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EPIGRAFE

“If you're not failling every now and again, it’s a sign
you re not doing anything very innovative.”

Woody Allen



RESUMO

Entre os anos 2012 e 2014, a linfadenite granulomatosa (LG) em suinos representou
99% de todas as lesdes associadas a zoonoses nos frigorificos brasileiros. O Mycobacterium
avium hominissuis (MAH) é a principal subespécie das micobactérias associada a LG em
suinos, com raros casos atribuidos as micobactérias do Complexo Mycobacterium
tuberculosis. As lesbes macroscépicas, histopatoldgicas e técnica de Ziehl-Neelsen (ZN) nédo
definem a espécie de micobactéria envolvida na LG. O padrdo ouro de diagnostico € o
isolamento de micobactérias, seguido de técnicas moleculares. Este estudo teve como objetivo
pesquisar a etiologia da LG no Brasil para atualizaros dados nacionais, e padronizar a técnica
de Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH) em linfonodos parafinizados de suinos com LG.
No ano de 2017 o Servico de Inspecdo Federal (SIF) coletou em 19 frigorificos, 637
linfonodos de suinos com lesGes granulomatosas, com origem em oito estados brasileiros. As
amostras foram submetidas a exame histopatoldgico, técnica histoquimica de ZN, isolamento
de micobactérias, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e FISH. De acordo com o
conhecimento dos autores esta € a primeira tentativa descrita na literatura de padronizacao da
técnica de FISH em tecidos parafinizados de suinos. A lesdao histopatoldgica granulomatosa
foi observada em 85,1% dos tecidos linfoides. A taxa de isolamento de micobactérias foi de
32,08% (128/399), destas 76,56% (98/128) origens foram positivas para MAH, 1,56% (2/128)
origens positivas para Mycobacterium bovis (M. bovis), 21,87% (28/128) origens positivas e
10 origens negativas para o género Mycobacterium spp. Observou-se bacilos-alcool acido
resistentes (BAAR) em 71,7% das amostras de MAH, em 75% das amostras de
Mycobacterium spp., e em uma amostra (1/3) M. bovis. Das amostras positivas para BAAR no
tecido, 60,47% ndo isolaram ou foram negativas na técnica da PCR para Mycobacterium spp.
A FISH néo apresentou resultados positivos em linfonodo parafinizado de suinos. O MAH foi
a subespécie mais diagnosticada na LG em suinos do Brasil, com apenas duas origens
positivas para M. bovis. Os resultados obtidos neste estudo ficam a disposicéo para analises de
risco, para subsidiar politicas publicas relacionadas a inspe¢do assim como programas de

vigilancia de tuberculose suina.

Palavras chaves: Tuberculose suina, Hibridizacdo in situ, granuloma, técnicas diagnosticas,
BAAR.



ABSTRACT

Granulomatous lymphadenitis (GL) in pigs represents 99% of all lesions associated
with zoonoses in Brazilian slaughterhouses between 2012 and 2014. Mycobacterium
aviumhominissuis(MAH) is the main subspecies of mycobacteria associated with GL in pigs,
and few cases are attributed to the Complex Mycobacterium tuberculosis.The macroscopic,
histopathological and Ziehl-Neelsen (ZN) lesions do not define the mycobacterial species
involved in GL. The isolation of mycobacteria is the gold standard for diagnosis.Molecular
techniques are also used for subspecie determination. The aim of this study was to investigate
the etiology of granulomatous lesions for the validation of national data regarding this lesion
in pigs and to standardize a fluorescence in situ hybridization (FISH) test in formalin-fixed
lymph nodes with granulomatous lesions. In 2017, federal veterinary meat inspectors
collected 637 mesenteric lymph nodes with granulomatous lesions from 19
slaughterhouses.Granulomatous histopathological lesions were observed in 85.1% of the
lymphoid tissues. The isolation rate of mycobacteria was 32.08%, of these isolates
76.56%wereMAH positive, 1.56% for Mycobacterium bovis (M. bovis)and21,87% for
Mycobacterium spp.Acid-alcohol resistant bacillus (BAAR) was observed in 71.7% of the
MAH samples, in 75% of the samples of Mycobacteriumspp, and in one sample of M. bovis.
The standardization of the FISH technique in formalin-fixed porcine lymph nodes was
unsuccessful. MAH was the most diagnosed subspecies involved in GL in pigs, with only two
positive for M. bovis. The results of this study are available for risk analysis to support

inspection-related public policies as well as swine tuberculosis surveillance programs.

Keywords: swine tuberculosis, in situ hibridization, granuloma, diagnostic methods, BAAR.
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INTRODUCAO

A inspecdo veterinaria de carcacas em frigorificos tem como principal objetivo
garantir ao consumidor alimentos sauddveis de origem animal. O sistema de inspecdo
utilizado no Brasil a mais de um século, é baseado no sistema de "Handbuch der
Fleischbeschau™ de Robert VVon Ostertag, que utiliza exames de visualizacdo, palpacdo e
incisdo da carcaca e visceras, eficaz contra os perigos considerados classicos (género
Mycobacterium e as parasitoses zoondticas) (Ghidiniet al., 2018). Em contrapartida, nos
ultimos anos € evidente a mudanca do cenario sanitario nos rebanhos suinos brasileiros,
resultado da intensificacdo aliada a tecnificacdo da producdo. Portanto a modernizacdo da
inspecdo sanitaria no Brasil se faz necessaria para adequar os procedimentos adotados pelo
Servico de Inspecdo Federal (SIF) a atual realidade epidemioldgica da
suinocultura(COLDEBELLA et al., 2017; COSTA et al., 2017).

Para tanto, foi realizado um projeto com planos de acdo estrategicamente relacionados,
iniciando pelo estudo dos dados nacionais registrados pelo SIF, seguido por uma analise
qualitativa de risco que identificou e classificou os perigos relacionados aos produtos suinos
in natura, originados da suinocultura industrial tecnificada (COLDEBELLA et al., 2017;
COSTA et al., 2017). Entre os perigos estudados, 23 foram considerados relevantes (COSTA
et al., 2017), dentre estes: Complexo Mycobacterium avium (MAC) e Complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMtb). Entre os anos de 2012 e 2014, o SIF registrou 0,81% de
condenacOes por linfadenite nos frigorificos, prevaléncia que representou 99% de todas as
lesOes associadas a zoonoses (COLDEBELLA et al., 2017). O MAC foi classificado como
perigo bioldgico de baixo, e 0 CMtb muito baixo em funcdo da frequéncia em que ocorrem na
populacdo suina (COSTA et al., 2017).

A linfadenite granulomatosa (LG) em suinos € uma doenca subclinica, causada
principalmente por micobactérias ndo-tuberculosas (MNT). A subespécie Mycobacterium
avium hominissuis, pertencente ao MAC, é a micobactéria prevalente em suinos e em
humanos (MIJS et al., 2002; AGDESTEIN et al., 2012; STROMEVORA; FALDYNA,
2018). Na LG suina, raros sdo os casos atribuidos ao Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium bovis(SCHWARZ et al., 2002; CARDOSO, 2009). Os animais infectados séo
detectados apenas na linha de abate, causando prejuizos devido ao descarte de visceras e
carcacas (MORES et al., 2007). Estudo realizado por Martins et al. (2002) estimou o impacto
econémico da LG na regido Sul do Brasil em 5,8, 7,0 e 8,0 milhdes de reais nos anos 1997,
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1998 e 1999, respectivamente. As lesdes granulomatosas sdo observadas principalmente nos
linfonodos mesentéricos, contudo, linfonodos cefélicos e mediastinais também podem estar
acometidos (MORES et al., 2007). As lesdes macroscopicas e histopatoldgicas s&o
insuficientes para a definicdo do patogeno envolvido, necessitando da realizacdo do
isolamento de micobactérias, associado a técnicas moleculares para um diagnostico mais
acurado (MORES et al., 2007; LARA et al., 2011; FORBES et al., 2018). Contudo, 0
isolamento de micobactérias € uma tecnica considerada lenta, cara, complicada e sua
sensibilidade é questiondvel (TIRKKONEN, 2017).

Com base na permanéncia das micobactérias na priorizacéo de risco e a frequéncia de
ocorréncia registrada pelo SIF, além do crescente interesse sobre a relacdo das micobactérias
na producdo animal e salde humana, este trabalho teve como objetivo pesquisar a etiologia e
as lesdes histopatoldgicas das lesdes granulomatosas detectadas na linha de abate de suinos
para atualizagdo dos dados nacionais e retro alimentar analises de risco. Além disso, visou
padronizar a técnica de FISH em linfonodos parafinizados de suinos com LG, com o objetivo
de obter um método diagndstico mais sensivel, simples e rédpido para deteccdo de

micobactérias.
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REVISAO DE LITERATURA

Micobactérias

O género Mycobacterium é representado por mais de 150 espécies de bacilos alcool-
resistentes (BAAR), aerdbicos, ndo formadores de esporos, imdveis, que podem se apresentar
como micobactérias saprofitas ambientais, invasores oportunistas ou patégenos obrigatérios.
O género ainda pode ser dividido em quatro grandes grupos, conforme a epidemiologia,
habilidade de crescimento “in vitro” e associacdo com afeccbes, sdo eles: Complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMtb), micobactérias ndo-tuberculosas (MNT),Mycobacterium
leprae eMycobacterium ulcerans (TIRKKONEN, 2017; FORBES et al., 2018).

Micobactérias ndo-tuberculosas

Também conhecidas como micobactérias atipicas ou micobactérias ambientais,
abrangem um vasto grupo de organismos de caracteristica ubiqua. Portanto, podem ser
encontradas no ambiente, incluindo aguas naturais, sistemas de distribuicdo de agua, poeira,
assim como nos proprios animais (FALKINHAM, 2009; KRIZOVA et al., 2010). A parede
celular composta por peptideoglicolipidiospossui quatro camadas e confere a bactéria
caracteristica hidrofdbica e resisténcia ao meio ambiente, assim como a desinfetantes e
antibidticos (BRITO, 2013; FORBES et al., 2018). Algumas espécies de micobactérias sdo
capazes de formar biofilmes, e sugere-se que esta caracteristica esteja relacionada com o seu
potencial infeccioso (JOHANSEN et al., 2009). A frequéncias das MNT em humanos tem
aumentado nos Ultimos anos e os principais grupos afetados sdo criancas, idosos e
pacientesimunodeprimidos (FALKINHAM, 2009;POLACEK; ALEKSIC-KOVACEVIC,
2016;FORBES et al., 2018).Entre as micobactérias presentes no grupo MNT, o Complexo
Mycobacterium avium (MAC) abrange espécies consideradas patégenos oportunistas. O MAC
¢ composto por quatro subespécies, Mycobacterium avium avium(MAA), Mycobacterium
avium silvaticum (MAS), Mycobacterium avium hominissuis (MAH) e Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP) (MORAVKOVA et al., 2008; RINDI; GARZELLI, 2014).
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Micobactérias na suinocultura

O MAHé a subespécie do MAC, mais relatada em humanos e na linfadenite
granulomatosa em suinos (MIJS et al., 2002; AGDESTEIN et al., 2011; AGDESTEIN et al.,
2012). A forma de apresentacdo da doenca em suinos € subclinica, e as lesdes sdo apenas
detectadas na linha de abate, acarretando em perdas econémicas pelo descarte de visceras e
carcagas (MARTINS et al., 2002; PAVLIK et al., 2003). A principal rota de infeccdo em
suinos € a fecal-oral, e os principais linfonodos acometidos sdo os mesentéricos. Linfonodos
retrofaringeos, submaxilares, cervicais e, raramente, 0s mediastinais, também podem
apresentar lesdes granulomatosas (MORES et al., 2007). Poucos sdo os relatos de outras
formas de apresentacdo da doenga em suinos, como desordens reprodutivas, infeccbes em
fetos abortados, aumento dos indices de mortalidade e animais refugos (ELLSWORTH et al.,
1979; WELLENBERG et al., 2010; EISENBERG et al., 2012). Agdestein et al. (2012; 2014)
demonstraram maior disseminacdo do MAH pelas fezes que a subespécie MAA, sugerindo
este como um fator importante na transmissdo do patdgeno entre os animais, e justificando a
prevaléncia e manutencdo da pressdo de infeccdo do MAH nas granjas. Diferentes cepas de
MAH ja foram encontradas em uma mesma granja, sugerindo que a fonte de contaminacgéo
seria diversa (DOMINGOS; AMADO; BOTELHO, 2009; WELLENBERG et al., 2010).
Serragem, turfa e, até mesmo, a dgua sdo algumas das possiveis fontes de contaminacéo
(AGDESTEIN et al., 2012; EISENBERG et al., 2012).Relatos de infeccdes causadas pelas
micobactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMtb) em suinos sdo escassos ha
literatura (SCHWARZet al.,, 2002; CARDOSO, 2009). Barandiaran et al. (2015)
demonstraram coinfeccdo entre Mycobacterium bovis (M. bovis) e Mycobacterium avium em
20 amostrasde suinos de abate; contudo, na Argentina, os casos de LG suina sdo atribuidos

principalmente a M. bovis.

Diagnostico

O diagnéstico da infeccdo por micobactérias em suinos ndo é simples, tampouco
rapido. Para suinos vivos, com o objetivo de diagnosticar o rebanho, o teste utilizado é o da

tuberculinizacdo, capaz de diferenciar entre infeccdes por MAC e por M. bovis. Contudo,
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reacOes cruzadas sdo descritas, assim como a baixa sensibilidade do teste (MONAGHAM et
al., 1994: MORESet al., 2006).

Os exames macroscopico e histopatoldgico ndo sdo suficientes para definicdo do
agente etiologico envolvido, sejam micobactérias ou outros patdgenos, como o Rhodococcus
equi(MORES et al., 2007; LARAet al., 2011). A técnica de histoquimica de Ziehl-Neelsen
(ZN) detecta BAAR, contudo resultados negativos na técnica ndo descartam a doenca causada
por micobactérias (SHITAYE et al., 2006).

A classificacdo das micobactérias pode ser realizada com base nas caracteristicas do
isolamento, taxa de crescimento, produgdo de pigmento, rea¢fes bioquimicas e enzimaticas,
porém, a dificuldade de interpretacdo de alguns isolados torna invidvel a identificacdo do
agente (GUNN-MOORE; JENKINS; LUCKE, 1996; TIRKKONEN, 2017).

O padrdo ouro de diagnostico é o isolamento do patdégeno, mas a associagdo com
técnicas moleculares, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase, se faz necessaria para
diferenciacdo entre espécies e subespécies de micobactérias. De qualquer forma, o isolamento
de micobactérias além de ser trabalhoso, necessita no minimo trés semanas para a
visualizacdo das col6nias, assim como a sensibilidade da técnica pode variar (MORES;
OLIVEIRA, 2007; TIRKKONEN, 2017; OIE, 2018).

Micobactérias em humanos e em suinos

Micobactérias pertencentes ao MAC representam os patdgenos oportunistas mais
comuns em aidéticos (CAMPBELL, 2008) e até o0 momento, ndo sdo consideradas patdgenos
transmitidos por alimentos. Contudo, a teoria de que visceras intestinais e carne suina possam
ser fontes importantes de contaminacdo para humanos € discutida na literatura (AGDESTEIN,
et al., 2014; POLACEK; ALEKSIC-KOVACEVIC, 2016). A relagdo genética entre cepas de
micobactérias de amostras de humanos e suinos tem sido descrita, porém ndo esta claro,
ainda, se 0 suino é origem de transmissdo para 0 humano ou vice-versa, ou se ambos
compartilham da mesma fonte de contaminacdo (KOMIIN et al., 1999; MOBIUS et al.,
2006; TIRKKONENet al., 2007; TIRKKONENet al., 2010). Apesar do crescente interesse nas

MNT, h& pouca informac&o disponivel nacionalmente.
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ARTIGO

Nesse item ¢ apresentado o artigo intitulado “Linfadenite granulomatosa em suinos no Brasil:

Caracterizagao histopatoldgica e micobactérias identificadas”.

O artigo sera submetido para publicacdo a um periédico por identificar.
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RESUMO

A modernizagdo do sistema de inspec¢do de carnes no Brasil tem como objetivo adequar os
procedimentos realizados pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) a atual realidade
epidemioldgica da suinocultura. Contudo, as mudancas nos procedimentos devem ser
embasadas em estudos cientificos solidos e analise de risco. Entre os anos 2012 e 2014, a
linfadenite granulomatosa (LG) em suinos representou 99% de todas as lesdes associadas a
zoonoses nos frigorificos brasileiros. Na analise qualitativa de risco o Complexo
Mycobacterium avium (MAC) foi classificado como perigo bioldgico de baixo, e 0 Complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMtb) muito baixo em funcdo da frequéncia em que ocorrem na
populacdo suina. A LG em suinos é causada principalmente pelas micobactérias do MAC,
com raros casos atribuidos as micobactérias do CMtb. As leses macroscopicas,
histopatoldgicas e técnica de Ziehl-Neelsen (ZN) ndo definem a espécie de micobactéria
envolvida na LG. O padrédo ouro de diagnostico é o isolamento de micobactérias, seguido de
técnicas moleculares. Considerando a frequéncia de ocorréncia das micobactérias e a
permanéncia das mesmas na priorizacao de risco, este estudo teve como objetivo pesquisar a
etiologia da LG no Brasil. No ano de 2017, o SIF coletou em 19 frigorificos, 637 linfonodos
de suinos com lesBes granulomatosas, com origem em oito estados brasileiros. As amostras
foram submetidas a exame histopatologico, técnica histoquimica de ZN, isolamento de
micobactérias, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Hibridizacao in situ fluorescente

(FISH). De acordo com o conhecimento dos autores, esta € a primeira tentativa de



16

padronizacdo da técnica de FISH em tecidos parafinizados de suinos com linfadenite
granulomatosa. A lesdo histopatoldgica granulomatosa foi observada em 85,1% dos tecidos
linfoides. A taxa de isolamento de micobactérias foi de 32,08% (128/399). Destas 76,56%
(98/128) origens foram positivas para MAH, 1,56% (2/128) origens positivas para
Mycobacterium bovis (M. bovis), 21,87% (28/128) origens positivas e 10 origens negativas
para o género Mycobacterium spp. Observou-se bacilos-alcool &cido resistentes (BAAR) em
71,7% das amostras de MAH, 75% das amostras de Mycobacterium spp., e em uma (1/3)
amostra de M. bovis. Das amostras positivas para BAAR no tecido, 60,47% ndo houve
isolamento ou foram negativas na técnica da PCR para Mycobacterium spp. A FISH néo
apresentou resultados positivos em linfonodos parafinizados de suinos. O MAH foi a
subespécie mais diagnosticada na LG em suinos do Brasil, com apenas duas origens positivas
para M. bovis. Os resultados obtidos neste estudo ficam a disposicdo para analises de risco,
para subsidiar politicas publicas relacionadas a inspe¢do assim como programas de vigilancia

de tuberculose suina.

Palavras chaves: Sistema de inspecdo, tuberculose suina, Hibridizacdo in situ, técnicas
diagndsticas, BAAR.

INTRODUCAO

O evidente desenvolvimento da suinocultura brasileira nas Gltimas décadas, baseado
em intensificacdo e tecnificacdoprovocou mudancas na condicdo sanitaria dos rebanhos. As
novas condigdes reduziram por si a ocorréncia de alguns patdgenos zoonoticos e aumentaram
de outros. Em contrapartida ndo houve adaptacdes na inspecdo das carcacas realizada nos
frigorificos, que segue baseando-se em exames macroscopicos, que incluem palpacdes e
incisGes na busca de lesdes caracteristicas de zoonoses classicas e infestagdes parasitarias.
Portanto, a modernizagdo da inspecdo sanitaria, se fez necesséria para adequar oS
procedimentos realizados pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) a atual realidade
epidemioldgica da suinocultura (COLDEBELLA et al., 2017; COSTA et al., 2017).
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Para tanto, foi realizado um projeto com planos de acdo estrategicamente relacionados,
iniciando pelo estudo dos dados nacionais registrados pelo SIF, seguido por uma analise
qualitativa de risco que identificou e classificou os perigos relacionados aos produtos suinos
in natura, originados da suinocultura industrial tecnificada (COLDEBELLA et al., 2017;
COSTA et al., 2017).Entre os perigos estudados, 23 foram considerados relevantes (COSTA
et al., 2017), dentre estes: Complexo Mycobacterium avium (MAC) e Complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMtb). Entre os anos de 2012 e 2014, o SIF registrou 0,81% de
condenacdes por linfadenite nos frigorificos, prevaléncia que representou 99% de todas as
lesOes associadas a zoonoses (COLDEBELLA et al., 2017).0 MAC foi classificado como
perigo bioldgico de baixo, e oCMth muito baixo em funcdo da frequéncia em que ocorrem na
populacdo suina (COSTA et al., 2017).

A linfadenite granulomatosa (LG) suina é causada pelas micobactérias nao-
tuberculosas (MNT), principalmente as que compéem o MAC (STROMEVORA,
FALDYNA, 2018). Raros sdo o0s casos atribuidos as espéciesque compbdem o
CMtb:Mycobacterium  bovis (M. bovis) e Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis)(SCHWARZ et al., 2002; CARDOSO, 2009).A doenca ocorre de forma
subclinica nos animais, e é identificada apenas na linha de abate, acarretando perdas
econdmicas causadas pelo descarte de visceras e carcacas (MARTINS et al., 2002; MORES et
al., 2007; AGDESTEIN et al., 2012). O complexo MAC ¢é composto por quatro subespécies,
Mycobacterium avium avium(MAA), Mycobacterium avium  silvaticum  (MAS),
Mycobacterium avium hominissuis (MAH) e Mycobacterium avium paratuberculosis
(MAP)(MORAVKOVA et al., 2008; RINDI; GARZELLLI, 2014).As subespécies MAA e MAH
sdo as mais prevalentes na LG suina, sendo MAH a subespécie mais diagnosticada nos
ultimos anos em suinos e em humanos (MIJS et al., 2002; AGDESTEIN et al., 2011,
AGDESTEIN et al., 2012).

As micobactérias oportunistas mais comuns em aidéticos pertencem ao MAC
(CAMPBELL, 2008). Nas ultimas décadas, inimeros estudos demonstraram relagio genética
préxima entre cepas deMAHde amostras de suinos e humanos, sugerindo que possam ser
origem de transmissdo entre si, ou que compartilhem de uma mesma fonte de
contaminacdo(KOMIJN et al., 1999; MOBIUS et al., 2006;TIRKKONENet al., 2007;
TIRKKONENet al., 2010). Devido a caracteristica ubiqua do MAC, as fontes de

contaminacgdo sdo diversas, incluindo maravalha, &gua, solo, poeira, assim como 0s proprios



18

suinos (FALKINHAM,2009;KRIZOVAet al., 2010). Até o momento, as subespécies do
MAC néo sdo consideradas patdégenos transmitidos por alimentos, porém estudos recentes ja
apontam a possibilidade de alimentos de origem animal ser veiculo de transmissdo para
humanos (KLANICOVA et al., 2011; POLACEK; ALEKSIC-KOVACEVIC, 2016). Apesar
dos recentes dados, a Organizagdo Mundial da Saude estima apenas a mortalidade por via
alimentar causada pelo M. bovis, que é responsavel por aproximadamente 10.500 mortes
anuais (WHO, 2015), apresentando potencial zoonotico relevante.

O exame macroscépico realizado durante o abate e o exame histopatoldgico sdo
insuficientes para a definicdo dos patdgenos envolvidos na LG, sejam eles micobactérias ou
outras bactérias menos comuns, como Rhodococcus equi(MORES et al., 2007; LARAet al.,
2011).A técnica histoquimica de Ziehl-Neelsen (ZN)é utilizada na rotina para deteccdo de
micobactérias,detectando bacilos alcool-acido resistentes (BAAR); contudo a sensibilidade da
técnica é varidvel (SHITAYE et al., 2006). O padrdo ouro de diagnéstico é o isolamento de
micobactérias, associado a técnicas moleculares como Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para distin¢éo entre as espécies e subespécies de micobactérias envolvidas. Contudo, 0
isolamento é extremamente laborioso, pouco sensivel e lento, estendendo-sepor no minimo
trés semanas (TIRKKONEN, 2017), inviabilizando uma acdo rapida dos oOrgaosde
fiscalizacdo no destino da carcaca e no controle da infeccdo nas granjas de origem. A
Hibridizacédo in situ fluorescente (FISH) é uma técnica histoquimica simples e réapida, que se
baseia no anelamento de uma sonda a sequéncia alvo. A técnicaja foi descrita para diversos
microrganismos, dentre eles alguns de relevancia em sanidade suina, como
LawsoniaintracellulariscBOUTRUP et al., 2010; JENSENet al.,
2010),Actinobacilluspleuropneumoniae(JENSEN et al., 1999), Pasteurellamultocida(PORS
et al, 2011), bactérias do género Brachyspira(BOYE et al, 1998),
MycoplasmahyopneumoniaeeMycoplasmahyorhinis (PEREIRA et al., 2017).A FISH ja foi
descrita para deteccdo de micobactérias em tecidos parafinizados de humanos, bovinos,
camundongos e porquinhos-da-india (St. AMANDet al.,, 2005a; St. AMANDet al.,
2005b;LEFMANN et al., 2006;PORS et al., 2011;RODRIGUEZ-NUNES et al., 2011).

Com base na permanéncia das micobactérias na priorizacéo de risco e a frequéncia de
ocorréncia registrada pelo SIF, além do crescente interesse sobre a relagdo das micobactérias
na producdo animal e saide humana, este trabalho teve como objetivo pesquisar a etiologia e

as lesdes histopatoldgicas das lesbes granulomatosasdetectadas na linha de abate de
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suinospara atualizacdo dos dados nacionais e retro alimentar analises de risco. Além disso,
visou padronizar a técnica de FISH em linfonodos parafinizados de suinos com LG, com o
objetivo de obter um método diagndstico mais sensivel, simples e rapido para deteccdo de

micobactérias.

MATERIAL E METODOS

No ano de 2017, foram coletadas amostras de linfonodos com lesdes de LG, de 637
suinos abatidos, terminados e reprodutores (machos e fémeas). Os animais eram provenientes
de 399 granjas, localizadas em 158 municipios, de oito estados brasileiros: Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e
Goids. Para a escolha dos frigorificos considerou-se a frequéncia registrada pelo SIF
(COLDEBELLA et al., 2017), e disponibilidade do mesmo em realizar as coletas, totalizando
17 estabelecimentos, localizados nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Sdo Paulo e Minas Gerais. As coletas foram realizadas por médicos veterinarios treinados,
priorizando a coleta de linfonodos mesentéricos. Caso houvesse lesdo em linfonodos cefalico
ou mediastinais, estes também eram coletados. As amostras foram armazenadas em formol a
10% para exame histopatolégico de rotina, imuno-histoquimica (IHQ) e FISH, e

acondicionados sob refrigeracao para isolamento de micobactérias.

MATERIAL PARA EXAME HISTOLOGICO

Os linfonodos apos fixacdo foram clivados, processados e corados rotineiramente com
hematoxilina e eosina (LUNA, 1968). As lesbes granulomatosas foram classificadas em trés
graduacBes conforme HIBIYA et al. (2008), porém com algumas modificagdes.
Resumidamente, a fase 1 (Fig. 1A)é a formacdo inicial do granuloma, caracterizada por ser
uma reacdo exsudativa com ceélulas epitelioides, ndo encapsulada. Necrose extensa e
mineraliza¢do ndo sdo observadas nesta fase. A fase 2 (Fig. 1B) é composta pela formagéo de
granulomas classicos, ou seja, visualiza-se area central de necrose, circundada por células

epitelioides, linfocitos, macrofagos e na periferia capsula de tecido conjuntivo
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fibrosoevidente. A mineralizacdo pode ou ndo estar presente. A fase 3 (Fig. 1C) sdo 0s
granulomas mistos, onde h&4 uma combinacdo entre fase 1 e fase 2, portanto o encapsulamento
da leséo nao é tdo evidente, apesar da presenca de proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso na
periferia. Nesta fase observa-se de moderada a acentuada proliferacdo de linfocitos,
macrofagos e células epitelioides. A mineralizagdo pode ou ndo estar presente.Nas amostras
com granulomas em diferentes fases, considerou-se o padréo predominante.Os linfonodos que
microscopicamente ndo apresentavam lesbes granulomatosas, foram ainda agrupados em:
outro tipo de lesdo, linfonodos sem lesdes microscopicas ou formacdes cisticas.

Todas as amostras foram submetidas a técnica histoquimica ZN(Luna, 1968)para
detectar BAARe graduadas conforme a quantidade de BAAR por campo de maior aumento
(400x). Grau I: 01 — 10 BAAR, grau II: 11 — 20 BAAR, grau Il (Fig. 1D): acima de 21
BAAR. Devido a baixa quantidade de bacilos, e sua distribuicdo multifocal e irregular no
tecido, todo o corte histolégico foi analisado, sendo levado em conta o campo com maior
quantidade de BAAR. Para a técnica de ZN,a preparacdo das laminas diferenciou-se da
coloracdo de rotina, os tecidos foram cortados em secbes de 3-4 um, intercalando o corte de
blocos com tecido, com blocos apenas de parafina, para evitar a contaminacdo de BAAR entre

as amostras durante a obtencdo da lamina histologica.

IMUNO-HISTOQUIMICA

As amostras graduadas como fase 1,em sua grande maioria, formam pequenos
agregados de macrofagos e linfdcitos, e por ndo apresentarem mineralizacdo evidente e
necrose extensa, foram submetidas a avaliacdo imuno-histoquimica para Circovirus suino tipo
2 (PCV2), enfermidade esta, que deve ser considerada dentre os diagndsticos diferenciais. As
laminas foram desparafinizadas em Xilol 100%, reidratadas em bateria de alcool decrescente,
e utilizou-se anticorpo monoclonal (9H7) contra a proteina codificada pela ORF2 (capsideo)
do PCV2(gentilmente cedido por Fernando Osério, Universidade de Nebraska, Estados
Unidos), na diluigéo de 1:2000(CIACCI-ZANELLAet al., 2006).

ISOLAMENTO DE MICOBACTERIAS
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Para a realizacdo do isolamento de micobactérias, os linfonodos dos animais que eram
provenientes da mesma granja, foram processados como pool, totalizando uma amostragem
final de 399 origens.O isolamento e identificacdo foram realizados conforme OIE (2018), em
instalacdo de biosseguranca nivel-3 (NB3), situado no Laboratério de Sanidade da
EMBRAPA-Suinos e Aves. As amostras foram semeadas em meiosLowenstein-Jensen e
Stonebrink, e incubados em estufa bacteriologica por aproximadamente 60 dias, a uma
temperatura de 37°C. Os meios de cultura semeados foram avaliados quanto a presenca de

coldnias semanalmente.

IDENTIFICACAO DAS MICOBACTERIAS

As amostras que apresentaram col6nias tipicas de Mycobacterium spp., foram
submetidas a técnica de ZN. Apds confirmacdo da presenca de BAAR no esfregaco do
cultivo,foi realizada a extracdo do DNA da coldnia e as amostras foram identificadas pela
técnica da Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR).

As sequéncias dos primers e as condi¢fes de amplificacdo estdo descritos na Tabela 1.
Aamplificacdo do gene alvo dnaJdetecta 19 espécies de micobactérias (TAKEMAKI et al.,
1993), enquanto a amplificacdo delS1245 e 1S901 faz diferencial entre as subespécies
MAA/MASe MAH. Para distin¢do entre as subespécies M. tuberculosis e M. bovis utilizou-se
os primersdesenhados para amplificacdo das regiGes INS e RD4, respectivamente. Como
controles foram utilizados amostras de MAH, MAA, Mycobacterium intracellulare, M. bovis
cepa AN5,M. tuberculosis cepa H37Rv e Mycobacterium avium(M. avium) D4.

HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

De acordo com o conhecimento dos autores, até entdo atécnica de FISH para
Mycobacterium spp em tecido fixado de suinos ndo havia sido descrita. Desta maneira,a
padronizacdo da técnica foi executada de acordo com diversos autores, St. AMANDet al.
(2005a), LEFMANN et al. (2006), PORS et al. (2011); RODRIGUEZ-NUNES et al. (2011)..

As sondas foram obtidas da Sigma-Aldrich, Brasil, e testadas individualmente.



22

Foramelas:MAV515Isu(5°-TGT CCA TGC ATG CGG TTT- 3’ ) e MAC2534lsu (5° -ACG
CCA CTA CACCCC AAA- 37), ambas as sondas com alvo no segmento 23S do rRNA;
MTB770 (5 - CACTATTCACACGCGCGT - 3°), MTBI87 (5° -
TGCATCCCGTGGTCCTATCC - 3’), MTB226 (5° - CCACACCGCTAAAG - 3’) e
EUB338 (5 — CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT - 3”), estas com alvo do segmento 16S do
rRNA. A sonda EUB338detecta uma ampla quantidade de bactérias, por isso € utilizada em
todos os testes para controle da efetividade de permeabilizacdo nos diferentes protocolos
utilizados (St. AMANDet al., 2005a).Em uma primeira etapa, com 0 objetivo de verificar a
viabilidade das sondas (MAV515Isu e MAC2534lsu), a técnica foi executada conforme PORS
et al. (2011) em esfregagos obtidos a partir das col6nias de amostras positivas na técnica da
PCR para M. avium. ApGs obter resultados positivosna FISH do esfregaco, as sondas foram
testadas em linfonodos mesentéricos parafinizados de suinos com lesdo de LG e que
obtiveram PCR positivo no cultivopara M. avium.Foram utilizados como controles negativos
linfonodos mesentéricos de suinossem alteracbes macroscopicas e histopatologicas, sem
deteccdo de BAAR e gque ndo apresentaram isolamento de micobactérias.

Todas as etapas de execucdo da FISH foram realizadas sem incidéncia de luz direta, e
as laminas foram avaliadas em microscépio de fluorescéncia (Observer V1- Zeiss) com filtro

para fluorocromo CY 3 e objetivas com aumento de 40x e 100x.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SAS (SAS INSTITUTE INC,
2002-2012). Foram construidas tabelas de frequéncia e avaliadas as associagcdes entre
variaveis de interesse pelo teste Exato de Fisher. As associa¢fes foram consideradas
significativas sempre que o nivel descritivo de probabilidade do teste foi menor ou igual a
0,05 (P<0,05).
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RESULTADOS

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Dos 637 linfonodos coletados pelo SIF, 613 eram mesentéricos, 20 da regido da
cabeca/papada e quatro linfonodos traqueobrdnquicos. Do total, 542 amostras (85,1%)
apresentaram lesdo de LG no histopatologico. As lesGes granulomatosas foram graduadas em
trés fases, e seus componentes histologicos podem ser verificados na Tabela 2, sendo a fase 0
considerada como as amostras com outro tipo de leséo, linfonodos sem lesdes microscépicas e
formac0es cisticas. A fase 3 foi representada em sua grande maioria por lesfes extensas que
por vezes se coalesciam. Entre as fases 2 (granulomas cléssicos) e 3 (granulomas mistos), 206
(38%) linfonodos apresentaram associagdo entre lesdes, ou seja, mais de um tipo de fase por
amostra.

Entre as categorias de animais(Tabela 3),71,7% (114/159) dos linfonodos de reprodutores
apresentaram lesdo histopatologica em fase 2; 18,87% (30/159) em fase 3 e apenas uma
amostra em fase 1 (0,63%). A fase 2 e 3 em linfonodos de animais terminados apresentaram
prevaléncia semelhante, 41,38% (199/478) e 40,38% (193/478) respectivamente, enquanto
apenas 1,05% (5/478) amostras apresentaram lesdo histopatoldgica em fase 1.

Com relagdo a técnica de ZN realizada em amostra de tecido e a fase da lesdo(Tabela 4),
apenas um linfonodo de seis, com lesdo em fase 1 foi BAAR positivo, sendo classificado
como grau |. Entre os linfonodos com lesdo em fase 2,55,8%(173/310) das amostras foram
positivas para BAAR, com predominio de grau | (107/173), seguido de 22,5% (39/173) grau
Il e 15,6% (27/173) grau Ill. Trés amostras do grupo de linfonodos com lesdes em fase
2foram perdidas, ndo tendo resultado de detec¢do de BAAR. Dos granulomas mistos (fase 3),
73,5%(164/223) foram positivos para BAAR, com predominio de grau | (45,7%) (75/164),
seguido de 28,7% (47/164) grau Il e 25,6%(42/164) das amostras grau Ill.

N&o foram observados bacilos em tecido saudavel, mesmo nas areas adjacentes a
formacéo de granuloma, e a presenca de BAAR se deu em meio a necrose e na periferia da
mineralizacdo, quando esta estava presente. Logo, verifica-se na Tabela 5 que em amostras
com necrose, mineralizacdo e fibrose nos granulomas, o ndmero de BAAR ¢

significativamente maior do que em amostras que ndo apresentam estas lesdes. Ja a presenca
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ou auséncia de células gigantes ndo apresenta diferenca significativa quanto a ocorréncia de
BAAR. Quando comparadas as categorias de animal, os suinos terminados apresentaram mais
resultados BAAR positivos no tecidodo que os reprodutores (Tabela 6).

As lesdes caracterizadas como cisticas, foram um achado casual, estando presentes em 6,1%
(33/542) das lesdes granulomatosas, e em 6,9% (44/637) apareceram como como lesdo Unica
nos linfonodos. Macroscopicamente visualizaram-se lesdes cisticas (Fig. 2A), variando de 0,3
cm a 1,3 cm de diametro, distribuidas de maneira focal a multifocal. As lesbes apresentavam-
se como cavitacOes de diferentes tamanhos no parénguima, sem contedo no seu interior ou
eram preenchidas por dois diferentes tipos de materiais, que por vezes protruiam ao corte. Um
deles translucido e gelatinoso (Fig. 2B), enquanto o outro era brancacento e fridvel (Fig. 2C-
D). Microscopicamente as areas cisticas sao revestidas por um fino endotélio pavimentoso,
preenchidas por discreto a acentuado infiltrado inflamatério linfocitico e histiocitario (Fig.
3A), apresentando &reas de necrose individual, e podendo ou ndo estar associado a material
eosinofilico, amorfo e homogéneo (Foto 3B-3C). Algumas amostras ndo apresentaram
conteddo em seu interior (3D), ou em raros casos,necrose extensa associada a restos celulares.

N&o houve presenca de BAAR nas areas isentas de lesdo, assim como no interior das
lesbes cisticas (Tabela 4), mesmo nas amostras com presenca de leses granulomatosas, e
com presenca de BAAR no interior dos granulomas.

As duas amostras classificadas como outro tipo de leséo (Tabela 4)tinham as seguintes
alteracdes: uma com substituicdo do tecido linfoide por proliferacdo acentuada de tecido
conjuntivo fibroso, sendo essa amostra negativa para IHQ de PCV2; e a outra com linfadenite
piogranulomatosa acentuada e difusa, sem crescimento nos meios para isolamento de

micobactérias.

IMUNO-HISTOQUIMICA

Todas as amostras graduadas como fase 1, foram negativas na imuno-histoquimica
para PCV2.

ISOLAMENTO DE MICOBACTERIAS
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A frequéncia de isolamento de micobactérias foi de 32,08% (128/399), destas 76,56%
(98/128)origensforam positivas para MAH, 1,56% (2/128)origens positivas paraM. bovis
e21,87% (28/128) origens positivas apenas para 0 @género Mycobacterium spp., ndo
pertencendo as espécies investigadas. Dez origens apresentaram crescimento nos meios
utilizados para isolamento de micobactérias, porém foram PCR negativas para
Mycobacterium spp. Do total, 261 origens(65,41%) ndo apresentaram crescimento nos meios
de cultivo. A interpretacdo da tipificacdo dos isolados por PCR estad demonstrada na Tabela 7.

A distribuicdo das micobactérias identificadas de acordo com o estado de origem da
amostra estd demonstrada na Tabela 8, e a distribuicdo espacial por municipio naFigura 4.As
duas origens positivas para M. bovis foram coletadas no mesmomatadouro-frigorifico, porém
pertenciam a granjas localizadas em municipios distintos. Uma das amostras positivas era de
linfonodo traqueobrénquico e a outra de linfonodo mesentérico. Todas as origens dos estados
do Mato Grosso do Sul e do Mato Grosso, foram negativas no isolamento e identificagdo de
micobactérias, porém o numero de granjas quando comparado aos demais estados foi baixo,
0,75% (3/398) e 1,0% (4/398), respectivamente. Na Tabela 9 observa-se que houve
associacdo significativa (p<0,0001), pelo teste Exato de Fisher, entre os resultados de
isolamento microbiol6gico e a categoria de animal, sendo que o0s suinos terminados
apresentaram 46,69% (120/257) das origens positivas para micobactérias e reprodutores
apenas 5,63% (8/142).

Para testar a associacdo entre resultados histopatologicos e de identificacdo de
micobactérias, foram utilizadas apenas as amostras processadas individualmente no
isolamento de micobactérias, totalizando 310 amostras.Ao correlacionar os resultados da
técnica de ZN no tecido com os da identificacdo das micobactérias por PCR, o total de
amostras foi de 307, trés amostras do ZN no tecido foram perdidas. Quandofoi relacionado o
resultado da identificacdo de micobactérias com a presenca de BAARNo tecido (Tabela 10),
observou-se que em 71,7% das amostras positivas paraMAH e 75% das amostras positivas
paraMycobacterium spp., houve deteccédo de BAAR no tecido, enquanto que apenas uma (1/3)
amostra positiva paraM. bovis foi BAAR positiva. Ao associar a classificacdo de lesdes no
exame histopatologico com a identificacdo das micobactérias (Tabela 11), observou-se que 0s
granulomas mistos (fase 3)apresentaram maior frequéncia de amostras positivas para

micobactérias em comparacdo com os granulomas cléssicos (fase 2). Cinco amostras que ndo
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apresentaram nenhum tipo de lesdo histopatolégica e uma amostra com lesdo apenas cistica
foram positivas para MAH. Isto se justifica, pois estas amostras enviadas para isolamento de
micobactérias, ao contrario das amostras enviadas para a patologia, possuiam lesdo

granulomatosa macroscopica.

HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

N&o houve marcacdo fluorescente compativel com micobactérias em nenhuma das
sondas utilizadas. Contudo, observou-se intensa fluorescéncia inespecifica, nas areas de
mineralizacdo e no interior do citoplasma de alguns macrofagos, estes localizados

principalmente, circundando a les&o.

DISCUSSAO

Do total de linfonodos coletados pelo SIF por apresentarem lesdes macroscépicas de
linfadenite, em 85,1% foram confirmadas lesdes histopatoldgicas compativeis com LG.
Demostrando valor preditivo positivo alto da avaliagdo macroscépica realizada na linha de
inspecdo. Esses resultados sdo proximos aos estudos realizados anteriormente por Ferreira
Neto et al. (1989) e Morés et al. (2007), que demonstraram garantia de 100% e 90,3%,
respectivamente, entreexame macroscopico e histopatoldgico.

A principal rota de infecgdo das micobactérias em suinosé via fecal-oral (MORESet
al., 2007, AGDESTEINet al., 2012). Uma vez no limen intestinal ndo esta clara a patogénese
da infeccdo, contudo sabe-se que 0 MAC é capaz de invadir a parede intestinal ao se ligar a
enterécitos e provavelmente a células M (MAPOTHER; SANGER, 1984;INDERLIED;
KEMPER; BERMUDES, 1993; SANGARI et al., 2001; STROMEVORA; FALDYNA,
2018).A invasdo das micobactérias para o interior dos macréfagos ocorre apds a transposicao
das barreiras fisicas intestinais (STROMEVORA; FALDYNA, 2018) e é mediada por
diferentes mecanismos, como a ligacdo a opsoninas: CR3 e a fibronectina (BERMUDEZet al.,
1991). Apesar da capacidade das micobactérias em sobreviver no interior dos
macrofagos(BERMUDEZ et al., 2000; FERRAZ et al., 2006),a disseminacdo do patdgeno

para os linfonodos periféricos,ocorre através das células dendriticas que se deslocam até estes
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sitios para a apresentacdo de antigenos (WOLFet al., 2007), sendo que a participacdo dos
macrofagos nesse transportendo esta esclarecida(ORME; BASARABA, 2014).

A diversidade nas caracteristicas das lesdes histopatoldgicas deLG em suinos ja €
descrita na literatura (HIBIYA et al., 2008; ANDREAZZA et al., 2015), e também foi
demonstrada no presente estudo. Acland&Whitlock(1986) demonstraram em suinos
inoculados via oral com M. avium, a progressdo de lesdes granulomatosas, iniciando com
agregados de células epitelioides e evoluindo para granulomas mineralizados e bem
encapsulados. Sabe-se que lesdes macroscopicas sdo verificadas apds dois meses da
inoculagcdo, assim como a formacdo de granulomas encapsulados ocorrem a partir da
18%emana pos-inoculacdo (ACLAND; WHITLOCK, 1986). A definicdo da época em que
ocorreu o0 contato com o patdégeno € complexa em animais naturalmente infectados (HIBIYA
et al., 2008), porém levando em conta o tempo necessario para o desenvolvimento das lesGes
e a idade de abate dos animais, supde-se que a infecgdo deva ocorrer nas primeiras fases da
criacdo: maternidade, creche e inicio de terminacdo. Neste estudo a associacdo entre
diferentes fases de lesGes foi recorrente e apesar da fase 1 ser considerada a lesdo inicial, ndo
estd bem claro se a fase 3 € a progressao da fase 2, ou vice-versa.

A categoria animal de reprodutores apresentou predominio de lesdes em fase
2(granulomas  classicos), enquanto suinos terminados apresentaram  frequéncias
semelhantesde lesbes em fase 2 (granulomas cléssicos) e fase 3 (granulomas mistos). Em
ambos 0s casos a quantidade de amostras com lesdo em fase 1 foi menor.Associado a estes
resultados, a porcentagem de amostras de reprodutores em que houve deteccdo de BAAR no
tecido e/ou foram positivos no isolamento de micobactérias, foi inferior ao encontrado em
terminados. A formag¢ao do granuloma é um mecanismo do hospedeiro para “aprisionar” o
patdgeno e conter a infeccdo (ORME; BASARABA, 2014) e a principal forma de
apresentacdo da LG em suinos é subclinica, com escassos relatos de cepas MAC mais
virulentas,causando desordens reprodutivas (ELLSWORTH et al., 1979; WELLENBERG et
al., 2010; EISENBERG et al., 2012).Desta forma, € sugerido que animais mais velhos por
apresentarem lesbes granulomatosas organizadas (granulomas classicos) emenor quantidade
de amostras BAAR positivas e isolamento de micobactérias, conseguem consequentemente
conter o patogeno. Uma proxima etapa seria caracterizada pela degeneracdo do granuloma e
posterior resolucéo da lesio (MORES; OLIVEIRA, 2007; ORME; BASARABA, 2014).
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O infiltrado composto por eosinofilos foi observado em todas as fases, assim como
relatados por outros autores (HIBIYA et al., 2008, ANDREAZZA et al.,, 2015). A
interpretacdo desse infiltrado deve levar em consideracdo que em suinos este tipo celular é
mais frequentemente observado. Células gigantes sdo mais observadas em granulomas
imaturos (ACLAND; WHITLOCK, 1986; HIBIYA et al., 2008), porém devido ao baixo
namero de amostras em fase 1, que caracteriza o inicio do granuloma, € dificil afirmar que o
mesmo ocorreu neste estudo.

No tecido corado pela técnica de ZN, houve a deteccdo de BAAR na grande maioria
das amostras em que houve isolamento de MNT, porém em apenas uma (1/3) das amostras
com isolamento deM. bovis, demostrando que resultados negativos no ZN, ndo descartam a
LG causada pelo género Mycobacterium. Resultados semelhantes foram relatadosem estudo
conduzido na Republica Checa, no qual micobactérias foram isoladas a partir de 16% das
amostras (289/1852) que foram ZN negativas(SHITAYE et al., 2006). Na medicina humana
ha, também, relatos de cultivo positivode M. tuberculosis em amostras que apresentavam
esfregaco de escarro ZN negativo (RASOOL et al., 2019). Apesar da diferenca na deteccdo de
BAAR entre amostras CMtbe MNT descritas na literatura (ANDREAZZA et al.,
2015;CASWELL; WILLIANS, 2016), a técnica de ZN por si sO, ndo é capaz de definir entre
as espécies de micobactérias envolvidas (POLACEK; ALEKSIC-KOVACEVIC, 2016).

Das amostras de tecido positivas para BAAR, em 60,47% ndo houve isolamento ou
foram negativas na PCR para Mycobacterium spp. Esse resultado pode ser justificado pela
etapa de descontaminacdo das amostras que antecede o isolamento bacterioldgico e utiliza
hidréxido de sédio (NaOH), que é toxico para algumas micobactérias contribuindo para a
diminuicdo de bactérias vidveis para posterior crescimento e multiplicacdo nos meios de
cultivo (BRASIL, 2010). Além disso, neste estudo as amostras para cultivo e isolamento
foram enviadas e processadas separadamente das amostras enviadas ao setor de patologia,
logo, a quantidade de material assim como a presenca, auséncia ou tamanho da lesdo variaram
para ambas as técnicas. A coloracdo de ZN, por sua vez, ndo é especifica apenas para
micobactérias, podendo serpositiva para outrasbactérias alcool-acido resistentes, como por
exemplo, Rhodococcus equi (SPILIOPOULOU et al., 2014; POLACEK; ALEKSIC-
KOVACEVIC, 2016).

Estudo realizado anteriormente (ANDREAZZA et al., 2015) encontrou abundante

guantidade de BAAR livres em areas de necrose, sendo este achado semelhante ao encontrado
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neste estudo. Além da necrose, a presenca de componentes como mineralizacdo e fibrose
também favoreceram a detec¢do de BAAR(Tabela 5).

As lesbes cisticas encontradas nos linfonodos sdo compativeis com achados
observados em camundongos idosos. Essas lesfes sdo caracterizadas por seios dilatados ou
cisticos no parénquima linfoide,e denominadas de linfangiectasia ou ectasia de seio linfatico.
Sao descritas como areas cisticas revestidas por endotélio linfatico, por vezes, preenchida por
material eosinofilico/anfofilico amorfo, podendo ou ndo conter linfocitos, macréfagos e
células plasmaticas associadas. A linfangiectasia nestes animais é encontrada principalmente
em linfonodos mesentéricos e mediastinais (ELMORE, 2006).Em suinos, lesbes cisticas
foram encontradas em animaisinoculados com MAAcomo lesdo Unica (8/10) ou em associacdo
com lesdo granulomatosa (2/10), porém sem descricdo histopatoldgica e definicdo de
origem(AGDESTEIN et al., 2012). Neste mesmo experimento o conteddo no interior dos
cistos demonstrou ser estéril no exame bacteriol6gico, exame este ndo realizado neste estudo.
De qualquer forma ndo foram detectados BAAR no interior de nenhuma dilatagdo, assim
como nenhuma das amostras que apresentaram lesGes apenas cisticas na macroscopia e
histopatologia, foi identificadoMycobacterium spp.na PCR. Néo foi possivel atribuir a causa
dos cistos, nem sua correlagdo com as micobactérias, porém a semelhanca dos achados
microscopicos com os da literatura (ELMORE, 2006) sugere que sejam é&reas de
linfangiectasia.

Neste estudo, MAH foi a subespécie mais diagnosticada como agente etioldgico das
LG, confirmando esta subespécie como a mais prevalente na populacdo suina (MIJS et al.,
2002; JOHANSEN et al., 2007; DOMINGOS; AMADO; BOTELHO, 2009; AGDESTEIN et
al., 2012). Deteccdo de MAH em fezes de suinos ja foi relatada em animais de
experimentacdo assim como naturalmente infectados (AGDESTEIN et al., 2012,
AGDESTEIN et al., 2014), fortalecendo a hip6tese da transmissdo fecal-oral entre animais e
tornando esta forma de transmiss@o importante para justificar a permanéncia e a prevaléncia
da subespécie nas granjas suinas. Além do que, entre as subespécies de M. avium, oMAH
apresenta maior habilidade de se replicar no meio ambiente e desta forma,é considerada a
verdadeira subespécie ambiental do M. avium (TURENNE; WALLACE; BEHR, 2007,
AGDESTEIN et al., 2012). Neste estudo ndo foram detectados isolados positivos para MAA,
demonstrando que a epidemiologia da doenca ainda é pouco conhecida, uma vez que, apesar

do desenvolvimento da suinocultura nos ultimos anos, é frequente o contato dos suinos com
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aves e excretas de aves, consideradas importantes reservatérios do agente (DHAMA et al.,
2011).

Estudo realizado em Portugal demonstrou diferentes cepas de MAH na mesma granja,
sugerindo que haveria mais de uma fonte de infeccdo nestas producbes (DOMINGOS;
AMADO; BOTELHO, 2009). Na Dinamarca, em um surto de ordem reprodutiva, MAH foi
encontrada na &gua, porém sem dados relevantes para considerar esta a fonte responsavel
pelainfeccdo dos animais (EISENBERG et al., 2012). Este estudo ndo pesquisoua origem da
contaminacdo nas granjas positivas para MAH.

Dentre os agentes envolvidos na tuberculose, 0 M. bovis é o patdgeno responsavel pela
tuberculose zoonotica (CARDOSO, 2009). Na analise qualitativa de risco este agente foi
considerado de baixo risco, devido a baixa frequéncia de ocorréncia(COSTA et al., 2017).
Essa classificacdo foi corroborada pelos achados deste estudo, onde apenas em duas origens
(1,56%) houve isolamento deM. bovis. Criagdes ao ar livre, ma qualidade de biosseguranca
(BAYLEet al., 2013),alimentacdo a base de residuos alimentares, ou subprodutos de bovinos,
como soro de leite sdo fatores que aumentam a vulnerabilidade dos suinos ao
patdgeno(SCHWARZ et al., 2002; MORES et al., 2007; CARDOSO, 2009). Neste estudo, as
granjas positivas para M. bovis apresentam criacdo concomitante de bovinos de leite, porém
ndo foram registradas evidéncias da fonte de infeccdo, assim como ndo havia registro de
tuberculose em bovinos dessas propriedades.BAYLE et al. (2013) encontraram as mesmas
cepas de M. bovis em suinos e bovinos, apesar do contato entre essas duas espécies ser pouco
observado. Apesar da ndo identificacdo da origem da infeccdo nas granjas deste estudo,
sugere-se que o contato préximo com bovinos seja a fonte provavel para a contaminacao dos
suinos.

As origens positivas apenas para 0 género Mycobacterium spp.podem incluir as
subespécies menos comuns de micobactérias ndo-tuberculosas (MNT)e que vém sendo
identificadas em linfonodos e fezes de suinos (AGDESTEIN et al., 2014). Uma vez que ndo
avaliamos as subespécies de MNT atipicas envolvidas na amostragem, futuros estudos devem
abordar esse tema, dado que esse grupo representou 21,87% (28/128) do total dos isolados.

Resultados negativos na FISH podem ser justificados por algumas mudancas nas
caracteristicas e no metabolismo das micobactérias quando no interior dos granulomas. A area
central de necrose cria um ambiente hipdxico e com falta de nutrientes, sugerindo diminuicao

do metabolismo da bactéria e, consequentemente, diminuicdo da quantidade de RNA
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ribossomal (RNA) a um limite abaixo do detectado pela técnica. Sugere-se ainda que o
ambiente hipdxico estimule o aumento da espessura da parede celular, dificultado a
penetracdo da sonda na célula(RYAN et al, 2010;SAKAMOTO, 2012). A mineralizacdo
presente nas amostras deste estudo, também foi fator negativo para leitura da técnica, devido a
acentuada deposicgdo inespecifica de fluorescéncia nesse material (BOREKCI; LEE, 2016).
Para que ocorra a diminui¢do da frequéncia de LG nos frigorificos medidas a campo
devem ser tomadas. Apenas a eliminacdo dos reprodutores ndo é suficiente no controle da
doenca, uma vez que é necessario conhecer a fonte de contaminacgédo, além de minimizar os
fatores que favorecem a manutencdo do agente no rebanho. A limpeza e desinfeccdo das
baias, além da utilizagdo de desinfetantes, como produtos a base de fenol, hipoclorito de
s6dio(MCDONNELL; RUSSEL et al., 1999; HERNANDEZ et al., 2003)e &4cido peracético
(MORATO F., 2007) sédo praticas importantes na eliminacdo da contaminacdo residual entre
lotes.Estudos realizados por outros autores (SILVA et al., 2001; AMARAL et al., 2004)
demonstram que os fatores de risco associados a ocorréncia das micobacterioses estdo
intimamente relacionados com limpeza, desinfeccdo e biosseguridade das granjas. Dentre
alguns fatores estdo higiene dos comedouros, bebedouros, tratamento da agua fornecida aos
animais, piso ripado, controle do contato dos suinos com outros animais, vertebrados e
pequenos mamiferos, os quais podem atuar como vetores (FISCHER et al., 2000; FISCHER
et al., 2001; SILVA et al., 2001; FISCHER et al., 2003; AMARAL et al., 2004; FISCHER et
al., 2004a; FISCHER et al., 2004b). O foco € atuar nas unidades produtivas para reduzir a
ocorréncia da doenca de forma que seja considerada um risco negligenciavel para saude

publica.

CONCLUSAO

Este artigo demonstra a prevaléncia da subespécie MAH como principal agente
envolvido na LG em suinos no Brasil. Limitagbes encontradas no diagnostico de
micobactérias foram demonstradas neste estudo, assim como ndo se obteve sucesso na
padronizacdo da técnica de FISH em tecido linféide parafinizado de suinos com linfadenite
granulomatosa. Apesar da prevaléncia de micobactérias ndo-tuberculosas, e o diagndstico de

apenas duas origens positivas para M. bovis, estes resultados ficam a disposi¢ao para serem
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utilizados em analises de risco, para subsidiar politicas publicas relacionadas a inspe¢do assim

como programas de vigilancia de tuberculose suina.



Tabela 1. Primers utilizados para identificacdo de micobactérias.
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Primers Sequéncia Tfamanho do Referéncia
ragmento
5. GGG TGA CGC GAC ATG GCC CA -3
DNAJ oAl abtival fag o 236pb (TAKEWAKI et al., 1993)
151245 5'- GCC GCC GAA ACG ATC TAC- 3 427pb (GUERRERO et al., 1995)
3- AGG TGG CGT CGA GGA AGAC -5
M IS901F 5’- GGATTGCTAACCACGTGGTG -3’
15901 1M 1S901R 3'- GCGAGTAGCTTGATGAGCG -5’ S77pb | (MORAVKOVA etal., 2008)
INS | INS15'- CGTGAGGGCATCGAGGTGGC - 3 245pb | (VAN EMBDEN et al., 1993)
INS2 3'- GCG TAGGCGTCGGTGACAAA -5
~D4 5> AACGCGACGACCTCATATTC 3 4006 (SALES et al, 2014)

3> AAGGCGAACAGATTCAGCAT 5’
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Tabela 2. Distribuicdo dos tipos de lesdes encontradas em funcéo da fase histopatoldgica.

Tipo de leséo o> 1 Fase > 3 p*
NUmero de amostras 95 6 313 223

Necrose 2(2,11)* 6(100,00)® 313(100,00)® 223 (100,00)® <0,0001
Mineralizagdo 2(2,11)* 0(0,000® 307 (98,08)> 216 (96,86)° <0,0001
Fibrose 1(1,05% 1(16,67)% 311(99,36)® 219 (98,21)® <0,0001
Linfocitos 2(2,11)* 6(100,00) 261 (83,39)¢ 218(97,76)° <0,0001
Neutrofilos 1(1,05)2 0 (0,00)%*° 20 (6,39)"° 30 (13,45)¢  0,0006
Eosinofilos 1(1,05)% 4(66,67) 128 (40,89)® 156 (69,96)¢ <0,0001

CélulasGigantes 1(1,05)2 2(33,33) 84(26,84)" 103 (46,19)¢ <0,0001

* Nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher;

** Sem lesdes microscdpicas, outro tipo de lesdo e lesbes cisticas.

Valores seguidos por letras distintas nas linhas diferem significativamente pelo teste Exato de
Fisher (p=<0,05).

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Tabela 3. Distribuicdo do tipo de lesdo histopatoldgica (fase) de acordo com a categoria
animal.

Fasehistopatoldgica NUmero
Categoria animal de p*
0 1 2 3 amostras
Reprodutor 8.81 0.63 71.70 18.87 159
Terminado 16.95 1.05 41.63 40.38 478 <0,0001
Total 95 6 313 223 637

* Nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher.
Fonte: elaborado pela autora, 2019
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Tabela 4. NUmero de amostras e porcentagens de animais positivos para Ziehl-Neelsen (ZN)
em func&o do tipo de lesdo histoldgica principal.

Tipo de les&o principal NUmero de amostras % amostras ZNpositivos
Fase 1 - Reagdo exsudativa com células 6 16.67 (1/6)
epitelioides

Fase 2- Granuloma classico 310 55.81°(173/310)
Fase 3 - Granulomas misto 223 73.54°(164/223)
Outro tipo de lesdo 2 0.00%
Semlesdomicroscépica 49 0.00%
LesOescisticas 44 0.00°

Nivel descritivo de probabilidade do teste <0,0001

Exato de Fisher

®bporcentagens seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Exato de
Fisher (p<0,05).
Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 5. Distribuicdo da quantificacdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) na
coloragéo de tecidos por Ziehl-Neelsen (ZN)de acordo com a presenca ou auséncia de tipos de
leses histopatologicas.

Caracteristicasdas Classificacdo do Ziehl-Neelsen, % NUmerode

lesbes Negativo I 1 i amostras P
Necrose <0,0001
Negativo ~ 100.00 0.00 0.00 0.00 93
Positivo ~ 37.52 33.83 15.90 12.75 541
Mineralizagdo <0,0001
Negativo  97.32 0.89 0.89 0.89 112
Positivo ~ 35.82 34.87 16.28 13.03 522
Fibrose <0,0001
Negativo  97.14 1.90 0.00 0.95 105
Positivo  36.67 34.22 16.26 12.85 529
CélulasGigantes 0.3471
Negativo ~ 48.99 27.64 13.03 10.34 445
Positivo ~ 41.27 31.75 14.81 12.17 189

* Nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher.
Legenda - Grau I: 01 — 10 BAAR, grau Il: 11 — 20 BAAR, grau Ill: acima de 21 BAAR.
Fonte: elaborado pela autora, 2019

Tabela 6. Distribui¢do da analise quantitativa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) pela
técnica histoquimica de Ziehl-Neelsen (ZN) de acordo com a categoria animal.

ZiehlNeelsen, % NUmero
Categoria animal . de p*
Negativo I I Il amostras
Reprodutor 53.50 34.39 8.28 3.82 157
Terminado 44.44 27.04 15.30 13.21 477 <0,0001
Total 46,69 28,86 13,56 10,88 634

* Nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher.
Fonte: elaborado pela autora, 2019
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Tabela 7. Resultado do isolamento e identificacdo de micobactérias por origem de amostras de linfonodos de suinos abatidos.

Primers Numero de origens
DNAJ 1S1245 1S901 INS RD4
Mycobacterium spp. + - - - - 28
MAA/MAS + + + - - 0
MAH + + - - - 98
M. bovis + - - - + 2
M. tuberculosis + - - + - 0
Negativo para Mycobacterium spp. - NR* NR NR NR 10
Sem isolamento NR NR NR NR NR 261
Total de amostras 399

*NR: néo realizado.

Legenda — MAA = Mycobacterium avium avium, MAS = Mycobacterium avium silvaticum, MAH = Mycobacterium avium hominissuis, M. bovis
= Mycobacterium bovis, M. tuberculosis =Mycobacterium tuberculosis, (+) = positivo, (-) = negativo.

Fonte: elaborado pela autora, 2019
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Tabela 8. Distribuicdo dos resultados de isolamento e identificacdo de micobactérias de
acordo com a localizagéo estadual da granja.

Estado de Micobactériasidentificadas, % .
X ; . . Total de origens
Origem MAH Mycobacterium spp. M. bovis Negativo
GO 01(10.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 09 (90.00) 10
MG 13(18.06) 11(15.28) 0(0.00) 48(66.67) 72
MS 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00) 03(100.00)
MT 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00) 4(100.00) 4
PR 17 (31.48) 06 (11.11) 0 (0.00) 31 (57.41) 54
RS 15 (28.30) 06 (11.32) 02 (3.77) 30 (56.60) 53
SC 42 (24.85) 05 (2.96) 0 (0.00) 122 (72.19) 169
SP 09 (27.27) 0 (0.00) 0 (0.00) 24 (72.73) 33

Legenda — MAH = Mycobacterium avium hominissuis, M. bovis = Mycobacterium bovis, GO
= Goias, MG = Minas Gerais, MS = Mato Grosso do Sul, MT= Mato Grosso, PR = Parana,
RS = Rio Grande do Sul, SC = Santa Catarina, SP = Sdo Paulo.

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Tabela 9. Distribui¢do de micobactérias em fungéo da categoria animal.

Micobactériasidentificadas, %

Categoria Mvcobacterium Namero de p
animal MAH y Spp M. bovis  Negativo amostras
Reprodutores 4.93 0.70 0.00 94.37 142

Terminado 35.41 10.51 0.78 53.31 257 <0.0001
Total 24.56 7.02 0.50 67.92 399

* Nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher.
Legenda — MAH = Mycobacterium avium hominissuis, M. bovis = Mycobacterium bovis.
Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 10. Nimero de amostras e porcentagens de animais positivos para bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR) na técnica histoquimica de Ziehl-Neelsen (ZN), em func¢do do resultado
por animal do resultado da PCR das micobactérias isoladas. Porcentagens de isolamentos em
amostras negativas e positivas para bacilos &lcool-acido resistentes (BAAR) na técnica

histoquimica de Ziehl-Neelsen (ZN).

Nivel descritivo

Resultado PCR/ Ziehl-Neelsen no tecido de o
g L. Total probabilidade
(I:stg:?gentomlcoba Estatistica — m—— do test(_e Exato de
Fisher
n 15 38 53
MAH?2 % da linha 28.30 71.70
% da coluna 8.43 29.46
Mycobacterium n 4 12 16
Spp. % da linha 25.00 75.00
' % da coluna 2.25 9.30
n 2 1 3
M. bovis ® % da linha 66.67 33.33
% da coluna 1.12 0.78
n 157 78 235
Negativo® % da linha 66.81 33.19
% da coluna 88.20 60.47
n 178 129 307
Total % da linha 57.98 42.02 <0,0001

®bResultados microbioldgicos seguidos por letras distintas diferem significativamente pelo

teste Exato de Fisher (p<0,05).

Legenda — MAH = Mycobacterium avium hominissuis, M. bovis = Mycobacterium bovis, n =

namero de amostras.
Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 11. Micobacteérias isoladas em fungdo do tipo de lesdo histoldgica principal.

Micobactériasidentificadas, % )
Ndmero de

Mycobacterium p*

Tipo de leséo principal M. bovis  Negativo amostras

MAH

Spp
Fase 1% 33.33 0.00 0.00 66.67 3
Fase 2 @ 13.53 4.12 0.00 82.35 170
Fase 3° 27.91 10.47 3.49 58.14 86
Outro tipo de lesdo® 0.00 0.00 0.00 100.00 2
Sbemleséomicroscc')pica 19.23 0.00 0.00 80.77 26
a
Les&ocistica? 4.35 0.00 0.00 95.65 23 <0,0001

* Nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher.

Tipos de lesdo principal seguidos por letras distintas nas linhas diferem significativamente
pelo teste Exato de Fisher (p<0,05).

Legenda — MAH = Mycobacterium avium hominissuis, M. bovis = Mycobacterium bovis, Fase
1 = reacdo exsudativa com células epitelioides, Fase 2: granulomas classicos, Fase 3:
granulomas mistos.

Fonte: elaborado pela autora, 2019.



Fig. 1. Classificacdo histolégica das lesGes granulomatosas em linfonodos de suinos. (A)
exemplos de granulomas em fase 1, caracterizados por reacdo granulomatosa, nao
encapsulada. Estes granulomas ndo apresentam &rea central de necrose, tampouco
mineralizacdo (linfonodo mesentérico, HE); (B) exemplo de granuloma em fase 2 ou
granuloma classico, caracterizado por area central de necrose e na periferia capsula de tecido
conjuntivo fibroso evidente. A mineralizagdo € observada em meio & necrose caseosa
(linfonodo mesentérico, HE); (C) exemplo de granuloma em fase 3 ou granuloma misto.
Inflamacdo granulomatosa acentuada, com area central de necrose caseosa associada a
mineralizacdo focal moderada, além de proliferagdo multifocal discreta de fibroblastos em
meio ao granuloma (linfonodo mesentérico, HE), (D) exemplo de classificacdo em grau Ill,
bacilos alcool-acido resistentes dispersos em meio a area de necrose caseosa, no interior de
granuloma (linfonodo mesentérico, Ziehl-Neelsen).
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Fig. 2. LesOes cisticas em linfonodos mesentéricos de suinos. (A) Leséo cistica de 0,7 cm de
diametro (seta), (B) ao corte o contelido € gelatinoso e translucido (seta), (C-D) leséo cistica,
contendo em seu interior material brancacento e friavel (seta).



Fig. 3. Caracterizacdo histologica das lesdes consideradas macroscopicamente como lesdes
cisticas, encontradas em linfonodos mesentéricos de suinos com suspeita de linfadenite
granulomatosa. (A) Area cistica revestida por um fino endotélio pavimentoso (seta), e
preenchida por acentuada quantidade de linfécitos, e raros macrofagos (linfonodo
mesentérico, HE); (B) é&rea cistica preenchida por moderado infiltrado inflamatorio de
linfécitos e em menor quantidade macréfagos, em meio a moderada quantidade de material
eosinofilico amorfo. Observa-se ainda necrose individual de células inflamatérias (linfonodo
mesentérico, HE); (C) extensa area cistica preenchida por acentuada quantidade de material
eosinofilico amorfo, associado a discreta quantidade de linfocitos e macréfagos (linfonodo
mesentérico, HE) e (D) exemplo de area cistica sem contetdo no seu interior (linfonodo
mesentérico, HE).
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Figura 04. Distribuicdo espacial da identificacdo de micobactérias, por municipio.
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CONSIDERACOES FINAIS

Conclusoes:

1. Dos linfonodos coletados nos frigorificos 85,1% apresentardo lesdo histopatologica
compativel com LG, Demostrando valor preditivo positivo alto quando comparado
avaliacdo macroscdpica realizada na linha de inspe¢do e o exame histopatoldgico.

2. O Mycobacterium aviumhominissuis € a principal subespécie de micobactérias envolvidas

na linfadenite granulomatosa em suinos no Brasil.

3. A taxa de isolamento de micobactérias foi de 32,08% (128/399), destas 98 (76,56%)
origens foram positivas para Mycobacterium avium hominissuis (MAH), duas (1,56%)
origens positivas para Mycobacterium bovis (M. bovis), 28 (21,87%) origens positivas para

0 género Mycobacterium spp.

4. Bacilos-alcool acido resistentesforam observados em 71,7% das amostras com
identificacdo de MAH, em 75% das amostras com identificacdo de Mycobacterium spp.e

em um tergo das amostras com identificagédo de M. bovis.

5. Das amostras positivas para BAAR no tecido, 60,47% ndo tiveram isolamento ou foram

negativas na identificacdo pela técnica da PCR para Mycobacterium spp.

6. Os protocolos testados para a técnica de Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH) em
tecidos linfoides parafinizados de suinos foram negativos.

7. Acontinuidade da inspecdo em busca de lesdes de linfadenite granulomatosa suina deve ser

aconselhada ao Servico de Inspecao Federal Brasileiro.

Propostas de projetos futuros:
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. Desenvolver uma técnica diagnéstica para micobactérias mais simples, rapida e sensivel,;

evitando o isolamento, e preferencialmente utilizando tecidos parafinizados.

. Identificar quais sdo as subespécies de micobactérias atipicas envolvidas na linfadenite

granulomatosa em suinos no Brasil.

. Verificar se existe correlacdo genética entre cepas de MAH isoladas neste estudo.

. Pesquisar se ha relacdo genética entre cepas de micobactérias encontradas em suinos e

humanos no Brasil.

. Pesquisar quais sdo as principais fontes de infecgdo dos suinos nas granjas.
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