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Estrutura da Apresentaga(x

® Etiologia

® Distribuicao

® Epidemiologia

® Diagnoéstico
e Clinico e lesional -
e Tuberculinizacao + estudo de casos \
e Interferdo gama + estudo de casos &
e Diagnéstico cultural \
e Diagnéstico molecular + estudo de casos |

® Controlo e Erradicacéo |

® Investigagcdo em Curso /




TUBERCULOSE BOVINA

E uma doenca contagiosa causada por bactérias alcool-dcido-
resistentes do género Mycobacterium.

Normalmente apresenta-se como uma doenca crénica e
debilitante mas pode ocasionalmente apresentar-se i;om uma

evolugdo aguda.

Etiologia
® Mycobacterium bovis
» Nova espécie: M. bovis subsp. caprae \

© Mycobacterium tuberculosis \

\

\
\
® Complexo M. avium - intracellulare - |
scrofulaceum |
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Tuberculose bovina \
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® Doenca de Declaracao Obrigatoéria \
« PT \
e OIE \
@ Programa de erradicacao da tuberculose \
bovina em Portugal |
¢ Legislacao Nacional |
¢ Legislacao Comunitaria |
© Doenca emergente |
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TRANSMISSAO
® Inalagao: + (<5
bacilos)
® Ingestao
e pastos -agua
estagnada -18 dias
-manjedouras
* leite
® Intra-uterina
@ Intra-mamaria
® Outras espécies

@ Carcacas de bovinos
infectados -> suinos

'® Sistemas de Producéo

Avaliagao da transmissao vertical cﬁy TB

Expostos \
Doenca + - Totais
+ 8 27 35

Nao Expostos \
- 34 | 1106 | 1121

Totais | 42 | 1114 | 1156
F Menzies, 2006

/
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Coortes de animais expostos (com maes infectadas
com TB) e nao expostos (nascidos na mesma

exploracdo de maes sem diagnéstico deTB);

— /

—

o

- RR 1,2 (1€ 95%, 0,8-1,79) e p=0,44 (NS))




EPIDEMIOLOGIA \

©® Hospedeiros de manutencao x
ansmitida

¢ Ainfeccao pode ser mantida numa populacao e tr
as geracoes seguintes dessa espécie e também a outros
hospedeiros susceptiveis. \

e Bovinos, Bufalo Africano, Texugo, Opossum, Veado de
cauda branca, Javali e Caprlns

|
|
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® Hospedeiros acidentais /
e Podem ser susceptiveis a infeccao com /M. povissglﬁeﬁ'
doentes, mas a remocao da fonte de infeccao resulta numa
reducao da prevaléncia da doenca e a infec¢cao nao é /

mantfida na populacao animal envolvida. /
* Suinos, Cées, gatos , Equinos-e Ovinos, Javali e Caprinos
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ANIMAIS SELVAGENS - RESERVAT()RIO\

Nova Zelindia de Lisle, G.W., 1985
Veados (Cervus elaphus) Inglaterra Krebs,J., 1997 \
Portugal 2002, 72? \

Hospedeiro silvatico acidental de M. bovis

Itélia Schmitt,S.M., 1997
Javali (Sus scrofa ) Espanha Aranaz, A.,1996
Portugal 1999

EPIDEMIOLOGIA

® Espécies domésticas atingidas
o + Bovinos, caprinos e suinos
o - Ovinos e equideos

@ Fonte de infeccao
e Bovinos
o secrecoes e excrecoes - lesoes abertas

o a excrecao é iniciada aos 90 dias post-
infeccao




DIAGNOSTICO \
CLINICO E LESIONAL

@ Depende da extensao e
localizagao das lesoes e
da consequente toxémia

e Pulméo

e Intestino

e Mama

e Utero

¢ Linfonodos
o Superficiais
o Profundos

SINTOMAS \
Bovinos \
® Emaciacao progressiva sem outros sinais\\
® Apetite caprichoso e temperatura \
ondulante \

® + doceis e fracos mas os olhos |
permanecem alertas e brilhantes /J
/




SINTOMAS
Bovinos
® Pulmoes — Tosse intermitente, fraca,

suprimida e gorda -> dispneia e
taquipneia

® Ln superficiais - hipertrofia

® Intestino — diarreia rara; sintomas de

obstrugao por hipertrofia dos In
® Utero - metrite

® Mastite - In supramamarios

LESOES
Bovinos, Ovinos e Caprinos

com tubérculos

® Pulmao — tubérculos miliares -> pneumonia

supurativa

@ Pleura e peritoneu — Nédulos tuberculosos

@ Intestino — pequenas Uulceras + In

@ Tuberculose miliar com hiperémia a volta
das lesdes e s/ ¢/ capsula fibrosa variavel

® LesoOes cronicas — nodular com conteudo
caseoso espesso e com capsula fibros

a
grossa. -

\

\\

® Ln brénquicos, retrofaringicos e mediastinicos \

\
\
\
|

|
|
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TUBERCULINIZACAQ \
\

© Teste comparativo \

® Tuberculinas Aviaria e Bovina - tipo PPD \\

® Inoculagao intradérmica no terco médio da \
tabua do pescoco |

® Leitura da reaccao- 72 H |

TUBERCULINIZACAO - FUNDAMENTOS DE N
TESTE ALERGICO \

A\
A\
A\

A estimulacgdo com'\a PPD

mamifera (bovina) e F PPD

aviaria, desencadeia (ou nio )

°* o .
Antigen
e® o g

T ;
Macrophages mepe- GY/YC M| INFLAMMATION / .
metabolites

uma reac¢ao \\\ de
hipersensibilidade retardada
de Tipo IV, com a foni\agﬁo
de edema (reactoposi“}ﬁvos)

|
mensuravel através| de

indices diferenciais ,/és 72
Sensitized T cells ///

horas.

- /
Draining — /
lymph node - /

- /
/
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Sensibilidade relativa a tuberculina dos
diferentes locais da pele

2,75-3

Radostitis et al. 8t Ed, 1994
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TUBERCULINIZACAO

CARACTERISTICAS DA REACCAO CUTANEA
N - 1
ES ls.lpoes.samento
E.L. - Edema ligeiro
E% - E(cilema 01rtcunscr1to
E. - n
E'D. - Edema d:fuso
NECROSE COM FORMACAO DE CROSTAS
PO
infangite
Ade nltges (Ln. pré—escapular)

-
//' )
///
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INTERPRETACAO DAS REACCOES A TUBERCULINA -
DL 157/98 de 9 de Junho

* nimais que apresentar os duvidosos serao subme

tuberculinizacio ap6s um periodo minimo de 42 dias.

"

/

/
li

tidos a uma
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INTREPRETACAO DAS REACGOES A PROVA COMPARATIVA DA TUBERCULINA -

DL 157/98 de 9 de Junho

— /

"

| ## ()s animais que apresentaram resultados duvidosos serio submetidos a uma
tuberculinizacio apos um periodo minimo de 42 dias. '

Tuberculinizacdo

REACCOES FALSO-POSITIVAS \

® Prova comparativa \
M. Tuberculosis (temporario e 4

- Infec¢do por
patogénico)

® Prova simples \\
- Heteroalergia geralmente temporaria ‘
- Infeccdo por micobactérias ndo patogénicas |
- Paratuberculose (Bacilo de Johne) |

[
- Lesbes cutineas com Dbactérias 4acido-resistentes
(tuberculose cutanea)
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Tuberculinizagao \

REACCOES FALSO-NEGATIVAS (1/2) \

Periodo de incubacdo (fase pré-alérgica — 3 a 6\‘\
sem. pi)

- Tuberculose avancada (anergia) \\

~ Animais sob stress/ caquéticos/ doentes (BVD) |

- Frequéncia da tuberculinizac¢io ]

- Imunodepressores /

- Animais 4-6 semanas pés—parto (30%)

- Factores relacionados com: J
- Tuberculina /
- Método - /

S

Tuberculinizacao \
REACCOES FALSO-NEGATIVAS (2/2)

- Factores relacionados com:
- Tuberculina
- Método

Teste Comparativo
Outras micobactérias

16



Comparacao de testes dé\

diagnostico de tuberculose\\

\

Teste Sensibilidade (%) |Especificidade \
(%) \

Tuberculina 66-95 98-99

\

|
g-interferdo 77-94 95-97 |
Serologia baixa baixa /
Tuberculina+ g- 95 %/
interferdo -

—— /
///

Ocorréncia de lesoes em bovinos reag tes
a tuberculiniz¢ao
(Irlanda do Norte)

% Lesioned

70,0

60,0 |

50,0 |

40,0 |

30,0 |

20,0 |

10,0

0,0 -
1to2 21to3 3.1to4 41to5 5.1to6 6.1to12 12.1t02424.1t03636.1t060 60.1to
120

<=1 >120

Age (Months)

D. Abernethy, 2009




IN VIVO
Prova alérgica

IN VITRO

INTERFERONY|

—ELISA

A resposta celular\

® VANTAGENS

Rapidez - 24h.

> sensibilidade -

¢ Antecipacao - 15-90 dias
Método estandardizado

Sem periodo refractario (vs
42-60 d.) - t. paralelo

CC

Uma unica contengéo do
animal

DESVANTAGENS \

Estimulacdo ap6s 8 h. |
Custo elevado \‘
Resposta deprimida

¢ Parto (4 sem.) \
¢ corticosteroides (1 sem.
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Bovigam”)

® Marco 02: Estatuto Livre

2 ,
SHACALAL AR e e
AFAFACALIT Arrsrarsr arFararar
AFACACALIC AFACALALIT  AFAFIFrse
IFACICALI  ACAICILALT AL
1. Before TB test 2. Test A 3. TestB
_ KEY:
‘U‘ '”' ‘H- .1'..1' 1 r Uninfected cow
il T IEReArar g i bt
b L e Lo ¥ o T i i £ e e A ‘”. missed by skin test
LA AEAEALLAL * {f® rfctac,an founa
4.TestC 5. Test D i @ Dysdntest
TUBERCULOSE BOVINA - ESTUDO DE CASOS\
© EXPLORAGAO \
® Agosto 01: \\
©® Tuberculina +: remocao de 4 animais \
@ Interferao — gamma: + 24 / 200 bovinos \
® 10 ¢/ lesGes pos-mortem \
® Outubro 01: 14 bov. Tuberculina -/ IF + \\
® Dezembro 01: 4 bov. Tuberculina -/ IF+

|
|
|
|

/

® Junho 02: 2 IF inconclusivos ( Utiliz de “Special antigen

19



SENSITIVITY

Standard Bovigam®
SPECIFICITY

More specific More sensitive

763%  85% SENSITIVITY
Special Antigens Bovigam®

¥ %% SPECIFICITY 92%

Overal sensitivity is enhanced
It gamma interferan and the
shin test are used together

This reading & more specihc

[his reading is more sensitive
KEY: but less sensitive, Sa the but kess specific. 1t hnds mare

test misses moes infaction but nigction but kils more
kills fewer healthy cattle, healthy cattle

DIAGNOSTICO

Identificacdo do agente
e Exame microscoépico
o Ziehl-Neelsen
o Fluorescéncia
o Imunoperoxidase
e Cultura de Mycobacterium bovis
o Descontaminac¢io,homogenizacio e centrifugacio

o Meio de isolamento soélido- Lowenstein—Jensen,
Stonebrink e Middlebrook

o Incubacio a 372 C por um periodo minimo de 8
semanas. M. bovis geralmente cresce ap6s 3 /a 5
semanas.

/‘“’/
o Meio de isolamento liquido — CTEC 460TB -
reducio do PI para me

o Exame cultural e provas bioquimicas

20



DIAGNOSTICO

® Técnicas moleculares
e Sondas de DNA / PCR -
deteccdo de M. bovis ndo viavel.

e DNA fingerprinting
o Spoligotipagem
o RFLP - 1S6110, DR, PGRS
® Testes laboratoriais ao sangue
e Gamma-interferon

e ELISA

©
% Tpt

72°CT

60°CT

1 ciclo

Tps

21



Spoligotipagem de Mycobacteriibn

Regiao

| N

TABLEAU EI DISTRIBUTION DES ISOLATS
PAR ESPECE ANIMALE ET PAR SPOLIGOTYPE
Spoligrt')”t&;r)'e Bovins \ Cap:;iﬁé Cérvidéﬁ* 200**'{(:'6}{1;;*;* | Ovins Porcins Inconnu Total

«BCGlike | 329 13 1 6 | 1 6 356
sGese | 121 | 1 | 2« | s | 2 2 1 3 159
eGB35 | 81 1 1 3 86
e e T B e , 5
WFO040 | 2 | 14 | | | 16
oAutres | 648 | 8 | 4 7 3 | ' 10 680
el YReEiE T 2| T P
- /
e .
Bulletin des GTV, n°23, 323-330.2004) Haddad, N. , et al. (2004)
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Problema 1 - Risco de vizinhanca
Dados \

® 4 exploragdes vizinhas —A, B, C, D - \
declaradas infectadas \
® C- touro abatido com lesdes fechadas de TB
® Inquérito epidemiolégico de C e D
e Pastagem noutra povoacao
dt a estacao anterior

e D — o Touro C saltou (breve/)

para as suas pastagens e

cobriu 1 vitela

Problema 1 - Risco de vizinhanca
Dados \

® Abate total da exploracédo C
® Avitela de D foi mantida em lote
separado

¢ IDC — Unica positiva

¢ Abatida — lesao no

In pre-escapular
» Spoligotipagem = C (C)
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Problema 1 - Risco de vizinhanga\

Sintese e Consequéncias \

\
A\

\
® 2 focos distintos

\
¢ As exploragdes A e B — o spoligotipo raro
F44

* As exploragdes C e D — o spoligotipo raro \
F10

Antes da
Spoligotipagem

Depois da
Spoligotipagem

— Exploragdes Exploragdes
— A,B,C,D A,B,C,D
‘ Spoligotipo Fy, ‘.‘ Spoligotipo Fjo ‘

Problema 1 - Risco de vizinhanga
Sintese e Consequéncias \
Determinacao da causa da contamina¢ao da D como \
o touro abatido -> nao houve abate total \
¢ Declaracoes = dos 2 produtores \\
¢ Curta duracao da persisténcia do touro na expl. D
e Poucos meses entre a contaminagao e eliminacao \
da vitela \
¢ Lesoes \
o Touro — sem lesGes abertas \
o Vitela - lesdes exclusivamente gangl/ o ‘ Depmlda
Seguimento de D
e Desinfeccao das instalacoes
¢ Lote mantido separado e
e Controlos IDC dt 5 anos ®
B S _— ‘ Spoligotipo Fuy ‘.‘ Spoligotipo Fy ‘




Problema 2 - Re-ocorréncia
apos 7 anos

® Surgimento em 1998/99 de um focoem Ae

B
® E — spoligotipo F44 em 1992

@ Partilha de pastagens em B e E ( familia) |

® Abate total de E em 1992

|
|

1998/1999

1992
B Provincia 1 Provincia 1
- o - Exploracies B e E Exploracdes A, B e E
‘ Spoligotipo Fﬁ

Problema 2 - Re-ocorréncia \\

apos 7 anos

® Possivel contaminagdo de B em 1992
® Contaminacgao posterior de A
¢ s/ + fontes de contaminacéao

\

® Ainfeccao persistiu inaparente em B dt anos ‘:

c/ excregao do agente
-> 0 apareci/ de sinais clinicos foi

|
|

+ tardio que em A contaminar " 199843999 .
posterior/. H
- Provincia 1 Provincia 1
- — — Exploragdes B ¢ E Exploracdes A, B ¢ E
Spoligotipo Fy

25



Problema 3 - Introdu¢ao de um foco de

. \
outra Regiao \
® Em 1999 o spoligotipo F4 apareceu pela primeira \
vez na Regiao A \

® Aquisicao de rebanho Salers na regido B \

® O spoligotipo F4 é dominante na regidao B

\

® Aparecimento 7 anos apés \
a aquisicao

Sal 1999
« longo Pl m

® Nao se isolou na

Regido B ®
e evidéncia circunstancial
Spoligotipo F4
dominante
1* ocorréncia do @ Spoligotipos
- Spoligotipo F4 pré-existentes

Problema 4 - Limitacoes da tipificacao molecula

® 2 rebanhos de ovinos tuberculosos \
» 12 km de distancia \
* Identificados + poucos meses de intervalo |

® Spoligotipo GB54 \
* Mesmo nos 2 rebanhos \
e + frequente no pais |

® Sem ligacéo epidemiolégica entre as 2 /)
exploracdes e /
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Problema 4 - LimitacOes da tipificacao moleculak\

® Sintese \
¢ Impossivel determinar a ligagéo — spoligotipo \\
frequente
o Associagdo com outras técnicas de tipificagao - |
marcadores genéticos independentes |

e GB 54 é ubiquitario — grande espectro de J
hospedeiros |

o Cervideos & javalis /

e Programa de epidemiovigilancia das espemes
domésticas — silvaticas - /

o Reservatdrio / acidental (fundo-de-saco)

Tipificagao molecular na Tuberculose bovma

® Epidemiologia de rebanho \\
¢ Diferentes origens \

o 2 isolados podem co-existir na mesma exploragho

o Isolados de fauna silvatica “

\

e Determinacao dos perfis dominantes hum pais |
o Caracterizacao por regioes \

* Realisacao de estudos filogenéticos ‘
o Perda de spacers |
o Historia natural
o Avaliagdo da bio-estabilidade /

e Identificar novas sub-espécies B
o Biodiversidade maior se a prevalencfa é reduznda
o M. caprae —

27



Tipificagcao molecular na Tuberculose humana

® Estudo comparativo — Australia 1999 \
e Problema ocupacional (matadouros) \
o Mesmos marcadores moleculares em bov. &

hu.

\
e Imigrantes

|
|
o Isolados de M.bovis diferentes dos
Australianos

Tipificacdo molecular na Tuberculose huma

a
® Co-infeccao com 2 isolados diferentes \

e Tipificacao de col6nias da mesma cultura

A\
\

* Re-isolamento ap6s tratamento (comparacao de\
isolados antes e depois)

\
o Re-infeccao \

\
\
o Resisténcia a terapéutica anti-tuberculosa
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Distribui¢do geogréfica dos Padrdes de Spolig(’)tip&x
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Partilha de diferentes padroes de spoligétipos entre Hospedeiros (PT)
oA
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/
E _Duarte 200

“SILVESTRES
5B1091
581267
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Distancia genética entre padrdoes de Spoligétipos utilizando M\IRU—VNTF
\
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Lesoes de TB surpresa a inspeccao sanitaria
(Irlanda do Norte) K

4.00 %Herds with LRS Herd Prevalence 14
3.50 - 12
3.00 - 10
2.50 -

-8
2.00 -

- 6
1.50 -
1.00 4 HerdPrev -4

% Herds 5
0.50 1 — LRSper1000
0.00 : : : : : : : : : : : : 0
1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

T

LRS: (Lesions revealed at slaughter)

D Abhornathy: 2000
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