manejo, assim em um eventual surto é
possivel tracar o caminho epidemiolégico, identificando potenciais fontes de transmissdo e a

possibilidade de outras instituicdes estarem envolvidas (FROST, 2006).

10.4 ESTRUTURA, LIMPEZA E DESINFECCAO DOS RECINTOS

A limpeza e desinfeccdo dos recintos e equipamentos sdo procedimentos importantes
dentro dos programas de sanidade animal, pois ajudam a prevenir a multiplicacdo e
disseminacdo do bacilo da tuberculose dentro das instituicdes mantedoras de animais
selvagens. Os desinfetantes micobactericidas podem ser usados em instituicdes que abrigam
primatas ndo humanos (BUSHMITZ et al., 2008), levando-se sempre em conta que as
micobactérias sd0 muito resistentes a desinfetantes, sendo necessério conhecer a agdo do
produto (OIE, 2011). E recomendado também que periodicamente ocorra um rodizio no uso
dos desinfetantes para se evitar o desenvolvimento de resisténcia. Uma equipe treinada é
essencial para a realizacdo dessas acdes de limpeza e desinfeccdo (WHO, 1984).

A limpeza deve ser realizada primeira, com a remog¢do do material organico e de
outras particulas, que devem ser levadas para um local adequado para a sua desinfeccdo e
descarte, assim ajudando na acdo dos produtos desinfetantes (WHO, 1984). A limpeza pode
ser feita com o0 uso de detergentes como o fosfato trisddio ou carbonato de sédio, de
preferéncia com agua quente para o enxague, evitando-se deixar residuos que podem interferir
na acdo dos desinfetantes. Deve-se sempre tomar o cuidado para diminuir a formacdo de
aerossois durante esse procedimento (WHO, 1984).

Os desinfetantes com acdo micobactericida recomendados sdo os compostos fendlicos,
0 acido peracético, os alcodis, os derivados de aldeidos, compostos iodados e compostos
clorados (RUBIN, 1983; AYLIFFE et al.,, 1993; ASCENZI, 1996; RUSSELL, 1996;
RUTALA; WEBER, 2004). Existem diversos trabalhos a respeito da acdo dos desinfetantes

sobre micobactérias e pode-se observar que a eficiéncia destes € influenciada por diversos
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fatores como: a concentracdo, o ph, a dureza da agua e a presenca de material organico
(WHO, 1984). Os fendis sdo considerados estaveis e ndo sdo inativados pelo sabdo nem pela
matéria organica, sendo bastante empregados em locais com contaminacdo fecal, mas
possuem acao irritante para as mucosas e sdo corrosivos (SPAULDING et al., 1977,
PRINDLE, 1983). Os compostos iodados quando diluidos em &gua alcalina, com grandes
concentracdes de sais de célcio e magnésio (dgua dura), ou quando na presenca de material
organico tem sua atividade micobactericida alterada (WHO, 1984). Os compostos clorados,
dentre eles o hipoclorito de sodio, tem sua atividade micobactericida discutida por diversos
autores, sendo que alguns ndo recomendam sua utilizagdo, pois sua eficiéncia depende de
varios fatores como ph, concentracdo, temperatura e presenca de matéria orgédnica. Na
auséncia de matéria organica o hipoclorito mostra-se bastante eficiente na acdo
micobactericida (RUBIN, 1983; WHO, 1984; BEST et al., 1990). Dos derivados de aldeidos,
0 mais utilizado e estudado ¢é o glutaraldeido, que também possui sua eficacia questionada
sobre as micobactérias, sendo que alguns autores recomendam utiliz&-lo em ph alcalino pra
aumentar sua atividade micobactericida, além de ser um produto irritante para as mucosas e
de fixar matéria organica (MINER et al., 1977; RUSSEL, 1982; RUTALA; WEBER, 2004).
O 4cido peracético possui ampla atividade micobactericida, mesmo na presenca de material
organico, sdo hidro e lipossoliveis e quando decomposto gera produtos ndo téxicos (&cido
acético, 4gua e oxigénio), sendo vantajoso para 0 meio ambiente, mas possui alta acdo
corrosiva, sendo incompativeis com materiais que contenham ferro, cobre e zinco e é um
produto mais caro. Atualmente ja existem comercialmente formulaces de misturas de &cido
peracético, com &cido acético e perdxido de hidrogénio, que ndo Sdo corrosivas e possuem
grande agdo micobactericida (HOLTON et al., 1995; RUTALA; WEBER, 2004).

Muitas instituicdes, com o objetivo de manter as necessidades sociais dos primatas,
tém mantido varias espécies juntas, o que ndo é recomendado, pois potencializa a chance de
transmissdo de doencas que em algumas espécies ndo causam tantos danos e em outras 0S
individuos sdo mais vulneraveis. Tendo em vista este problema, muitas estdo utilizando
desinfetantes com acdo microbicida durante a rotina de lavagem dos recintos, na tentativa de
reduzir a carga de contaminagdo ambiental e de minimizar a formacédo de aerossois. (FROST,
2006).

Os métodos fisicos de descontaminacdo podem também ser usados. No caso das
micobactérias o calor é bastante eficaz, sendo que acima de 60°C elas ja sdo destruidas. Nas
instituicGes mantedoras de primatas ndo humanos esse método, como a autoclavagem, pode

ser usado para a desinfecgdo de material organico (fezes, tecidos corporais) e equipamentos.
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As micobactérias também sédo sensiveis a luz ultravioleta, sendo esse método recomendado
para ser usado na descontaminacdo de superficies, pois seu poder de penetracdo em materiais
solidos € reduzido (WHO, 1984).

Os locais, onde animais positivos e/ou suspeitos foram identificados, devem ser
interditados e submetidos a rigoroso processo de desinfeccdo. As instalacOes e equipamentos,
incluindo os bebedouros e comedouros, devem ser limpos e desinfetados em intervalos
semanais por pelo menos trés vezes. As micobactérias sdo muito resistentes as condi¢fes
ambientais favoraveis, como alta umidade e baixa incidéncia de luz solar, podendo
permanecer no local por longos periodos (WHO, 1984; KING, 1993).

Um recinto planejado, levando-se em consideracdo os aspectos sanitérios, reduz muito
a concentracdo de agentes etioldgicos e favorece o manejo dos animais. A limpeza e
desinfecgé@o das instalagcbes nos zooldgicos brasileiros normalmente sdo realizadas em uma
frequéncia adequada, mas para que o resultado seja eficiente, os funcionarios devem estar sob
permanente supervisdo e treinamento (CUBAS, 2008). Qualquer manipulacdo ou
procedimento realizado deve ser feito cuidadosamente para minimizar a producdo de
aerossois nos recintos (BUSHMITZ et al., 2008).

Em instituicdes abertas a visitacdo publica, algumas medidas estruturais devem ser
adotadas, com a finalidade de diminuir a possibilidade de transmisséo de infec¢fes devido ao
contato com os humanos visitantes e também impede que objetos e alimentos contaminados
sejam arremessados para dentro dos recintos, com a implantacdo de barreiras fisicas, tais
como vidro ou fosso (MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001; CATAO-DIAS; CARVALHO,
2006; FROST, 2006). Na década de 30 a introducdo de barreiras de vidros nos recintos dos
primatas em alguns zooldgicos na Europa e nos Estados Unidos, reduziu a incidéncia da
tuberculose nesses animais (RUCH™, 1959 apud MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001, p.
291).

Os recintos devem ser construidos de maneira que se evite a contaminacdo da agua e
da comida com as fezes. Os locais onde séo colocados devem ser limpos diariamente, assim
como os recintos. Cada recinto deve ter seus equipamentos e utensilios, ndo devendo ser
trocados de local e assim que terminado os procedimentos de limpeza e desinfeccdo, estes
também devem ser limpos e desinfetados e guardados em local apropriado. Os alimentos
devem ser submetidos rotineiramente a inspecao para verificar a qualidade e a procedéncia,

assim como o local de preparo, que deve estar limpo e desinfetado, o acesso ao setor deve ser

RUCHT, C. Disease of laboratory primates. Philadelphia: W.B. Saunders Company, 1959. p. 199.
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restrito e cada grupo de animais deve ter seus proprios utensilios. N&o se devem reaproveitar
restos de alimentos e carcacgas de animais sem procedéncia, como animais atropelados, pois 0
risco de introducdo de doengas na instituicao é alto (HOOP, 1997; CUBAS, 2008).

Carcacas, fluidos corpdreos, fezes e tecidos devem ser descartados de modo a ndo
afetar a saude publica, sendo recomendada a descontaminacdo desses materiais organicos
antes da eliminagéo (OIE, 2011). No Brasil, apesar de uma legislagdo ambiental defasada e
sem uma fiscalizacdo adequada, alguns projetos estdo sendo implantados em Varios
zoologicos brasileiros, como a constru¢do de compostagens, rede de esgoto para cada recinto,
estacdes de tratamento de dgua e de esgoto, sistema de drenagem e o0 reaproveitamento de
aguas pluviais sdo alguns exemplos. Outro exemplo é a instalagdo de filtros biologicos que
podem ser instalados nos recintos com tanques de agua, com um custo relativamente baixo,
melhorando a qualidade da &gua e também o aspecto geral do ambiente para o publico
visitante (CUBAS, 2008).

10.5 PROGRAMAS DE SAUDE DOS FUNCIONARIOS

O potencial de transmissdo de véarias doencas, inclusive a tuberculose, entre humanos e
primatas existe, portanto as instituicdes devem desenvolver, implantar e aplicar programas de
salde para os funcionarios personalizados, com continua revisao e avaliacdo da sua eficacia
(FROST, 2006;0IE, 2011).

Um programa de prevencdo de doencas deve incluir procedimentos operacionais
padronizados, conhecimento sobre as doencas, a forma de transmissdo e a importancia da
utilizacdo de equipamentos de protecdo individual, além de um programa de salde
ocupacional, para cuidar da saude dos funcionarios e de todas as pessoas que interagem
diretamente com os animais dentro das instituicdes. Todos aqueles que vao entrar em contato
com os animais deveriam receber treinamento, pois muitas vezes voluntarios e estudantes
acabam néo recebendo treinamento, aumentando o risco de acidentes e de transmisséo de
doencas para ambos (FROST, 2006; SHIPLEY et al., 2008).

Algumas precaucOes devem ser seguidas pelo pessoal exposto aos primatas,
principalmente com a manipulacdo de fluidos, fezes e tecidos. A presencga de alguns agentes
gue causam zoonoses na maioria dos primatas é praticamente inevitavel, mesmo apds a

liberagéo da quarentena (OIE, 2011). Cuidados devem ser tomados durante 0 manuseio destes
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animais para se evitar arranhdes, mordidas ou outros ferimentos. A contencéo fisica deve ser
feita apenas por pessoal qualificado e experiente e nunca deve ser feito somente por uma
pessoa (OIE, 2011).

Por isso, deve-se garantir que os funcionarios e todos aqueles que entram em contato
com os animais sigam préticas de higiene e protecdo individual, incluindo o uso de uniformes
e de equipamentos basicos de protecdo individual (mascara, luvas e protetor ocular) (Figura
14), e respeitem a proibigdo de beber, comer e fumar em areas potencialmente infectantes
(Figura 15) (CDC, 1993; BURGOS-RODRIGUEZ, 2011; OIE, 2011).

Figura 14. Equipamentos de protecdo individual sdo importantes quando se trabalha com primatas ndo humanos.
Fonte: (BURGOS-RODRIGUEZ, 2011)

DANGER

THESE MONKEYS BITE AND
CAUSE SERIOUS INJURIES.
DO NOT APPROACH!!

PELIGRO

ESTOS MONOS MUERDEN Y
CAUSAN SERIAS HERIDAS.
iMANTENGA DISTANCIA!

Figura 14. Placas de avisos devem ser visiveis para funcionérios e visitantes.
Fonte: (BURGOS-RODRIGUEZ, 2011)
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Todas as pessoas com contato rotineiro com esses animais, devem ser testadas para
tuberculose antes da primeira exposicdo e depois testados anualmente (CDC, 1993;
IALEGGIO, 1997). Outros autores recomendam que o teste intradérmico deva ser repetido a
cada seis meses ou até quatro vezes por ano, dependendo da quantidade de primatas no local,
podendo utilizar outros exames para a confirmacdo do diagnostico. Em casos suspeitos as
pessoas devem ser afastadas do contato com os animais até que o diagndéstico seja concluido e
ela seja considerada livre da infecgdo, caso contréario deveré ser afastado do contato até o fim
do tratamento (BURGOS-RODRIGUEZ, 2011; BUSHMITZ et al., 2008).
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11 REFLEXOES FINAIS

Apesar de todos os esforcos das autoridades em saude publica para diminuir os casos
humanos de tuberculose ela atualmente aparece no cenario mundial como uma das principais
doencas reemergentes.

Nos animais silvestres mantidos em cativeiro, e particularmente 0os primatas, sdo
altamente suscetiveis a tuberculose, ocorrendo alta morbidade e mortalidade em surtos,
gerando grandes perdas econdmicas e risco para 0S humanos que possuem um estreito
convivio com esses animais (UNE; MORI, 2007; BUSHMITZ et al., 2008; WHO, 2011).

A tuberculose em primatas ndo humanos mantidos em cativeiro, em muitos paises, é
rigidamente controlada, através de leis que regulamentam medidas sanitarias para o controle
da doenca. Embora existam limitacGes técnicas, principalmente em relacdo aos métodos de
diagnostico indireto, as experiéncias relatadas por paises da Europa e América do Norte
permitem afirmar que €& possivel reduzir os riscos de introducdo e disseminacdo da
tuberculose nesses animais através da adocdo de um conjunto de medidas, que podem ser
resumidas em: procedimentos para introducdo de novos animais; testes de rotina especificos
para tuberculose; estrutura dos recintos; capacitacdo e treinamento dos funcionarios e controle
periddico para tuberculose nos tratadores.

A aquisicdo de novos animais deve ser um processo seguro, evitando-se a introducéo
de agentes patogénicos nas colecbes sadias. Varias medidas devem ser tomadas pelas
instituicbes que irdo receber esse animal, como: analisar e conhecer o fornecedor, que deve
fornecer certificados e documentos que comprovem que 0s animais estdo sadios, com todo o
historico médico, comprovando que eles foram colocados em quarentena e testados para
tuberculose antes do embarque. Ao chegarem a instituicdo de destino eles devem ser
colocados imediatamente em isolamento, em uma area especifica para esse procedimento.
Durante o periodo de quarentena eles sdo avaliados clinicamente, monitorados e testados para
tuberculose, sendo que animais positivos devem ser eutanasiados (OIE, 2011). Nos Estados
Unidos os procedimentos de quarentena existem desde a década de 40, quando houve um
aumento na importacdo de primatas para a utilizacdo em pesquisas cientificas, sendo muitos
deles retirados diretamente da natureza, o que aumentou o risco de transmissdo de doencas até
entdo desconhecidas. Apds alguns anos, reconhecendo o0s riscos para a saude publica
relacionados a importacdo de primatas ndo humanos, o governo regulamentou essas medidas

tornando-as obrigatdrias em todo o pais. A quarentena é aplicada tanto em animais que sao
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importados, denominada de quarentena primaria ou internacional, como também naqueles que
sdo transferidos entre instituicdes dentro do pais, denominada de quarentena secundaria ou
doméstica (ROBERTS; ANDREWS, 2008). Ja no Brasil a auséncia de instalagbes para
quarentena é uma realidade em muitos zool6gicos, sendo fundamental nessas situacdes que o
médico veterinario cobre melhores condigdes para realizar corretamente a quarentena de
animais (CUBAS, 2008).

O controle da tuberculose deve ser feito rotineiramente nos animais. Atualmente o
teste de tuberculinizagdo é o mais utilizado nas institui¢fes para a vigilancia e monitoramento
da doenca em primatas, aplicados periodicamente de acordo com a espécie e a quantidade de
animais no local. A deteccdo da doenca deve ser feita quanto mais cedo possivel para se tentar
reduzir as consequéncias causadas pelo surto, sendo importante no caso de primatas a
detecgdo tanto da forma latente quanto da forma ativa da tuberculose. Animais com a forma
latente ndo sdo infecciosos e podem ficar sem sinal clinico da doenca por anos, mas uma
eventual reativagdo pode resultar em transmissdo secundaria e assim se estabelecer um surto
dentro da colbnia. A reativacdo da infeccdo latente, que muitas vezes ndo é detectada através
dos testes tradicionais de diagndstico durante a quarentena, € um importante fator para o
controle e prevencéo da tuberculose nos primatas em cativeiro (LERCHE et al., 2008).

Apesar do teste de tuberculinizagdo ser o mais usado atualmente nos programas de
prevencdo e vigilancia, ele possui limitagdes, como a dificuldade de se detectar animais com
infeccdo latente e aqueles que se tornaram anérgicos para antigenos micobacterianos, por
causa da imunossupressao. Por isso, muitos pesquisadores estdo tentando desenvolver e
melhorar a sensibilidade e especificidade dos testes de diagndsticos. Resultados promissores
estdo sendo obtidos quando da utilizacdo combinada de testes que se baseiam na detec¢do da
resposta mediada por células com testes que se baseiam na detec¢do da resposta imunologica
humoral (BUSHMITZ et al., 2008; LERCHE et al., 2008). O aperfeicoamento dos testes
indiretos ira melhorar os programas de sanidade animal, pois sdo mais rapidos e faceis de
aplicar.

As instituicdes devem possuir uma estrutura adequada, que obedega as normas ou
medidas sanitarias, diminuindo o risco de disseminacdo de patdgenos. Os recintos devem ser
formulados de maneira que evite a contaminacdo dos alimentos e da &gua por fezes; que
permita uma limpeza e desinfec¢do adequada; que evite o contato dos animais com o publico
visitante e o contato com alimentos e objetos que podem ser jogados nos recintos, através da
utilizagdo de barreiras de vidro ou de fossos. A utilizacdo de barreira de vidro é usada desde a

década de 30 em muitos paises da Europa e nos Estados Unidos, podendo-se observar uma
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diminuicdo da incidéncia da doenca nesses locais (MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001). O
ambiente nos recintos deve propiciar adequada condi¢cdo de manutencdo dos animais em
cativeiro, atraves da reproducdo das caracteristicas ambientais do local da sua origem e da
utilizacdo de medidas de enriquecimento ambiental. Deve-se também colocar o menor
ndmero possivel de animais por recinto (BUSHMITZ et al., 2008; OIE, 2011). Assim,
adotando essas medidas, consegue-se diminuir o estresse dos animais, melhorando sua saude
e consequentemente evitando a disseminagéo da infecgéo.

A formacdo de uma equipe treinada e capacitada é essencial para a aplicagdo adequada
das acOes e para a continuidade dos programas de prevencéo e controle da tuberculose dentro
das instituicdes que mantém primatas em cativeiro. Atualmente, observa-se que ainda ocorre
uma grande rotatividade de funcionarios, como administradores, veterinarios, biélogos e
zootecnistas, nos zooldgicos publicos brasileiros (CUBAS, 2008), prejudicando o andamento
dos programas de sanidade animal.

A manutencdo e monitoramento da satde dos funcionarios, principalmente daqueles
que possuem contato rotineiro com os animais, é importante no controle da disseminacao da
infeccdo dentro das institui¢cbes, pois a tuberculose € uma zoonose e, portanto, tanto os
humanos quanto os animais podem transmitir uns aos outros. As instituicbes devem possuir
um programa de saude dos funcionarios, contemplando todas as informacdes, deveres e
obrigacdes que eles devem seguir, garantindo a conservagdo da sua salde e consequentemente
a dos animais. Recomenda-se que testes para tuberculose seja feito antes do primeiro contato
e depois pelo menos uma vez ao ano (IALEGGIO, 1997), dessa maneira consegue-se fazer
um monitoramento da satde da equipe.

Diferente do que podemos observar nos paises da Europa e da América do Norte, no
Brasil ndo existe uma legislacdo que especifique os procedimentos, que devem ser adotados
ap6s a aquisicdo de novos animais, e que regulamenta e especifica 0s procedimentos de
quarentena pelos zooldgicos e outras instituicbes que mantém animais silvestres em cativeiro,
fato que prejudica a fiscalizacdo desses locais pelos 6rgdos competentes, pois ndo ha uma
base legal para poder cobrar as instituigdes quanto as medidas de quarentena.

Atualmente as leis que citam a necessidade de quarentena séo:

e A Lein® 7173, de 14 de dezembro de 1983, cita que a aquisi¢do ou coleta de animais da
fauna silvestre brasileira para as instituicdes nacionais dependerd sempre de uma licenca
prévia do IBDF - Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (BRASIL, 1983), mas ndo
cita a necessidade de colocar esses animais em quarentena. No artigo 12° desta mesma lei, no

caso de importacdo de animais da fauna ndo pertencente a brasileira os zool6gicos terdo que
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atender as exigéncias de quarentena estabelecidas pelo IBDF (BRASIL, 1983). O IBDF foi
extinto pela Lei n° 7732, de 14 de fevereiro de 1989 e posteriormente suas fungdes foram
transferidas para o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renovaveis
- IBAMA de acordo com a Lei n°7735, de 22 de fevereiro de 1989 (BRASIL 1989).
Consequentemente quem fornece as licencas e estabelece as exigéncias da quarentena é o
IBAMA, mas atualmente ndo existe nenhuma lei que descreve e estabelece essas exigéncias.

e A Instrucdo normativa de n° 04, de 04 de marco de 2002, dispde de uma série de
requisitos para que as instituices consigam a obtencdo do registro como jardim zooldgico
publico ou privado e uma delas é que estes locais possuam um setor destinado a quarentena
(BRASIL, 2002), mas nado especifica as condi¢des estruturais do setor de quarentena e nem 0s
procedimentos que devem ser aplicados durante este periodo.

Tendo em vista essas falhas na legislacdo e sabendo da urgéncia em se regulamentar a
questdo a fim de normatizar as fiscalizagOes das instituicGes, a Sociedade Paulista de
Zooldgicos enviou ao IBAMA de Sao Paulo e ao IBAMA de Brasilia uma sugestdo de
programa de quarentena a ser executado pelos zool6gicos (SOCIEDADE PAULISTA DE
ZOOLOGICOS, 2011), mas até 0 momento nenhuma medida foi tomada.
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12 CONCLUSAO

A natureza insidiosa da tuberculose e os limites dos testes diagnosticos usados
atualmente continuam a ser um desafio para aqueles que mantém primatas em cativeiro
(IALEGGIO, 1997; CAPUANO et al., 2003; FROST, 2006; BUSHMITZ et al., 2008;
LERCHE et al., 2008; LIN et al., 2008; MCMANAMON, 2008), havendo a necessidade de
mais pesquisa para o desenvolvimento de testes indiretos rapidos, que possibilitariam
melhorar a eficicia dos programas de controle e prevencao da tuberculose nesses animais.

A aplicacdo de programas de controle e vigilancia de doencas sdo pecgas importantes
para a manutencdo da salde dos animais e para a salde daqueles que tem contato com esses
eles. O custo com a vigilancia € minimo quando considerado os efeitos da doenca sobre 0s
animais, principalmente quando se trata daqueles ameacados de extingdo (FROST, 2006).

O Brasil se encontra atrasado, se comparado com a situagdo dos paises da Europa e da
América do Norte, onde desde meados do século XX ja existem procedimentos de quarentena
e leis que regulamentam esses procedimentos. Esse assunto ainda é pouco explorado, havendo
a necessidade da criacdo de leis que especifiquem e detalhem os procedimentos de quarentena
que devem ser adotados pelas instituicdes mantedoras de animais silvestres e guias de
prevencdo e controle da tuberculose. Outro ponto relevante é que pouco se sabe sobre a
situacdo da doenca dentro das instituicdes brasileiras, havendo escassos estudos e publicacbes
de casos.

Diante desses fatos, ha muito que se estudar e pesquisar, e 0 Brasil deve se espelhar
nos outros paises, para poder melhorar a sanidade animal dentro de nossos zooldgicos e de

outras instituicdes que mantém primatas ndo humanos em cativeiro.
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