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For along time, it was believed that the goat species is resistant to infection by Mycobac-
terium bovis; however, this hypothesis changed when reports of the disease became appa-
rent in various countries. Nevertheless, certain characteristics of tuberculosis in goats and
its impact on public health are still unknown. The objective of this study was to describe
nosologic, radiologic, anatomo-histopathological, bacilloscopic and biomolecular aspects
of tuberculosis in dairy goats with respiratory disease naturally infected, from the state of
Pernambuco, Brazil. When we tuberculinized 442 goats with respiratory symptoms, 3.4%
(15/442) of these were considered positive in the test. From the positive goats, seven were
monitored clinically for two years. The etiological agent was identified through the poly-
merase chain reaction, by amplification of genomic sequences of the Mycobacterium tuber-
culosis complex and later Mycobacterium bovis. This is the first molecular diagnosis which

characterizes the involvement of Mycobacterium bovis in goat tuberculosis in Brazil.

INDEX TERMS: Tuberculosis, clinics, diagnosis, goats, Mycobacterium bovis.

RESUMO.- Acreditou-se durante muito tempo que a espé-
cie caprina era resistente a infeccdo por Mycobacterium
bovis, porém tal hipétese foi desconsiderada quando rela-
tos da enfermidade surgiram em varios paises. No entanto,
ainda permanecem desconhecidas certas caracteristicas
da tuberculose em caprinos e suas implica¢cdes na satude
publica e caprinocultura nacional. Objetivou-se com este
trabalho descrever os aspectos nosologicos, radiolégicos,
anatomo-histopatoldgicos, baciloscépicos e biomolecula-
res da tuberculose em caprinos leiteiros com doenca res-
piratoria, naturalmente infectados e procedentes do estado
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de Pernambuco. Para isso foram tuberculinizadas 442 ca-
bras com sintomas respiratorios e, destas, 3,4% (15/442)
foram consideradas positivas ao teste. Dos animais positi-
vos, sete foram monitorados clinicamente durante 2 anos,
descrevendo-se os achados obtidos. O agente etiolégico foi
identificado através da reagdo em cadeia da polimerase,
por amplificacdo de sequéncias gendomicas do Complexo
Mycobacterium tuberculosis e posteriormente de Mycobac-
terium bovis. Este é o primeiro diagndstico molecular com
caracteriza¢do do envolvimento do Mycobacterium bovis na
tuberculose caprina no Brasil.

TERMOS DE INDEXAGAO: Tuberculose, clinica, diagnéstico, cabras,
Mycobacterium bovis.

INTRODUCAO

0 complexo Mycobacterium 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.
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Postulou-se por muito tempo que a espécie caprina era
naturalmente resistente a infeccdo pelo M. bovis (Murray,
McNutt & Purwin 1921, Gutiérrez et al. 1995). Todavia tal
hipétese foi questionada apos o registro da doenca em ca-
prinos em alguns paises (Milne 1955, Reynoso et al. 1999).
Sua génese encontra-se estreitamente relacionada a proxi-
midade com rebanhos bovinos infectados (Reynoso et al.
1999, Pugh 2004) e a pratica disseminada entre caprino-
cultores em realizar o aleitamento de cabritos com leite de
vacas, como medida profilatica ao virus da artrite encefali-
te caprina (Melo et al. 2005a).

No Brasil, a tuberculose caprina e seu papel na génese
da tuberculose zoondética sdo ainda desconhecidos, admi-
tindo-se inclusive que ndo existam dados que justifiquem
a implantacao de medidas especificas visando o controle
sistematico da doenca em pequenos ruminantes (Brasil
2006). Contudo, admite-se sua transmissibilidade para
humanos (Golden 1921) e reconhece-se a coexisténcia da
doenca com a tuberculose humana e bovina (Melo et al.
20054, Brasil 2006), em meio a existéncia de um mercado
informal de leite (Associa¢do Brasileira de Buiatria 1998) e
ao habito cultural da populagdo de algumas regides do pais
em ainda consumir este leite in natura.

No estado de Pernambuco, estudos vém sendo reali-
zados desde o ano de 2005 com o objetivo de elucidar a
etiopatogenia de sindromes respiratérias que ocorrem em
caprinos leiteiros. Dentre eles, destaque especial foi a iden-
tificacdo de 7,7% (13/168) dos caprinos reagentes ao teste
tuberculinico (Melo et al. 2005a,b, Melo et al. 2008), adap-
tado para a espécie (Silva et al. 2006).

Este estudo foi realizado com o objetivo de descrever os
aspectos nosolodgicos, radiologicos, anatomo-histopatologi-
cos e biomoleculares da tuberculose em caprinos leiteiros
com doenca respiratdria, naturalmente infectados e proce-
dentes da Mesorregido Metropolitana do Recife e Sertao de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

A amostragem foi estabelecida por conveniéncia, com base em
estudo ndo probabilistico (Marotti et al. 2008), sendo conside-
rados 442 caprinos, provenientes de 15 rebanhos, compostos
pelas racas Saanen, Toggenburg e Parda Alpina, com idade en-
tre dois a sete anos, que apresentavam sindrome clinico-res-
piratéria e, segundo os proprietarios, diminui¢do na produgdo
de leite. Os animais foram submetidos ao exame clinico e ao
teste da tuberculina, pela técnica cervical comparativa (TCC),
utilizando-se derivados de proteina purificada da estirpe D4

do M. avium (PPDa)* e da estirpe AN5 de Mycobacterium bovis
(PPDDb)*.

Dos animais reagentes ao TCC, tomando-se como referéncia
os ensaios do teste padronizado experimentalmente para capri-
nos (Silva et al. 2006), uma amostragem foi selecionada por con-
veniéncia para monitoramento durante dois anos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Neste
periodo, foram usadas semiotécnicas e procedimentos anatomo-
-patolégicos com vista ao diagndstico, inclusive necropsia nos
animais que foram ao 6ébito ou eutanasiados (AVMA 2001), com
base em metodologias classicas (Jones, Hunt & King 1997, Pugh
2004, Quinn et al. 2005, Radostits et al. 2007), o que possibilitou a
descricdo dos aspectos nosoldgicos, radiolégicos, baciloscopicos e
anatomo-histopatolégicos. Adicionalmente, foram realizados dois
retestes com intervalo de 60 dias.

Os ensaios biomoleculares, utilizando a rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR) do tipo Nested em tempo real (Miyazaki et al.
1993), foram conduzidos no Laboratério de Imunoepidemiologia
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM, Fiocruz), esta-
do de Pernambuco, e na Empresa Brasileira de Pesquisa Agrope-
cuaria (Embrapa), estado do Mato Grosso do Sul, empregando-se
kit comercial para a extragdo de DNA® e para as reagdes de am-
plificagdo®, seguindo recomendagdes dos respectivos fabricantes.

A sequéncia de primers, os genes alvo e o comprimento do
fragmento amplificado para os genes RV2807 (Complexo M. tu-
berculosis), MMSP6 (M. bovis), RV3343 (M. tuberculosis) e CD
(Complexo M. avium), utilizados e considerados neste estudo, fo-
ram anteriormente publicados (Aratjo et al. 2011) e estdo descri-
tas no Quadro 1. Como controle positivo, foram utilizadas amos-
tras de cultura dos respectivos microorganismos. Para o controle
negativo, o DNA foi excluido da reacdo.

As amostras bioldgicas testadas foram derivadas de quatro
dos animais monitorados, sendo quatro espécimes de sangue to-
tal com anticoagulante, um de leite, um de linfonodo mesentérico,
um de figado, trés de pulméao e um de contetido de abscesso em
cavidade abdominal, colhidas a campo ou durante a necropsia,
mediante a identificacdo das lesdes granulomatosas e/ ou absce-
dantes.

RESULTADOS
Dos caprinos examinados, 3,4% (15/442) reagiram ao TCC
(Fig.1-3). Dos 15 positivos, sete foram selecionados para se-
rem acompanhados no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Os sete caprinos apresentaram
intensidades das rea¢des imunoalérgicas, em valores médios
(* desvio padrao), de 11,8 (*¥4,0) e 5,9 (*¥3,5) mm ao PPDb

* Purified Protein Derivated, Tecpar Inc., Curitiba, PR.
5 DNeasy Blood & Tissue, Qiagen, Valencia, CA.
¢ TagMan Master Mix, Applied Biosystems Inc., Carlsbad, CA.

Quadro 1. Genes alvo, sequéncia de primers e comprimento do fragmento amplificado para o
Complexo M. tuberculosis, Complexo M. avium, M. bovis e M. tuberculosis

Gene alvo Sequéncia de primers 5”a 3’ Fragmento (pares de base)

Complexo M. tuberculosis RV2807 D*- GGC GGT GGC GGA GTT GAA GGC GAT G 443

R" - GCC GCG AGC GAG TCT GGG CGA TGT C
Complexo M. avium CD D* - GCC GCC GCG CCG CAT CT 368

R° - TCG TCG GAG GCC AGG AAC AGC

M. bovis MMSP6  D?- GTG GCG GTC GCG GGA TTC AGC GTC T 474

R®- TTA TGG CGG CCA CAC CCA CCC AAA AC
M. tuberculosis RV3343 D*-TCG GTA TCG GGC TCA GCG GGG ACA A 525

RP - GCG GGC CGT AGT GGT CGATCG TGA T

a Direto, ® reverso.
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Fig.1-2. Palpacdo das rea¢des imunoalérgicas em caprinos rea-
gentes ao teste da tuberculina, com destaque para a magnitu-
de expressiva da reacdo a PPD bovina.

e PPDa, respectivamente. A diferenca média entre as duas
(PPDb e PPDa) foi de 5,9 (¥2,2) mm (Quadro 2). Em relagdo
aos retestes, dois animais ndo reagiram ao ultimo realizado.
A frequéncia dos achados nosolégicos, radiolégicos,
anatomo-histopatolégicos e biomoleculares da tubercu-
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Fig.3. Cutimetria em caprino regente ao teste da tuberculina, com
destaque para a magnitude de 13,99 mm da reagdo a PPD bo-
vina.

lose nos caprinos monitorados encontra-se descrita no
Quadro 3.

Ao exame fisico, foi observado que todos os animais
(100%, 7/7) apresentaram emacia¢do, anemia, hipertro-
fia de linfonodos e secrecdo nasal bilateral. Em 71% (5/7)
destes animais identificou-se uma sindrome respiratoéria
caracterizada por respiragdo abdominal (43%, 3/7), tos-
se (57%, 4/7), areas de siléncio pulmonar alternadas com
crepitagoes e sibilos (29%, 2/7), além de abscessos loca-
lizados no vestibulo bucal (14%, 1/7). Avaliagdes clinicas
que precederam o periodo de monitoramento demonstra-
ram as alteracdes nosoldgicas acima citadas, cuja evolu-
¢do ocorreu de forma gradual, resultando no 6bito de trés
caprinos em decorréncia de colapso cardiorrespiratério
(43%, 3/7) ou na necessidade de eutanasia de quatro deles
devido ao avangado estado de caquexia (57%, 4/7).

Nas imagens radiograficas latero-lateral do térax (Fig.4)
de 86% (6/7) das cabras, foi observada opacidade de ambos
os campos pulmonares, com a presenca de nédulos radiopa-
cos circunscritos de tamanhos variando desde grandes gra-
nulomas (29%, 2/7), que comprometiam o lobo diafragmati-
co, até pequenos (57%, 4/7), caracteristicos de tuberculose
miliar. Além disso, o exame radiografico da glandula mama-
ria de um caprino (14%, 1/7) revelou n6dulos radiopacos.

Quadro 2. Intensidade das reagdes imunoalérgicas dos caprinos positivos® ao teste da tuberculina

Caprinos PPDa’ PPDb¢ AB - AA
A0¢ A72¢ AA (A72 - AO) BOf B728 AB (B72 - B0)

1 4,0 7,0 3,0 4,0 12,0 8,0 5,0

2 35 9,7 6,2 3,2 12,8 9,6 3,4

3 3,8 11,8 8,0 3,5 18,6 15,1 7,1

4 3,8 15,2 11,4 4,0 23,1 19,1 7,7

5 3,8 11,8 8,0 3,2 13,9 10,7 2,7

6 4,2 5,6 1,4 3,0 11,9 8,9 7,5

7 3,7 6,79 3,13 31 13,99 10,89 7,76

Média 3,8 9,7 59 3,4 15,2 11,8 59
(desvio padrao) (£0,2) (£3,5) (£3,5) (£04) (£4,2) (£4,0) (£2,2)

2Foi considerado positivo animais que apresentaram AB - AA maior ou igual a 2,5 mm (Silva et al. 2006), " derivados de
proteina purificada da estirpe D4 do M. avium, ¢ derivados de proteina purificada da estirpe AN5 do Mycobacterium
bovis, ¢ cutimetria (mm) precedente a inoculagido da PPDa, ¢ cutimetria (mm) apés 72 horas da inoculagido da PPDa, f
cutimetria (mm) precedente a inoculagdo da PPDDb, & cutimetria (mm) apés 72 horas da inoculagido da PPDb.

Pesq. Vet. Bras. 32(9):831-837, setembro 2012
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Quadro 3. Frequéncia de achados clinico-patoldgicos e exames complementares relacionados
a tuberculose em caprinos criados no estado de Pernambuco

Caprinos Achados Achados Achados anatomo- Baciloscopia  PCR - Complexo Myco-
nosolégicos  radiograficos  histopatolégicos bacterium tuberculosis
1 Presentes Presentes Presentes Negativa Néo realizada
2 Presentes Presentes Presentes Negativa Positiva®
3 Presentes Presentes Ausentes Negativa Néo realizada
4 Presentes Presentes Ausentes Positiva Positiva®
5 Presentes Presentes Presentes Positiva Positiva®
6 Presentes Presentes Presentes Nao realizada Nao realizada
7 Presentes Presentes Presentes Positiva Positiva®
Frequéncia 100% (7/7)  100% (7/7) 71,4% (5/7) 50% (3/6) 100% (4/4)

2 Pesquisa para o complexo Mycobacterium tuberculosis, processada no CPqAM/ PE, ® pesquisa para M. bovis,

processada na Embrapa CNPGC, Campo Grande, MS.

Fig.4. Radiografia latero-lateral toracica de caprino demonstran-
do nédulos radiopacos em campos pulmonares (seta).

Na necropsia, os achados anatomopatoldgicos foram
caracterizados principalmente por lesdes pulmonares
(71%, 5/7) (Fig.5-7), focais (29%, 2/7) ou difusas (43%,
3/7). Macroscopicamente, foi observada consolidacdo do
parénquima pulmonar, com a presencga de lesdes nodulares
salientes e difusas, de tamanho variado e coloracdo ama-
relada. Ao corte, as lesdes apresentavam consisténcia e as-
pecto fridvel, com endurecimento num plano mais profun-
do, coincidindo com areas de calcificacdo e de consisténcia

"y

Fig.5. Pequenos nddulos granulomatosos tipicos de tuberculose
miliar.

Pesq. Vet. Bras. 32(9):831-837, setembro 2012

arenosa ou pétrea. Observaram-se alteracdes hepaticas em
29% (2/7) das cabras necropsiadas, caracterizadas por le-
sbes de tamanho que variavam de pequenos pontos até 2,5
cm de didmetro, de consisténcia caseosa e coloragio ama-
relada (Fig.8). Dentre os animais com lesdes hepaticas, um
apresentou lesdes pulmonares de forma associada.

Os achados histopatolégicos encontrados nos fragmen-
tos de pulmao de dois animais necropsiados incluiam areas

Fig.6-7. Lesoes pulmonares caracteristicas de tuberculose: conso-
lidagdo do parénquima pulmonar, lesdes nodulares salientes
e difusas, granulomatosas, de tamanho variado e coloragdo
amarelada, consisténcia e aspecto friavel, com endurecimento
num plano mais profundo, coincidindo com areas de calcifica-
¢do e de consisténcia arenosa ou pétrea.
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Fig.8. Lesdes granulomatosas em figado de caprino, caracteristi-
cas de tuberculose.

de necrose de caseificagdo (Fig.9) com calcificacdo distro-
fica no centro (Fig.10), circundadas por capsulas conjunti-
vas no formato de granulomas incompletos, caracterizadas
pelo agregado concéntrico de macréfagos diferenciados em
células epitelidides, que se fundiam frequentemente para
formar as células gigantes de Langhans (Fig.11).

A avaliagao baciloscépica de dois fragmentos pulmona-
res e de uma aliquota de leite, provenientes de trés capri-
nos, demonstrou a presenca de bacilos alcool-acido resis-
tentes (Quadro 3).

Amostras de DNA extraidas de sangue de uma cabra,
submetidas inicialmente a PCR convencional (Fig.12), de-
monstraram amplificacdo para o gene RV2807 (Complexo
M. tuberculosis). Posteriormente, amostras de DNA extra-
idas de linfonodo mesentérico e figado de um caprino e
fragmento de pulmao de dois outros, ao serem amplifica-
das pela Nested PCR em tempo real, apresentaram resul-
tado positivo para os genes RV2807 (Complexo Mycobac-
terium tuberculosis) e MMSP6 (M. bovis) (Fig.13). Todas
as amostras testadas resultaram negativas para o gene CD
(Complexo M. avium). O uso de controles negativos confe-
riu segurancga aos resultados.

DISCUSSAO

Neste estudo, o teste da tuberculina, que é recomendado
oficialmente no pais para diagnostico da doenca em bo-
vinos (Brasil 2006), reproduziu nos caprinos o mesmo
modelo bioldgico classicamente observado nos bovinos,
reafirmando os resultados obtidos em caprinos experimen-
talmente sensibilizados (Silva et al. 2006) ou naturalmente
infectados (Melo et al. 2005a,b, Melo et al. 2008).

Dos sete animais retestados, dois caprinos apresenta-
ram resultado negativo, apesar da confirmacdo clinica e
biomolecular. Reacdes falso-negativas ao TCC em bovinos,

1

.b

(¥

“e e a.i vy A0l

Fig.9-11. Cortes histoldgicos em pulmdo de caprino evidencian-
do lesdes tipicas de tuberculose: necrose de caseificagdo, com

calcificagdo ao centro e células gigantes de Langhans (setas).
HE.

anteriormente positivas, podem ocorrer em situagdes espe-
ciais, como em estagios avancados da tuberculose, estresse
associado ao parto ou transporte, infeccdo intercorrente,
desnutricdo e exaustdo fisica (Kleeberg 1960, Brasil 2006,
Schiller et al. 2010). Nesses casos, os achados clinicos e/
ou exames complementares, como a dosagem de interferon
gama, PCR e ensaio imunoenzimatico, a exemplo do que
se observa na espécie bovina, surgem como alternativas
no auxilio ao diagnoéstico da tuberculose caprina, porém,

Pesq. Vet. Bras. 32(9):831-837, setembro 2012
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1- DNA extraido do sangue da
cabra

2 - Controle negativo da
extragao

3 - Controle negativo da
reagdo de PCR

4 - Controle positivo da
reacao de PCR

5- Amostra de paciente (DNA
extraido de sangue)
Paciente negativo M.
tuberculosis.

6 - Amostra de paciente
(controle negativo da
extragao).

M — Marcador Low Mass
Leader

316pb |
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2.00
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CICLOS
AMOSTRAS:

Controle Positivo - M. bovis M Granuloma em figado

M controle Negativo
B Granuloma em linf. mesentérico

Figs.12-13. Resultado da Nested PCR: convencional (Fig.12) para
o Complexo Mycobacterium tuberculosis; e em tempo real
(Fig.13) para o gene MMSP6 (M. bovis), demonstrando a am-
plificacdo do controle positivo e das amostras de granuloma
em linfonodo mesentérico e figado de um caprino positivo a
tuberculinizagao.

. Granuloma em pulmao

Conteido de abscesso

sendo necessaria a padronizagdo de tais técnicas para a es-
pécie (Rothel et al. 1990, Collins et al. 1994, Brasil 2006,
Lilenbaum & Fonseca 2006).

Apesar do cultivo microbiolégico ser indicado como
teste confirmatdrio (Brasil 1994), o crescimento bacte-
riano demasiadamente lento, em consequéncia da reduzi-
da quantidade de bacilos nas amostras (Corréa & Corréa
1992), a utilizagdo de meios de cultura inapropriados, o
manuseio inadequado e a possivel contaminagido da mes-
ma, sdo fatores que dificultam o isolamento da bactéria
e podem levar a resultados falso-negativos (Roxo 1996),
ratificando-se a necessidade de sua utilizacdo associada a
outros métodos diagnosticos (Medeiros et al. 2010).

Embora a identificagdo de Mycobacterium bovis em
amostras de linfonodos mesentéricos e figado, associada a
fatores de risco para a ocorréncia da tuberculose caprina,
como a criagdo consorciada com bovinos e a difundida pra-

Pesq. Vet. Bras. 32(9):831-837, setembro 2012

tica de aleitamento de cabritos com leite de vaca, de forma
profilatica a artrite encefalite caprina (Melo et al. 2005a),
ndo foi possivel estabelecer neste estudo que a origem da
infec¢do nos animais tenha ocorrido pela via oral, mesmo
se admitindo a transmissdo pelo leite na espécie bovina
(Phillips et al. 2003).

Vale ainda ressaltar que a identificagdo da espécie M.
bovis, em consonancia com a prévia deteccdo do Comple-
xo Mycobacterium tuberculosis, evidencia a intercorréncia
entre a tuberculose bovina e a caprina, colocando as duas
espécies ruminantes no mesmo patamar de importancia
como fator de risco da tuberculose zoondtica (Melo et al.
2005a).

Os resultados obtidos tornam a tuberculose caprina
uma realidade no estado de Pernambuco, sendo necessa-
rias medidas sanitarias com vistas ao controle e erradica-
¢do, devendo a baixa frequéncia encontrada servir de alerta
para tomada de decisdes e ndo justificar uma aparente situ-
acdo de controle, tendo em vista que outros focos ja foram
identificados em diferentes estados (Benesi et al. 2008,
Bombonato et al. 2010), apds relato pioneiro no pais (Melo
et al. 2005b). Desta forma, estabelece-se um novo paradig-
ma na sanidade caprina nacional, um dos mais relevantes
desafios as autoridades sanitarias, produtores e comunida-
de cientifica, ndo apenas pelos prejuizos econémicos que a
doenca podera causar, mas, também, pelas possiveis impli-
cagdes na saude publica.

Este estudo é o primeiro registro do envolvimento de
M. bovis na tuberculose caprina no Brasil, ressaltando ain-
da os achados nosolégicos, imunoalérgicos, radioldgicos,
anatomo-histopatoldgicos e baciloscdpicos. A elucidagio
de sua etiopatogenia constitui o primeiro relato a descre-
ver a entidade clinica da tuberculose caprina no pais, o que
contribuirg, certamente, para a implementacao de a¢des de
controle e profilaxia da tuberculose.
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