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Introducéo

O complexo M. tuberculosis é formado pelas espécies M. tuberculosis e M. bovis, e
por espécies descritas mais recentemente, como M. caprae (ARANAZ et. al, 2003) e M.
pinnipedii (COUSINS et. al, 2003), isoladas de caprinos e ledo marinho, respectivamente.

Postulou-se por muito tempo que 0s caprinos eram naturalmente resistentes a
infeccdo pelo M.bovis (MURRAY et al., 1921; GUTIERREZ et al., 1995). Todavia, a
infeccdo nesta espécie tem registros de sua ocorréncia nos Estados Unidos
(ANDERSON; KING, 1993), México (REYNOSO et al., 1999), Inglaterra (SOLIMAN et al.,
1953), Espanha (GUTIERREZ et al., 1998), Australia (COUSINS et al., 1993), india
(KAKKAR et al., 1977; SHARAN et al.,, 1998) e Africa (MILNE,1955). Sua génese
encontra-se estreitamente associada a proximidade com rebanhos bovinos infectados
(REYNOSO et al., 1999; PUGH, 2004).

No Brasil, a Tuberculose Caprina e suas implicacbes na saude publica sdo ainda
desconhecidas, admitindo-se, inclusive, que nao existem dados que justifiguem a
implantacdo de medidas especificas visando o controle sistematico da doenca em
pequenos ruminantes (MAPA, 2001).

No Estado de Pernambuco, estudos vém sendo realizados desde 2005 com o objetivo
de elucidar a etiopatogenia de sindromes respiratorias que ocorrem em caprinos leiteiros.
Inicialmente foram identificados caprinos reagentes ao teste tuberculinico com prevaléncia
de 7,7% (13/168) (MELO, 2005; MELO et al., 2005 a,b), alertando-se, inclusive, para a
possibilidade de sua intercorréncia com a tuberculose bovina. Em outro estudo,
observaram-se abscessos orais em 6,2% (13/211) em caprinos reagentes a
tuberculinizacdo e/ou portadores de abscessos linfaticos, aspectos nosologicos que
colocam Tuberculose Caprina e Linfadenite Caseosa Caprina no mesmo plano de
investigacao clinico-epidemiolégica (SALDANHA et al., 2005).

As implicacdes da Tuberculose Caprina na saude publica e o seu papel na génese da
Tuberculose Zoondtica sdo desconhecidos. Contudo, admite-se sua transmissibilidade
para humanos (GOLDEN, 1921; FERNANDES, 2002) e reconhece-se a coexisténcia da
doenca com a tuberculose humana (RUFINO-NETO, 2001) e bovina (MELO, 1999; MELO
et al., 1999; MAPA, 2001; MELO et al., 2005b; SILVA et al., 2006), em meio a existéncia
de um mercado informal de leite (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE BUIATRIA,1998:;
FARINA et al., 2000) e ao habito cultural da populacdo em consumir este leite in natura.

Em relacdo ao diagnostico, o teste da tuberculina foi aplicado a caprinos
experimentalmente sensibilizados com o objetivo de estabelecer padrdes de interpretacao
para o diagnostico nesta espécie animal, sendo utilizados como inéculos sensibilizantes
suspensdes de M. avium (estirpe D4) e M. bovis (estirpe AN5) e como antigenos
atenuados tuberculinas aviaria e bovina (SILVA et al., 2006).
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O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sensibilizado com as
demandas desse importante setor produtivo da ovinocaprinocultura, instituiu, através da
Secretaria de Defesa Agropecuéria (DAS), o Programa Nacional de Sanidade de Caprinos
e Ovinos (PNSCO), que tem como objetivo o controle e erradicacdo das doencas de
caprinos e ovinos por meio de acdes sanitarias e de vigilancia epidemiologica (MAPA,
2004). Contudo, ndo contemplou medidas especificas para o diagndstico e controle da
tuberculose, talvez pela falta de informacgdes que possam subsidiar a tomada de decisodes.

Nesse contexto, a Tuberculose Caprina surge como uma grave ameaca a sanidade
dos rebanhos nacionais, uma vez que o pais possui um expressivo efetivo de 7.109.052
de cabecas (IBGE, 2006), com potencial inquestiondvel de expansdo. Estabelece-se,
assim, um novo paradigma na sanidade caprina nacional, um dos mais relevantes
desafios as autoridades sanitarias, produtores e comunidade cientifica, ndo apenas pelos
prejuizos econdmicos que a doenca podera causar, mas, também, pelas possiveis
implicacdes na saude publica.

Este estudo foi realizado com o objetivo de descrever os aspectos nosoldgicos,
radiolégicos e anatomo-histopatologicos, bem como a deteccdo da presenca do DNA do
complexo Mycobacterium tuberculosis pela Nested-PCR, em caprinos leiteiros com
doenca respiratéria, naturalmente infectados e procedentes da Mesoregidao Metropolitana
de Recife.

Material e Métodos

Foram considerados neste estudo quatro rebanhos das racas Saanen, Toggenburg e
Parda Alpina, que apresentavam diminuicdo na producao de leite e animais positivos para
Linfadenite Caseosa e Artrite Encefalite Caprina. De um total de 368 animais, 168 cabras
(45,6%), com idades entre dois e sete anos, apresentaram sintomas respiratorios e foram
submetidas ao exame clinico e ao teste tuberculinico (Teste Cervical Comparativo - TCC),
usando4tubércu|o-protel’nas de M. bovis AN5 (PPD bovino) ou de M. avium D4 (PPD
aviario)™.

Foi utilizado o Teste Cervical Comparativo (TCC), tomando-se como referéncia os
procedimentos do PNCEBT (MAPA, 2004) e dos ensaios experimentais padronizados
experimentalmente para caprinos (SILVA et al., 2006). Na interpretacdo do teste, a reagao
foi considerada: negativa, quando a variacdo decorrente da reacdo ao PPD bovino for
menor que o aviario ou maior em até 1,8 mm (=1,8); suspeita ou inconclusiva, quando a
reacdo ao PPD bovino for maior que ao aviario situando-se entre 1,9 e 2,4 mm; e positiva,
quando a reac¢éo ao PPD bovino for maior ou igual ao aviario em 2,5 mm (= 2,5).

A descricdo dos aspectos nosoldgicos, radioldgicos, anatomo-histopatologicos e
baciloscopicos foi realizada seguindo procedimentos classicos (VASCONCELOS, 1996;
RADOSTITIS et al., 2002; PUGH, 2004).

Os ensaios moleculares (PCR) foram conduzidos no Laboratorio de
Imunoepidemiologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM - FIOCRUZ).
Utilizou-se amostra de sangue total de caprino, com presenca de anticoagulante (EDTA),
para deteccdo da presenca do DNA do complexo Mycobacterium tuberculosis,
empregando a Nested-PCR, onde o produto amplificado na primeira reacdo serviu como
molde para a segunda reacdo, com a finalidade de aumentar a sensibilidade da técnica.
Os oligonucleotideos utilizados foram para a sequéncia de insercdo 1S6110, especifica do
complexo M. tuberculosis, podendo ser encontrado cerca de seis a 20 copias no genoma
da micobactéria.

Resultados e Discusséao
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As cabras submetidas ao exame clinico (45,6% - 168/368) apresentaram emaciacao,
anemia, hipertrofia de linfonodos e sinais respiratérios anormais, incluindo respiracéo
abdominal, tosse associada a secrecdo nasal de coloracdo amarelada, areas de siléncio
pulmonar alternadas com crepitacbes e sibilos, além de abscessos localizados no
vestibulo bucal. No total das 168 cabras examinadas, 13 (7,7%) foram reagentes ao TCC
e apresentaram intensidades das reacfes imunoalérgicas as tuberculinas bovina e
aviaria, em valores médios, de 14,1 + 6,2 e 6,4 + 4,2 mm, respectivamente, sendo a
diferenca entre as duas de 7,7 + 3,4 mm. Seis dessas cabras reagentes foram
monitoradas clinicamente durante 36 meses e submetidas a mais quatro testes
tuberculinicos. Todos foram positivos e apresentaram intensidades das reacgfes
imunoalérgicas as tuberculinas bovina e aviaria, em valores médios de 13,5+ 5,4e 59 +
3,2 mm, respectivamente, sendo a diferenca entre as duas de 7,6 + 4,2 mm. Nas imagens
radiolégicas de torax das seis cabras detectouse opacificagdo de ambos os campos
pulmonares, com a presenca de nodulos radiopacos circunscritos, de tamanhos variados,
ora grandes granulomas, que comprometiam o lobo diafragmatico, ora pequenos, tipicos
de tuberculose miliar. Durante o periodo das investigacdes duas cabras vieram a ébito por
colapso cérdio-respiratério. Trés foram submetidas a eutanasia em decorréncia do
avancado estado de caquexia e uma ainda permaneceu sob monitoramento clinico.
Todos o0s animais mortos foram necropsiados e nos achados anatomopatologicos
observaram-se lesGes predominantemente pulmonares, focais ou difusas, ocasionalmente
associadas a lesdes hepaticas. Macroscopicamente, observou-se consolidacdo do
parénquima pulmonar, com a presenca de lesdes nodulares salientes e difusas, de
tamanho variado e coloragdo amarelada. Ao corte, as lesbes apresentavam consisténcia
e aspecto friavel, com endurecimento num plano mais profundo, coincidindo com areas de
calcificacdo e de consisténcia arenosa ou pétrea. Observaram-se alteracdes hepaticas em
duas das cabras necropsiadas, caracterizadas por lesbes de tamanho que variavam de
pequenos pontos até 2,5 cm de diametro, de consisténcia caseosa e coloracdo
amarelada. Observaram-se alteracbes hepaticas em duas das cabras necropsiadas,
caracterizadas por lesGes de tamanho que variavam de pequenos pontos até 2,5 cm de
didmetro, de consisténcia caseosa e coloracdo amarelada. Os achados histopatolégicos
encontrados nos fragmentos de pulmao incluiam areas de necrose de caseificacdo com
calcificacdo distréfica no centro, circundadas por capsulas conjuntivas no formato de
granulomas incompletos, caracterizadas pelo agregado concéntrico de macréfagos
diferenciados em células epitelidides, que se fundiam freqientemente para formar as
células gigantes de Langhans. No exame baciloscopico, foram detectados bacilos alcool
acido resistentes ao exame direto de fragmentos pulmonares lesados de duas cabras. A
partir de amostra de sangue de uma dessas cabras, identificou-se a presenca do DNA do
Complexo Mycobacterium tuberculosis.

Neste estudo, o teste da tuberculina, que é recomendado oficialmente no pais para
diagnostico da doenca em bovinos (MAPA, 2001), reproduziu nos caprinos 0 mesmo
modelo bioldgico classicamente observado nos bovinos, reafirmando os resultados
obtidos em caprinos experimentalmente sensibilizados (SILVA et al., 2006) ou
naturalmente infectados (MELO, 2005; MELO et al., 2005a,b; SALDANHA et al., 2005).
Contudo, o aperfeicoamento do diagnéstico da Tuberculose Caprina praticado neste
estudo, através da validacdo da tuberculinizacdo em ensaios de campo e do
desenvolvimento de uma PCR para a deteccao e diferenciacédo de espécies do Complexo
Mycobacterium tuberculosis, a semelhanca do que se faz diante da dificuldade do
diagndstico da tuberculose humana utilizando o teste de Mantoux (CABRAL et al., 2005;
LIMA et al., 2007), minimizou certos problemas intrinsecos ao teste imunoalérgico, como
reacgdes inespecificas, resultados falso-negativos observados em animais anérgicos, e as
técnicas microbiologicas, cuja reduzida quantidade de bacilos nos materiais biolégicos
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usados para isolamento resulta em crescimento lento e expressivo nimero de resultados
falsos negativos.

Por outro lado, certas inconsisténcias observadas na PCR para Mycobacterium podem
ser atribuidas ao material biolégico utilizado, sua conservacdo, método de extracdo do
DNA, dentre outros (NOREDHOEK et. al, 1996). Contudo, os oligonucleotideos utilizados
com varios PCR tém se mostrado adequados, pois as sequéncias génicas utilizadas para
escolha sdo bastante conservadas entre as espécies do grupo Mycobacterium
tuberculosis. Esses trabalhos foram conduzidos com bovinos, ndo havendo relatos de
suas aplicacdes na espécie caprina. E sabido que a dinamica da multiplicacdo e
eliminacdo dos agentes do Complexo M. tuberculosis varia de acordo com os diferentes
hospedeiros. Por isto, € necessario avaliar diferentes materiais biologicos para extracao
do DNA bacteriano para estabelecer qual € o ideal a ser usado como amostra para
submisséo para diagndéstico de tuberculose em caprinos.

Conclusao

Considerando a positividade no teste tuberculinico, na baciloscopia e na Nested-PCR,
associada aos achados nosoldgicos, radiolégicos e anatomohistopatolégicos, conclui-se
que a sindrome respiratéria manifestada pela populacdo caprina examinada refere-se a
tuberculose caprina. A elucidacdo de sua etiopatogenia, além de eliminar o conceito da
inexisténcia da doenca no pais, constituindo-se no primeiro relato dessa enfermidade no
pais, contribuira, certamente, para a implementacédo de acbes de controle e profilaxia da
tuberculose.
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