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RESUMO

A tuberculose animal € uma doenca infecciosa cronica com distribuicdo mundial
causada por Mycobacterium bovis, que pode afetar inUmeras espécies mamiferas,
incluindo os suideos. No caso dos suinos domésticos, ha preocupacdo com as
possiveis perdas econdmicas pela diminuicdo de rendimento, descarte de animais
infectados e pelo potencial de transmissao da tuberculose para humanos. Ja os javalis,
suideos asselvajados que possuem comportamento migratorio, representam um risco
a saude animal por terem contato direto com animais de producdo e representam risco
ocupacional para controladores’. Uma importante caracteristica a ser avaliada em
suideos asselvajados € a ocorréncia de infeccBes concomitantes e como uma
determinada coinfec¢do pode influenciar na manifestacdo da tuberculose. Sabe-se que
coinfeccdes podem alterar a resposta imunologica do hospedeiro a uma determinada
doenga. Nesse trabalho, dois estudos foram conduzidos. O primeiro deles teve como
objetivo avaliar a frequéncia de infeccdo por M. bovis e por Metastrongylus spp. em
suideos asselvajados e os potenciais fatores de risco associados a auséncia de lesbes
macroscopicas de tuberculose nos animais estudados. Para isso, foram avaliados 77
animais; destes, 37,7% (29/77) apresentaram resultado positivo para detecgcdo de M.
bovis considerando os resultados obtidos nas técnicas de PCR e isolamento
bacteriano, dos quais 89,6% (26/29) ndo apresentaram lesdes macroscépicas
caracteristicas de tuberculose. No que se refere a infeccdo por Metastrongylus sp.,
77,9% (60/77) dos animais estavam infectados pelo nematodeo. Ainda, a frequéncia
de coinfeccdo por ambos os agentes foi de 82,7% (24/29); no entanto, ndo houve
associacdo entre Metastrongylus sp. e a auséncia de lesbes granulomatosas em
animais com tuberculose,0 Unico fator relacionado a auséncia de lesdes em animais
com tuberculose foi o subpeso. A auséncia de lesdes em javalis com M. bovis é
preocupante, principalmente para controladores que manuseiam suas carcagas e que
podem presumir que o animal estd saudavel, situacdo que representa risco
ocupacional. Estudos avaliando outras explicacfes para a auséncia de lesbes nesses
animais, como a viruléncia das micobactérias, a possivel resisténcia genética dos
animais a infeccdo, ou a ocorréncia de outras coinfeccdes devem ser avaliados para
um melhor entendimento desses resultados. No segundo estudo dessa dissertagéo, o

objetivo foi relatar a ocorréncia de um surto de tuberculose em suinos domésticos de
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criacdo intensiva no Rio Grande do Sul. Durante a inspecdo no abate, lesdes
granulomatosas foram observadas e coletadas para diagnoéstico confirmatério de
tuberculose. Os animais ndo apresentavam sinais clinicos e lesbes granulomatosas
foram identificadas em 0,73% (59/8.071) deles, confirmadas por histologia como
sugestivas de tuberculose. M. bovis foi confirmado como agente etioldgico dessas
lesBes através da bacteriologia e PCR. Dados de frigorificos com vigilancia sanitaria
federal demonstram prevaléncia de tuberculose animal < 0,001% no Brasil; sendo
assim, os resultados apresentados mostram um surto de tuberculose em suinos de
criacdo intensiva. A infecgdo de suinos pode estar relacionada a exposi¢ao a animais
infectados, ambiente ou alimentos contaminados e medidas de biosseguranca devem
ser tomadas para evitar a disseminacdo da doenca. Embora granjas certificadas de
reprodutores suinos adotem essas medidas, esse relato indica a importancia do
monitoramento constante e maior controle nas unidades produtoras de suinos. A
tuberculose animal é uma doenca de carater zoondtico de importancia negligenciada.
Os resultados desse estudo demostram que € necessaria a constante vigilancia de sua

situacdo epidemioldgica em suinos e em espécies silvestres suscetiveis a infeccéo.



ABSTRACT

Animal tuberculosis is a worldwide chronic infectious disease caused by
Mycobacterium bovis, which can affect a large number of mammalian species,
including swine. In the case of domestic swine, there is concern about possible
economic losses due to reduced yield, disposal of infected animals and the potential
for tuberculosis transmission to humans. Wild boars, which are free-ranging swine
that have migratory behavior, represent a risk to animal health because they have
direct contact with livestock and represent occupational risk for hunters. An
important characteristic to be evaluated in wild boars is the occurrence of
concomitant infections and how the presence of a particular co-infection can
influence the manifestation of tuberculosis. It is known that co-infections can alter the
host's immune response to a certain disease. In this work, two studies were
conducted. The first one aimed to evaluate the frequency of infection by M. bovis and
by Metastrongylus sp. in wild boar and the potential risk factors associated with the
absence of macroscopic tuberculosis-like lesions in the evaluated animals. For this,
77 animals were evaluated; of these, 37.7% (29/77) had positive results for detection
of M. bovis through PCR and bacteriologogy analysis, of which 89.6% (26/29) did
not present macroscopic lesions characteristic of tuberculosis. Regarding
Metastrongylus sp., 77.9% (60/77) of the animals were infected with the nematode. In
addition, the frequency of co-infection by both agents was 82.7% (24/29); however,
there was no association between Metastrongylus sp. infection and the absence of
granulomatous lesions. The factor related to this outcome was the animals’
underweight. The absence of lesions in wild boars infected with M. bovis is a
concern, especially for hunters who handle their carcasses and who can assume that
the animal is healthy, a situation that represents occupational risk. Studies to
evaluate other explanations for the absence of lesions in these animals, such as the
mycobacteria virulence, the possible genetic resistance of animals to infection, or the
occurrence of other co-infections should be evaluated to better understand these
results. In the second study of this dissertation, the objective was to report the
occurrence of a tuberculosis outbreak in domestic pigs of intensive rearing system in
Rio Grande do Sul, Brazil. During slaughter inspection, granulomatous lesions were
observed and collected for confirmatory diagnosis of tuberculosis. The animals
showed no clinical signs and granulomatous lesions were identified in 0.73%

(59/8,071) of them, confirmed by histology as suggestive of tuberculosis. M. bovis



was confirmed as the etiological agent of these lesions through bacteriology and
PCR. Data from slaughterhouses with Federal Surveillance show a prevalence of
animal tuberculosis <0.001% in Brazil; therefore, the presented results show a
tuberculosis outbreak in the intensive rearing system. Swine infection can be related
to exposure to infected animals, contaminated environment or food, and biosafety
measures must be taken to prevent the disease spread. Although, certified farms
adopt these measures, this report indicates the importance of constant monitoring
and greater control in the swine farms. Animal tuberculosis is a disease of zoonotic
character and neglected importance. The results of this study show that constant
surveillance of its epidemiological situation in swine and wild species susceptible to

infection is crucial.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma doenca de distribuicdo mundial, causada pelo
microrganismo Mycobacterium bovis. A doenca possui carater cronico e progressivo,
levando o animal a desenvolver sinais clinicos diversos, como dificuldade
respiratoria, tosses, espirros e emagrecimento, além do prejuizo econdmico causado
pelo descarte de animais infectados (MARKEY et al., 2013).

M. bovis também pode causar doenca em humanos, nos quais a infeccdo
ocorre principalmente através da ingestdo de alimentos contaminados, como leite ndo
pasteurizado. Além do risco zoon6tico da tuberculose animal, ela pode ocorrer em
diversas espécies de mamiferos, incluindo os suideos (BARANDIARAN et al.,
2015). Nesses casos, € preferivel a utilizacdo do termo tuberculose animal para se
referir a doenca.

A principal via de infeccdo nos suinos domesticos é a ingestdo de alimentos
contaminados, o que ocasiona o desenvolvimento de lesdes nos linfonodos do sistema
digestorio (SCHWARZ et al., 2002). Quando ocorre a identificacdo de lesdes
granulomatosas durante o abate, as bactérias do Complexo Mycobacterium avium sdo
mais comumente reportadas, e as lesbes s@o denominadas “linfadenites”. Dados
disponiveis sobre tuberculose e linfadenite em suideos domeésticos indicam
prevaléncia <0,001% e 0,81%, respectivamente entre 2012 e 2014 no Brasil em
abatedouros com Inspecédo Federal (COLDEBELLA et al., 2018).

O controle da tuberculose animal se da através do diagnostico de animais
vivos, no qual animais infectados sdo encaminhados para abate sanitario, e através da
vigilancia em abatedouros. No entanto, existem fatores que contribuem com a falha
no controle da doenca, como a nao obrigatoriedade de testagem, a falta de vacina e a
aglomeracdo de animais (MCDONALD, 2014). Aliado a isso, existe o risco de
espécies de vida livre atuarem na manutencao da tuberculose em uma determinada
regido (THOEN; STEELE; GILSDORF, 2006). Assim, para que haja um controle
efetivo da tuberculose animal sdo necessarias medidas de prevencdo e monitoria
considerando esses potenciais hospedeiros silvestres.

Dentre os animais de vida livre, os suideos asselvajados ou javalis (Sus
scrofa) representam uma importante espécie na cadeia epidemioldgica da tuberculose
animal (MACIEL et al., 2018). Esses animais podem atuar como reservatorios, além
de favorecer a disseminacdo da doenca devido a caracteristica migratoria da espécie
(BARRIOS-GARCIA; BALLARI, 2012). No Brasil, estudos sobre a tuberculose em
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suideos asselvajados ainda sdo escassos. Um estudo prévio mostrou a ocorréncia da
doenca em javalis oriundos do Rio Grande do Sul. Além de M. bovis, inUmeros
outros patdgenos ja foram identificados em suideos asselvajados no mundo, como
Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2), Virus da Doenca de Aujeszky (ADV), Virus da
Influenza Suina (SIV), Virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratoria Suina
(PRRSv), Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Glaesserella parasuis e Metastrongylus spp. (RISCO et al., 2014). A infeccdo por
estes agentes, sozinhos ou concomitantemente, pode modificar a resposta
imunolégica do animal frente a infeccdo por M. bovis, de maneira similar ao que
ocorre em humanos coinfectados com HIV e M. tuberculosis por exemplo
(GELDMACHER; ZUMLA; HOELSCHER, 2012).

Em vista disso, o presente estudo objetivou avaliar a ocorréncia de tuberculose
em suideos asselvajados e relatar a ocorréncia de um surto de tuberculose em suinos
domésticos de granjas comerciais. Ainda, nos suideos asselvajados, foi avaliado o
papel da coinfeccdo de M. bovis e Metastrongylus spp. e sua influéncia na ocorréncia

de lesBes macroscopicas sugestivas de tuberculose.
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2. JUSTIFICATIVA

A avaliacdo da tuberculose em suideos asselvajados € importante, pois esses
animais podem estar relacionados a cadeia de transmissdo da doenca no Brasil. Os
suideos asselvajados podem representar risco a saude animal pelo potencial convivio
com espécies domésticas, e para saude humana, no que se refere aos controladores
que manipulam suas carcagas. Ainda, o estudo da manifestacdo da tuberculose em
javalis € necessario, ja que nosso grupo de pesquisa reportou a auséncia de lesbes
macroscopicas em animais infectados (MACIEL et al., 2018). Assim, a ocorréncia
de coinfecgdes € uma hipo6tese a ser testada, porque elas podem influenciar na
resposta imunoldgica do animal e por consequéncia no desenvolvimento de lesGes.

Além do estudo da tuberculose em suideos asselvajados, € necessaria a
vigilancia constante de espécies domésticas que podem ser afetadas pela doenca
como € o caso dos suinos. Apesar de representarem uma importante fonte de proteina
animal (ABPA, 2019), ha escassez de dados referentes a tuberculose nesses animais.
Alguns autores afirmam que a prevaléncia de tuberculose em suinos de paises nos
quais a doenca é endémica pode ser semelhante a prevaléncia no rebanho bovino
(GHAVIDEL et al., 2018). Alem disso, quando infectados por M. bovis, estes
animais podem representar risco a saude humana. Assim, a investigacdo da
ocorréncia de tuberculose animal em suinos domésticos pode trazer dados

importantes, tanto sob a perspectiva da satde animal, quanto da saude publica.
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3. QUALIFICACAO DO PROBLEMA E REVISAO DE LITERATURA
3.1. Tuberculose animal

A tuberculose animal é uma doenca causada principalmente por M. bovis. A
doenca possui um carater crénico e progressivo, levando o animal a desenvolver
sinais clinicos diversos, como dificuldade respiratoria, tosses, espirros e
emagrecimento (MARKEY et al., 2013). A tuberculose se destaca pelo prejuizo
econdmico causado pelo descarte de animais infectados, pelo potencial zoonético e
por ser uma doenca que afeta muitas espécies (COUSINS, 2018). Em alguns paises
da América, Europa e Africa, a tuberculose animal é considerada uma doenca
enzootica, tendo maior impacto sobre a economia e sobre a satde publica (THOEN;
STEELE; GILSDORF, 2006).

Além da tuberculose animal ter potencial de afetar inUmeras espécies
mamiferas, o microrganismo causador da doenca pode se manter no individuo por
longos periodos, enquanto é transmitido para outros animais. Devido a cronicidade e
ao grande potencial de dispersao, a tuberculose é considerada uma doenca de dificil
controle e erradicacdo, sendo necessario, muitas vezes, o controle da doenca em
diferentes espécies suscetiveis a infecgdo (MCDONALD, 2014).

3.1.1 Etiologia

A tuberculose animal pode ser causada por qualquer espécie do complexo M.
tuberculosis, sendo M. bovis o principal agente etioldgico da tuberculose animal.
Porém, sugestBes recentes de mudanca na taxonomia do complexo fizeram com que
as espécies pertencentes ao grupo, a saber, M. africanum, M. tuberculosis, M. bovis,
M. caprae e M. pinnipedii, devido a alta semelhanca genética pudessem ser
consideradas variantes da espécie M. tuberculosis. Atualmente, essas mudancas
continuam em debate e o 6rgdo responsavel por definir os nomes de espécies
procarioticas (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) manteve a
nomenclatura da espécie como M. bovis (RIOJAS et al., 2018).

O género Mycobacterium €é caracterizado por formar bastonetes finos de
comprimentos variados (0,2 a 0,6 x 1,0 a 10 um) e que ndo sdo corados pela
Coloracdo de Gram, desenvolvida por Hans Christian Joachim Gram. As
micobactérias possuem altas concentragdes de Acido Micélico e outros lipidios em

sua parede celular o que, apos a coloracao, torna dificil a descoloracdo com acidos e

15



alcoois. Essa caracteristica do género faz com que elas sejam classificadas como
Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR) (MARKEY et al., 2013).

O género Mycobacterium compreende micro-organismos aerobicos, imoveis e
incapazes de formar esporos e hifas aéreas. O género pode ser dividido, a partir da
Classificagdo de Runyon, em micobactérias de crescimento rapido e lento (BRASIL,
2008). As micobactérias de crescimento lento demoram mais que sete dias para
formar colbnias observaveis em meio de cultura especifico, enquanto as
micobactérias de crescimento rapido formam colénias em até sete dias. Em média o
tempo geracdo, isto é, o tempo em que cada célula bacteriana se divide para formar
duas células bacterianas, varia de 2 a 20 horas no género Mycobacterium (CARTER;
WISE, 2004).

A alta concentragdo de lipideos nas micobactérias, que pode variar de 20% a
60% do peso seco da bactéria, pode estar envolvida com a resisténcia da bactéria a
imunidade humoral do hospedeiro e esta diretamente envolvida na resisténcia a
compostos quimicos, como desinfetantes. Assim, as micobactérias podem
permanecer viaveis no solo e matérias organicas, podendo estar amplamente
distribuidas no ambiente (YOUNG; GORMLEY; WELLINGTON, 2005). Ainda, M.
bovis pode permanecer viavel em carcacas por até 4 anos e nas fezes por pelo menos
150 dias. Desta forma, muitos animais se infectam a partir do contato com carcagas
ou fezes contaminadas, como é o caso dos javalis e algumas outras espécies de
animais que acabam consumindo essas carcacas contaminadas. M. bovis pode ser
encontrado em descargas respiratorias, fezes, leite, urina e sémen de animais
infectados (MARKEY et al., 2013).

Algumas espécies animais sdo descritas como resistentes a infeccdo por M.
bovis, como é o caso das aves. No entanto, quase todos os mamiferos séo suscetiveis
a infeccdo e dentre as espécies afetadas estdo descritos casos em primatas, bovinos,
ovinos, caprinos, suinos, equinos, caninos, felinos e outras espécies (COUSINS,
2018).

3.1.2 Patogénese

A literatura cientifica sobre a patogénese e a resposta imunoldgica a
tuberculose é majoritariamente voltada a tuberculose humana. No entanto, sabe-se
que o desenvolvimento da doenca se manifesta de maneira similar em animais e em

humanaos.
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A patogénese da tuberculose ocorre devido a resposta imunoldgica
desenvolvida a partir da presenca da bactéria no organismo e esta diretamente
relacionada a via de infeccdo. Portanto, se um animal é infectado pela via respiratoria,
ele desenvolvera leses nos linfonodos do sistema respiratério e no pulméo, enquanto
gue quando um animal é infectado pela via digestoria, ele desenvolvera lesdes nos
linfonodos do sistema digestorio, intestinos e sistema porta do figado (COUSINS,
2018). A maioria dos focos de infeccdo é microscopica e desaparece, porém alguns
podem persistir e levar ao desenvolvimento de lesdes granulomatosas, caracteristicas
da tuberculose (CARTER; WISE, 2004).

Quando a infeccdo ocorre pela via respiratdria, aerossois sao veiculados pelo
ar, sendo capazes de infectar um hospedeiro suscetivel. Os aerossois possuem cerca
de 1 a 5 um de diametro, veiculam BAAR e dependendo das condigdes do ambiente,
podem permanecer infectantes e suspensos no ar por horas (JENSEN et al., 2005).
Apos a inalacdo da bactéria, ocorre sua fagocitose por um macrofago alveolar. M.
tuberculosis continua sua multiplicacdo lenta e eventualmente causa a lise do
macrdfago sendo fagocitado novamente por outro macréfago, originando assim, a
resposta inflamatoria primaria a infeccdo (THOEN; STEELE; GILSDORF, 2006). M.
tuberculosis consegue impedir que os lisossomos do macréfago se fusionem ao
fagossomo, evitando sua fagocitose e morte celular. Consequentemente, células
bacterianas que escapam da fagocitose por macrofagos séo filtradas pelo sistema
linfatico e produzirdo lesdes nos linfonodos da regido afetada (DOMINGO; VIDAL;
MARCO, 2014).

A maioria dos BAAR fagocitada pelos macrofagos alveolares é destruida ou
impedida de se multiplicar. No entanto, algumas células bacterianas remanescentes
sdo liberadas ap6s a morte do macréfago e déo inicio a sua replicagdo. Apos um
periodo de duas a oito semanas sdo formados os granulomas, lesGes organizadas
formadas por macrofagos, linfocitos e fibroblastos (COUSINS, 2018). Se o sistema
imunoldgico nao conseguir impedir a multiplicacdo do microrganismo, ocorre 0
desenvolvimento da doenca. Alguns BAAR podem atingir a corrente sanguinea e,
assim se distribuir pelo organismo, podendo afetar 6rgdos que normalmente ndo sdo
acometidos pela doenca, como: laringe, figado, medula espinhal, 0ssos e rins
(JENSEN et al., 2005).

17



A imunidade inata est4 envolvida nos estégios iniciais da tuberculose através
do recrutamento das células inflamatdrias para o local de infeccdo. A invasao
bacteriana estimula o recrutamento de fagocitos (neutrofilos, mondcitos, eosinofilos,
células dendriticas e células natural killer (NK) e substancias antimicrobianas, além
de estimular a inflamacdo e o desenvolvimento de febre (TORTORA,; FUNKE;
CASE, 2018a) (Figura 1).

Figura 1 — Principais células, receptores e fungdes celulares envolvidos na defesa

imunoldgica inata a partir da infeccdo por M. tuberculosis.
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M. tuberculosis infecta marjoritariamente as células da imunidade inata, incluindo
macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e células NK. Essas células reconhecem o agente
através de receptores, incluindo do tipo Toll-like, Nod-like e de Lectina do tipo C. Durante a
infeccdo, a sinalizacdo desses receptores da inicio a uma variedade de fungdes celulares,
como fagocitose, autofagia, apoptose e ativacdo do inflamassoma para controlar ou eliminar a
bactéria. Fonte: Adaptado de Liu et al. (2017).

A formacéo do granuloma ocorre quando linfécitos T detectam macrdfagos
infectados e liberam uma série de citocinas, como o Fator de Necrose Tumoral
(TNF), e quimiocinas, como a Quimiocina CC ligante 3 (CCL3). A liberacdo dessas
substancias leva ao recrutamento de macréfagos, neutrofilos e células B para o local

onde o granuloma sera formado. Juntamente ao TNF, o Interferon-gama (IFN-y) e os
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linfocitos T auxiliam na manutencdo da arquitetura do granuloma (SAUNDERS et
al., 2005).

Os macrofagos presentes no granuloma séo ativados por citocinas como 0
IFN-y, que funciona de maneira a evitar a replicagédo e consequente dispersdo das
micobactérias. O IFN-y é produzido por linfécitos T (CD8" e CD4"), macréfagos,
células muco-epiteliais e células NK, sendo conhecido como o dogma central da
imunidade protetora a tuberculose por sua importancia nas fases iniciais da infec¢édo
(NUNES-ALVES et al., 2014).

Apos a formagdo do granuloma, pode haver aumento das lesdes, iniciando-se
um processo de necrose nos centros das mesmas, classificada como necrose caseosa —
chamada assim por conter grandes quantidades de célcio e &cidos graxos e possuir
coloracdo branca (THOEN; STEELE; GILSDORF, 2006). Nessa etapa, celulas
gigantes do tipo Langhans sdo formadas através da multiplicagdo dos nucleos dos
macréfagos sem a divisdo do citoplasma, podendo uma célula conter mais de 10
nicleos (KUMAR et al., 2013). Ainda, lesGes granulomatosas antigas apresentam
uma capsula resistente de tecido conjuntivo circundando a lesdo (DOMINGO;
VIDAL; MARCO, 2014).

A disseminacdo da bactéria pela via linfatica leva a resposta imunoldgica
adaptativa (TORTORA; FUNKE; CASE, 2018b). Isso acontece em decorréncia de
células dendriticas apresentarem os antigenos bacterianos aos linfocitos T, que se
diferenciam em linfécitos T efetores. Essas células migram para os tecidos através da
via hematogénica junto a outros leucécitos e iniciam o processo de formacdo dos
granulomas (NUNES-ALVES et al., 2014).

A importancia dos linfécitos T na manutencdo dos granulomas passou a ser
observada a partir do aumento de infec¢des pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) concomitantes ao desenvolvimento da tuberculose nos pacientes que estavam
infectados pelo virus (LAWN; BUTERA; SHINNICK, 2002). Entretanto, além da
manutencao da estrutura dos granulomas, os linfocitos T CD4" podem levar & necrose
tecidual, e consequentemente permitir que bactérias, que antes estavam contidas no
granuloma, atinjam a via respiratoria e sejam transmitidas para terceiros nos casos de
tuberculose pulmonar. Ao contrério do que anteriormente se pensava, o granuloma
possui uma estrutura dindmica e em alguns casos, pode ocorrer diminuicdo ou
aumento do seu tamanho (NUNES-ALVES et al., 2014) (Figura 2).

19



Em humanos, sabe-se que pode ocorrer o desenvolvimento de infeccdo latente
da tuberculose quando ha encapsulamento das ceélulas bacterianas através da
formacéo do granuloma, ndo havendo transmissdo da doenca nesta etapa (JENSEN et
al., 2005). Porém, a formacdo da capsula (granuloma) ndo impede que a pessoa
desenvolva a doenca. Para detectar a tuberculose latente é possivel fazer o teste de
Mantoux ou a detec¢do do IFN-y entre duas a oito semanas apos a infeccao inicial
(WHO, 2019).

Figura 2 — Dindmica da formacéo e patologia do granuloma na tuberculose.
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M. tuberculosis provoca um infiltrado inflamatério local que pode dar origem a (1) uma
imunidade protetora, (2) inflamacdo equilibrada ou homeostatica (isto é, controle do
crescimento bacteriano com pouco dano tecidual) ou (3) transmissdo entre os bronquios ap6s
necrose tecidual. Os tipos de granulomas organizados sdo idealizados e representam estagios
da fisiopatologia da formagdo da lesdo. Palavras em italico indicam mediadores envolvidos

na diferenciacdo do granuloma. Fonte: Adaptado de Ehlers; Schaible (2013).

3.1.3 Resposta imunoldgica
3.1.3.1 Imunidade celular

Como mencionado anteriormente, a resposta imunolégica tem um papel
fundamental no desenvolvimento dos granulomas, que sdo formados na tentativa do
organismo de combater a infeccdo. No que se refere a resposta imunoldgica protetora
contra a tuberculose, ela também é desencadeada pelos linfécitos T Helper 1 (Th1l),
que sinalizam para o recrutamento de células como macréfagos, linfocitos T
citotoxicos e celulas NK, ativando a resposta imunolégica mediada por células
(ROOK; HERNANDE-PANDO, 1996; TORTORA; FUNKE; CASE, 2018b). In
vivo, linfécitos Thl ou Th2 agem em consenso com linfocitos CD8”, macréfagos,
linfécitos B e algumas células estromais que coletivamente liberam dois tipos padrdes
de citocinas: tipo 1 (dominados pela IL-2, IL-12 e IFN-y) e tipo 2 (dominados pela
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) (ROOK; HERNANDE-PANDO, 1996).

A partir da descoberta do HIV como causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), que infecta linfocitos T CD4", aliada a alta
frequéncia de casos concomitantes de tuberculose, foi possivel definir que os
linfocitos T CD4" sdo primordiais para imunidade protetora contra a tuberculose
(GELDMACHER et al., 2012). Além do linfocito Th (CD4"), inGmeras outras células
estdo envolvidas na imunidade protetora. Linfécitos T CDS8", linfocitos T 78,
linfocitos T invariaveis associados & mucosa (MAIT) e linfécitos T CD1"* associados
a outros mecanismos mediam o controle e a eliminacdo das micobactérias (NUNES-
ALVES et al., 2014).

A partir do contato com o micro-organismo, as células comecam a ativar
mecanismos citoliticos, como granulos compostos por peptideos antimicrobianos e
granzinas, que podem levar a morte apoptotica da célula (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2018a). A apoptose, por sua vez, pode ter efeito positivo na eliminacdo da

micobactéria a partir da fagocitose das células contaminadas por macréfagos que
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eliminam a célula que sofreu a apoptose e todos 0s componentes presentes nela, sem
que haja a fuga do micro-organismo (BEHAR; DIVANGAHI; REMOLD, 2010).

A eliminago dos macrofagos ocorre através da ativagao de linfocitos T CD8",
também chamados de linfécitos T citotoxicos (CTLs). Para isso, existem trés
maneiras de ativacdo: exocitose de granulos citotoxicos que possuem proteinas —
perferina, granulisina e granzina — que levam a lise e apoptose da célula-alvo
(WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008); FAS (CD95) e FAS ligante (CD95L), que
sdo proteinas de membrana que mediam a morte celular sinalizada por TNF
(TURNER et al., 2001). A eliminacdo dos macrdfagos infectados esta associada a
reducdo da viabilidade da bactéria (BEHAR; DIVANGAHI; REMOLD, 2010). Isso
ocorre porque quando a célula infectada sofre o engolfamento por outra célula,
processo chamado de esferocitose, a rapida unido do esferossomo com os lisossomos
leva a morte de M. tuberculosis (NUNES-ALVES et al., 2014).

3.1.3.2 Imunidade humoral

No que se refere a imunidade humoral, esta ocorre apenas tardiamente, pois
M. tuberculosis & uma bactéria intracelular facultativa, sendo a imunidade celular a
mais efetiva para evitar a multiplicagdo do micro-organismo e sua disseminagdo
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2018b). Se, apesar dos mecanismos e células
utilizados pela resposta imunologica inata, M. tuberculosis se estabiliza dentro de um
macrdéfago e consegue produzir os elementos necessarios para sua multiplicacgéo,
parte desses antigenos serad apresentada aos linfocitos T e B. Quando essa interacdo
ocorre, as células B se diferenciam e ddo origem a expansdo clonal e a producédo de
anticorpos contra o agente (POLLOCK; NEILL, 2002).

3.1.3.3 Citocinas

As citocinas desempenham um papel determinante na imunidade contra a
infeccdo por M. tuberculosis. Fatores como a IL-1 e vitaminas podem agir em
sinergismo com as citocinas produzidas pelos linfécitos T, enquanto TNF pode levar
a apoptose celular. O IFN-y ¢ uma das citocinas envolvidas na imunidade protetora
contra virus e bactérias intracelulares (FLYNN et al., 1993). O IFN-y esta relacionado
a ativagdo de macrofagos para que as celulas bacterianas ou virus sejam eliminados

através de alguns processos, como: sintese de oxido nitrico induzivel (iNOS),
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GTPases induzidas por IFN-y, maturagao ¢ acidificagdo do fagossoma, autofagia ¢
sinalizacdo do receptor de vitamina D (NUNES-ALVES et al., 2014).

E importante ressaltar que, apesar de o IFN-y ter um papel crucial no inicio da
infeccdo, altos niveis desta citocina ndo estdo relacionados a protecdo, mas a
progressdo da doenga (DIEL et al., 2011). Outras citocinas como TNF, GM-CSF e
IL-1B e vitaminas (C e D) também funcionam como mediadores na ativacao dos
macréfagos. A IL-1B funciona como uma citocina pro-inflamatéria produzida por
macrofagos. O TNF age em sinergismo com o IFN-y na estimulacdo da producéo de
oxido nitrico pelos macréfagos, fazendo com que haja a manutengdo da estrutura do
granuloma e limitando a imunopatologia através da modulacdo da infiltracdo
neutrofilica (FLYNN et al., 1995). Ja o GM-CSF € responsavel por restringir o
crescimento de micobactérias intracelulares e sua falta ocasiona problemas na
reciclagem do surfactante, componente presente na superficie dos alvéolos
(EDUARDO; BERMUDEZ; YOUNG, 1990).

Além das citocinas, as vitaminas possuem um papel importante na resposta
imunoldgica da tuberculose. A vitamina D estd envolvida com a producdo da
catelicidina LL-37, um importante peptideo antimicrobiano envolvido na eliminacéo
de M. tuberculosis. Através da producdo da catelicidina, a vitamina D esta envolvida
nos processos de autofagia e na formagdo do fagossomo (RALPH; LUCAS;
NORVAL, 2013). Além disso, deficiéncia de vitamina C pode atuar no
desenvolvimento da tuberculose, mas seus mecanismos ainda néo estéo estabelecidos
(VILCHEZE; KIM; JACOBS, 2018).

3.1.3.4 Regulacgéo da resposta imunologica

A tuberculose é uma doenca cronica, podendo a lesdo tecidual, decorrente da
imunidade celular, levar a danos disseminados ao tecido afetado (POLLOCK;
NEILL, 2002). Para que a reacdo imunol6gica nao acarrete lesdes teciduais extensas,
existe um balanco de mecanismos pro- e anti-inflamatérios. Uma das células que
participa dessa regulacio é a Foxp 3" (CD4" CD25%), um linfécito T regulador, que
secreta IL-10 e TNFB com o intuito de inibir alguns mecanismos inflamatdrios
(RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006). Por outro lado, quando o organismo enfrenta
uma doenca de carater cronico, a estimulagdo excessiva por um mesmo antigeno leva

a exaustdo dos linfocitos T, que perdem gradativamente a sua funcdo (NUNES-
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ALVES et al., 2014). A desregulacdo de mecanismos que controlam os linfocitos T
pode levar a destruicdo excessiva do tecido afetado, o que é extremamente danoso
para o individuo infectado (LAZAR-MOLNAR et al., 2010).

Os neutrofilos também possuem um papel importante na regulacdo dos
mecanismos pro- e anti-inflamatérios. No pulméo, os neutréfilos produzem IL-1,
TNF, defensinas, catelicidinas, lipocalinas, NADPH oxidase e superoxidase
(PEDROSA et al., 2000), além de participarem do processo de apresentacdo de
antigenos para os linfécitos T para que ocorra a estimulacdo do sistema imunolégico
e o controle de micro-organismos intracelulares (BLOMGRAN; ERNST, 2011).
Além disso, IFN-y também pode atuar como limitante do processo inflamatorio
através de efeitos antiproliferativos, de modulacdo dos linfocitos T e através da
inibicdo de neutrofilos. A diminuicdo do nimero de neutréfilos no pulméo é benéfica
porque ndo permite o acimulo dos mesmos no tecido pulmonar, evitando que haja
uma destruicdo tecidual acelerada (NANDI; BEHAR, 2011).

3.1.4 Diagnostico e Controle
3.1.4.1 Diagnostico in vivo

O diagnostico da tuberculose in vivo é realizado através de testes baseados na
reacdo de hipersensibilidade tardia, nos quais sdo utilizados dois antigenos: PPDb
(Derivado Proteico Purificado Bovino) e PPDa (Derivado Proteico Purificado
Aviario). Esses dois antigenos, também chamados de tuberculinas, sdo inoculados na
intraderme e ap6s 72 horas sdo verificadas as reacBes ao antigeno através da
mensuracao da espessura da pele no local em que o antigeno foi inoculado (LAGE et
al., 2006). E relevante destacar que o diagnéstico por meio da tuberculina é uma
ferramenta importante na identificacdo de animais infectados, apesar de alguns
autores afirmarem uma grande variabilidade quanto aos valores de sensibilidade e de
especificidade do teste (COUSINS; FLORISSON, 2005). Este método, no entanto,
estd disponivel apenas para algumas espécies, como bovinos, suinos e cervideos
(COUSINS, 2018).

Outra forma de realizar o diagndstico de tuberculose in vivo € por meio de
testes soroldgicos. Assim, técnicas como o Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimaética
(ELISA) para deteccdo de IFN-y ou de anticorpos podem ser utilizadas pela maioria
dos laboratérios (COUSINS, 2018). A quantificacdo de IFN-y detecta a infec¢do em

estagios iniciais, estando relacionada a resposta imunoldgica celular. J&, o ELISA
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indireto para deteccdo de anticorpos é capaz de identificar a infeccdo em estégios
avancados da doenca, quando ha a formacdo de anticorpos (POLLOCK; NEILL,
2002) (Figura 3).

Figura 3 — Resposta imunoldgica da tuberculose e melhores testes a serem usados.
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A resposta imunoldgica da tuberculose é caracterizada inicialmente pela producédo de IFN-y e
posteriormente  pelo aumento na produgdo de anticorpos, conforme ocorre
concomitantemente 0 aumento da carga bacteriana e das leses ligadas a doenca. Fonte:
Adaptado de Pollock e Neill (2002).

3.1.4.2 Diagndstico post-mortem

Com base na “Classificacdo dos Agentes Etioldgicos baseado no Grau de
Risco”, M. bovis e as outras espécies do complexo M. tuberculosis integram o grupo
de risco Ill, juntamente com outros microrganismos capazes de infectar através de
aerossois, estando associados a doencas sérias ou letais em humanos, porém
possuindo formas de prevencdo e tratamento (ABSA, 2020). Com isso, 0
processamento das amostras para o diagndstico de tuberculose devera obedecer as
regras de biosseguranca aplicadas para cada método de diagnostico.

As amostras oriundas de animais possivelmente infectados, encaminhadas
para 0 diagndstico post-mortem, sdo compostas normalmente por 6rgdos que
apresentam lesdes suspeitas. Em um primeiro momento pode ser realizado o0 exame
de microscopia direta através da coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN) para visualizacao

dos BAAR. No entanto, apenas amostras que possuem 5 x 10* células bacterianas sdo



passiveis de deteccdo através deste método (MARKEY et al., 2013). Assim, amostras
negativas no exame direto ndo devem ser consideradas a fim de determinar que a
amostra ndo contenha BAAR (CARTER; WISE, 2004).

Amostras suspeitas de tuberculose também podem ser submetidas a histologia,
onde é possivel realizar o diagnostico presuntivo a partir da visualizacdo de algumas
caracteristicas como: necrose caseosa, mineralizacdo, células epitelioides, células
gigantes multinucleadas e macréfagos. Devido ao carater paubacilar da lesdo da
tuberculose animal, microrganismos alcool acido-resistentes também podem néo ser
observados neste método (COUSINS, 2018).

Para o isolamento bacteriano, considerado método padrdo-ouro para
diagnostico da tuberculose, é exigido Nivel 3 de biosseguranca (THOEN; STEELE;
GILSDORF, 2006). O método de descontaminacéo utilizado por muitos laboratorios
é 0 método de Petroff, que consiste de maceracao do tecido, adicdo de hidréxido de
sodio (2% a 4%) para descontaminacdo da amostra — ja que M. bovis é resistente
frente a este composto —, neutralizacdo do pH e posterior inoculagdo em meios
seletivos (OLIVEIRA, 2012). Os meios amplamente utilizados para o isolamento de
M. bovis sdo baseados em formulacdes que possuem ovos em sua maior parte e
inibidores para fungos e outras espécies bacterianas Gram-positivas e negativas,
como Verde Malaquita, Cristal Violeta e antimicrobianos. Os meios mais utilizados
na Micobacteriologia Veterinaria sdo Lowestein-Jensen e Stonebrink. M. bovis cresce
melhor em meios que possuem piruvato de s6dio em sua composi¢do, como 0 meio
Stonebrink, enquanto pode ser inibido em cultivo primério pela adi¢do de glicerol aos
meios de cultura. Assim, o0 meio Lowestein-Jensen quando aplicado para isolamento
de M. bovis ndo utiliza glicerol em sua composicdo. O glicerol por sua vez é
considerado um fator nutricional necessario para o crescimento de M. tuberculosis,
M. avium e outras micobactérias atipicas (COUSINS, 2018).

M. bovis produz coldnias consideradas disgonicas, isto €, pequenas, imidas e
quebradicas, enquanto M. tuberculosis produz col6nias eugonicas, isto é, rugosas e
resistentes. As duas espécies demoram cerca de 3 a 8 semanas para formarem
colbnias e podem ser classificadas a partir de métodos bioquimicos e de técnicas
moleculares (APENDICE A) (MARKEY et al., 2013). Alguns testes biogquimicos
utilizados para a diferenciacdo das espécies M. bovis e M. tuberculosis sdo a
utilizacdo de glicerol para o crescimento, producdo de niacina, pirazinamidase,

urease, reducdo de nitrato e inibicdo por TCH (BRASIL, 2008). No entanto, com a
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popularizacdo dos meétodos moleculares, tém-se preferéncia pela confirmacao
molecular do isolado.

Além dos testes anteriormente citados para o diagnostico da tuberculose
animal, podem ser utilizadas técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), técnica aplicada a partir do DNA extraido do tecido suspeito. No
entanto, o desempenho dos testes moleculares é menor quando comparado a outros
testes, podendo levar a uma maior taxa de resultados falso-negativos. Apesar disso, a
PCR é uma técnica especifica, podendo gerar resultados de forma mais rapida e
segura, pois ndo ha necessidade do isolamento bacteriano (LOPES et al., 2020).

3.1.5 Tuberculose em Animais Silvestres

InUmeras espécies de animais podem ser infectadas por M. bovis. Algumas
espécies silvestres, exdticas ou nativas, da América do Norte (veado da cauda-
branca), América do Sul (suideos asselvajados), Europa (texugo e javali), Africa,
Australia (suideos asselvajados e bufalos) e Nova Zelandia (cusu comum e furdes)
sdo caracterizadas por albergarem M. bovis e apresentarem risco de transmitir a
bactéria para animais de producio (CORNER, 2006; GORTAZAR et al., 2012). No
Brasil, Maciel et al. (2018) descreveram a bactéria em suideos asselvajados, espécie
que pode estar associada ao risco de transmisséo a animais de produgéo.

Animais silvestres infectados com M. bovis podem ser classificados como
hospedeiros de manutencédo ou hospedeiros spillover, através de fatores envolvidos na
patogenia e transmisséo da doenca (MORRIS; PFEIFFER, 1995). Em um hospedeiro
de manutencdo, a infeccdo pode persistir através da transmissdo dentro da propria
espécie ou para outras espécies. Em um hospedeiro spillover, a infec¢do ndo persistira
indefinidamente, a menos que haja a reinfecgéo através do contato com outra espécie
infectada. No entanto, a transmissdo de um hospedeiro spillover para outras espécies
também pode ocorrer, como por exemplo, para animais de producdo. Sendo assim,
hospedeiros de manutencdo e hospedeiros spillover podem agir como disseminadores
da doenca (CORNER, 2006). Ainda, a transmissao entre espécies diferentes pode ser
denominada de spillover ou spillback (DE GARINE-WICHATITSKY et al., 2013).
Quando ocorre a transmissédo de tuberculose de animais de produgdo para animais
silvestres e animais silvestres para humanos, as mesmas sdo denominadas de
spillover. J&, quando animais silvestres transmitem a doenca para animais de

producdo, essa transmissao é denominada de spillback.

27



Alguns fatores podem influenciar o risco de transmissdo da tuberculose em
animais silvestres, como a densidade e diversidade populacional, os movimentos
migratorios e a presenca de planos de controle da tuberculose em animais domésticos.
J4, em animais de producdo, fatores como sistema de producdo, importacdo de
animais e os planos de controle influenciam na transmisséo da doenga. Em humanos,
a tuberculose zoondtica estd ligada a alimentagdo, caca e ocupacdo profissional
(Figura 4) (DE GARINE-WICHATITSKY et al., 2013).

Figura 4 — Transmissdo da tuberculose animal entre espécies silvestres, animais de

producédo e humanos.
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Animais de producéo e silvestres podem manter a tuberculose animal dentro de suas espécies.
Assim como pode ocorrer a transmissdo de animais silvestres para animais de producéo
(spillback) ou de animais de producéo para animais silvestres (spillover). Fonte: Adaptado de
de Garine-Wichatitsky et al. (2013).

3.1.5.1 Tuberculose em suideos asselvajados

O javali (Sus scrofa), também conhecido como o porco selvagem ou como
javaporco no Brasil, ¢ um suideo nativo da Eurasia, Norte da Africa e das llhas
Maiores de Sonda (JAKSIC et al., 2002). No Brasil, esta € uma espécie exotica
invasora com alto potencial de causar prejuizos para fauna e flora silvestres,

agricultura e pecuaria. A espécie vive em sociedades matriarcais que sdo constituidas
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por fémeas inter-relacionadas e seus filhotes e, os machos adultos s&o geralmente
solitarios, exceto quando estdo em periodo reprodutivo (GRAVES, 1984).

Além dessas caracteristicas, 0 suideo asselvajado € uma espécie migratoria o
que, aliado a alta capacidade adaptativa, faz com que os animais — uma vez que
caracterizados como portadores de M. bovis — atuem na disseminacdo da tuberculose
animal (BUENO et al., 2010). A intervengdo humana fez com que a espécie se
distribuisse mundialmente e, atualmente é a espécie mamifera mais abundante e
difundida do mundo, sendo considerada motivo de preocupacdo em diversas regides
(BARRIOS-GARCIA; BALLARI, 2012)

Por ser uma espécie exotica invasora que causa prejuizos econdémicos
associados aos sistemas agropecuarios e danos ambientais, o controle dos javalis €
autorizado no Brasil pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis (IBAMA). Desta forma, atualmente ha aproximadamente 45.000
controladores autorizados a realizar abates de javalis, sendo, a transmissdo de
doencas como a tuberculose, um risco ocupacional para estas pessoas. Embora, ndo
esteja estabelecido o real risco do consumo da carne oriunda do abate dos suideos
selvagens, o consumo ndo é aconselhado por questbes sanitarias. Além dos
controladores, veterinarios e pessoas que trabalnham no manejo de animais de
producdo também estdo mais expostas ao risco de contrair doengas zoonoticas.

Em alguns paises, os javalis sdo reservatorios de M. bovis e outros patdgenos
(RISCO et al., 2014). Dados de um trabalho realizado em uma reserva ambiental no
Rio Grande do Sul demonstram que 23,8% dos suideos asselvajados testados,
avaliados através das técnicas de PCR e cultivo bacterioldgico, estavam infectados
com M. bovis, ndo sendo demonstrada ainda a infeccdo de outros animais através do
contato com suideos asselvajados (MACIEL et al., 2018). Apesar dos animais
estarem infectados com M. bovis, dentre os animais avaliados, a maioria nédo
apresentava lesdo macroscopica compativel com tuberculose, dado que ndo se repete
em outros trabalhos de outras regides do mundo nos quais foram encontrados animais
com lesdes disseminadas (RISCO et al., 2019).

A ocorréncia da infeccdo por M. bovis em suideos asselvajados ja foi descrita
em inumeros paises, dentre eles: Franca, Espanha, Portugal, Brasil, Bulgaria, Croacia,
Alemanha, Hungria, Itlia, Eslovaquia e Reino Unido (GORTAZAR et al., 2012;
MACIEL et al., 2018). A frequéncia em que os animais, suideos asselvajados, sao

descritos como infectados por M. bovis é diferente nos diferentes paises e pode variar
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conforme a metodologia de diagndstico utilizada, por exemplo, Zanella et al. (2008)
descreve uma freqliéncia de 41,9% na Franca; Risco et al. (2019) descreve uma
freqliéncia de 40,8% na Espanha; e Santos et al. (2009) descreve uma frequéncia de
11,1% em Portugal.

Como a formacdo de granulomas pela tuberculose ocorre através da resposta
imunoldgica, um dos fatores que pode estar relacionado a auséncia de lesbes é a
presenca de coinfeccdes. Coinfecgbes séo comuns em individuos de diversas espécies
(EZENWA,; JOLLES, 2011; RISCO et al., 2014), podendo tornar o hospedeiro mais
suscetivel a determinados tipos de doencas (PATHAK et al., 2012), devido a
influéncia na resposta imunolodgica individual. A presenga de uma determinada
doenca pode aumentar ou diminuir a resposta imunoldgica do individuo frente a uma
nova infec¢do, como ocorre em seres humanos infectados concomitantemente por
HIV e M. tuberculosis (PAWLOWSKI et al., 2012).

Neste contexto, os suideos asselvajados ja foram descritos como hospedeiros
para bactérias (M. bovis, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae), virus (Virus da Doenca de Aujeszky, Circovirus Suino do tipo 2,
Virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratéria Suina) (RISCO et al., 2014),
protozodarios (Sarcocystis miescheriana e Anaplasma phagocytophilum) (COELHO et
al., 2015; SILAGHI; PFISTER; OVERZIER, 2014) e helmintos (Metastrongylus
spp.) (GARCIA-GONZALEZ et al., 2013). Risco et al. (2019) demonstraram que a
presenca de M. bovis em secre¢fes nasais € mais provavel em animais com
tuberculose generalizada e com coinfeccdo com Metastrongylus sp. e PCV2. Sendo
possivel que esses animais transmitissem a tuberculose animal através da via
respiratOria para outros animais que eventualmente entrassem em contato com 0s

suideos asselvajados.

3.1.6 Tuberculose animal em suinos domésticos

O suino doméstico é uma espeécie suscetivel a infeccdo por M. bovis, sendo
também considerada uma espécie com potencial de atuar como hospedeiro spillover
na cadeia de transmissdo da tuberculose animal; no entanto, a ocorréncia de
tuberculose em suinos domésticos é incomum (BARANDIARAN et al., 2011). A
principal via de infecgdo dos suinos é através da ingestdo de alimentos contaminados,

como leite e derivados ndo pasteurizados (SCHWARZ et al., 2002). Sendo assim, a
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maior parte de lesdes granulomatosas se desenvolve nos linfonodos do sistema
digestorio desses animais (linfonodos mesentéricos).

Quanto ao manejo realizado para prevencdo de casos de tuberculose animal
em suinos de criagdo intensiva, a Instrugdo Normativa N° 19, de 15 de fevereiro de
2002 define que toda Granja de Reprodutores de Suideos Certificada devera ser livre
de peste suina classica, doenga de Aujeszky, brucelose, tuberculose, sarna e livre ou
controlada para leptospirose. Para que a tuberculose seja monitorada nessas granjas,
sdo testados reprodutores machos e fémeas, por amostragem, com intervalo de seis
meses, em prova comparativa com tuberculina bovina e aviéria. Os demais niveis de
producdo, como as Unidades Produtoras de Leitdo e as Unidades de Creche e
Terminacdo sdo monitoradas através da avaliacdo post-mortem nos abatedouros.

Quando um animal é avaliado durante 0 abate e suas visceras apresentam
lesBes granulomatosas, a maioria dos casos € relacionada a linfadenite disseminada
causada por espécies do Complexo M. avium, doenga com maior ocorréncia na cadeia
produtiva suina quando comparada a tuberculose animal (STROMEROVA;
FALDYNA, 2018). Portanto, M. bovis é pouco relacionado a lesdes granulomatosas
em suinos durante o abate. Dados sobre a ocorréncia de tuberculose animal em suinos
no Brasil sdo escassos, porém, em um estudo realizado no periodo de 2012 a 2014 em
animais abatidos em abatedouros com inspecdo federal, a prevaléncia de carcagas
positivas para tuberculose foi < 0,001% (COLDEBELLA et al., 2018). Além do
trabalho anteriormente citado, Mori et al. (2019) identificou uma freqiéncia de
0,50% dos animais avaliados positivos para infec¢do por M. bovis.

Segundo Decreto n° 9.013, de 29 de marco de 2017, na quinta subsegdo que
dispde sobre a inspecdo post-mortem de suideos, em resumo, carcagcas que
apresentarem lesdes de linfadenite granulomatosa localizadas e restritas a apenas um
sitio de infeccdo podem ser liberadas apds remocao dos tecidos afetados. J&, quando
hd o acometimento extenso e com o0 a presenca de lesbes disseminadas, também
denominadas de apresentacdo generalizada da linfadenite granulomatosa, as carcacas
devem ser condenadas.

N&o ¢ possivel realizar a diferenciacdo entre lesdes causadas por M. bovis e as
espécies pertencentes ao complexo M. avium considerando apenas aspectos
macroscopicos (BARANDIARAN et al., 2015). No entanto, a maioria das lesdes
causadas por M. avium sdo proliferativas, raramente calcificadas e localizadas nos

linfonodos submandibulares e mesentéricos. Em contraste, linfonodos afetados por
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M. bovis apresentam acentuada calcificacdo nas lesdes (NEUMANN; RAMIREZ;
SCHWARTZ, 2009).

3.2 Metastrongylus sp.

Metastrongylus sp. pertence a Familia Metastrongylidae, Ordem Strongylida,
Classe Chromadorea e Filo Nematoda. O género Metastrongylus é composto por 5
especies: M. apri, M. asymmetricus, M. confusus, M. pudendotectus e M. salmi
(GASSO et al., 2014), sendo M. apri a espécie mais frequentemente relacionada a
casos de parasitismo pulmonar em suideos asselvajados. Nesses animais, as taxas de
infeccdo podem chegar a freqiiéncias superiores a 40% (GARCIA-GONZALEZ et
al., 2013). Na Espanha, registrou-se uma prevaléncia de 41,1% (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2013), e em outros paises como Brasil e ltalia, 42,4% e 96,5%
respectivamente (SEVERO et al., 2020; POGLAYEN et al., 2016).

A Familia Metastrongylidae é composta por parasitos brancos e grandes que
afetam brénquios e bronquiolos de suideos. O género Metastrongylus € caracterizado
por possuir em seu aparelho bucal, labios trilobados; em seu aparelho sexual,
espiculas longas e finas com bursa copulatéria desenvolvida, e nas fémeas, o anus
préximo a vulva. Quando ha a ocorréncia de animais infectados por Metastrongylus
sp., ovos com uma larva em primeiro estagio sdo liberados nas fezes (BOWMAN,
2014).

O ciclo bioldgico de parasitos do género Metastrongylus esta dividido em dois
estagios iniciais de vida livre e um terceiro estdgio infectante. Primeiramente, a
morula se transforma em uma larva de primeiro estagio que sai do ovo em cerca de
um a dois dias. Apos a larva se alimentar, ela atinge a primeira muda e o segundo
estagio larval ainda nas fezes. Durante a segunda muda, a larva mantém a cuticula
externa do segundo estagio larval como forma de protecdo até atingir o hospedeiro
adequado. Com cerca de uma semana, a larva em terceiro estdgio comeca a migrar
das fezes para goticulas de agua que cobrem o solo e a vegetacdo para, enfim, atingir
0 hospedeiro adequado (BOWMAN, 2014).

O género Metastrongylus normalmente necessita de um molusco ou um
anelideo como hospedeiro intermediario para a realizagdo da muda da larva de
primeiro estigio para larva de terceiro estagio infectante. A infeccdo do hospedeiro
definitivo ocorre quando o mesmo ingere lesmas ou minhocas infectadas com o

terceiro estagio larval. A migracdo do parasito do intestino para o pulmdo ocorre
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através do sistema linfatico, e muitas larvas podem migrar através do figado causando
hepatite focal (MAXIE, 2015).

O género Metastrongylus era considerado importante para salde dos suinos
domésticos antes da intensificacdo dos sistemas produtivos e a consequente
eliminacdo do hospedeiro intermediario, além do advento dos compostos anti-
helminticos. Atualmente, animais infectados com Metastrongylus sp. podem ser

tratados com os farmacos Febendazol, Levamisol ou Ivermectina (BOWMAN, 2014).

3.2.1 Resposta imunologica

A imunidade protetora contra helmintos estd geralmente relacionada a um
aumento do namero de eosindfilos circulantes (eosinofilia), aumento na producdo de
Imunoglobulinas E (IgE), aumento no nimero de mastdcitos, e hiperplasia de células
caliciformes (ANTHONY et al., 2007). Apesar da reacdo imunoldgica a infeccdes
por helmintos geralmente induzir a um mesmo padrao de resposta celular e humoral,
ela depende da espécie de helminto envolvido na infeccdo (MOREAU; CHAUVIN,
2010).

A resposta imunoldgica envolvida no controle das doencas parasitarias
causadas por helmintos é caracterizada por uma resposta tipo 2 que envolve
principalmente a ativacdo do linfocito Th2. Essa resposta é caracterizada por envolver
0s sistemas inato e adaptativo da imunidade, aumentando os niveis de interleucina 4
(IL-4) e outras citocinas como IL-5, IL-9, IL-13, IL-17, IL-21 e IL-25, ativando e
aumentando o nimero de linfécitos CD4" Th2, plasmdcitos secretores de IgE,
eosinofilos, mastocitos e basofilos (SALGAME; YAP; GAUSE, 2013). A producao
de IL-5, IL-9, IL-13 e IL-21, por sua vez, pode regular negativamente respostas tipo 1
(Th1) associadas a infec¢des causadas por virus e bactérias (MOREAU; CHAUVIN,
2010).

Durante a infeccdo por Metastrongylus spp. pode ocorrer a formacdo de
granulomas, estando associada inicialmente a uma resposta inflamatéria do tipo 1
(Thl). A formacdo do granuloma € a tentativa de o hospedeiro limitar a migracéo das
larvas e a deposi¢cdo de ovos. Apos a resposta inicial (Thl), ha a transicdo para a
resposta tipo 2 (Th2). Porém, quando ocorre falha na segunda resposta, hd aumento
da inflamacdo podendo ser prejudicial ao hospedeiro (ANTHONY et al., 2007). Os

granulomas formados normalmente sdo bem definidos e compostos por eosinofilos,
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macrofagos, linfocitos e matriz de tecido conjuntivo fibroso (STADECKER et al.,
2004), ndo sendo confundiveis com os granulomas de tuberculose.

Durante a resposta imunoldgica tipo 2 contra helmintos, ha também a ativacéo
de macréfagos (ANTHONY et al.,, 2007). Os macrofagos ativados parecem ter
algumas fungdes como a modulacdo da resposta imunoldgica, cura e resisténcia a
invasdo do parasito (ANTHONY et al., 2007). Os eosinofilos, componentes da
segunda linha de defesa da imunidade inata, migram para a o sitio de infec¢édo para a
liberacdo das proteinas granulares secundarias (TORTORA; FUNKE; CASE, 2018a).
Uma das principais func¢des dos eosinofilos é ajudar no remodelamento tecidual apds
a lesdo, ajudando, assim, o processo de cura do tecido ap6s o dano (LEE; LEE, 2005).

Mastocitos e baséfilos também possuem papéis importantes na infeccdo por
helmintos. Basofilos e eosinofilos liberam IL-4 quando ativados, sugerindo sua
ligacdo a resposta imunoldgica do tipo 2 (MIN et al., 2004). Os mastdcitos, apesar de
ndo serem circulantes como os basofilos e eosindfilos, possuem um papel importante
associado aos tecidos periféricos e respondendo imediatamente ap6s a invasdo
tecidual (ANTHONY et al., 2007).

3.3 Coinfeccdes em suideos asselvajados associadas a tuberculose animal

A ocorréncia de coinfec¢bes pode influenciar a resposta imunolégica de um
individuo (SALGAME; YAP; GAUSE, 2013). As coinfec¢des sdo comuns em
individuos de varias espécies, sendo caracterizadas pela simultaneidade de dois ou
mais patdégenos em um hospedeiro (ALIZON, 2013). A ocorréncia de coinfeccoes
pode tornar o hospedeiro mais suscetivel a algumas doengas, pois pode influenciar a
resposta imunologica do individuo a um desafio imunoldgico (PATHAK et al.,
2012). Um exemplo ¢ a relacdo entre a coinfeccdo de Fasciola hepatica e M. bovis
em bovinos, que é capaz de diminuir a acurécia de testes diagnosticos (BYRNE et al.,
2019; CLARIDGE et al., 2012).

Como detalhado anteriormente, as lesbes granulomatosas da tuberculose séo
resultado da resposta imunoldgica do hospedeiro (POLLOCK; NEILL, 2002) e
ocorre quando os linfécitos T detectam macréfagos infectados e liberam uma série de
citocinas e quimocinas. A liberagdo dessas substancias leva ao recrutamento de
macrofagos, neutrofilos e células B para o local onde sera formado o granuloma
(SAUNDERS et al., 2005). Os mecanismos imunoldgicos envolvidos no controle das

coinfeccbes estdo ligados a regulagdo positiva e/ou regulacdo negativa,
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simultaneamente, de alguns padrdes de resposta imunoldgica. Isso ocorre na
coinfeccdo por helmintos e patdgenos bacterianos, onde a resposta imunologica do
organismo contra 0s helmintos (padrdo de resposta Th2) pode diminuir o0s
mecanismos ativados contra a infecgdo bacteriana (padréo de resposta Th1) por meio
da producdo de interleucinas como IL-4, IL-13, IL-21 e IL-25 (ANTHONY et al.,
2007).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que javalis no Brasil estavam
infectados com M. tuberculosis e a maioria deles ndo apresentava lesdes
macroscopicas compativeis com tuberculose (MACIEL et al., 2018). Como a
formacdo dos granulomas da tuberculose ocorre por meio da resposta imunoldgica,
um dos fatores que pode estar relacionado a auséncia de lesdes em alguns animais

pode ser a presenca de coinfecgoes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Contribuir para o conhecimento sobre a ocorréncia de tuberculose em suideos

domeésticos e asselvajados no Rio Grande do Sul.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Avaliar a frequéncia de tuberculose animal em suideos asselvajados e caracterizar
patologicamente a doenga;

4.2.2. Avaliar a frequéncia de Metastrongylus spp. em suideos asselvajados;

4.2.3. Avaliar se ha correlacdo entre a ocorréncia de Metastrongylus spp. e auséncia de
lesbes macroscopicas em suideos asselvajados com tuberculose animal no Estado do
Rio Grande do Sul;

4.2.4. Avaliar potenciais fatores de risco associados & auséncia de lesBes macroscopicas
em suideos asselvajados com tuberculose animal;

4.2.5. Descrever a ocorréncia de um surto de tuberculose animal em suinos domesticos

de criacdo intensiva no Rio Grande do Sul.
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Abstract

Animal tuberculosis (aTB) is a zoonotic disease characterized by granulomatous lesions on
affected tissues, occurring as a consequence of immunological response to infection.
Mycobacterium bovis, the main causative agent of aTB, was investigated in Brazilian wild
boars with 37.7% (29/77) positivity. Among these animals, most had no macroscopic
tuberculosis-like lesions (89.6%; 26/29). The existence of co-infections, which may alter an
individual's immune response to an immunological challenge, could influence the formation
of tuberculosis lesions. Therefore, we investigated Metastrongylus sp. and aTB co-infection to
seek an explanation for the absence of macroscopic lesions in aTB. Of the tested animals,
77.9% (60/77) had Metastrongylus sp., however, there was no association between its
occurrence and the pattern of aTB lesions. The absence of tuberculous lesions in infected
animals is worrisome, especially to hunters who handle their carcasses, potentially assuming
that the animal is healthy. Studies evaluating other possibilities that can explain the absence of
lesions in infected animals should be carried out to better understand these findings.

Keywords: nematode, bovine tuberculosis, swine, mixed infections, zoonosis, parasite.

1. Introduction

Animal tuberculosis is caused mostly by M. bovis, which leads to a chronic infectious
disease affecting many species of wild and domestic mammals [1]. Wild boars have been
demonstrated in several studies worldwide, and even in Brazil, as hosts for M. bovis [2].
Tuberculosis (TB) causes the development of granulomatous lesions, which may or may not
be disseminated. The granuloma formation occurs when neutrophils, monocyte-derived
macrophages, Natural Killer cells, and T-cells detect chemokines produced by infected
alveolar macrophage and pneumocytes, which further promote inflammation and tissue
remodeling [3].

Recently, our group demonstrated that wild boars from Brazil were infected with M.
bovis and most of the evaluated animals did not have macroscopic lesions compatible with
tuberculosis [2]. As the formation of tuberculous granulomas occurs due to immune response,

one of the factors that may be related to the absence of lesions is the presence of co-
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infections. Co-infections are common in individuals of several species [4] and are
characterized by the simultaneous existence of two or more pathogens in a host [5]. The
occurrence of co-infections makes the host more susceptible to some particular types of
diseases because it can influence the host’s immune response to an immunological challenge
[6]. One example is the relationship between Fasciola hepatica and M. bovis co-infection in
cattle, which diminishes the accuracy of immunodiagnostic tests [7,8].

Co-infections can occur in wild boars, which have already been described as hosts for
numerous infectious agents such as bacteria, viruses [9], protozoa [10], and helminths [11].
Recently, a correlation between co-infection of Metastrongylus sp. and Porcine Circovirus
Type 2 with the severity of tuberculosis lesions in wild boars from Spain was demonstrated
[12]. Metastrongylus sp. is a nematode responsible for pulmonary parasitism in swine, with
M. apri the most common species of Metastrongylus that causes infections in wild boars [13].
This parasite may influence the immune response to tuberculosis. Thus, the objectives of the
present study were (1) to evaluate the frequency of M. bovis infections in wild boars and the
occurrence of aTB lesions; (2) to evaluate the frequency of Metastrongylus sp. infections in
wild boars; (3) to evaluate whether there is a correlation between Metastrongylus sp. with
tuberculosis and the occurrence of macroscopic TB-like lesions; and (4) to evaluate potential

factors associated with the absence of gross lesions in wild boars infected with M. bovis.

2. Methods
2.1.Sampling
Samples were collected from 77 wild boars hunted in Barra do Ribeiro (n = 72),
Eldorado do Sul (n = 4) and Encruzilhada do Sul (n = 1) cities, all located in the state of Rio
Grande do Sul (Figure 1). They were collected between October 2013 and November 2019
and data including sex, age, weight, and season were also collected. Part of the sample (n =
61) was collected in previous study [2] and the other was collected by trained hunters using
personal protective equipment. Each sample was excised and placed into sterile packets and
sent to the laboratory. The animals were hunted with IBAMA authorization n°® 723418 and the
project is approved by SISBIO 28741745 and local ethics’ committee CEUA/IPVDF n°
10/13.

2.2.Evaluation of Metastrongylus sp. infection
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The presence of Metastrongylus sp. was evaluated through the macroscopic
examination (Figure 2) of the 77 lungs and additional histological analysis of 61 lung
samples. Freshly collected samples were clarified with acetic acid followed by lactophenol for
genus confirmation according to Bowman [14], which describes that Metastrongylus sp. is a
large white parasite of the bronchi and bronchioles of swine and present some characteristics,
like: a mouth flanked by a pair of trilobed lips; long and thin spicules; a developed bursa; and
in females the vulva close to the anus. The helminthes measurement was performed through
visualization of fresh samples of the nematode and subsequent evaluation with a calibrated
microscope. Additionally, some samples were measured using histology samples with a
calibrated microscope. Histological analysis was performed following standard procedures for
identification of the nematodes and associated microscopic lesions. The histological sections
were stained with haematoxylin and eosin and evaluated under an optical microscope under
400 X magnification. The samples in which the parasite was visualized were classified as

positive.

2.3.Evaluation of M. bovis infection

A total of 585 tissue fragments (lungs, lymph nodes, liver, spleen and kidney) from
the 77 animals were submitted to DNA extraction by the Phenol-Chloroform method [15].
DNA was quantified on a spectrophotometer (L-quant, Loccus Biotechnology, Brazil) and
concentration adjusted to 100 ng/uL. As internal control, a PCR targeting a segment of
mammals’ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (Gapdh) was performed as
previously described [16]. The extracted DNA was submitted to PCR specific for M. bovis
[17] and animals were considered aTB-positive if M. bovis DNA was detected in at least one
tissue. The conditions of PCR reactions are described in Table 1. The amplicons were
submitted to electrophoresis in 1.5% (w/v) agarose gel stained with ethidium bromide and
visualized under UV light. Positive and negative controls were included in each reaction.
Additionally, macroscopic evaluation was performed in 66 animals, TB-like lesions were
defined as a granuloma characterized by multifocal to coalescent nodular areas with variable

size, white to yellowish, firm with caseous appearance.

2.4.Statistical analysis
Statistical analyzes were performed using the software SPSS v. 22 (IBM Statistics).

Two variables were evaluated as dependent: (i) Tuberculosis infection and (ii) Tuberculosis
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infection plus gross TB-like lesions absence. The independent variables included
Metastrongylus infection, sex, weight, age, season and granulomatous lesions. The weight
was categorized by age group as follows: animals that were on average + 1 standard deviation
(sd) were considered as normal weight. Animals with more than 1 sd above the mean were
considered to be overweight and animals with more than 1 sd or below the average were
considered to be underweight. The associations were tested through Chi-square or Fisher's
exact test, depending on whether the variables met the assumptions needed for the Chi-square

test, and were considered significant if P < 0.05.

3. Results

Of the tested animals, 37.7% (29/77) had at least one organ with detectable M. bovis
DNA. Of these, only 10.3% (3/29) presented with gross TB-like lesions (Figure 3A).
Interestingly, a higher proportion of positive tissues were found in the kidneys (15.7%; 8/51),
followed by lymph nodes (9.7%; 31/319) and spleen (9.7%; 7/72). The liver had 4.5% (3/67)
and the lungs 2.6% (2/76) of positive samples.

Regarding Metastrongylus sp. infection, in 77.9% (60/77) of the evaluated animals,
the nematode was seen through macroscopic evaluation, with histological confirmation in
60.6% (37/61) (Figure 3B). The identified helminths were 2.5 to 3 cm long, with a claviform
esophagus, 6 oral papillae, and long filiform spicules measuring between 10 to 12
micrometers in diameter in males. The histological alterations related to Metastrongylus sp.
included the presence of intraluminal nematodes and eggs in the bronchi and bronchioles. The
nematodes were 290-380 micrometers in diameter and showed a thin cuticle surrounding a
body cavity and with an intestinal tract, ovaries, and uterus. There was moderate peribronchial
and peribronchiolar infiltration of eosinophils, lymphocytes, and plasma cells. Multifocal
areas of congestion, emphysema, edema, and bronchus-associated lymphoid tissue
hyperplasia were also observed. Moreover, some samples contained parasites, but no changes
were observed in the adjacent tissue.

Among the animals infected with M. bovis, Metastrongylus sp. was present in 82.7%
(24/29). However, no statistically significant association was observed (P-value = 0.573)
(Figure 3C). There was also no association between the absence of macroscopic TB-like
lesions in the animals infected with M. bovis and Metastrongylus sp. (P-value = 0.545) (Table
2). The only significant association observed was between being underweight and absence of

lesions in animals with tuberculosis (Table 2).
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4. Discussion

Wild boars are described as M. bovis reservoirs in several countries worldwide from
Europe to South America [12,18,19]. In the present study, which was carried out in Brazil, M.
bovis was detected in 37.7% (29/77) of the evaluated animals. The occurrence of tuberculosis
in wild boars and other wild species interferes in the management of tuberculosis in domestic
species such as cattle [20]. This is because they may be involved in the transmission and/or
maintenance of the infection [21]. In Brazil, bovine tuberculosis is an endemic disease and
the data on its occurrence in wild species may help improve control and eradication programs
[22]. Currently, there are 6,439,619 cows in operation distributed among 331,723 farms in the
Rio Grande do Sul, which presents with intensive and extensive systems of production, with
the prevalence of bovine tuberculosis estimated at 2.8% [23], making the contact between
wild animals and cattle in these systems possible. Accordingly, it was observed that some
bovine tuberculosis-positive farms also registered the presence of wild animals in their
properties [23].

M. bovis infection normally results in a macroscopic lesion named tuberculous
granuloma, which is formed by the cellular immune response against this intracellular
pathogen. However the absence of lesions is described in a wide range of species [24]. In this
study, macroscopic TB-like lesions were only detected in 10.3% (3/29) of wild boars infected
with M. bovis, which is lower than in animals from other countries [18,19,25]. The occurrence
of infection in animals without lesions may be overlooked in studies that base their sampling
on the lesions’ findings. In the present study, since all the evaluated tissues were subjected to
PCR, it was possible to identify M. bovis even in tissues without lesions. This result
represents concerns especially related to occupational exposure of hunters, who may presume
carcasses to be healthy. In Brazil, wild boar hunting was authorized by the Brazilian Institute
of Environment and Renewable Natural Resources in 2013 and currently, there are almost
45,000 registered hunters. Therefore, the sanitary education for these people and further
studies evaluating M. bovis transmission of wild boars to humans still needs to be assessed.

Since the tuberculous lesions are result of the host immune response, their absence
may be related to the occurrence of co-infections. The granuloma formation occurs when T-
cells detect infected macrophages and release a series of cytokines and chemokines, which
leads to the recruitment of macrophages, neutrophils, and B-cells to the site of infection

[26,27]. The immune mechanisms involved in the control of co-infections are linked to
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simultaneous up and/or downregulation, of some patterns of the immune response. This
occurs in co-infection of helminths and bacterial pathogens, in which the immune response
against the helminth (T-helper 2 response pattern) could downregulate the immune
mechanisms against bacterial infection (T-helper 1 response pattern) through the production
of interleukins [28]. Thus, some authors have claimed that there is a relationship between the
pathogenesis of tuberculosis and the presence of concomitant infections [9, 12, 29]. One
example is the F. hepatica and M. bovis co-infection in cattle, which was shown to interfere in
in vivo immunodiagnostic tests efficacy [30]. Other studies have also claimed that coinfection
is linked to tuberculosis progression [9,29]. However, in the present study it was not possible
to verify any association between the lesion presentation in animals with M. bovis and
Metastrongylus sp. infection. This result could be related to the high frequency of
Metastrongylus sp. in wild boars with or without tuberculosis (82.7% and 75.0%,
respectively). In addition, it is important to point out that, besides co-infections,
granulomatous lesions are not expected to occur in all infected animals [31,32]. Factors such
as the initial infection stage or lack of disease progression may also be involved in this
presentation [24].

Additionally, there was no association between most of evaluated factors, i.e., age,
sex, and season of collection, with M. bovis infection or M. bovis infection without visible
lesions (Table 2). Like other studies, the occurrence of animal tuberculosis in wild boars was
distributed among all evaluated ages and sexes [12,18]. However, it is important to highlight
that the underweight condition was associated with the absence of lesions in positive animals.
This association was also found in cattle [33,34]. Although tuberculosis is associated with
poor body condition, the cause-effect relationship is not defined. It is elucidated that animals
with tuberculosis present with weight loss, however, it is not clear whether animals with low
body weight are more prone to disease development or not [33]. Moreover, the animal weight
could be influenced by other variables including weather, food availability, or even individual
behavior; therefore, this result must be considered sparingly.

Finally, this study showed Metastrongylus sp. infection in free-living wild boars. This
is an important parasitic disease in these animals, which causes respiratory problems due to
extensive tissue damage [35] and possible viral and bacterial opportunistic infections [9]. The
frequency of infection observed in the evaluated animals (77.9%) was higher than observed in
captive and free wild boars from different regions of Brazil [35-37]. Although

Metastrongylus sp. infection was extinguished in intensive swine farms, free and captive wild
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boars continue to present this pulmonary nematode infection due to their constant contact with

the intermediate host of the parasite.

5. Conclusion
The results of this study show that Brazilian wild boars can be infected with M. bovis
and Metastrongylus sp. and that there was no association between co-infection with these
agents and the absence of tuberculous lesions in aTB-positive animals. The absence of lesions
in animals with tuberculosis is a concern related to occupational exposure, especially for
hunters who handle wild boar carcasses. Thus, the results highlight the importance of
continuous surveillance of tuberculosis in wild boars, which may represent threat to animal

and public health.
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Figure 1. Spatial distribution of the evaluated wild boars from Brazil. The hunting sites are

represented by the name of the cities: Barra do Ribeiro, Encruzilhada do Sul and Eldorado do
Sul.
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Figure 2. Macroscopic and histological alterations related to Metastrongylus sp. infection in
the evaluated wild boars from Brazil. A: Metastrongylus sp. removed from the bronchi of a
fresh wild boar. B: intraluminal nematodes in the bronchi; the nematodes were 290-380
micrometers in diameter and showed a thin cuticle surrounded by a body cavity and
presenting with an intestinal tract, ovaries, and uterus. C and D: Presence of eggs being

engulfed by cells.
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Figure 3. Animal tuberculosis and Metastrongylus sp. infection in the evaluated wild boars from Brazil. A: Frequency of aTB (37.7%; 29/77)
and Metastrongylus sp. (77.9%; 60/77) infection. B: Frequency of Metastrongylus sp. infection in animals with (82.7%; 24/29) and without
(75.0%; 36/48) aTB co-infection. C: Frequency of aTB infection and the absence of macroscopic lesion in animals with (77.8%; 14/18) and
without (22.2%; 4/18) Metastrongylus sp. co-infection.
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Table 1. Primers’ sequences and PCR conditions used in the present study.
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Amplicon size

Cycling profile

PCR conditions

Target Pri 5°-3° io References
g rimers (5°-3’) (bp) :’emperatur Time  Cycles Reagent goncentratlo
95°C 5min 1x Buffer 1x
95 °C 30 sec dNTP 0.1 mM
Gandh Fwd: CCCATCACCATCTTCCAGG 550 60 °C 30sec 35X MgCl, 1.5mM [17]
PN Rev: CATATTTGGCAGCTTTCTCC 790C 30 sec Primers 0.4 M
72°C 7min 1x gglq DNA U
95°C 5min 1x Buffer 1x
BoF: CCTTCCGCACACCGTTCAG 95°C 30 sec dNTP 0.1 mM
CATCAGTGGGGACGCTACTACG 72°C 30 sec Primers 0.4 uM
72°C 7min 1x gglq DNA 14
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452  Table 2. Results of association analysis between the tested independent variables and tuberculosis infection in wild boars from Brazil. Chi-
453  square or Fischer Exact tests were performed with residual analysis.

o Tuberculosis Tuberculosis-positive without lesion
Variable Category Frequency (%; 95% CI)
Frequency (%; 95% CI) P value Frequency (%; 95% CI) P value
o Male 44 (59.5;50.0 — 71.6) 15/44 (34.1; 22.7 — 45.5) 0631 7/36 (19.4; 11.1 — 27.8) 0251
Female 30 (40.5; 29.7 — 48.6) 12/30 (40.0; 26.7 — 56.7) 9/27 (33.3;18.5 - 48.1)
Underweight 10 (15.9; 9.5 - 23.8) 7/10 (70.0; 50.0 — 90.0) 6/9 (66.7; 44.4 — 77.8)*
Weight Normal Weight 43 (68.2; 58.7 — 79.4) 15/43 (34.9; 23.3 — 46.5) 0.053 8/35 (22.9; 11.4 — 34.3) 0.014
Overweight 10 (15.9; 9.5-22.2) 2 /10 (20.0; 00.0 — 50.0) 1/10 (10.0; 00.0 — 30.0)
Weaner 33(52.4;42.9-61.9) 11/33 (33.3; 21.2 - 45.5) 8/30 (26.7; 13.3 - 36.7)
Age Juvenile 11 (17.5; 9.5 — 25.4) 5/11 (45.4; 27.3 — 63.6) 0.648 4/10 (40.0; 20.0 — 60.0) 0.598
Adult 19 (30.1; 20.6 — 41.3) 8/19 (42.1; 26.3 — 57.9) 3/14 (21.4; 00.0 — 48.9)
City Barra do Ribeiro 72 (93.5; 88.3-97.4) 29/72 (40.3; 30.6 — 50.0) 18/61 (29.5; 19.7 — 41.0)
Eldorado do Sul 4(5.2;1.3-10.4) 0/4 (00.0) 0.291 0/4 (00.0) 0.686
Encruzilhada do Sul 1 (1.3;0.00- 3.9) 0/1 (00.0) 0/1 (00.0)
Summer 13 (18.6; 10.0 — 27.1) 4/13 (30.8; 15.4 — 46.2) 2/11 (18.2; 00.0 — 45.5)
Season Spring 26 (37.1; 28.6 — 45.7) 11/26 (42.3; 26.9 — 57.7) 0417 6/19 (31.6; 15.8 — 47.4) 06ad
Autunm 14 (20.0; 11.4 — 28.6) 8/14 (57.1; 35.7 — 78.6) 5/12 (41.7; 16.7 — 66.7)
Winter 17 (24.3; 15.7 — 32.9) 5/17 (29.4; 17.6 — 41.2) 4/17 (23.5; 11.8 — 35.3)
Gross granulomatous  Yes 6 (9.1;45-15.2) 3/6 (50.0; 16.7 — 83.3) 0.373 0/6 (00.0) 0178
lesion No 60 (90.9; 84.8 — 97.0) 18/60 (30.0; 20.0 — 39.6) 18/60 (30.0; 20.0 — 41.7)
Yes 60 (77.9; 70.1 - 85.7) 24/60 (40.0; 30.0 — 48.3) 14/50 (28.0; 18.0 — 40.0)
Metastrongylus spp. 0.573 0.545
No 17 (22.1; 14.3 - 29.9) 5/17 (29.4; 11.8 — 47.1) 4/16 (25.0; 12.5 — 37.5)
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Mycobacterium bovis is the etiologic agent of animal tuberculosis (aTB), a neglected
zoonotic disease. Animal tuberculosis can affect many species, including swine. aTB-
consistent granulomas in these animals lead to carcass disposal, generating economic
losses and posing risks to human health. In the present study, an aTB outbreak was
identified at an intensive swine farming operation in Southern Brazil. Inspection
during swine slaughter revealed aTB-suspected lesions, which were collected for
diagnosis by histology, PCR, and bacterial isolation. The animals had no clinical
signs of tuberculosis. Granulomatous lesions were identified in 0.73% (59/8,071) of
the slaughtered swine, and were confirmed by histology. Nine samples were further
examined by PCR and bacterial isolation, with 44.4% and 55.5% positive results,
respectively. Data from abattoirs subjected to federal surveillance show an aTB
prevalence in Brazil of <0.001%. The present data thus indicate a swine aTB
outbreak in intensive breeding. Swine infection can be related to exposure to infected
animals or to contaminated food or environment. Biosecurity measures must be taken
to avoid aTB transmission. Although, certified swine breeding farms adopt such
measures, this report indicates that constant monitoring is crucial, and greater control
in swine breeding and finishing units is required to prevent outbreaks and spread of
tuberculosis.

Key-words: zoonosis, one health, Mycobacterium bovis, PCR, pigs.

Resumo

Mycobacterium bovis € o agente etioldgico da tuberculose animal (aTB), uma doenca
zoondtica negligenciada. A tuberculose animal pode afetar muitas espécies, incluindo
suinos. Os granulomas compativeis com a aTB nesses animais levam ao descarte de
carcacas, gerando perdas econdmicas e trazendo riscos a saide humana. No presente
estudo, um surto de aTB foi identificado em um sistema de criagdo intensiva de
suinos na regido Sul do Brasil. A inspecdo durante um abate de suinos revelou lesdes
suspeitas de tuberculose, as quais foram coletadas para diagndstico por histologia,
PCR e isolamento bacteriano. Os animais ndo apresentavam sinais clinicos de
tuberculose. Lesdes granulomatosas foram identificadas em 0,73% (59/8.071) dos
suinos abatidos, e foram confirmadas pela histologia. Nove amostras foram
posteriormente examinadas por PCR e isolamento bacteriano, com 44,4% e 55,5% de

resultados positivos, respectivamente. Dados de frigorificos submetidos a vigilancia
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federal demostram prevaléncia da aTB de < 0,001% no Brasil. Os dados presentes
indicam, portanto, um surto de aTB em suinos de criac¢do intensiva. A infeccdo em
suinos pode estar relacionada a exposicdo a animais infectados, alimentos ou
ambientes contaminados. Medidas de biosseguranca devem ser tomadas para evitar a
transmissdo da aTB. Embora as granjas suinicolas certificadas adotem tais medidas,
este relato indica que o monitoramento constante é crucial, e maior controle nas
unidades de criacdo e terminacdo de suinos é necessario para prevenir surtos e
disseminacdo da tuberculose.

Palavras-chave: zoonose, salde Unica, Mycobacterium bovis, PCR, Suinos.

SHORT NOTE

Mycobacterium bovis causes animal tuberculosis (aTB), a neglected infectious
zoonotic disease (WHO, 2010) that can affect wild and domestic species (BYRNE et
al., 2019). Swine are susceptible to M. bovis infection, but infections in this species
are uncommon compared with M. avium infections (COLDEBELLA et al., 2018).
When granulomatous lesions are identified during carcass examinations, most lesions
are related to lymphadenitis, caused by M. avium complex bacteria
(STROMEROVA,; FALDYNA, 2018). Data from abattoirs under federal surveillance
show that aTB prevalence was <0.001%, and lymphadenitis prevalence was 0.81%
between 2012 and 2014 in Brazil (COLDEBELLA et al., 2018).

The presence of aTB-compatible granulomas leads to partial or whole carcass
condemnation, contributing to economic loss (BRASIL, 2017). Each year, 3,974
kilotons of pork are produced in Brazil and about 84% is directed to domestic
markets (ABPA, 2019). Therefore, biosecurity measures during pig rearing and
finishing, together with monitoring and surveillance measures must be taken to
prevent infection of animals with M. bovis, and ensure that infected animals do not
reach human consumers. This study described an outbreak of M. bovis in swine from
production facility in Rio Grande do Sul, Brazil.

During a slaughter that occurred in February 2019 in the central region of Rio
Grande do Sul State, southern Brazil, 59 swine among a total of 8,071 (0.73%)
presented granulomatous lesions at post-mortem examination, these animals were
approximately 4 to 5 months old. The positive animals were from three different

finishing farms, but were traced to the same piglet production unit. Lesions were
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found in all submandibular and pulmonary lymph nodes, and in some mesenteric
lymph nodes, livers, and spleens. Lesions were grossly characterized by multifocal to
coalescent nodular areas of 0.3 to 1.5 cm, white to yellowish, firm, with caseous
appearance. The animals had no clinical signs of tuberculosis and had a normal body
score during pre-slaughter evaluation.

Of the 59 animals, 22 were sampled, of which 29 tissues were submitted for
histological diagnosis according to standard protocols. For histological analyses,
fragments of the affected organs were harvested and fixed in 10% neutral buffered
formalin. Thin slices were then processed and stained with Haematoxylin and Eosin
(HE) and Ziehl Neelsen. Nine samples, each from a different animal, were randomly
selected for PCR and bacterial isolation. For molecular analyses, DNA was extracted
from fragments of affected tissues, and subjected to PCR specific to M. bovis as
previously described (LOPES et al., 2020; MAYER et al., 2012). For mycobacterial
isolation, after decontamination using the Petroff method, tissues were inoculated in
Stonebrink-Leslie and Lowenstein-Jensen culture media (COUSINS, 2018). Samples
were then aerobically incubated at 37°C until colonies with morphology compatible
with M. bovis appeared. DNA was then extracted from colonies (VAN SOOLINGEN
et al., 1991) and subjected to PCR specific to M. bovis using two different previously
published protocols (WARREN et al., 2006; MAYER et al., 2012), confirming their
identification as M. bovis.

All samples analysed by histology (n = 29) displayed granulomatous lesions
suggestive of tuberculosis, described as multifocal nodular areas of caseous necrosis,
often mineralized, surrounded by inflammatory infiltrate of epithelioid macrophages,
multinucleated giant cells, lymphocytes, plasmocytes and neutrophils associated with
peripheral fibrosis. None of the samples were positive at Ziehl Neelsen stain. By
molecular diagnosis, 44.4% (4/9) of samples tested positive for M. bovis. Following
the bacterial isolation procedure, 55.5% (5/9) of samples presented colonies
confirmed as M. bovis by PCR (Table 1). Only 2 samples gave positive results by
both PCR and bacterial isolation.

Studies have identified M. avium Complex as the most important causative
pathogens associated with swine granulomatous lesions; however, other authors have
claimed the importance of M. bovis in regions that do not have bovine tuberculosis
effectively under control (MUWONGE et al., 2012; BARANDIARAN et al., 2015).
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In Brazil, bovine tuberculosis is endemic, and data implicating M. bovis or M. avium
in swine granulomatous lesions are scarce and largely limited to regional studies
(COLDEBELLA et al., 2018).

In the outbreak described here, all tested cases were associated with M. bovis
and were probably contracted on the breeding farm, since all positive animals had the
same origin. Animal infections can be traced to exposure to other infected animals
(e.g., swine, cattle, or humans), contaminated food, or environmental sources
(ALVAREZ et al., 2011; BARANDIARAN et al., 2015; JOHANSEN et al., 2014;
MESSENGER; BARNES; GRAY, 2014). Exposure to contaminated food is
considered most relevant to swine, given their feeding habits (BARANDIARAN et
al., 2015). However, high density swine farming systems in Rio Grande do Sul are
mostly operated by cooperative companies, which guarantee tight control of the
breeding process (MIELE; WAQUIL, 2007), and are considered less likely to have
infections related to contaminated food in their systems. Genotyping the isolates
obtained here would provide hints about the probable source of infection and should
be performed in future studies.

Given the zoonotic potential of aTB, when cases are confirmed, investigations
into the probable source of infection, and institution or review of management
measures such as cleaning, disinfection, and temporary cessation of farm operations
for sanitation are recommended. Providing regular employee instruction and correctly
disposing of carcasses are also recommended (BARCELLOS et al., 2008). In the
present report, the weaner-producing farm was identified as the likely source of
infection, the finishing farms were subjected to disinfection and a short break in
operations, and the employees were instructed to seek health care. Although it was
not possible to define the source of infection, biosafety measures such as preventing
animals from having contact with infected animals (including infected humans),
avoiding feeding them with milk and dairy products, and avoiding possible sources of
environmental contamination could prevent the occurrence of future outbreaks.

Three different techniques were used for aTB diagnosis to characterize this
aTB outbreak in domestic swine. Although all harvested samples had histological
lesions compatible with aTB, not all samples were positive by bacterial isolation or
PCR. Such discrepancies may occur due to factors such as number of viable

microorganisms, and level of lesion calcification. We thus recommend using more
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than one test to confirm the disease, which should provide higher diagnostic
accuracy, as has been suggested in previous reports (MEDEIROS et al., 2010;
LOPES et al., 2020).

Although less frequent, pigs may be responsible for zoonotic tuberculosis,
rendering continuous monitoring of this species critical. Thus, certified swine
breeding farms are tested at six-month intervals by random sampling using
comparative tuberculin test (MAPA, 2002). Additionally, there is no direct contact
between swine and other animal species. However, despite these efforts, this study
shows an outbreak of tuberculosis in animals from the same piglet production unit,
indicating that greater oversight is needed at extensive pig breeding units to prevent

swine aTB outbreaks.
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Table 1 - Analyzed samples and results. All samples were negative at Ziehl Neelsen

at histology analysis.

. . Histology  Tissue Bacterial
Animal  Tissue .
(HE) PCR Isolation
5 Gastrohepatic lymph nodes  + np np
Spleen + np np

4 Neck lymph nodes + np np

6 Gastrohepatic lymph nodes  + np np

8 Liver + np np

Gastrohepatic lymph nodes  + np np
Pulmonary lymph nodes np np

12 Lymph nodes + + +

14 Liver + np np
Mesenteric lymph nodes + np np

16 Mesenteric lymph nodes + np np

Neck lymph nodes + np np

19 Head lymph nodes + np np

Lungs + - -

Pulmonary lymph nodes + np np
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Gastrohepatic lymph nodes  +

+

HE: Haematoxylin and Eosin; “+”: positive results;

performed.

[TIKIR

negative results; “np”: not
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A tuberculose animal é uma doenca de carater zoondtico de importancia
negligenciada (ROMHA et al., 2018). Os dados obtidos neste estudo a partir do relato
de um surto de tuberculose em suinos domésticos permitem observar a ocorréncia da
doenca em um sistema de criacdo intensivo com constante monitoramento sanitario.
Ainda, Barandiaran et al. (2015) sugerem que a ocorréncia de tuberculose animal é
subestimada em paises com situacdo endémica, como € o caso do Brasil. Assim, é
necessaria maior testagem e implementacdo de melhores testes diagndsticos para
deteccdo de animais infectados, visto a possivel subestimacdo na detec¢do de casos
positivos. Atualmente, a maior parte das lesdes granulomatosas em suinos domésticos
detectadas durante o abate é classificada como linfadenite causada por bactérias do
complexo M. avium. Porém, ndo ¢é possivel a diferenciacdo das lesGes causadas por
M. bovis e pelo Complexo M. avium (MAC) através da avaliacdo macroscopica das
lesdes (NEUMANN; RAMIREZ; SCHWARTZ, 2010).

Adicionalmente, a monitoria sanitaria realizada nos sistemas de producao
intensivos de suinos se da por meio da testagem semestral de granjas de reprodutores
suideos certificadas (GRSC) com tuberculina bovina e aviaria (MAPA, 2002) em
animais selecionados aleatoriamente ap6s calculo amostral. Embora a deteccdo de
animais reagentes por este método seja uma importante ferramenta diagndstica e de
monitoramento, a acuracia do teste pode ser variavel e, em algumas espécies, possuir
baixos valores de sensibilidade e especificidade (COUSINS; FLORISSON, 2005).
Desta forma, os dados apresentados no presente estudo levantam a questdo sobre a
frequéncia de lesdes causadas por M. tuberculosis detectadas em abate de suinos que
podem estar sendo classificadas como linfadenite. Estudos com amostragem em
maior escala de lesdes granulomatosas em matadouros para a confirmacgéo
diagndstica através de um método alternativo a avaliagdo macroscépica, como PCR e
isolamento bacteriano, devem ser realizados para melhor dimensionar o impacto da
tuberculose na cadeia produtiva suinicola.

Ainda, sobre os suideos asselvajados, ndo é estabelecido o real papel
epidemioldgico dentro da cadeia de transmisséo da tuberculose animal que ocorre no
Brasil. Sabe-se que os javalis sdo suscetiveis a infeccdo e que a doenca ocorre em
territorios no sul do pais, como demonstrado no presente estudo e em estudos prévios

(MACIEL et al., 2018), mas para o estabelecimento do papel epidemiologico de um
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determinado hospedeiro em uma doenca € necessario conhecer algumas informagdes,
tais quais: hospedeiros suscetiveis em um determinado ambiente; taxa de transmissao
da bactéria; densidade e comportamento das espécies estudadas (NUGENT, 2011).
Assim, estudos de epidemiologia molecular acessando o genoma de micobactérias
isoladas de diferentes espécies sdo necessarios para conhecer o impacto dos javalis na
manutencéo da tuberculose.

Além dos suideos asselvajados, outras espécies silvestres podem albergar M.
bovis, como o cateto (Tayassu tajacu) (MAYER et al., 2012). Apesar de néo ser o
tema central da dissertacdo, € importante ressaltar a possibilidade de outras espécies
da fauna silvestre atuarem como elos na cadeia de transmissao da tuberculose como
ocorre em outras regides do mundo (NUGENT, 2015). O manejo de animais
silvestres € um tema delicado, pois muitas espécies podem estar em situacdo de risco
de extincdo. Por outro lado, também é necessario saber a situacdo epidemioldgica de
uma determinada doenga — como a tuberculose animal — como forma de prevengéo a
extincdo de espécies possivelmente ameacadas.

Finalmente, é importante salientar que a tuberculose animal € uma doenca que
pode afetar muitas espécies e possui distribuicdo mundial, além de representar risco
para a saude humana, principalmente para pessoas com maior contato com animais
silvestres e de producdo (MENG; LINDSAY; SRIRANGANATHAN, 2009). Por ser
uma espécie exotica invasora que causa prejuizos econémicos relacionados aos
sistemas agropecuarios e danos ambientais, o controle dos javalis é autorizado no
Brasil pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA). Desta forma, atualmente ha aproximadamente 45.000 controladores de
fauna autorizados a realizar abates de javalis, sendo a transmissdo de doengas como a
tuberculose um risco ocupacional para estas pessoas. Além dos controladores,
veterinarios e pessoas que trabalham no manejo de animais de producdo também
estdo mais expostas ao risco de contrair doengas zoonéticas. Ainda, hd uma crescente
preocupacdo com a associacdo da tuberculose com doengas imunossupressoras
(BRUCHFELD; CORREIA-NEVES; KALLENIUS, 2015), condicdo que torna o
individuo mais suscetivel a infec¢bes. Assim, os dados do presente estudo chamam a
atencdo para a preocupacao zoonoética da tuberculose em suideos.

Concluindo, foi possivel observar a ocorréncia de um surto de tuberculose em

suinos de terminacao criados em um sistema intensivo, sendo importante salientar a
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preocupacdo quanto ao monitoramento constante e técnicas mais eficazes de
diagnostico in vivo e post-mortem da tuberculose nesses animais com eventual
contato com humanos e outros animais de producdo ou de vida livre. Além disso, a
avaliacdo da associacdo entre a ocorréncia de metastrongiloidiase e tuberculose em
suideos asselvajados permitiu concluir, a partir da populacdo amostrada, que a
presenca de coinfeccdo ndo esta ligada ao desenvolvimento de les6es granulomatosas
compativeis com tuberculose nesses animais. Desta forma, sdo necessarios maiores
esforgcos para avaliar outros aspectos da tuberculose animal em suideos, de forma a
entender a patogenia e manifestacdo da doenca nesses animais, bem como para

definir a atual situagdo epidemioldgica da tuberculose no Brasil.
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8.

CONCLUSOES

Observou-se a ocorréncia de um surto de tuberculose em suinos de terminacédo

criados em um sistema intensivo no Rio Grande do Sul.

E importante salientar a preocupagio quanto ao monitoramento constante da
tuberculose em suinos domésticos para evitar a possivel subestimacdo da

incidéncia da doenca.

Os suideos asselvajados séo suscetiveis a infec¢do por M. bovis, mas seu real papel

na transmissao da tuberculose animal no Brasil ndo esta estabelecido.

A presenca de coinfeccdo ndo esta ligada ao desenvolvimento de lesbes
macroscopicas granulomatosas compativeis com tuberculose nos suideos

asselvajados.

A tuberculose continua sendo uma doenca de carater zoon6tico e uma doenga

negligenciada.
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APENDICE A — Isolados de M. bovis.

—

-

Col6nias de M. bovis em meios a base de ovos: Stonebrink (“A”, “B” e “C”) e Lowenstein
Jensen (D). Fonte: arquivo pessoal (2021).
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