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Abstract

Mycobacterial species are raising serious concerns in livestock and wild
animals worldwide. In wildlife, mycobacterial infection has been reported
in hundreds of species and likely has the potential to occur in every verte-
brate. Since this infection is of a chronic nature the best strategy to control
the infection is through early identification of infected animals, and better
diagnostic measures are required for effective control programs.

With the development of new molecular methods for detecting and cha-
racterizing microorganisms, the ecology of mycobacteria has rapidly advan-
‘ced in all areas. In human medicine, polymerase chain reaction (PCR) assays
are accepted diagnostic standards, replacing or complementing culture iso-
lation and acid-fast staining;

The mycobacterial species that produce tuberculosis in humans and ani-
mals are included in the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC). My-
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cobacteria from the Mycobacterium avium complex (MAC) cause a vatiety of
diseases including tuberculosis-like disease in humans and birds, dissemina-
ted infections in immunocompromised patients, lymphadenitis in humans
and mammals and paratuberculosis in ruminants.

The aim of the present work was to gain a better understanding of the
role of free-living mammalian species in the epidemiology of wildlife my-
cobacteriosis in Portugal.

Resumo

As micobacterioses causam sérias preocupagoes na producao animal e
na vida selvagem, em todo o mundo. As infecSes micobactetianas tém sido
descritas em centenas de espécies de animais selvagens podendo afetar to-
dos os animais vertebrados. Como estas infecoes sdo de caricter cronico, a
melhor estratégia de controlo passa pela identificaciao precoce dos animais
infetados, melhorando a metodologia de diagndstico e tornando efetivos os
programas de controlo.

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular aplicadas
a microbiologia, o conhecimento da ecologia das micobactérias avancou
rapidamente em todas as areas. Na medicina humana a reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) ¢ aceite como técnica de diagnéstico, substituindo ou
complementando o isolamento bacteriano e o esfregaco corado pelo méto-
do de Ziehl-Neelsen.

Atualmente, estao identificadas 172 espécies e 13 subespécies do género
Mycobacterium (BEuzéby, 2015). Das suas principais caractetisticas destacam-
-se o elevado conteudo de guadina — citosina no seu genoma e a COmposicao
unica e complexa da sua parede celular que é constituida por acidos gordos
de cadeia longa, os acidos micdlicos, que fazem com que estes organismos
sejam de crescimento lento e que sejam impermeaveis aos corantes hidros-
soliveis- denominando-se Bacilos-Acido-Alcool Resistentes (BAAR). Sio
bacilos pleomorficos, retos ou ligeiramente curvos com 0,2-0,6 um de dia-
metro e 1,0-10 pm de comprimento, iméveis, nao esporulados, sem capsu-
la, aerébios e quimiorganotréficos, com temperaturas de crescimento ideais
que variam entre 25-37°C.

A classificacdao das espécies deste género € feita de acordo com a sua
velocidade de crescimento, atividade metabdlica, morfologia da coldnia,
distribuicao no ambiente e potencial patogénico.

As micobactérias de crescimento rapido formam colénias em meio s6-



IV Ciclo de Confeténcias. Conselho Técnico-Cientifico 15

lido, num petiodo inferior a 7 dias e sdo sapréfitas em habitats naturais. As
micobactérias de crescimento lento formam colénias num périodo superior
a 7 dias e geralmente sdo patogénicas para o Homem e outros animais. ,

As micobactérias relevantes em medicina humana e medicina veterina-
ria sdo agrupadas em complexos, o complexo Mycobacterium tuberculosis e o
complexo Mycobacterium avium, que incluem espécies que causam sindromes
clinicas idénticas e apresentam uma elevada semelhanca genética. As res-
tantes micobactérias sdao referidas como atipicas ou nao tuberculosas, mas
duas destas sdo patogénicas responsaveis por duas patologias em humanos,
a lepra e a tlcera de Buruli (Falkinham, 1996).

As espécies do género Mycobacterium responsaveis pela tuberculose nos
humanos e outros animais sao incluidas no complexo Mycobacterium tubercu-
losis (MTC). Este complexo ¢ constituido por 8 espécies de micobactérias
de crescimento lento que causam tuberculose nos humanos e outros ani-
mais (Mycobacterinm tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microts,
M. caprae, M. pinnipediz e M. mungi) (Warren et al., 2006). Os membros deste
complexo apresentam, a nivel de sequéncia nucleotidica, uma semelhanga
supetior 2 99,9% com sequéncias de tRNA 168 idénticas, mostrando dife-
rencas fenotipicas e de patogenicidade, estando adaptados a hospedeiros
distintos, cada uma das espécies tem preferéncia por um hospedeiro distin-
to (Mostowy e Behr, 2005).

O principal agente etiolégico da tuberculose em mamiferos selvagens
e domésticos é a espécie Mycobacterium bovis (de Lisle et al., 2002). A tuber-,
culose bovina é uma doenca de distribuicio mundial e com um impacto
econémico significativo e, por vezes, a dificuldade da sua erradicagdo estd
relacionada com a existéncia de reservatorios selvagens (Santos et al., 2009).
M. bovis é muito semelhante a nivel genético com M. tuberculosis, sendo o
genoma do primeiro ligeiramente mais pequeno (Garnier et al., 2003).

As espécies do complexo Mycobacterinm avinm (MAC) causam uma va-
riedade de patologias, incluindo lesoes tipicas de tuberculose em humanos
e aves, infecoes disseminadas em pacientes imunodeprimidos, linfadeni-
tes em humanos e outros mamiferos e paratuberculose em ruminantes. O
MAC é constituido por bactérias de crescimento lento e sao ubiquitarias no
ambiente.

Originalmente, uma espécie, posteriormente dividida em 2 espécies: My-
cobacterinm avinm e Mycobacterium intracellulare. Mais tarde com os avangos da
taxonomia molecular foram identificadas 7 novas espécies (Turenne et al.,
2007).

Muitas subespécies de M. avium foram identificadas com base em crité-
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rios bioquimicos (HPLC- 4cidos micélicos) e moleculares (sequenciagio do
ITS ribossomal e RELP de 1S1245). Estas subespécies incluem Mycobacte-
rinm subsp. avinm, M. avinm subsp. paratuberculosis (MAP), M. avium subsp.
hominissuis € M. avium sabsp. silvaticum. Todas as subespécies M. avium e M.
intracelluare sio capazes de infetar uma ampla gama de hospedeiros e pos-
suem um alto grau de semelhanca genética (Thorel et al., 1990).

Apesar do seu agente etiologico ser conhecido ha mais de um século,
4 tuberculose avidria continua a ser uma doenca de dificil diagnostico ante
mortem. Ao exame post mortem o diagndstico, por vezes, também se torna
dificil devido aos achados de necrépsia ndo especificos e pela dificuldade
na realizacio de cultura que, apesar de tudo, ainda constitui o método mais
comum de diagnéstico de infe¢des micobacterianas. Ao longo dos ultimos
anos, a biologia molecular tem sido frequentemente aplicada na identifica-
cao e diferenciagio destes microrganismos, constituindo uma ferramenta
muito til, pois possibilita a dete¢do de pequenas quantidades de DNA e
de forma mais ripida que a cultura (Tell et al., 2003; Taddei et al., 2004).
Mycobacterinm avinm subsp. paratubercilosis (MAP) ¢ o agente etiologico de
enterite granulomatosa cronica de ruminantes , tendo sido ja identificado
por técnicas de microbiologia tradicional e por PCR em aves e mamiferos
selvagens (Coelho et al., 2008a; Miranda et al., 2009; Matos et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi compreender melhor o papel dos
mamiferos selvagens na epidemiologia das micobacterioses zoonoticas €
nio zoondticas na vida selvagem em Portugal, pretendendo fornecer uma
visio mais aprofundada das micobacterioses em mamiferos selvagens.

Neste trabalho, foi estudada uma populagio de 2116 mamiferos selva-
gens e a prevaléncia de Mycobacterium bovis encontrada por espécie animal
foi: 26.9% na raposa vermelha (Vauipes viipes), 20.0% no mangusto (Herpestes
ichnenmon), 21.4% no javali (Sus serofa) e 38.3% no veado europeu (Cervus
elaphus). Os resultados deste estudo confirmam a presenca de Mycobacterinm
bovis em carnivoros selvagens em Portugal demonstrando-se, pela primeira
vez, a infecio por Mycobacterinm bovis em mangustos (Herpestes ichnenmon),
raposas (Vulpes vulpes), lontras (Lutra lutra), ginetas (Genetta genetta) e fuinhas
(Martes foina). Também foi confirmada a infecio disseminada por Mycobacte-
rinm bovis em raposas vermelhas em Portugal, demonstrando-se pela primei-
ra vez 2 ocorréncia de infecio natural no cérebro destes animais.

A alta prevaléncia de tuberculose bovina, na 4rea de estudo, em javalis
(21.4%) e veados (38.3%) coincide com a elevada prevaléncia de tuberculo-
se bovina em bovinos domésticos na regiao.

Com o objetivo de determinar a prevaléncia de paratuberculose em vea-
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dos e javalis, foram realizadas necropsias a 877 veados e 589 javalis e foram
feitas colheitas de vétios 6rgios para postetior pesquisa de MAP utilizando
técnicas de biologia molecular, microbiologia e histopatologia. MAP foi de-
tetado por PCR IS900 em 81.1% das amostras de rim de veado positivas no
esfregaco de Ziehl-Neelsen. Em relacio aos javalis 45 animais foram clas-
sificados como infetados por cultura bactetioldgica e/ou PCR e de acordo
com os resultados obtidos, 37.9% dos javalis infetados foram aprovados
para consumo humano.

A ocorréncia de carnfvoros selvagens infetados por MAP, neste estudo,
numa amostra de 74 animais mortos por atropelamento, foi de 27% (n=20).
MAP foi isolado pela primeira vez, em Portugal, na raposa vermelha (I u/pes
vilpes), na fuinha (Martes foina), na lontra europeia (Lutra lutra), no mangusto
(Herpestes ichneumon), e no texugo europeu (European badger). A presenca de
MAP foi confirmada por cultura bacteriolégica e detetada por biologia mo-
lecular em multiplos érgaos, das varias espécies animais.

Também, neste trabalho, foi realizada a pesquisa de anti-corpos con-
tra as espécies do complexo Myaobacterinm avinm em mamiferos selvagens
mortos por atropelamento, encontrados mortos ou resultantes da atividade
cinegética. A seroprevaléncia resultante foi de 4.7% e os anticorpos contra
MAC foram detetados em raposa vermelha, lontra europeia (Lutra lutra),
texugo europeu (Meles meles) e javali (Sus serofa).

Em relagdo as varias lesdes granulomatosas observadas, foi avaliada a
resposta inflamatéria crénica nos ganglios mesentéricos de javalis com lin-
fadenite granulomatosa. Os parimetros motfoldgicos das lesdes foram re-
gistados e foi avaliada a expressio dos anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a.
Os granulomas observados encontravam-se principalmente no estadio 1T
e IV e as percentagens e padroes de distribuicio de anti-CD3 e anti-CD79«
foram semelhantes em lesdes onde MAP e MTC estavam presentes.

Resultado da andlise dos ganglios linfaticos de veados com lesoes granu-
lomatosas foi observada a presenca de co-infecao por Corynebacterinm psen-
dotuberculosis, Mycobacterium bovis, e MAP confirmada por biologia molecular,
esta co-infecdo foi descrita pela primeira vez, neste trabalho.

- Também foi realizada a pesquisa de Nocardia spp., utilizando as duas me-
todologias (PCR e cultura bacteriana) em ganglios linfaticos de javalis com
linfadenite granulomatosa, mas com resultados negativos na cultura mico-
bacteriana e PCR, e obtiveram-se duas amostras positivas em PCR. Este é
o primeiro caso documentado de nocardiose em javalis e estes resultados
realcam a necessidade do diagndstico diferencial das lesdes granulomatosas
em animais selvagens.




18 IV Ciclo de Conferéncias. Conselho Técnico-Cientifico

A informacio incluida neste trabalho pode ser utilizada como orientacdo
para novas pesquisas abrangendo varios campos, seja para prosseguir os es-
. tudos sobre micobacterioses em mamiferos selvagens como para expandir
a pesquisa para outras espécies animais e para outras areas geograficas.

Os ungulados selvagens apresentam uma grande variabilidade na de-
mografia, gestio, exposicao a agentes patogénicos e interagao com outros
animais selvagens, domésticos e o Homem. Em Portugal, existe a nocao
que a densidade de animais selvagens como do veado e do javali tem vindo
a aumentar nas ultimas décadas, mas ndo existem census atualizados destas
populacdes e é necessario saber o tamanho da populagio, para calcular a
amostra necessitia ao calculo da prevaléncia das micobacterioses.

Também em Portugal, existem poucos dados tteis sobre a prevaléncia
da paratuberculose em rebanhos de ovinos e em bovinos e sobre a tuber-
culose em rebanhos de caprinos, nem do risco para outras espécies animais.

A adocio de praticas laboratoriais que resultam da combinagdo dos mé-
todos tradicionais de cultura e métodos moleculares melhoram nao sé o
diagnéstico das micobacterioses nos animais selvagens como a epidemio-
logia associada. Os métodos moleculares, quando comparados com os mé-
todos tradicionais de cultura melhoram o conhecimento da diversidade e
abundéncia das micobactérias na vida selvagem.

Assim, este trabalho estabeleceu uma base de conhecimento adequado
patra uma avaliacio inicial, mas novas investigagoes sao necessarios, a fim de
completar o quadro das micobacterioses na vida selvagem e para estabele-
cer as respetivas medidas de controlo.
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