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APRESENTACAO

A obra “Aspectos Epidemioldgicos de Patologias” aborda uma série de livros de
publicacdo da Atena Editora. Em seu volume V, apresenta em seus capitulos, aspectos
epidemioldgicos de patologias analisados em algumas regides brasileiras.

A Patologia é a ciéncia que envolve o estudo das alteragdes estruturais,
bioguimicas e funcionais nas células, tecidos e 6rgaos. O objetivo de estudar essa area
é analisar as alteracbes dos sistemas organicos provocadas por uma enfermidade. E
uma area abrangente e complexa que engloba diversos aspectos como a fisiologia,
microbiologia, imunologia, analise molecular, entre outros; na tentativa de elucidar a
etiologia, sinais e sintomas manifestos, fornecendo suporte para o tratamento.

Esse ramo da ciéncia engloba todos os seres vivos, em suas respectivas
peculiaridades fisioldgicas, fornecendo suporte ndo somente para compreensao das
manifestagbes em humanos, como em animais e plantas também. O intuito deste
compilado de artigos € inter-relacionar o desenvolvimento cientifico e profissional com
a divulgacéo dos estudos realizados na area.

A obra é fruto do esforco e dedicagcao das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacdo de
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma
vis&o geral e regional das doencas tropicais e inspirar os leitores a contribuirem com
pesquisas para a promog¢ao de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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CAPITULO 9

MICOBACTERIAS EM BOVINOS

RESUMO: O género Mycobacterium
compreende mais de 180 espécies e sub-
espécies de micobatérias as quais dividem nos
trés grupos: o Mycobacterium leprae, causando
a hanseniase; as Micobactérias nao causadoras
de Tuberculose (MNT), as quais causam as
micobacterioses; o Complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), causando a Tuberculose
(TB). Estesdois ultimos grupos estao associados
a micobacterioses e a TB bovina (TBb),
respectivamente. Neste capitulo apresentamos
uma revisao sobre o mercado da carne bovina,
as caracteristicas do género Mycobacterium e
do CMTB, incluindo a taxonomia dos agentes
micobacterianos, bem como o0s aspectos da
TBb quanto ao seu histérico, epidemiologia,
patogenia, clinica e diagndstico. Além disto,
também é discutido o avanco tecnolégico
aplicado na area biomédica, que tem permitido
o desenvolvimento de técnicas (de genotipagem
e 0 Sequenciamento de Nova Geracéo -SNG)
que auxiliam no diagnoéstico, em estudos
epidemioldgicos, na compreensao da patologia,
dos aspectos genéticos parasita-hospedeiro e
das relagbes filogenéticas entre as espécies
do CMTB, e na identificacdo de marcadores
moleculares para diferenciacdo das espécies
micobacterianas.
PALAVRAS-CHAVE:
tuberculose; bovino

micobactéria;
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ABSTRACT: The genus Mycobacterium comprises more than 180 species and sub-
species of mycobacteria, which are divided into three groups: Mycobacterium leprae,
causingleprosy;Non-Tuberculosis (NTM)Mycobacteria, whichcauses mycobacterioses;
and the Mycobacterium tuberculosis Complex (CMTB), causing Tuberculosis (TB).
These last two groups are associated with mycobacterioses and bovine TB (TBb),
respectively. In this chapter we present a review on the beef market, the characteristics
of the genus Mycobacterium and CMTB, including the taxonomy of mycobacterial
agents, as well as aspects of TBb regarding their history, epidemiology, pathogenesis,
clinical and diagnosis. Moreover, we also discuss about the technological advance
applied in the biomedical area which has allowed the development of techniques (of
genotyping and the Next-Generation Sequencing-NGS) that aid in the diagnosis, in
epidemiological studies, in the understanding of the pathology and of the genetic
aspects host-parasite, which evidenced new knowledge applied to the phylogenetic
relationships between CMTB species, and molecular markers for differentiation of
mycobacterial species.

KEYWORDS: mycobacteria; tuberculosis; bovine

11 CADEIA DE PRODUCAO BOVINA

A bovinocultura de corte se destaca no contexto social como a principal
fornecedora de proteina de origem animal para a populagao, € no contexto econémico,
como fonte de matéria-prima para a industria com cerca de 49 segmentos industriais
que dependem diretamente dos subprodutos bovinos (PEREIRA et al., 2017).

O maior rebanho bovino do mundo encontra-se na india, com aproximadamente
303,35 milhdes de cabecas em 2017, o qual equivale a 30,39% do rebanho mundial,
ficando o Brasil em segundo lugar com 226,03 milhdes de cabecas, equivalendo a
22,64% do total mundial. Apesar dos Estados Unidos ser o quarto pais em maior
quantidade de gado do mundo, € o maior produtor do mundo de proteina animal,
devido a diversos fatores, como genética, manejo, tecnologia e outros (BRASIL, 2018;
PEREIRA et al., 2017).

A implantacédo de bovinos no continente sul americano aconteceu na época das
grandes navegacoes, logo apds a descoberta do Brasil em 1533, na expedicéo de
Martin Afonso de Souza, que foi responsavel pela fundacao da capitania portuguesa
na ilha de Sao Vicente. E desde a descoberta do Brasil, a economia brasileira foi
estruturada sobre uma economia rural, na qual os colonizadores em suas expedicoes
buscavam as riquezas naturais do pais, mas enxergaram uma oportunidade de também
produzir e para isso trouxe de seus paises plantas e animais para criar nesse novo
territorio promissor (BRASIL, 2018; PEREIRA et al., 2017).

No Brasil a criacdo de bovinos de pasto é baseada na alta producdo das
gramineas, devido ao clima e insolagcao favoravel, resultando em recursos nutricionais
de baixo custo relativo. O pais detém o segundo maior rebanho comercial do mundo
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e, sendo o maior exportador mundial, a pecuaria de corte tem posicéo de destaque na
economia nacional e Internacional. Também & o segundo em quantidade de carcaca
produzida, perdendo somente para os Estados Unidos da América do Norte em volume
(HOFFMANN et al., 2014).

A producao de bovinos € a Unica atividade que esta presente em 100% dos
municipios brasileiros. Os cinco Estados com maiores rebanhos sdo Mato Grosso,
Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Para com 28.395, 24.201, 21.580, 21.047,
19.165 (IBGE, 2017).

Para ndo comprometer a exportacdo, a pecuaria precisa de regulamentacdes e
estratégias que influenciam a pecuaria nacional e sdo traduzidas em barreiras técnicas
ou sanitarias (barreiras nao tarifarias). Dessa forma, a questao sanitaria € um fator
fundamental para o ambito comercial dos produtos de origem animal e mesmo com
a implantacéo de programas de controle de qualidade, as condenacgdes de carcacas
s&o ainda as principais causas de perdas econémicas. O conhecimento das doencas
gue acometem bovideos e que causam prejuizos econémicos é de grande importancia
para detectar pontos fracos passiveis de melhora na cadeia produtiva (HOFFMANN et
al., 2014, PEREIRA et al., 2017).

Dentre as principais enfermidades zoonéticas estd a TBb, que se encontra
globalmente distribuida. Apesar dos esforcos em seu controle, a doenca continua
sendo responsavel por consideraveis perdas econémicas na pecuaria, tanto em nivel
de producéo primaria quanto em termos de impactos no comércio de animais e seus
produtos. O controle e erradicacéo desta enfermidade nas populagbes animais sé&o
considerados decisivos na reducdo do risco de infeccdo as populagées humanas
(TODESCHINI et al., 2018).

2| GENERO MYCOBACTERIUM

Atualmente o género Mycobacterium compreende mais de cento e oitenta
espécies e sub-espécies de micobatérias (EUZEBY, 1997, 2018). Pertencem a
familia Mycobacteriacea, subordem Corynebacteriaceae e ordem Actinomycetales.
As micobactérias apresentam-se como bacilos retos ou levemente curvos (0,2-0,6
ym largura x 1,0-10 ym comprimento), imoveis, aerobios estritos, ndo formadores
de esporos, nao encapsulados, que possuem alto contetudo (61 - 71%) genémico de
guanina e citosina (G+C) e alto teor (60%) de acidos graxos de cadeia longa na parede
celular, chamados de acidos micélicos, conferindo-lhes a propriedade de alcool-
acido resisténcia na técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN) sendo, portanto,
denominados bacilos alcool-acido resistentes (BRASIL, 2008; SNEATH et al., 1986).

De acordo com sua velocidade de crescimento em meios sélidos e producao
de pigmentos as micobactérias podem ser caracterizadas como (i) micobactérias
de crescimento rapido (MCR) e (ii) micobactérias de crescimento lento (MCL)
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fotocromogenas, escotocrombégenas ou acromogenas. Essa divisdo se estende ao
nivel filogenético, onde a auséncia da alga 18 do gene RNAr 16S (insercéo geralmente
com 12 nucleotideos) nas MCR constitui a assinatura que as segrega do grupo de MCL.
Além dessas, ha a presenca de um grupo intermediario constituido pelos complexos
M. terrae e M. simiae, sendo este Ultimo caracterizado pela auséncia da insercao da
alca 18 do gene RNAr 16S presente em MCL (RUNYON, 1959; TORTOLI, 2003).

As micobactérias podem ser classificadas em estritamente patogénicas,
compreendendo M. leprae e M. tuberculosis, € micobactérias ndo causadoras de TB
(MNT), que abrangem uma diversidade de espécies com diferentes caracteristicas
fenotipicas, genéticas e patogénicas (TORLOLI, 2003, WOODS & WASHINGTON,
1987). Embora os membros do complexo M. tuberculosis ja tenham seu potencial
zoonotico reconhecido, muitas espécies de MNT sao capazes de contaminar ambientes
naturais e causar infecgbes tanto para humanos quanto para animais, para as quais
ja existem registros (FALKINHAM, 2015; HALSTROM et al., 2015; RHODES et al.,
2013).

Autilizacao de técnicas moleculares em micobacteriologia resultou emimportantes
avancos nos estudos taxonémicos. As abordagens por analise de simples sequéncias
genéticas como RNAr 16S ou por multiplos I6cus, levaram a um aumento do niumero
de descricbes de espécies micobacterianas a partir dos anos de 1990, sendo que mais
de 40% das novas descricoes foram realizadas entre 2000 e 2010 (TORTOLI et al.,
2006; EUZEBY, 1997, 2018).

31 COMPLEXO MYCOBACTERUM TUBECULOSIS

O complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) compreende M. tuberculosis,
M. africanum, M. bovis, M. caprae, M. microti e M. pinnipedii, patogénicas a uma
variedade de diferentes hospedeiros mamiferos. As espécies componentes dos
CMTB foram relatadas em diferentes periodos, M. tuberculosis em 1882, M. microti
em 1957, M. africanum em 1969 e 1970, M. bovis em 1970, todas apresentam grande
similaridade fenotipica e genética (99,9% de identidade nucleotidica) (RIOJAS et al,
2018; MAGEE & WARD, 2012; PARTE, 2014)

Todas estas espécies foram, sem duvida, caracterizadas de acordo com o0s
melhores métodos disponiveis em seu periodo, no entanto, a tecnologia avancou
consideravelmente permitindo a identificacdo e delineacdo de espécies com maior
precisdo. Sequenciamento de Nova Geracao (SNG), hibridizacdo digital DNA-DNA
(dDDH), identidade média nucleotidica (ANI) e poderosas ferramentas de bioinformatica
permitem a classificacdo de espécies com base na totalidade de seus genomas, ao
invés de apenas algumas observacdes fenotipicas ou até mesmo um pequeno numero
de locos genémicos (16S, hsp65, rpoB, etc). Diante deste contexto Riojas e cols (2018)
propuseram a unidao das espécies do CMTB como M. tuberculosis e recomendam o
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uso do termo variante, por exemplo, M. tuberculosis var. bovis, o qual sera aplicado
neste capitulo.

O M. tuberculosis var. bovis tem sido reconhecido como principal agente da
TB em bovinos, no entanto, outras variantes infra-subespecificas, assim como MNT
apresentam potencial de causardoencaemrebanhos (RIOJAS etal,2018; MARCELINO
et al, 2018). Embora esses aspectos sejam conhecidos, a inspe¢ao sanitaria ainda se
restringe a parametros morfoldgicos sugestivos de TB (BRASIL, 2017).

Devido a natureza monomorfica dos membros do CMTB, a diferenciagéo entre
as variantes torna-se dificil de ser alcancada por meio dos métodos laboratoriais
convencionais disponiveis nos laboratérios clinicos. A filogenia do CMTB é baseada
em regides de diferenca (RDs) e SNP, este ultimo obtido a partir do SNG, por
sequenciamento genémico.

A identificacdo e estudo da distribuicdo geografica das variantes/linhagens do
CMTB séao importantes na medida em que o conhecimento sobre os agentes circulantes
permite predizer potenciais fontes de transmissao (diferentes variantes tém ampla
variedade de hospedeiros naturais), auxiliam no manejo e controle e podem direcionar
as decisbes em saude publica de forma mais efetiva (RODRIGUEZ-CAMPOS et al,
2014; El et al, 2016).

4| TUBERCULOSE BOVINA

4.1 Historia da Tuberculose Bovina

O agente causador da TB tem infectado o ser humano ha aproximadamente
10.000 anos, juntamente com o inicio da domesticacéo dos animais. A importacao de
bovinos europeus pelos ingleses e franceses para a América do Norte fez com que
a TB fosse considerada a enfermidade do gado mais severa observada nos Estados
Unidos da América (EUA) durante o século XIX (NEILL et al., 2001; ROTHSCHILD et
al., 2001).

Na América do Norte foram encontrados vestigios de um agente tuberculoso em
amostras dsseas de uma espécie ja extinta de bisao que viveu ha cerca de 17.000 anos.
Em fésseis de carneiros selvagens e de bois almiscarados foram encontrados achados
semelhantes, sugerindo que membros do CMTB estavam amplamente difundidas nos
bovideos que imigraram através do Estreito de Bering para a América do norte no final
do Pleistoceno, e a partir disso passaram a ser considerados provaveis reservatorios
para a dispersédo do que seria mais tarde conhecida como Peste Branca (NEILL et al.,
2001; ROTHSCHILD et al., 2001).

Em 1800 acreditava-se que o M. bovis nao seria capaz de desencadear doenca
na espécie humana, somente 10 anos depois a histéria natural da TBb comecgou a
ser compreendida, quando Carmichael observou uma ligacdo entre escrofula e
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consumo de leite de vaca por criangas, concluindo equivocadamente que a doenca era
desencadeada por fatores nutricionais. Contudo, Klencke, observando uma frequéncia
maior de linfadenite tuberculosa entre criangas alimentadas com leite de vaca do que
naquelas amamentadas com leite materno, concluiu ser o leite a “fonte” dessa doenca.
Por sua vez, Villemin ao inocular coelhos com material proveniente de vacas doentes
reproduziu experimentalmente a TB. Também observou que o material infectivo de
bovinos era mais virulento para os coelhos do que o material analogo proveniente de
humanos (FERREIRA NETO e BERNARDI, 1997).

A descoberta das diferengas nas caracteristicas morfoldgicas, patogénicas e de
cultivo in vitro entre M. tuberculosis var bovis e M. tuberculosis var tuberculosis ocorreu
em 1896 e 1898 por Klein e Gibbs. O M. bovis foi considerado uma espécie variante de
M. tuberculosis até a década de 70, sendo referido como Mycobacterium tuberculosis
subsp. bovis ou Mycobacterium tuberculosis var. bovis, até quando Karlson e Lessel
recomendaram a alteracdo dessa classificagcdo para uma nova espécie. Dessa forma,
0 reconhecimento da importéncia de M. bovis como causador da TB em humanos
e animais ocorreu no final do século XIX, mas somente no século passado, foram
notados os impactos negativos desse microrganismo na produtividade dos animais
e na saude humana. Ademais, o conhecimento em relacéo a transmissao aerdégena
somente aconteceu em 1937 (FERREIRA NETO e BERNARDI, 1997; NEILL et al.,
2001).

4.2 Aspectos Epidemiolégicos da Tbb

A epidemiologia da TBb é elucidada com base em um tripé de informac¢des-chave:
caracteristicas do hospedeiro, caracteristicas do agente (M. tuberculosis var bovis) e
fatores ambientais (DREWE, PFEIFFER e KANEENE, 2014).

Quanto ao hospedeiro € importante determinar se este esta agindo como
hospedeiro de manutencao (reservatorio), espécies nas quais a infeccdo pode
persistir via transmissao horizontal na auséncia de qualquer outra fonte de M.
tuberculosis var bovis (ex.: o gado doméstico e o bufalo selvagem); ou como
hospedeiro transbordante (“spillover hosts”), representado por populacbes nas
quais a infeccao persisti apenas se fontes externas de infec¢do estiverem presentes
(ex.: cervos, cavalos, porcos domésticos e ovelhas). O comportamento do hospedeiro
€ importante para a transmissao de M. tuberculosis var bovis, indicando que espécies
sociais, tanto selvagens quanto domésticas, possuem um particular risco (DREWE,
PFEIFFER e KANEENE, 2014).

As caracteristicas que tornam um hospedeiro de manutencéo efetivo incluem a
suscetibilidade ao M. tuberculosis var bovis, a sobrevida prolongada ap0s a infecgao,
a capacidade de reproducéo, bem como a transmissao do agente (RODWELL et al.,
2008).

Globalmente ha poucos estudos sobre M. tuberculosis var bovis, no entanto, ha
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ainda pouca informacéo disponivel sobre as taxas de infeccéo por M. tuberculosis var
bovis em paises em desenvolvimento. Quanto aos paises desenvolvidos, a maioria
dos casos incidentes de TBb aparece localizada nas regides com grandes populacoes
imigrantes de paises com reconhecidas infec¢des por M. tuberculosis var bovis em
gado (RODWELL et al., 2008).

A infeccdo por M. tuberculosis var bovis em animais selvagens (ex.: veado,
antilopes, bufalo-africano, bovinos selvagens, texugos europeus, gambas, javali,
furdes, ouricos, roedores, rinocerontes e primatas) ocorre em varias areas geograficas
do mundo, mas na maioria dos casos ocorre em populacbes domésticas (DREWE,
PFEIFFER e KANEENE, 2014).

Em fazendas de gado, a principal fonte de M. tuberculosis var bovis é gado
infectado que reside na fazenda ou s&o introduzidos a partir do rebanho de outra
instalacdo de forma que a transmissao no rebando pode ocorrer por aerossol entre
animais em contato proximo ou de forma “pseudovertical’, quando adquire a TBb
através do consumo de leite infectado ou simplesmente pelo contato proximo entre
mae e bezerro (CONLAN et al.,, 2012; GOODCHILD e CLIFTON-HADLEY, 2001;
PALMER et al., 2000; PALMER, WATERS e WHIPPLE, 2003).

E possivel que os humanos possam ser hospedeiros de manutencdo ou
transbordamento de M. tuberculosis var bovis. Contudo, a TB devido a M. tuberculosis
var bovis em humanos € clinica e patologicamente indistinguivel da TB por M.
tuberculosis var tuberculosis, por isso nem sempre é claro por quais métodos M.
tuberculosis var bovis € mantido na populacdo humana (DE LA RUA-DOMENECH,
2006).

Cacadores e trabalhadores de matadouros podem estar expostos a infec¢des
durante o abate de animais. Nestes casos 0s principais riscos sao aerossois e
contaminacgao por feridas cutaneas durante o processo de abate (PALMER et al., 2000).
Ha ainda relatos ocasionais de proprietarios e animais compartilhando a mesma cepa
de M. tuberculosis var bovis, mas ndao houveram evidéncias sobre a transmissao, o que
seria algo a ser realizado através de técnicas de Biologia Molecular (SHRIKRISHNA
et al., 2009).

A inspecao de carcacga de frigorificos (inspecdo de carne) é usada como uma
fonte adicional de vigilancia em muitos paises e é a pedra angular da vigilancia da TB
onde a prevaléncia é extremamente baixa ou a doenca foi considerada erradicada (DE
KANTOR et al., 2008).

Em recente estudo foi concluido que a disseminagcdo da TBb em fazendas
leiteiras uruguaias foi devido ao movimento do rebanho de gado a longa disténcia
mais do que a disseminacéao local. O Uruguai, como muitos outros paises do mundo,
enfrenta desafios diversos no que diz respeito ao controle da TBb. Estes resultados
sugerem a implementacao de estratégias de vigilancia direcionada aos fatores de
risco encontrados, juntamente com a manutencéo de um sistema de rastreabilidade
abrangente, conscientiza¢do do setor e apoio do governo. Estes devem contribuir para
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a prevencéo e mitigacdo da incidéncia da doenca no pais (PICASSO et al., 2017).

Quanto as caracteristicas do agente, além dos aspectos microbiologicos, ha
0s aspectos genéticos, os quais auxiliam nos estudos de transmissdo da doenca,
sendo, portanto, considerados como Epidemiologia Molecular. Assim, atualmente as
principais técnicas de genotipagem sao: o Mycobacterial Interspersed Repetitive-Unit-
Variable-Number Tandem-Repeat (MIRU-VNTR), sendo o atual padréo de referéncia
e que avalia o numero de repeticbes em cada 24 loci (SUPPLY et al., 2000; DEMAY
et al., 2012) e o Spacer Oligonucleotide Typing (Spoligotyping) o qual avalia os
polimorfimos presentes nos loci Direct Repeat (DR) através da auséncia/presenca de
43 espacadores (KAMERBEEK et al., 1997).

Além destas, ha o NSG que néo é considerado técnica de genotipagem porque
abrange todo o genoma bacteriano, possuindo o maior poder discriminatério, todavia, o
seu custo é ainda mais elevado e requer mao de obra mais qualificada, principalmente
para analise dos resultados (Bionformatica).

Por meio destas ferramentas é possivel identificar rotas de transmissao, casos
indices, grupos de risco, bem como aspectos evolutivos, informacdes estas que séo
uteis na vigilancia da TBb.

4.3 Patogenia

A exposicao de bovinos ao aerossol contendo o M. tuberculosis var. bovis é
considerada a via mais frequente de infeccdo. Esse modo de transmissao resulta em
lesbes macroscopicas envolvendo pulmdes e ganglios linfaticos toracicos. A ingestéo
de alimentos e agua contaminados pelo gado geralmente promove o desenvolvimento
de focos primarios nos tecidos linfaticos associados ao trato intestinal. A natureza e a
extensdo da doenca variam com a via e a carga bacilar no momento da exposicao ao
M. tuberculosis var. bovis (THOEN & BARLETTA, 2014).

Na exposicao ao aerossol, pequenas particulas que nao colidem com a camada
mucociliar, podem passar por bronquiolos terminais, obtendo acesso aos espacos
alveolares onde sao ingeridos por macrofagos alveolares. Alguns bacilos sobrevivem
fagocitados em macrofagos, por vezes em células dendriticas e neutroéfilos, e sédo
transportados intracelularmente. Esses fagocitos passam através do revestimento dos
bronquiolos, entram na circulagcéo e sao transportados para os linfonodos, parénquima
pulmonar ou outros locais.

As respostas celulares resultam no acumulo de fagocitos e na formacéo de
granulomas que se desenvolvem em lesdes macroscopicas denominadas tubérculos.
Apbs 10 a 14 dias, as respostas imunes mediadas por células se desenvolvem e
os macréfagos do hospedeiro tém uma capacidade aumentada de matar os bacilos
intracelulares. Estas respostas sdo mediadas por linfocitos T, liberando linfocinas
que atraem, imobilizam e ativam células mononucleares. A hipersensibilidade celular
contribui para a morte celular e destruicéo tecidual (necrose caseosa).

Aliquefacao e a formacéo de cavidades podem ocorrer devido a agao enziméatica.
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A ruptura dessas cavidades nos brénquios permite a disseminacéo de bacilos pelos
aerossois. Os macréfagos ativados migram para as terminacdes cegas dos vasos
linfaticos e seguem para um ou mais dos linfonodos toracicos, sejam bronquiais
ou mediastinais. A rede de trabéculas dos linfonodos aprisiona 0s microrganismos,
contribuindo para o desenvolvimento das lesdes granulomatosas nestes locais.

Ocasionalmente, algumas Micobactérias fagocitadas permanecem no pulméo, e
ambos os pulmbdes e 0s noés toracicos sao afetados. As lesdes primarias geralmente
se localizam em um (s) né (s) e podem se tornar grandes e firmes. As lesdes podem
permanecer localizadas a medida que o tecido conjuntivo fibroso se desenvolve na
dindmica da formagéo do granuloma.

A bovinos assintomaticos naturalmente infectados com M. tuberculosis var. bovis
apresentam numerosas regides granulomatosas contendo macrofagos epitelidides,
células gigantes, linfocitos e neutrdfilos.

Em geral, quatro estagios de desenvolvimento do granuloma séo diferenciados
na analise histopatologica: lesées em estagio | ndo sdo encapsuladas, e adquirem
uma capsula fina no estagio Il, seguido pelo surgimento de centros necroéticos em
estruturas totalmente encapsuladas no estadio lll, e por fim, granulomas completamente
encapsulados por espessa camada fibrosa com areas de necrose e mineralizacao
caseosas no estagio IV

Granulomas com infiltrados neutrofilicos e altas contagens bacterianas sao
observados nos granulomas de estagio |, sugerindo que os neutréfilos podem servir
como biomarcadores para a multiplicacdo bacteriana. A medida que o processo avanca
para granuloma de estagio IV, as contagens bacilares de M. tuberculosis var. bovis
diminuem como resultado da acao de células gigantes fagociticas multinucleadas
de Langhans, enquanto o granuloma se torna totalmente encapsulado (ARANDAY-
CORTES et al., 2012; MENIN et al., 2013).

O processo difere da situacdo observada em bovinos experimentalmente
infectados, pois neste caso os granulomas no estagio IV contém mais bacilos alcool-
acido resistentes do que os granulomas em estagios iniciais. Mais pesquisas serao
necessarias para esclarecer essa questao (THOEN & BARLETTA, 2014).

4.4 Aspectos Clinicos e Diagnostico da Tb Bovina

A grande variabilidade de sinais e lesbes, bem como o carater cronico da
tuberculose bovina, faz com que o diagndéstico clinico tenha um valor relativo,
proporcionando apenas um diagnéstico presuntivo.

Os testes de diagnostico da tuberculose bovina e bubalina no Brasil estdo de
acordo com os padrbes internacionais e, em particular, com as recomendacdes do
Codigo Zoo-sanitario Internacional (BRASIL, 2004). Para o diagnéstico da doenca os
métodos mais utilizados sé&o a reacéo tuberculinica, a bacteriologia e a histopatologia
(SOUZA et al., 1999; ALZAMORA FILHO, 2013).
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De maneira rotineira o diagnéstico presuntivo da doenca é realizado na inspecao
sanitaria de bovideos abatidos para consumo, onde a inspec¢éao feita em toda a carcaca
e visceras é capaz de detectar lesdes caracteristicas e sugestivas de tuberculose, que
macroscopicamente, constituem tubérculos ou nodula¢des bem delimitadas, podendo,
no entanto apresentar-se irregulares.

Em geral, as lesdGes sdo caseosas e encapsuladas, e com uma coloragdo que
varia de branca a branco-amarelada (Figura 1A). Ao corte, embora macias, pode-
se sentir o ranger da faca na maioria das lesdes, o que sugere a ocorréncia de
mineralizacdo (FRANCA et al., 2013). Em alguns casos as lesbes séo observadas
dispersas em varios 6rgaos, o que caracteriza a tuberculose miliar (Figura 1B), ou
tuberculose generalizada.

Areacéo tuberculinica € um teste alérgico-cutaneo, que consiste na avaliacao de
uma reacao de hipersensibilidade tardia deflagrada em animais previamente expostos
ao bacilo da TB, que possui trés modalidades: teste da prega caudal (TPC), teste
cervical simples (TCS, mais sensivel que o TPC) e o teste cervical comparativo (TCC,
utilizado como teste confirmatoério). Para que tenha validade como método diagnéstico,
depende da padronizacéo do procedimento e pode perder seu valor no caso de animais
com TB avancgada, pela possibilidade da anergia a tuberculina (BRASIL, 2006, 2017;
RUGGIERO et al., 2007).

Entre os métodos de diagnostico que podem complementar a inspecao post
mortem estao os testes histopatologicos, com coloracéo dos tecidos por hematoxilina-
eosina (HE), a baciloscopia, com colorac¢do por ZN, a cultura bacteriologica, e também
testes moleculares baseados na PCR (FURLANETTO et al., 2012).

Figura 1. A - Linfonodo bovino. Necrose caseosa multifocal. B - Carcaga com tuberculose miliar

Avangos da biologia molecular veem permitindo o desenvolvimento de novos
métodos diagndsticos da TB. As técnicas moleculares ja encontram alguma aplicacéo
pratica dentro dos programas de controle e erradicagcdo da TBb, sendo utilizadas de
forma complementar aos procedimentos bacteriologicos classicos. Por meio desta
medida, paises endémicos que possuem satisfatério desempenho nos seus servigos de
inspecéo nos abatedouros, juntamente com um consolidado programa de erradicacao,
tém conseguido reduzir a prevaléncia da doenca (DE LA RUA-DOMENECH, 2006;
SOUZA et al., 1999; BRASIL, 2006).

| 86
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Os métodos utilizados na rotina dos laboratérios clinicos nédo permitem a
identificacdo acurada para diferenciagdo dos membros do CMTB, impossibilitando
dessa forma estimar a frequéncia das infec¢des por variedade e a distribuicao destas
nas infeccbes bovinas. Entretanto, existem diversas técnicas de biologia molecular
que podem ser usadas com esta finalidade, dentre elas o MIRU-VNTR, Spoligotyping,
tipagem por regides de diferenca (RD) e SNG (ver El et al, 2016 e JAGIELSKI et al,
2016 para reviséo).

Estudos genémicos comparativos permitiram o uso da analise de delecdo de
regides especificas (Regides de Diferenca, Regions of Difference — RD) como uma
abordagem de baixo custo e boa performance para identificacéo e estudos da evolugéo
do CMTB em funcéao da presenca e/ou auséncia dessas RD (BROSCH et al., 2002).

Até o momento, o Spoligotyping tem sido a melhor op¢ao para estudos de triagem
em larga escala que avaliam a distribuicdo do M. bovis, podendo ser empregado na
investigacédo epidemioldgica em areas de baixa prevaléncia de foco de TB, além de
ser uma técnica relativamente simples, de baixo custo e execucgéao rapida (JAGIELSKI
et al., 2014).

Atipagem por Spoligotyping baseia-se no polimorfismo de DNA presente em uma
regiao cromossémica especifica e exclusiva do CMTB, o locus DR. Este locus contém
um numero variavel de copias de uma repeticao direta de 36 pares de base (pb),
multiplas e bem conservadas, intercaladas por 43 sequéncias espacadoras especificas
e nao repetitivas de 35-41 pb. As linhagens variam em numero de sequéncias DR e
guanto a presenca ou auséncia destes espacadores e evoluem em consequéncia da
perda sucessiva destes na regido DR, sem a habilidade de readquirir os espacadores
perdidos (KAMERBEEK et al., 1997).

Os padroes gerados pela hibridizacdo dos espacadores sao comparados com
um banco de dados internacional (www.Mbovis.org) que atribui a cada um desses
padrées um nome ‘internacional’ especifico (por exemplo, SB0120); mais de 1.900
espoligopadrbes foram adicionados neste website nos ultimos 14 anos (SMITH e
UPTON, 2012).

No entanto, o Spoligotyping tem apresentado poder discriminatorio limitado
quando utilizado sozinho em algumas areas geogréficas, o que tem levado a uma
crescente associacao dessa técnica com o MIRU-VNTR, cujo valor tem sido confirmado
em diferentes paises e cenarios epidemioldgicos, sendo que a diversidade alélica e 0
poder discriminatorio dos diferentes loci variam entre regides, necessitando assim que
sejam escolhidos “painéis” de loci especificos para cada area geografica em particular
(CONCEICAO et al, 2017).

51 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A vigilancia especifica para M. tuberculosis var bovis em humanos nao é
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conduzida, a infeccédo pulmonar por M. tuberculosis var bovis pode ser detectada por
vigilancia na rotina da TB, mas néo se distingue do M. tuberculosis var tuberculosis em
abordagens diagnosticas (por exemplo, baciloscopia de escarro). Consequentemente,
a taxa de M. tuberculosis var bovis em casos de TB humana é dificil de determinar e
€ assumida como sendo significativamente subestimada (DE LA RUA-DOMENECH,
2006).

Devido ao grande numero de espécies suscetiveis, as semelhancas na patogénese
da doenca para diferentes agentes, e a variedade de mecanismos de transmisséo,
combinados com métodos diagnosticos imperfeitos, a TBb pode ser dificil de controlar.
Isso particularmente quando o reservatorio de infec¢cdo é desconhecido.

A partir do avanco tecnolégico com o advento da era “dmica” (genémica,
protebmica, etc.) estdo sendo investigados testes rapidos para deteccao da TBb.
Todavia, um arduo caminho ainda devera ser percorrido uma vez que ha primeiramente
a proposta para que seja incluido a deteccéo de M. tuberculosis var bovis na vigilancia
da TB e tenha-se proximidade estatistica real sobre a notificacdo da TBb.
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