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MORAIS, A.B.C. Ocorréncia e deteccdo molecular de espécies de Mycobacterium, e
dos genes de viruléncia vapA, vapB e VapN em linhagens de Rhodococcus equi,
isoladas de linfonodos de taiassuideos de cativeiro. Botucatu, 2017. 71p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Foram investigadas, neste estudo, proteinas associadas a viruléncia (genes vapA,
vapB e vapN) das espécies de Rhodococcus equi e Micobactérias isoladas de 330
linfonodos de catetos (Tayassu tajacu) e queixadas (Tayassu pecari) destinados ao
consumo humano. Trinta e seis (10,9%) linhagens de R. equi foram isoladas, 3,3% (11/330)
dos linfonodos de queixadas e 7,6% (25/330) dos catetos. Entre os 11 isolados de R. equi
das queixadas, 90,9% (n=10/11) foram obtidos de linfonodos mesentéricos e apenas 9,1%
(n=1/10) de linfonodo mediastinico. Nos 25 isolados de R. equi dos catetos, 40,0% (10/25)
foram obtidos de linfonodos mesentéricos, 36,0% (9/25) de submandibulares e 24,0% (6/25)
de mediastinicos. Ndo foram identificados genes vapA, vapB e vapN entre os isolados de R.
equi. Foi isolado Mycobacterium sp. de 3,03% (10/330) do total de linfonodos. Entre os 10
isolados de micobactérias, 60% (n=6/10) dos linfonodos eram de queixadas e 40% (4/10) de
catetos. Dez espécies de Mycobacterium foram detectadas por PCR-PRA, com
predominancia de M. avium tipo 1. O sequenciamento dos genes hsp65 e rpob revelaram
micobactérias sapréfitas (M. sinense, M. kumamotonense) e potencialmente patogénicas (M.
colombiense, M. intracellulare) para humanos e animais. Esta é a primeira descri¢cdo de R.
equi e / ou espécies de micobactérias identificadas nos linfonodos de espécimes de
Tayassuideos. Apesar da auséncia de genes Vap, a identificacdo de R. equi, bem como de
micobactérias ndo tuberculosas e saprofitas, destacam o risco de transmissdo desses
patégenos das espécies de Tayassuideos para humanos por meio de carne ou produtos a
base de carne contaminados com conteido de linfonodos, uma vez que R. equi sem
plasmideo de viruléncia e as espécies de micbactérias descritas aqui ja foram relatadas
como causas de infeccbes pulmonares e extrapulmonares em seres humanos

imunocompetentes e imunocomprometidos.

Palavras-chave: espécies de Tayassuidae, cateto, queixada, micobactérias, rodococose.



MORAIS, A.B.C. Occurrence and molecular detection of Mycobacterium species, and the
virulence-associated proteins (vapA, vapB and vapN genes) in strains of Rhodococcus
equi, isolated from the lymph nodes of captive Tayassuidae species. Botucatu, 2017.
71p. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Virulence-associated proteins (vapA, vapB and vapN genes) of Rhodococcus equi
and Mycobacterium species isolated from 330 lymph nodes of collared peccaries (Tayassu
tajacu) and white-lipped peccaries (Tayassu pecari) intended for human consumption were
investigated. Thirty-six (10.9%) R. equi strains were isolated, 3.3% (11/330) from white-
lipped peccary and 7.6% (25/330) of collared peccary lymph nodes. Among the 11 isolates of
R. equi of the white-lipped peccaries, 90.9% (n = 10/11) were obtained from mesenteric
lymph nodes and only 9.1% (n = 1/10) of the mediastinal lymph node. In the 25 isolates of R.
equi obtained from collared peccaries, 40.0% (10/25) were recovered from mesenteric lymph
nodes, 36% (9/25) from submandibular, and 24.0% (6/25) from mediastinal ones. No vapA,
vapB, and vapN genes (plasmidless type) were identified among R. equi isolates.
Mycobacterium sp. was isolated in 3.03% (10/330) of all lymph nodes analyzed. Among the
10 mycobacterial isolates, 60% (n = 6/10) were from white-lipped peccary, and 40% (4/10)
from collared peccary lymph nodes. Ten Mycobacterium species were detected by PCR-
PRA, with predominance of M. avium type 1. Sequencing of hsp65 and rpob genes revealed
mycobacteria that were saprophytic (M. sinense, M. kumamotonense) and potentially
pathogenic (M. colombiense, M. intracellulare) to humans and animals. To our knowledge,
this is the first description of R. equi and/or mycobacteria species identified in the lymph
nodes of Tayassuid specimens. Despite the absence of Vap genes, the identification of R.
equi, as well as nontuberculous and saprophytic mycobacteria highlight the risk of
transmission of these pathogens from Tayassuidae species to humans by means of meat or
meat products contaminated with lymph node contents, since R. equi plasmidless type and
mycobacterial species described here have been reported as causes of pulmonary and

extrapulmonary infections both in immunocompetent and immunocompromised humans.

Keywords - Tayassuidae species, collared peccary, white-lipped peccary, mycobacteria,

rhodococcosis.



1. INTRODUCAO

Tayassu tajacu e Tayassu pecari, também conhecidos como cateto e queixada,
ou popularmente denominados de “porcos do mato”, sdo taiassuideos pertencentes
a fauna brasileira. A criacdo em cativeiro dos taiassuideos tem aumentado em todo
0 mundo, visto que € crescente a demanda mundial do consumo de carne de
animais silvestres em restaurantes especializados. Ainda, em certas regioes, essas
espécies sdo consideradas como fonte alternativa de proteina de origem animal para
0os humanos (CUBAS et al., 2006). Nas ultimas décadas, a adaptacdo da criacdo de
certas espécies silvestres aos sistemas de criacdo em cativeiro tornou mais
sustentavel e economicamente viavel, o comércio de produtos e subprodutos desses
animais (ODA et al., 2004).

No Brasil, existem varias espécies de animais silvestres com potencial para a
criacdo de modo racional visando a producédo de proteina de origem animal. Porém,
sdo necessarios estudos detalhados que indiguem o impacto ambiental, a
viabilidade econbmica e o risco sanitario que representam as criacbes de animais
silvestres em cativeiro (ODA et al., 2004). Na Amazbnia brasileira, a caca de
subsisténcia representa grande parte da disponibilidade proteica da alimentacéo de
familias rurais (OLIVEIRA e MELO, 1999; ROBINSON e BODMER,1999; BODMER,
2000; FUCCIO et al., 2003). Nas regibes de antiga e recente colonizacao brasileira,
encontram-se Vvarias espécies silvestres como paca, cutia e capivara, além de
ungulados como cateto, queixada e veado, que contribuem significativamente para a
alimentacdo das populacdes desfavorecidas, ou com menos acesso aos produtos
comercializados de animais de producéo (VEIGA et al., 1995; BODMER et al., 1997,
OLIVEIRA e MELO, 1999).

A procura de animais silvestres, particularmente de cateto e queixada, tem
aumentado no mercado de carnes exoticas. A carne destas espécies silvestres
apresenta menor teor de gordura se comparada aos suinos domésticos. O couro dos
taiassuideos possui grande valor comercial e é utilizado, principalmente, para a
confeccdo de vestimentas, acessorios de uso pessoal e outros artigos de luxo
(SOWLS, 1984). Nogueira Filho et al. (2004) ressaltaram a crescente demanda de



consumo de carne de cateto e queixada para as populagdes de alta renda, que

possuem o habito de consumir carnes de animais silvestres ou exoticos.

Na criacdo de taiassuideos em cativeiro, deve-se levar em consideracdo
aspectos de saude, pois estes animais podem ser portadores ou reservatorios de
patogenos de potencial zoondtico. Em geral, os taiassuideos de vida livre e criados
em cativeiro sdo suscetiveis as doencgas infecciosas que acometem 0S suinos
domésticos, apesar de variacdes na prevaléncia das doencas de acordo com a
regido geografica, habitat dos animais e contato com espécies domeésticas (CUBAS
et al., 2006).

Apesar da receptividade do mercado consumidor nas Ultimas décadas ao
consumo de carne de animais silvestres, incluindo taiassuideos, os estudos sobre a
qualidade da carcaca sdo praticamente incipientes, bem como a oferta de carne
dessas espécies € baixa e instavel (ODA et al., 2004). Dentre as principais doenc¢as
infecciosas que acometem os suideos no Brasil e em todo o mundo, merece
destaque a linfadenite granulomatosa.

Esta afeccdo comumente é diagnosticada na linha de abate e determina
elevados prejuizos econbmicos aos produtores e a industria, em virtude da
condenacdo total ou parcial de carcacas (SILVA et al., 2000). A linfadenite
granulomatosa representa também impacto significativo no contexto de Saude
Plblica, em razdo do potencial zoonético dos agentes causais da doenca,
principalmente para pessoas imunossuprimidas (ACHA e SZYFRES, 2003).
Particularmente no Brasil, estudo realizado na regido Sul estimou entre 6,9 a 8,0
milhbes de reais 0s prejuizos para a suinocultura decorrente da linfadenite
granulomatosa (MARTINS et al., 2001).

Os principais micro-organismos encontrados em linfonodos aparentemente
normais ou com linfadenite em suinos sdo Mycobacterium sp. e Rhodococcus equi
(R. equi) (SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007; RADOSTITS et al., 2007; LARA
et al., 2009). A pratica de condenacdo total ou parcial de carcacas de suinos com
lesbes granulomatosas ou piogranulomatosas em linfonodos - também denominada
“lesbes tuberculdides” - € justificada em razdo do risco zoonético das micobactérias
e R. equi, bem como da impossibilidade de distinguir, na linha de abate, lesdes

similares causadas por outros micro-organismos como estafilococos, estreptococos,



enterobactérias e certos actinomicetos (LARA, 2013). No entanto, na literatura
consultada, ndo foram encontrados estudos investigando a presenca de micro-
organismos em linfonodos de taiassuideos, com ou sem lesdes, particularmente de
potencial zoonatico.

O género Mycobacterium contempla varias espécies classificadas em trés grupos
de relevancia em saude animal e salde publica: (1) patégenos obrigatérios de
humanos e animais, (2) micobactérias potencialmente patogénicas para animais e
humanos (oportunistas) e (3) espécies saprofitas ou ubiquas. M. avium subespécie
avium (M. avium) pertence ao complexo Mycobacterium avium intracellulare
(SATANFORD e STANFORD, 2012), é classificado como micobactéria
potencialmente patogénica ou oportunista, e tem sido identificado como o principal
agente da linfadenite em suideos (SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007;
FERREIRA NETO e OLIVEIRA, 2016).

Neste contexto, Pate et al. (2004) cultivaram 260 linfonodos de suinos com
lesGes granulomatosas obtidos em abatedouros, e identificaram 123 (47,3%)
isolados de M. avium e 71 (27,3%) de R. equi na Eslovénia. No Brasil, de 129
linfonodos de suinos com e sem lesdes, e em 60 linfonodos de javalis com e sem
lesBes, houve predominio na identificacdo de Mycobacterium avium e R. equi em
amostras com e sem linfadenite (LARA et al., 2011), confirmando o predominio
desses agentes na etiologia da linfadenite em suideos.

Em humanos, M. avium causa principalmente pneumonia e, menos
frequentemente, infec¢cdes extrapulmonares (ACHA e SZYFRES, 2003),
particularmente em pessoas vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana
(Human Immunodeficiency Virus-HIV) [/ Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (acquired immunodeficiency syndrome-Aids) (WHO, 2016).

R. equi sdo bactérias oportunistas, eliminadas pelas fezes de animais de
producdo, associadas principalmente a pneumonia piogranulomatosa, colite e
linfadenite mesentérica em potros (RIBEIRO e VARGAS, 2016).

As infecgBes por R. equi em suideos geralmente estéo restritas ao trato linfatico,
manifestadas sob a forma de linfadenite, acometendo principalmente os linfonodos
submandibulares e mediastinicos (LARA et al, 2011), identificados
predominantemente no momento do abate (PRESCOTT, 1991). Nas Ultimas

décadas, trés niveis de viruléncia de R. equi tém sido reconhecidos, com base na



presenca de proteinas associadas a viruléncia (Virulence associated protein-Vap),
denominados VapA (virulentos), VapB (viruléncia intermediaria) e avirulentos,
codificadas em plasmidios (TAKAI, 1997). Isolados VapA predominam na
pneumonia em potros, enquanto estirpes VapB tém sido encontradas
frequentemente em linfonodos de suideos e em pacientes humanos
imunossuprimidos (MEIJER e PRESCOTT, 2004). Recentemente, novo perfil de
viruléncia foi reconhecido denominado VapN, ou “tipo bovino”, encontrado em
pacientes humanos e em bovinos (VALERO-RELLO et al., 2015). R. equi avirulentas
nao apresentam Vap e sdo encontradas nas fezes e no ambiente de animais de
producdo, em parques e pracas de entretenimento humano e, também, causando
rodococose em humanos com e sem imunossupressao (TAKAI et al.,, 20083;
RIBEIRO e VARGAS, 2016).

No Japdo, Takai (1997) descreveu o predominio da deteccdo de linhagens de
viruléncia intermediaria (VapB) em R. equi isolados de linfonodos de suinos ao
abate, e ressaltou para a similaridade deste perfil com linhagens de origem humana,
particularmente em pessoas vivendo com HIV/Aids, apesar da auséncia de histérico
de contato dos individuos com suinos ou ambiente dos criatorios. Estudos
subsequentes na Tailandia (TAKAI et al., 2003) e no Brasil (RIBEIRO et al., 2011a)
também detectaram o predominio de isolados de viruléncia intermediaria em R. equi
obtidos de linfonodos de suinos ao abate.

Particularmente no Brasil, estudo conduzido com 20 isolados de R. equi obtidos
de humanos identificou o predominio de linhagens VapB tipo 8 em cinco pacientes
vivendo com HIV/Aids (RIBEIRO et al.,, 2011b), notadamente o mesmo perfil de
viruléncia (VapB tipo 8) identificado no pais em linfonodos de suinos e javalis
(RIBEIRO et al.,, 2011a) e em casos de pneumonia em javalis (VARGAS et al.,
2013). A auséncia ou inconsisténcia de historico de contato dos pacientes humanos
com suinos ou com os criatorios aventou a possibilidade da infecgdo humana com
R. equi pelo consumo de carne crua ou malpassada de suideos, contaminada
cruzadamente pelo contetdo dos linfonodos ou pelas fezes no momento do abate,
posto que R. equi é eliminado pelas fezes de animais domésticos (TAKAI et al.,
2003). Nesse contexto, LARA et al. (2015) confirmaram a detec¢éo de R. equi VapB
tipo 8 nas fezes e em linfonodos de suinos abatidos no interior do estado de Sé&o

Paulo, fato que poderia explicar, em parte, a infeccdo de pacientes humanos com



linhagens de viruléncia intermediaria em pacientes sem histérico de contato com
criacdo de suinos. No entanto, sdo incipientes ou praticamente inexistentes os
estudos conduzidos na identificacdo de R. equi, tampouco de micobactérias, em
linfonodos de taiassuideos utilizados para o consumo humano, bem como do perfil
de viruléncia dos isolados de R. equi.

Diante do aumento da criacdo de taiassuideos em cativeiros, da demanda
crescente de carne de cateto e queixada para restaurantes especializados em
carnes exoticas ou do consumo dessas espécies na caca de subsisténcia, o
presente estudo investigou a ocorréncia de Rhodococcus equi e de genes
associados a viruléncia (vapA, vapB e vapN), além das principais espécies do
género Mycobacterium, em linhagens isoladas de linfonodos de catetos e queixadas

utilizados para consumo humano.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos dos taiassuideos de vida livre e da criacdo em cativeiro

2.1.1 Familia Tayassuidae

As espécies Tayassu tajacu (cateto), Tayassu pecari (queixada) e Catagonus
wagneri sdo agrupadas na familia Tayassuidae, ordem Artiodactyla, subordem
Suiformes, superfamilia Suoidea, e pertencem a fauna brasileira. A superfamilia
Suoidea é subdividida em duas familias distintas: Tayassuidae e Suidae, cuja
divisdo € baseada em diferencas de ordem anatdmica e genética entre os animais
(SILVA, 1984). Apesar do cateto e queixada serem popularmente conhecidos como
“porcos-do-mato”, e Catagonus wagneri como “porco-do-chaco”, essas espécies nao

pertencem a familia Suidae, que é composta pelo suino (porco) doméstico (Sus
domesticus) e javali (Sus scrofa scrofa) (CUBAS et al., 2006).

2.1.2 Distribuicdo geografica e habitat

Os taiassuideos possuem uma distribuicdo limitada ao Novo Mundo. Os
catetos sdo encontrados desde o sul dos EUA ao norte da Argentina, enquanto as
queixadas ocorrem do Sul do México até o norte da Argentina (SOWLS, 1997).



Essas espécies possuem como habitat natural as florestas. Os catetos podem
ser encontrados desde as florestas tropicais umidas até regides desérticas. Também
habitam ilhas préximas ao continente, como no Caribe. Na ilha de Cuba, estes
animais foram introduzidos pelos humanos (BODMER e SOWLS, 1993). Queixadas
podem estar presentes em regides de clima arido, porém seu habitat preferencial
sao as florestas tropicais umidas, geralmente proximos a cursos d’agua. Sobrevivem
bem em areas conservadas. No entanto, ndo se adaptam a areas desmatadas onde
facilmente sdo expostos a predacdo e caca (DEUSTSCH, 1990). Ambas as
espécies possuem comportamentos sociais, pois convivem em grupos compostos
por espécies de diferentes faixas etarias e de ambos os sexos (CUBAS et al., 2006).
O acesso dos taiassuideos a plantacdes de cereais, frutas e hortalicas tem gerado,
recentemente em certas regides, problema social, econémico e ambiental, devido ao

prejuizo causado aos agricultores e hortifrutigranjeiros.

2.1.3 Criacao dos taiassuideos em cativeiro

A criacdo em cativeiro dos taiassuideos tem-se difundindo nas dltimas
décadas em varios paises, devido a crescente demanda de carnes exoéticas,
apreciada principalmente por frequentadores de restaurantes requintados.
Apresenta menor teor de gordura se comparada aos suinos domésticos. Ainda,
constitui-se uma alternativa de consumo proteico para a alimentacdo humana em
certas regides, pela caca de subsisténcia, pois servem como alimento para
populacdes menos privilegiadas, com menor acesso a carne de origem bovina,
suina e/ou de aves (NOGUEIRA et al., 2004).

Como os taiassuideos pertencem ao grupo de animais silvestres, os criatorios
comerciais requerem cuidados especiais, e sao autorizados e monitorados pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis-IBAMA
(CUBAS et al.,, 2006). Segundo a PORTARIA IBAMA N° 118-N, DE 15 DE
OUTUBRO DE 1997, é facultado ao IBAMA, sempre que necessario, exigir do

criadouro a colocacdo do quantitativo de ©sPecimes

, OuU parte dele, a disposicéo, para
atender programas de reintroducdo ou para a implantacdo de novos criadouros que

tenham importancia e carater social, comunitario ou demonstrativo.



A crescente demanda no mercado por estes animais silvestres exige a
implantacdo de programas de manejo, reprodutivos e de saude nos criadouros,
visando a criagcdo em cativeiro de modo sustentavel, economicamente viavel e com
niveis adequados de biosseguridade, bem como o conhecimento dos riscos destas
espécies como fontes de infeccdo de micro-organismos para animais domeésticos e

humanos.

2.1.4 Taiassuideos no Brasil

2.1.4.1 Tayassu tajacu
O cateto € o menor das trés espécies pertencentes a familia Tayassuidae.

Pesa entre 18 e 25 Kg e a altura varia de 40 a 50 cm. Usualmente as fémeas sdo
pouco menores do que os machos (DEUTSCH, 1990). Vivem em pequenos grupos,
de 5 a 15 animais. A unido do grupo é mantida por vocalizacéo e forte odor exalado
por glandula dorsal (BODMER e SOWLS, 1993). Possuem pelagem cinza-escuro
com faixa dorsal mais escura e pelos esbranquicados no pescoco, caracteristica que
facilita o reconhecimento da espécie. Entretanto, a pelagem pode apresentar
algumas variacgoes, influenciada pelo ambiente e habitat do animal. Tais variacdes
na pelagem sugerem a presenca de subespécies (SILVA, 1984).

Com efeito, a taxonomia desta espécie é objeto de controvérsia. Certa linha
de pesquisadores considera estes animais pertencentes ao género Pecari, espécie
tajacu, que seria diferente do Tayassu (THEIMER et al., 1998, GONGORA et al.,
2002). Foi descrito com base na analise de sequéncias do DNA mitocondrial, que as
espécies Tayassu pecari e Catagonus wagneri sdo mais proximas se comparadas
ao Pecari tajacu (ou Tayassu tajacu). Tal fato reforca a evidéncia que estes animais
pertencem ao género Pecari, distinto do Tayassu (THEIMER et al.,, 1998,
GONGORA et al., 2002). Estes estudos revelam a necessidade de investigagoes
taxondmicas com base genética e da distribuicdo geografica destas espécies.

Os catetos necessitam de area territorial um pouco menor quando
comparados aos queixadas. A area ocupada pelo grupo pode variar de 60 a 400 ha,
cuja extensdo média de habitat é de 100 a 200 ha (DEUTSCH, 1990). A dieta varia
de acordo com o tipo de habitat dos animais, compreendida principalmente por

raizes, nozes e plantas. Quando habitam florestas, geralmente se alimentam de
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frutos de palmeiras e invertebrados. O padréo de atividade também vai variar de
acordo com o habitat, porém usualmente possuem habito crepuscular, se
alimentando nas primeiras horas da noite (CUBAS et al., 2006).

Atualmente esta espécie estd ameacada devido a caca predatdria e a
destruicdo do meio ambiente, que determinam a fragmentacdo de populagbes
destes animais, podendo levar a extincdo em certas regides tradicionais de
distribuicdo da espécie (BODMER e SOWLS, 1993).

2.1.4.2 Tayassu pecari
As queixadas sd80 maiores e mais pesadas se compradas aos catetos.

Pesam entre 30 e 50 Kg, com altura média de 110 cm. E considerada a espécie
mais agressiva dos “porcos selvagens” sul-americanos. Formam grupos grandes e
coesos, entre 50 e 100 animais (CUBAS et al., 2006). A pelagem é rajada, alternada
de preto e marrom. Os filhotes apresentam pelagem bege e marrom-avermelhada
que se torna mais escura quando atingem a idade adulta (MAYER e WETZEL.,
1987).

Essa espécie necessita de area territorial mais extensa. Foi estimado que, na
Mata Atlantica, ocupam 1.871 hectares em areas fragmentadas (KEUROGHLIAN et
al., 2009) e 20.000 hectares em florestas imidas na Amazonia (FRAGOSO, 2004). A
semelhanca dos catetos, também possuem glandula localizada no dorso que exala
secrecdo de forte odor, liberada para marcacao territorial e reconhecimento dos
animais do grupo (CUBAS et al., 2006). Sao frugivoros, porém podem se alimentar
de outros animais (DEUTSCH, 1990). Possuem comportamento expansivo e
agressivo. Quando acuados, batem fortemente o queixo, caracteristica peculiar que
gerou o nome popular de queixada (GONELA, 2003).

Populactes indigenas neotropicais e rurais usam a queixada como fonte de
alimento e renda (FRAGOSO, 2004). Apesar de relativamente agressiva, esta
espécie é considerada mais vulneravel a caca do que os catetos, pois formam
grupos sociais maiores (BODMER e SOWLS, 1993).

2.1.4.3 Status e conservacao
As queixadas foram classificadas como vulneraveis a extingdo na lista

vermelha das espécies ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da
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Natureza (IUCN), pois a populacdo estd continuamente em declinio. A perda e
fragmentacdo de habitat, aliada a caca predatdria, sdo consideradas as principais
causas da reducdo das populacbes da espécie (KEUROGHLIAN et al., 2013). Os
catetos estao classificados como espécie de menor preocupacédo na lista IUCN, pois
as populacdes tém se mantido relativamente estveis, tendo sido considerados
animais menos suscetiveis as a¢des de predacdo humana (GONGORA et al., 2011).

A conscientizacdo da conservacao dos Taiassuideos pode evitar a reducao
populacional e o desequilibrio ecolégico do habitat destes animais, ou mesmo a

extincdo da espécie em certas regides e paises (GONELA, 2003).

2.1.4.4 Instalagcdes e Manejo
Em 2004, foram catalogados e implantados no Brasil 842 criadouros de

animais silvestres, de acordo com o IBAMA. Destes, 484 foram criadouros
comerciais, 279 conservacionistas e 79 de uso cientifico registrados e autorizados
juntos ao IBAMA. Ainda, 83 destes criatérios ja possuiam permissado para
exportacdo de animais, produtos e subprodutos (Rede Nacional de Combate ao
Trafico de animais Silvestres - RENCTAS, 2003).

A criacdo em cativeiro dos catetos e queixadas pode gerar produtos de valor
proteico para o consumo humano, com repercussdes favoraveis de ordem
econdmica e social. A criacdo em cativeiro representa uma alternativa proteica ao
consumo humano. Ainda, pode minimizar os efeitos da caca predatoria, disperséo
dos grupos de animais, bem como o trafico e extingdo das espécies, que poderiam
resultar em desequilibrios ecolégicos e 0 desmatamento para a pratica de atividades
pecuarias mais tradicionais, como a bovinocultura (MIRANDA et al., 2010). Com
efeito, os criatérios regulamentados de animais silvestres podem ser uma alternativa
de renda para produtores rurais e comunidades indigenas (SANTOS et al., 2009).
No entanto, a criacdo de espécies silvestres em condicbes de cativeiro requer
estudos de impacto ambiental, viabilidade econdmica e riscos de transmissao de
patogenos para animais domésticos e humanos.

O couro dos taiassuideos possui grande valor comercial, principalmente no
mercado externo, e € empregado para a confeccdo de artigos de luxo (SOWLS,
1997).
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Os criadouros podem ser desenvolvidos em sistemas extensivos ou
semiextensivos. Se forem estabelecidos em areas nativas, a obtencdo de alimentos
e agua é facilitada. Estes animais possuem grande habilidade de escavar. Portanto,
a parte inferior da cerca do criatorio devera ser de blocos de cimento ou tijolos,
abaixo do nivel do solo, para evitar a fuga dos animais (CUBAS et al., 2006), que
pode representar um problema para agricultores e hortifrutigranjeiros da regiao.

Propdem-se a densidade de um animal para cada 200 a 250m? em sistema
semiextensivo de manejo. Queixadas criados em sistema extensivo, obtiveram
melhor ganho de peso se comparados a animais em sistema semiextensivo. Este
fato pode ser creditado a maior liberdade dos animais para obtencao de alimentos e,
provavelmente, por assemelhar-se a criagcdo em vida livre (FIGUEIRA et al., 2003).

Os recintos destas espécies em zooldgicos devem seguir a Instrucdo
Normativa n°4 de 4 de marco de 2002, do IBAMA. Devem possuir uma area de pelo
menos 6,6 m? por animal e seguir todas as normas para garantir a seguranca dos
espécimes silvestres, do publico visitante, dos técnicos e tratadores (BRASIL, 2002).

Em criadouros comerciais essas espécies sdo mantidas com a finalidade de
venda de matrizes, da carne e couro. As matrizes do plantel inicial podem ser
originarias de criadouros comerciais ou capturadas na natureza, somente apés a
autorizacdo do IBAMA, que expedira licenca com base na Portaria n® 118, de 15 de
outubro de 1997 (BRASIL, 1997).

2.1.5. Principais doencas de origem infecciosa

Em geral, os taiassuideos sdo suscetiveis as mesmas doencas que
acometem o0s suinos domeésticos, com destague especial para a doenca de
Aujeszky, peste suina classica, raiva, febre aftosa, brucelose, leptospirose,
micobacterioses e toxoplasmose, em razdo do impacto em saude animal e saude
publica. Tanto os animais de vida livre como os de cativeiro sdo suscetiveis a
diferentes patdégenos, cuja prevaléncia varia de acordo com a regido geografica,
contato com animais domésticos, manejo e habitat dos animais (CUBAS et al.,
2006). No entanto, apesar da linfadenite granulomatosa representar uma das
principais doengas que acometem os suideos (SOBESTIANSKY e BARCELLOS,
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2007), séo incipientes os estudos voltados a investigacdo de infecgbes por
micobactérias e R. equi em taiassuideos.

2.2 Rodococose

2.2.1 Propriedades gerais de R. equi

R. equi pertence ao grupo dos actinomicetos aerébicos. Sao bactérias
intracelulares facultativas, de comportamento oportunista. Apresentam-se sob a
forma de cocos ou pequenos bacilos gram—positivos, com 1 a 5 micrémetros (um),
catalase—positivos, oxidase—negativos, fracamente acido-resistentes. Sao isolados a
partir de 48 a 72 horas, sob condicdes de aerobiose, entre 30 e 37°C, em meios
convencionais como o agar suplementado com sangue ovino (5%) desfibrinado
(QUINN et al., 2005, 2011) e meios seletivos como o agar CAZ-NB (ceftazidima,
novobiocina e ciclohexamida) (LARA et al., 2015), que é utilizado para o cultivo de
materiais contaminados como fezes, areia e solo. Apresentam coldnias tipicamente
mucoides, ndo hemoliticas, inicialmente de cor branco-acinzentada que, com o
envelhecimento das culturas, assumem tonalidade salmdo (QUINN et al., 2005,
2011).

O micro-organismo estd amplamente distribuido no ambiente. R. equi é
isolado em diferentes tipos de solos, bem como nas fezes e do intestino de animais
doentes e sadios (BELL et al., 1998). O micro-organismo é eliminado principalmente
pelas fezes de herbivoros e onivoros, incluindo equinos, bovinos, suinos, ovinos,
caprinos e cervos. Raramente a bactéria é isolada das fezes de aves, humanos e
cades (PRESCOTT, 1991). Recentemente, foi descrito primeiro isolamento de R. equi
das fezes de gatos, sem sinais entéricos, de ambiente rural no Brasil (PAULA,
2016).

Devido ao habitat predominantemente teldrico, R. equi apresenta
requerimentos nutricionais simples, facilmente supridos pelas fezes dos animais
(principalmente de equinos, bovinos e outros herbivoros), devido a riqgueza em
acidos organicos volateis (MEIJER e PRESCOTT, 2004). Apresenta elevada
resisténcia no meio ambiente, mantendo-se viavel por até 12 meses em fezes de

herbivoros ou no solo, mesmo exposto as variagfes de temperatura e pH (BENOIT
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et al., 2002). Possui, também, relativa resisténcia a certos produtos quimicos como
acido oxalico (2,5%) e acido sulfarico (5%), respectivamente, por 60 a 45 minutos
(HIRSH e ZEE, 2003).

2.2.2 Viruléncia

Diferentes fatores de viruléncia conferem ao R. equi mecanismos de evasao
do sistema imune, possibilitando a multiplicacdo do patdégeno no interior de fagocitos
(neutréfilos e macrofagos), como a presenca de capsula polissacaridica
(PRESCOTT, 1991), do acido micdlico, e das enzimas colesterol oxidase e
fosfolipase C, que dificultam o mecanismo classico de resolucdo de processos
inflamatorios do hospedeiro desencadeados contra agentes bacterianos (ZINK et al.,
1986; QUINN et al., 2005, 2011).

A parede celular de R. equi, composta pelo acido micdlico, apresenta 30-54
unidades de carbono, diferentemente do género Corynebacterium, composto por 22-
38 unidades, e do género Mycobacterium com 60-90 unidades de carbonos (HIRSH
e ZEE, 2003; KREWER et al., 2008). As bactérias que apresentam maior nimero de
cadeias de carbono dificultam a fusdo do fagossoma com o lisossoma e,
consequentemente, a inativacdo do agente no interior do fagolisossoma (KREWER
et al., 2008).

Outro mecanismo de viruléncia das linhagens de R. equi é denominado “fator
equi”, que é determinado por exoenzimas (colesterol oxidase e a fosfolipase C), que
possuem atividade litica para células e tecidos do hospedeiro em razdo da formacéo
de poros nas membranas (PRESCOTT, 1991; LINDER e BERNHEIMER, 1997). A
producao destas exoenzimas pode ser visualizada no teste classico de “CAMP”, no
qual a semeadura perpendicular de linhagem de R. equi em meio de agar-sangue
ovino ou bovino (5%) desfibrinado, diante de cepa padrédo beta hemolitica de
Staphylococcus aureus, resulta em hemolise sinérgica na interseccdo da
semeadura, formando uma figura com aspecto de “ponta de seta”. Este fendmeno
ocorre em razdo do efeito sinérgico da acdo das exoenzimas de R. equi (que
promovem a destruicdo das fosfolipases das membranas dos eritrocitos) e a beta
hemolisina de Staphylococcus aureus, resultando em hemolise. A liberacédo do ion

ferro dos eritrécitos € considerado importante cofator na multiplicacdo bacteriana
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(PRESCOTT, 1991). Entretanto, ndo est4 completamente esclarecido o impacto do
“fator equi” na patogenicidade do agente, uma vez que podem estar presentes em
isolados virulentos ou ndo (TAKAI et al., 1995a; BERTONE, 2000).

Nas ultimas duas décadas, a patogenicidade de R. equi isolados de animais
domésticos e humanos tem sido atribuida as proteinas associadas a viruléncia (Vap)
codificadas por plasmidios (TAKAI, 1997). Trés niveis de viruléncia eram
conhecidos: virulento, de viruléncia intermediaria e avirulento. No entanto, Ocampo-
Souza et al. (2007) propds um novo plasmidio associado a viruléncia, proveniente de
humanos e linfonodos de bovinos com linfadenite, também denominado “tipo
bovino”. Apesar da descricdo em 2007 por Ocampo-Souza e colaboradores,
somente mais recentemente Valero-Rello et al. (2015) denominaram este novo perfil
de VapN (“tipo bovino”), reconhecendo como o terceiro tipo de viruléncia associado
a plasmidios de R. equi, isolado de humanos e de linfonodos de bovinos, com e sem

reagOes (pio)granulomatosas.

2.2.2.1 Linhagens virulentas (VapA)
As estirpes virulentas (VapA) contém plasmidios de 85-90 kb e possuem

genes responsaveis pela expressdo de antigenos de 15 a 17 kDa. As linhagens
VapA séo isoladas predominantemente de potros com pneumonia, linfadenite
mesentérica e colite supurativa e, menos frequentemente, de humanos com
rodococose (HINES et al., 1997; TAKAI, 1997). Sdo reconhecidos, até o0 momento,
11 tipos classicos de plasmidios virulentos (85 kb | —IV; 87 kb I — 11 e 90 kb | — V)
gue codificam VapA e que apresentam distribuicdo geografica distinta. Os
plasmidios 85 kb tipo | e 87 kb tipo | sdo encontrados na América do Sul, Australia
e Europa, enquanto o 85 kb tipo Il é encontrado exclusivamente na Franca. Nos
EUA, particularmente no estado do Texas, foram detectadas linhagens detentoras
de plasmidios 85 kb tipo Ill e IV. Somente no Japao séo identificados os plasmidios
87 kb tipo Il e 90 kb tipos | a V (TKACHUK-SAAD e PRESCOTT, 1991; TAKAI et
al., 1999; TAKAI et al., 2001; MAKRAI et al., 2002; YUYAMA et al., 2002; RIBEIRO
et al., 2005; MEIJER e PRESCOTT, 2004).

No Brasil, Ribeiro et al. (2005) revelaram a presenca de estirpes virulentas

(VapA) em 41 linhagens isoladas de potros do interior do estado de Sao Paulo.
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Farias et al. (2007) relataram linhagem virulenta de R. equi em gato com
infeccdo cutanea. Estudo com 396 linfonodos (retrofaringeos e mediastinicos),
sem sinais de linfadenite, de equinos abatidos na Pol6nia isolou somente um R.
equi, no qual foi detectado VapA 85-kb tipo | (WITKOWSKI et al., 2016).

2.2.2.2 Linhagens de viruléncia intermediaria (VapB)
As linhagens de viruléncia intermediaria apresentam plasmidios de 79-100

kb, que contém genes que expressam antigenos de 20 kDa, denominados VapB,
encontrados com maior frequéncia em humanos vivendo com HIV/Aids, em
linfonodos de suinos e javalis (TAKAI et al., 1996; RIBEIRO et al.,, 2011a;
RZEWUSKA et al., 2014) e, recentemente, como causa de pneumonia em javalis no
Brasil (VARGAS et al., 2013).

Os plasmidios de viruléncia intermediaria sdo representados por 29 tipos
(designados por numeros de 1 a 29), predominantemente identificados em linhagens
obtidas de suinos e em humanos (TAKAI et al., 1996; 2001; MAKRAI et al., 2005;
2008), com certa distribuicdo geografica. Na Europa, particularmente na Hungria e
Polbnia, foi descrito o predominio de linhagens VapB do tipo 5 em isolados de
linfonodos submandibulares de suinos (MAKRAI et al., 2002; 2005; WITKOWSKI et
al., 2016) e de javalis (Sus scrofa) (RZEWUSKA et al., 2014). Na América do Sul,
mais especificamente no Brasil, estudo com linfonodos de suinos e javalis — com e
sem linfadenite — constou maior frequéncia de VapB tipo 8, além da detec¢do dos
tipos 1 e 29 (LARA et al., 2011). Em contraste, na Asia, foi observado o predominio
dos tipos 1 e 2 na Tailandia (Takai et al., 2003) e no Japao (SAKAI et al., 2012).

2.2.2.3 Linhagens avirulentas
As estirpes avirulentas de R. equi sdo encontradas no ambiente de criatorios

de animais de producéo (principalmente de equinos e bovinos), principalmente no
solo e nas fezes. S&o isoladas também da areia de ambientes de entretenimento de
humanos (parques e pragas) e jardins (TAKAI, 1997). Estas linhagens sao
conhecidas como “avirulentas”, pois sdo desprovidas de plasmidios contendo os
genes vapA e vapB (TAKAI et al., 1994; 1995b; 2001; 2004; FERNANDES et al.,
2013) e, mais recentemente, de vapN (VALERO-RELLO et al., 2015).
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No Japéao, Takai et al. (1996), investigaram 173 linhagens de R. equi isoladas
de amostras de areia e solo provenientes de 115 parques e 49 jardins, e nao
detectaram estirpe virulenta ou de viruléncia intermediaria. No Brasil, estudo
conduzido por Fernandes et al. (2013) isolaram 23 estirpes de R. equi provenientes
de parques e pragas (publicas e privadas) de entretenimento humano do interior de
Sao Paulo. Nesse estudo, todas as linhagens apresentaram auséncia dos genes
vapA e vapB, e foram classificadas como avirulentas.

Diferentes estudos em todo o mundo, incluindo na Hungria (MAKRAI et al.,
2000, 2002), Tailandia (TAKAI et al., 2002, 2003) e Brasil (RIBEIRO et al., 2011hb),
descreveram R. equi consideradas “avirulentas” em pessoas vivendo ou ndo com
HIV/Aids. Aventa-se, atualmente, que parte dessas linhagens possam deter
plasmidios VapN, fato que poderia justificar a patogenicidade do micro-organismo

nesses pacientes.

2.2.2.4 Linhagens VapN
Sao estirpes que ndo apresentam o0s genes vapA e vapB, mas que detém

gene vapN ou “tipo bovino”. Possuem plasmideos de 120 kb. S&o isoladas de
linfonodos de bovinos de abatedouros com linfadenite granulomatosa e de humanos
imunocomprometidos (OCAMPO-SOUZA et al., 2007; VALERO-RELLO et al., 2015).
Em razéo da identificacdo recente de VapN, ainda ndo estéd esclarecido o impacto
deste novo tipo de plasmideo associado a viruléncia do patégeno em humanos (que
vivem ou ndo com HIV/Aids) e em bovinos, tampouco em outras espécies animais,
bem como a distribuicdo geogréfica de isolados de R. equi detentoras de VapN nos
diferentes paises. Neste contexto, estudo na Polénia com 234 linfonodos
(submaxilares), sem lesbes de linfadenite, obtidos de bovinos abatidos foram
isolados trés R. equi, dos quais nenhum apresentou genes vapA, vapB ou vapN
(WITKOWSKI et al., 2016). Em contraste, estudo recente no Brasil com 74 pacientes
humanos com rodococose (vivendo ou ndo com HIV/Aids) e 31 isolados de R. equi
obtidos de linfonodos (com linfadenite) de bovinos abatidos, no interior do estado de
Séao Paulo, detectou VapN em dois pacientes vivendo com HIV/Aids e 13 (41,9%)

linfonodos dos bovinos; sugerindo que poderia haver infeccdo de humanos com
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estirpes VapN pela ingestdo de carne crua ou ‘mal cozida, contaminada com o
contetdo dos linfonodos no momento do abate (LARA, 2017, Comunicacao

pessoal*).

2.2.3 Rodococose em animais domésticos

A rodococose é uma doenca infectocontagiosa piogranulomatosa causada
por R. equi que acomete animais domeésticos, silvestres, selvagens e humanos. O
micro-organismo estd relacionado as diversas manifestacdes clinicas,
usualmente abscedantes, de dificil tratamento (LINDER, 1997). Entre os
animais domeésticos, 0s equinos - particularmente os potros - sdo a espécie-alvo
de R. equi. Clinicamente, a doenca nos equinos se manifesta por infeccbes
pulmonares e, em menor frequéncia, por distlrbios entéricos e/ou articulares
(QUINN et al., 2005, 2011). Nas demais espécies domésticas, além da pneumonia,
0 micro-organismo causa principalmente lesées abscedantes de pele, enterite,
linfadenite e abscessos em érgéos (RIBEIRO e VARGAS, 2016).

R. equi multiplica-se ativamente no ambiente, tendo como exigéncia
condicdes minimas de temperatura, pH e umidade obtidas, basicamente, a partir
do solo e material fecal de animais. Multiplica—se em extremos de temperatura
(15°C a 37°C), mas, preferencialmente, em ambientes quentes, fato que
explicaria a elevada ocorréncia da doenca em paises de clima tropical. Diferencas
anuais entre as condicdes ambientais, notadamente de temperatura, poderiam
justificar variacbes sazonais nas infec¢fes pela bactéria em animais domésticos
(PRESCOTT, 1991).

2.2.4 Rodococose em suideos

Nos suideos a rodococose esta praticamente restrita ao trato linfatico. Os
linfonodos mais comumente acometidos sdo os submandibulares e da cadeia
mesentérica (LARA et al.,, 2011, RIBEIRO et al., 2011a). Nestes animais,

" LARA, G.H.B. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, “Julio de Mesquita Filho” -

Campus de Botucatu). Comunicacao Pessoal, 2017.
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raramente R. equi se dissemina dos linfonodos e atinge outros 06rgaos
(RADOSTITS et al., 2007).

No Japéao, 1.832 linfonodos de suinos sem lesGes aparentes foram colhidos
na linha de abate. Destes, 56 (3,1%) linhagens de R. equi foram isoladas, dos quais
54 estirpes continham VapB e duas VapA (TAKAI et al., 1996).

Na Eslovénia, o cultivo microbiolégico de 260 linfonodos de suinos identificou
linhagens de R. equi isoladas em cultura pura (27,3%), em associagdao com M.
avium (3,9%) ou com outras micobactérias (1,5%). Entre os isolados de R. equi,
60% das linhagens revelaram viruléncia intermediaria enquanto as demais foram
classificadas como avirulentas (PATE et al., 2004).

Makrai et al. (2005) realizaram estudo com a viruléncia de R. equi em suinos
da Hungria, no qual isolaram 164 linhagens de 1.173 linfonodos submandibulares
sem lesdes aparentes e, em 44 (26,8%) isolados, foi identificada presenca de VapB.
No mesmo pais, Makrai et al. (2008) avaliaram a viruléncia de 82 isolados de R. equi
originarios de linfonodos submandibulares de javalis e identificaram que 61 (74,4%)
das linhagens eram avirulentas e 21 (25,6%) de viruléncia intermediaria, com
predominio de VapB tipo 5.

No Japéao foram identificadas 89 (5,5%) linhagens de R. equi virulentas ou de
viruléncia intermediaria de um total de 1.615 linfonodos de suinos (Madarame et al.,
1998).

Estudo com a viruléncia de 105 (26.6%) isolados de R. equi obtidos de 395
linfonodos submaxilares de suinos, sem lesGes aparentes, detectou em 103 estirpes
87,9% VapB tipo 5, em 3,7% tipo 1 e 0,9% outros perfis (tipos 4, 7, 10, 11, 21 e 31)
(WITKOWSKI et al., 2016).

No Brasil, Lara et al. (2011) investigou a viruléncia de 40 linhagens de R.
equi isoladas de 150 amostras de fezes de suinos provenientes de abatedouros,
do interior do estado de S&o Paulo. Em dois (5,0%) isolados foram detectados
plasmidios VapB tipo 8 e os demais identificados como avirulentos. Apesar da
emergéncia da doenga, sdo escassos 0s estudos no Brasil investigando os
mecanismos de viruléncia de estirpes de R. equi isoladas dos animais e
humanos.

Em abatedouros no estado de Séo Paulo foram colhidos 378 linfonodos de

suinos e javalis para estudo da viruléncia, dos quais foram isoladas 23 (6,1%)
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linhagens de R. equi. Destes, foram identificadas 16 (69,5%) linhagens com
viruléncia intermediaria (VapB), com predominio do tipo 8 (GUAZZELLI et al.,
2009). Recentemente, R. equi foi descrito causando broncopneumonia em javalis
no pais (VARGAS et al, 2013). No entanto, na literatura consultada, ndo foram
encontrados estudos conduzidos com o isolamento de R. equi de linfonodos de
taiassuideos, com e sem lesdes, tampouco que investigasse a viruléncia dos

isolados.

2.2.5 Rodococose humana

A rodococose é considerada nas Ultimas décadas, em certos paises, como
doenca emergente em humanos (LINDER, 1997; TAKAI, 1997; VERVILLE et al.,
1994). As infecgbes por R. equi sd@o descritas, principalmente, em individuos
severamente comprometidos ou imunossuprimidos, transplantados, portadores de
neoplasias, submetidos a terapia prolongada com corticoides e, em especial,
pessoas vivendo com HIV/Aids (LINDER, 1997; TAKAI et al., 2002). A
Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization-WHOQO) estimou que,
em 2015, 37 milhdes de pessoas estavam vivendo com HIV/Aids (WHO, 2016).
No Brasil, o Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica registrou que, entre
1980 e 2006, ocorreram 433 mil casos de Aids oficialmente notificados. Até
metade da década de 1990, as taxas de incidéncia atingiram 19 casos da
doenca/ 100 mil habitantes. Destes, cerca de 80% concentravam-se nas regides
Sudeste e Sul do pais (BRASIL, 2007).

Em geral, a transmissdo de R. equi dos animais para os humanos esta
relacionada a exposicdo ao agente no ambiente, secundéaria a inalacdo ou por
lesbes transcutaneas (PRESCOTT, 1991; ADAL et al., 1995). No entanto,
evidéncias recentes suportam que a infeccdo humana pode ocorrer pelo consumo
de carne crua ou sem tratamento térmico adequado de animais de producéo
(TAKAI et al., 2002), contaminado com o conteudo dos linfonodos (LARA, 2009;
RIBEIRO et al., 2011a) ou pelas fezes (LARA, 2013; LARA et al., 2015) na linha de
abate ou em abates clandestinos, indicando, também, risco ocupacional (RIBEIRO
e VARGAS, 2016).

Clinicamente, a rodococose manifesta—se nos pacientes como pneumonia

cavitaria cronica com derrame pleural. S&o0 observados também, em menor
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frequéncia, quadros extrapulmonares como abscessos renais, diarreia com
sangue, caquexia, pleurisia, hepatopatias, peritonite, artrite séptica, osteomielite,
linfadenite e meningite (BROWN, 1995; SEVERO e LONDERO, 1996).

Estudo realizado na Tailandia isolou seis linhagens de R. equi em pessoas
vivendo com HIV/Aids. Destas seis linhagens, quatro foram caracterizadas como
de viruléncia intermediaria (VapB) (TAKAI et al., 2002). Outro estudo similar na
Hungria identificou sete linhagens de R. equi originarias de pessoas vivendo com
HIV/Aids, das quais cinco linhagens foram identificadas como de viruléncia
intermediaria (MAKRAI et al., 2002).

No Brasil, Caterino—de—Araujo et al. (2000) notificaram pioneiramente a
rodococose em paciente humano vivendo com HIV/Aids, apresentando sinais
pulmonares, no qual foi detectado R. equi de viruléncia intermediaria. Nos EUA,
Verville et al. (1994) investigaram minuciosamente a epidemiologia de 12 casos
de rodococose humana. Destes pacientes, seis estavam coinfectados com o virus
HIV, dois tinham histérico de contato estreito com equinos e seu ambiente de
criacdo, um apresentava contato com cdo domeéstico e outro com ambiente rural.
Curiosamente, nenhum destes pacientes tinha histérico de contato com suinos.
Apesar da similaridade entre a viruléncia de linhagens de R. equi isoladas de
pessoas vivendo com HIV/Aids e de suideos (TAKAI et al., 1996), ndo esta
completamente esclarecido o papel dos suideos, tampouco dos taiassuideos, como
fontes de infeccdo para os humanos e para outros animais domésticos, ou mesmo
na contamina¢do ambiental com linhagens patogénicas.

Em 2011 foi investigada pela primeira vez no Brasil a viruléncia de 20
estirpes de R. equi isoladas de humanos no pais. Destes, nove linhagens
foram isoladas de pacientes que viviam com HIV/Aids, seis de HIV-negativos e
cinco de “status” desconhecido. Foram detectadas cinco linhagens VapB tipo 8
(todas em pessoas vivendo com HIV/Aids), quatro VapA e onze avirulentas.
Dentre os 20 individuos, onze tinham histérico de contato com ambiente rural
e/ou animais de producdo (bovinos, equinos). Os autores destacaram o
predominio de linhagens VapB tipo 8 no Brasil em humanos, particularmente em
pessoas vivendo com HI1V/Aids (RIBEIRO et al., 2011Db).

O reconhecimento recente dos antigenos de viruléncia de R. equi e a

utilizacdo destes marcadores em estudos de patogenicidade tém permitido
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avancos significativos na identificacdo do perfil de viruléncia da bactéria, e sao
imprescindiveis no entendimento da epidemiologia, patogenia, controle e reflexos
em Saude Publica da doenca (RIBEIRO et al., 2007). Neste contexto, sdo
necessarios estudos de epidemiologia molecular visando esclarecer o impacto dos
animais domésticos, silvestres e selvagens (RIBEIRO e VARGAS, 2016),
incluindo os taiassuideos, na transmissdo de linhagens patogénicas entre 0s

animais, para o ambiente e para os humanos.

2.3 Micobacterioses

2.3.1 Propriedades gerais das micobactérias

O género Mycobacterium inclui varias espécies com relevancia em saude
animal e saude publica, que podem ser divididas em trés grupos: (1) patégenos
obrigatérios para humanos e animais, (2) micobactérias potencialmente patogénicas
para humanos e animais, também chamadas oportunistas, atipicas ou “nao
tuberculosas” e (3) micobactérias sapréfitas ou ubiquas (SATANFORD e
STANFORD, 2012; PAES e FRANCO, 2016).

Patégenos obrigatorios incluem espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis, representandos classicamente por M. tuberculosis (agente da
tuberculose humana), M. bovis (agente da tuberculose bovina), M. africanum, bacilo
de Calmette-Guérin, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, e M. canetti (UNE e MORI,
2007; SATANFORD e STANFORD, 2012). Na ultima década foi proposta a inclusdo
neste grupo de M. mungi (ALEXANDER et al., 2010), M. orygis (VAN INGEN et al.,
2012) e M. suricattae (DIPPENAAR et al., 2015). Micobactérias potencialmente
patogénicas, atipicas ou “ndo tuberculosas” incluem, principalmente, o complexo M.
avium intracellulare (M. avium subspécie avium, M. avium subspécie
paratuberculosis, M. avium subspécie hominissuis, M. avium subspécie silvaticum,
M. colombiense e M. indicus subspécie pranii), M. marinum, M. fortuitum, M.
scrofulaceum, M. kansasii e M. xenopi (SOMOSKOVI e SALFINGER, 2014).
Micobactérias oportunistas ou sapréfitas (ambientais) sdo encontradas no ambiente
e podem ser exemplificadas pelas espécies M. gordonae, M. terrae, M. smegmatis e
M. phlei (SATANFORD e STANFORD, 2012).
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Bactérias do género Mycobacterium sdo bacilos alcool-acido resistentes, nao
formadores de esporos, aerobicos e imoéveis (QUINN et al.,, 2005, 2011).
Comumente causam infecgcbes cronicas, induzindo reacBes granulomatosas
classicas denominadas “tubérculos”, de dificil resolugao tecidual (PAES e FRANCO,
2016). As micobactérias séo resistentes a muitos desinfetantes e as condi¢cfes do
meio ambiente. A resisténcia da bactéria € creditada ao alto teor de lipidios da
parede celular. Sdo identificadas pela coloracdo de Ziehl-Neelsen, onde a fucsina
carbdlica se liga aos lipidios da parede celular e ndo é removida pelo descorante
alcool-acido, mostrando bacilos de coloracdo avermelhada (BAAR) ou alcool-acido
resistentes (QUINN et al., 2005, 2011). M. tuberculosis e M. avium séo isoladas em
meios especiais - como o Léwenstein-Jensen - constituidos por gema de ovo e
amido, enriqguecidos com asparagina e contendo verde malaquita para inibir
organismos contaminantes. Para isolamento de M. bovis utiliza-se meios contendo
piruvato, ao invés de glicerol, como Stonebrink—Leslie, posto que o glicerol inibe a
multiplicagéo de M. bovis (PAES e FRANCO, 2016).

2.3.2 Micobacterioses em animais domésticos

A infeccdo por M. tuberculosis e M. bovis em humanos e bovinos,
respectivamente, recebe o nome de tuberculose. Apesar de o bacilo acometer
qualquer 6rgéo, as infec¢cdes pulmonares sdo mais comuns nos animais domeésticos.
No entanto, menos frequentemente, infeccbes extrapulmonares por micobactérias
sdo descritas no intestino, linfonodos, pele, figado, sistema nervoso central, 0ssos e
outros 6rgaos de animais domésticos (PAES e FRANCO, 2016).

2.3.3 Micobacterioses em animais silvestres

As infec¢cdes por micobactérias em animais silvestres geralmente estido
restritas aos relatos de casos. A titulo de exemplo, M. marinum foi descrito em
colonia de ra-touro (FERREIRA et al., 2006), M. kansasii em coati (Nasua nasua)
(ROCHA et al., 2013), M. bovis em coati (MURAKAMI et al., 2012) e M. tuberculosis

em macaco-aranha de cara vermelha (Ateles paniscus) (ROCHA et al., 2011).
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Em taiassuideos, o diagnoéstico de tuberculose, brucelose e leptospirose foi
investigado em 41 catetos originarios de vida livre recém-alojados em cativeiro.
Todos os animais foram soro negativos para tuberculose, embora dois animais
machos foram reagentes para brucelose e quatro para leptospirose, porém sem
sinais clinicos da doenca. Os autores referiram que estes animais provavelmente
foram infectados em seu habitat de origem e ressaltaram a importancia da vigilancia
epidemioldgica das principais doencas infecciosas que acometem a espécie,

particularmente para micro-organismos de potencial zoonoético (SILVA et al., 2001).

2.3.4 Micobacterioses em suideos

A espécie suina é suscetivel a infeccdo pelo Mycobaterium bovis, M.
tuberculosis e as micobacterias ndo-tuberculosas, das quais se destacam as
pertencentes ao complexo Mycobacterium avium-intracellulare (CORREA e
CORREA, 1992; PAES e FRANCO, 2016). Ocasionalmente, sdo descritos também
infeccbes em suideos por micobactérias sapréfitas (LARA et al., 2011).

A linfadenite infecciosa suina por Mycobacterium sp. representa afeccédo de
impacto negativo na criagdo da espécie em todo mundo, causada historicamente por
M. bovis e M. tuberculosis. Entretanto, com o incremento técnico da suinocultura nas
Ultimas décadas, o isolamento do complexo Mycobacterium avium e outras
micobactérias atipicas tem superado M. bovis e M. tuberculosis, principalmente em
areas que os suinos sao alimentados com cama de frango (McGAVIN e ZACHARY,
2007).

As lesBes por micobactérias em suinos e javalis geralmente estao restritas ao
trato linfatico, principalmente nos linfonodos submandibulares e mesentéricos e,
secundariamente, mediastinicos (SILVA et al., 2000; LARA et al., 2011). Os animais
comumente sdo assintomaticos e as lesdes identificadas ao abate pelo Servico de
Inspecao Animal (SILVA et al., 2000).

Os linfonodos apresentam-se hipertrofiados em diferentes graus. Ao corte, na
linha de abate, mostram usualmente lesées necrético-purulentas focais, de diametro
variavel e cor branco-amarelada, contendo ou ndo secre¢do caseosa (CORREA e
CORREA, 1992). A presenca deste padrdo de lesdo na linha de abate determina a
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condenacgédo parcial ou total da carcaca, dependendo do 6rgdo e extensdo das
les6es (MARTINS et al., 2001).

No Brasil, 74 isolados de micobactérias atipicas foram identificados dentre 95
micobactérias obtidas de 500 amostras de linfonodos de suinos aparentemente
normais (CASTRO et al., 1978).

Lara et al. (2011) identificaram 31 (24,1%) isolados de Mycobacterium spp.
em 129 amostras de linfonodos de suinos e outros cinco (8,4%) isolados da bactéria
em 60 amostras de linfonodos de javalis com lesdes piogranulomatosas, em animais
destinados ao abate no interior do estado de S&o Paulo. Neste estudo, tanto em
suinos quanto em javalis, com e sem linfadenite, foi observado o predominio de
isolamento de Mycobacterium avium tipo 1 e tipo 2. O mesmo grupo de
pesquisadores isolou Mycobacterium diernhoferi e Mycobacterium flavescens das
fezes de suinos sem sinais entéricos de abatedouros do interior do estado de Sao
Paulo (LARA, 2013).

O javali é considerado importante reservatério de M. bovis e de micobactérias
“‘ndo tuberculosas” na Espanha, devido a presenca do micro-organismo em
linfonodos da cadeia respiratoria e digestéria, mesmo em javalis criados distantes de
plantéis de animais domésticos (NARANJO et al., 2008).

Estudo na Italia identificou trés linhagens de M. avium subespécie
paratuberculosis, trés M. avium, duas M. scrofulaceum e uma M. interjectum em
javalis. Diante deste achado, os autores sugeriram a necessidade de deflagracao de
programa de controle e monitoramento das infec¢des por micobactérias em animais
selvagens no pais (ZANETTI et al., 2008).

Neste contexto, é crescente o numero de relatos de infeccdo por
micobactérias em animais silvestres, reconhecendo a importancia dessas espécies
como reservatérios ou portadores da tuberculose e micobacterioses (ALHAJI, 1969;
ROSEMBERGER, 1983; THOEN et al., 1984). Em contraste, é incipiente o niumero
de estudos relacionados as infec¢des por micobactérias em taiassuideos criados em
cativeiro, ou mesmo de vida livre, com o intuito de abate para o consumo humano,
fato que dificulta avaliar o impacto dessas espécies como reservatorios do patdégeno
para outros animais e humanos. A titulo de exemplo, paises onde existem criacdes
de outras espécies silvestres, como cervideos, enfrentam grande desafio no controle

da tuberculose. Na Nova Zelandia, Dinamarca e Reino Unido a tuberculose em
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cervideos, causada por M. bovis, tornou-se doenca de impacto econdémico e de
reflexos em Saude Publica (CLIFTON-HADLEY e WILESMITH, 1991), exigindo que
esses paises desenvolvessem programas de controle da doenca em cervos
(O’'REILLY e DABORN, 1995). A preocupacdo com o controle e erradicacdo das
infeccdes por micobactérias em animais silvestres e selvagens representa grande
desafio para os profissionais de saude, devido a proximidade cada vez maior entre
estas espécies com animais domésticos e humanos, que podem favorecer a

transmissao do patégeno.

2.3.5 Micobacterioses e tuberculose em humanos

A tuberculose é considerada doenca emergente e altamente preocupante,
particularmente para pessoas que vivem com HIV/Aids, em razdo da elevada
morbimortalidade e pelo aumento da multirresisténcia do patdogeno aos
antimicrobianos (HOLLOWAY et al., 2011). A Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
2015) estimou que, em 2015, ocorreram cerca de 9,6 milhdes de novos casos da
doenca em humanos, com 1,5 milh6es de mortes, e afirmou que a tuberculose foi
considerada, pela primeira vez, a principal doenca infecciosa em todo o mundo
superando, inclusive, os casos de Aids. Os paises mais acometidos pela tuberculose
humana s&o os do continente asiatico, com predominio na india, China e Indonésia.
O continente americano também apresenta altas taxas da doenca. No Brasil, cerca
de 70.000 novos casos ocorrerem todo ano, resultando em 4.600 mortes.

As infeccBes por micobactérias em humanos ocorrem principalmente por
espécies do complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
microti, M. canettii e M. pinnipedii). Outras espécies também infectam os humanos
como as pertencentes as micobactérias atipicas ou “nao tuberculosas”, incluindo M.
avium, intracellulare, M. fortuitum, M. szulgai, M. gordonae, M. simiae e M.
nonchromogenicum (MURRAY et at., 2007). Estas espécies de micobactérias
atipicas caracterizam-se por infec¢des pulmonares e, secundariamente, acometem
outros 6rgdos Vvitais, notadamente em individuos imunossuprimidos (ACHA e
SZYFRES, 2003). Nas ultimas décadas, casos humanos por micobactérias atipicas
ou “ndo tuberculosas” tém aumentado de modo preocupante, particularmente em

infecgbes pulmonares em pacientes vivendo com HIV/Aids (INDERLIED et al., 1993;
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GENTRY, 1996; WAGNER e YOUNG, 2004). Nestes individuos, as fontes de
infeccdo das micobactérias sdo representadas em grande parte pelos animais
domésticos, em razdo da transmissao pelo consumo de produtos carneos, leite e
derivados (PAES e FRANCO, 2016).

No Brasil, o Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo isolou micobactérias do
complexo MAC em 103 dentre 2.304 humanos vivendo com HIV/Aids, dos quais em
29 pacientes a doenca era disseminada. No entanto, em individuos saudaveis, a
infeccdo por M. avium é rara, ocorrendo em infecgbes pulmonares em adultos ou
linfadenopatias em criancas (COSIVI et al., 1995). Infeccbes causadas por espécies
do complexo M. avium em paciente vivendo com HIV/Aids sdo subestimadas e,
provavelmente, sdo tdo preocupantes quanto as infeccbes humanas causadas por
M. tuberculosis (RAMOS et al., 2000).

Considerando a crescente demanda de carne de taiassuideos por restaurantes
especializados em carnes exéticas, 0 aumento de criatérios em cativeiro, a caca de
subsisténcia em determinadas regides e a escassez de informacBes sobre os
principais patdégenos que possam acometer essas espécies silvestres, o presente
estudo investigou a ocorréncia de Rhodococcus equi e de genes associados a
viruléncia (vapA, vapB e vapN), além das principais espécies do género
Mycobacterium, em linhagens isoladas de linfonodos de catetos e queixadas

comercializados para consumo humano.
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3. HIPOTESES DE ESTUDO

4 Isolar R. equi e espécies atipicas e saprofitas de Mycobacterium sp. em
virtude de o hébito alimentar dos taiassuideos e devido a presenca desses micro-

organismos no ambiente;

4 Dentre os isolados de R. equi obtidos dos taiassuideos sejam
caracterizados plasmidios de viruléncia intermediaria (VapB), de modo similar ao

observado em suideos;

v E possivel que ocorra maior isolamento dos micro-organismos dos
linfonodos do trato digestério (mesentéricos e submandibulares), que seria reflexo
do predominio da infeccdo por via oral pelos patdégenos.
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4. OBJETIVOS

Geral:

» lIdentificar a presenca de espécies de micobactérias e marcadores de viruléncia
de R. equi isolados de linfonodos de taiassuideos provenientes de criadouros

comerciais;

Especificos:

» Auvaliar a ocorréncia das principais espécies de micobactérias nos linfonodos de

taiassuideos;

» Detectar marcadores de viruléncia plasmidial (VapA, VapB, VapN) nos isolados
de R. equi.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais, colheita de material e universo amostral
Foram coletados linfonodos de 110 tayassuideos, dos quais 55 catetos

(Tayassu tajacu) e 55 queixadas (Tayassu pecari). De cada animal foi obtida uma
amostra de linfonodo submandibular, um mediastinico e um mesentérico, totalizando
330 linfonodos (110 submandibulares, 110 mediastinicos e 110 mesentéricos). As
amostras foram provenientes de criatorios legalizados pelo IBAMA, de criadores que
fornecem estes animais silvestres para restaurantes. Apés a colheita de material, 0s
linfonodos foram imediatamente refrigerados (4-8°C) em caixas isotérmicas
contendo gelo, em seguida congelados (-20°C) até o processamento pelas técnicas
microbiolégicas e moleculares.

O tamanho amostral para investigar a presenca de micobactérias e R. equi
foi calculado com base na populacdo de taiassuideos disponiveis para
amostragem nos cativeiros (populacao finita) de 1.000 animais, de acordo com 0s
métodos descritos por DOHOO et al. (2010), que resultou na colheita de, no
minimo, 69 animais. Os célculos foram baseados estimando uma prevaléncia de

5%, com sensibilidade do teste diagnostico de 90% e nivel de confianca de 95%.

5.2. Cultivo microbiolégico paraisolamento de R. equi
Os linfonodos foram cultivados em meio de CAZ-NB seletivo para R. equi e

incubados a 37°C, por 48-72 horas (MUSCATELLO et al., 2007; LARA et al., 2015).
As amostras foram cultivadas no laboratério de Pesquisa em Bacteriologia do
DHVSP da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP.

A caracterizacdo fenotipica dos isolados de R. equi foi baseada nas
caracteristicas morfotintoriais (coloracdo de Gram), de cultivo e bioquimicas,
incluindo a realizacéo de testes da catalase, oxidase e CAMP (QUINN et al., 2005,
2011). Todas os isolados de R. equi foram estocados em tubos de vidro contendo
meio de Ligniéres, mantidos em temperatura ambiente (25°C) e enviados aos
cuidados do Prof. Dr. Shinji Takai, da Universidade de Kitasato no Japao, para a
caracterizacdo de viruléncia. Os isolados foram encaminhados com as devidas

permissdes de importacdo do Ministério da Agricultura, Florestal e da Pesca do
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Japéo e do Certificado Zoosanitario para exportacdo de micro-organismos emitido
pelo MAPA, Brasil (Anexos 1 e 2).

5.2.1 Caracterizagao da hemdlise sinérgica (“fator equi”)

O teste de Camp foi realizado no laboratorio de Pesquisa em Bacteriologia do
DHVSP da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. Todos os isolados foram semeados
perpendicularmente diante de cepa padrdo hemolitica de Staphylococcus aureus
(ATCC 33.591) (QUINN et al., 2005, 2011), no meio de agar acrescido de sangue
ovino (5%) desfibrinado. Apés incubacédo por 48 horas, em condicdes de aerobiose a
37°C, as linhagens de R. equi que apresentaram sinergismo do efeito de hemolise,
caracterizado pela formagao em “ponta de seta” no agar, na interseccdo com a estria
de S. aureus, foram consideradas CAMP-positivas (QUINN et al., 2005, 2011).

5.2.2 Determinacdo de antigenos e plasmideos de viruléncia

5.2.2.1 Extracdo de DNA dos plasmidios

O DNA dos plasmidios foi extraido pelo método de lise alcalina. O material
genético extraido foi analisado por digestdo com enzimas de restricdo: Hindlll,
BamHI, EcoRIl e EcoT22l visando a determinacdo do tamanho dos plasmidios,
considerando virulentas (VapA) linhagens com 85 a 90kb, de viruléncia
intermediaria (VapB) entre 79 e 100 kb (TAKAI et al., 1993), VapN (ou “tipo bovino”)
com 120 kb (BIRNBOIM e DOLY, 1979; VALERO-RELLO et al., 2015) e avirulentas

com auséncia dos perfis anteriores.

5.2.2.2 Reagdo em cadeia pela polimerase

Para amplificacdo do material genético foi utilizado 10ul de DNA extraido em
50ul de volume contendo 10mM de Tris—HCI (pH 8,3, a 25°C), 50 mM de KCI, 0,2
mM de desoxinucleotidios trifosfatos, 1,5 mM de MgCI2, 2,5U de Tag DNA-
polimerase e 1mM de cada primer. As amostras foram submetidas a 30 ciclos de
amplificacdo, seguindo as seguintes condi¢cdes do bindmio tempo/temperatura

(ciclos): desnaturacdo por 90 s a 94°C; anelamento por 1 min. a 55°C, e extenséo
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por 2 min. a 72°C. A detecc¢do de sequéncias de genes de antigenos virulentos (15—
17 kDa) foi realizada utilizando o primer 1 (5-GACTCTTCACAAGACGGT-3’) e
primer 2 (5-TAGGCGTTGTGCCAGCTA-3’), visando a amplificagdo de sequéncia
entre 569 e 552 pares de base. Para estirpes de viruléncia intermediaria (20 kDa)
foram utilizados o primer 3 (5-~AACGTAGTCGCGGTGAGAA-3’) e primer 4 (5—-
ACCGAGACTTGAGCGACTA-3’), para amplificagado génica entre 240 e 258 pares
de base (TAKAI et al., 1995a,b). Para deteccao de estirpes VapN ou “tipo bovino”
(26 kDa) foram utilizados os primer 5 (5-AGAGTTCATGCGTGACAACG-3’) e
primer 6 (5— GTCCACAGGTCACCGTTCTT-3’) (VALERO-RELLO et al., 2015).

5.3. Identificacdo microbioldégica de micobactérias
Cerca de um grama de cada linfonodo foi macerado com 5 mL de solugéo

fisiologica em gral esterilizado para o processo de descontaminagédo de acordo com
0 método de Petroff (CORREA e CORREA, 1992), modificado. Para a
descontaminacédo foi adicionado inicialmente hidroxido de sodio (NaOH a 8%). A
amostra permaneceu por 30 minutos em estufa a 30°C. O pH foi ajustado com &cido
sulfarico (H,SO4 a 8%), com ambas as solucdes na concentracdo de um mol.L™". O
material foi submetido a trés centrifugacdes a 604,89, descartando o sobrenadante a
cada centrifugacédo (LARA, 2013). Uma aliguota das amostras descontaminadas foi
semeada nos meios de Stonebrink—Lesslie e Loewenstein-Jensen, seletivos para
micobactérias (QUINN et al., 2005, 2011), em garrafas de plastico transparentes tipo

“cultura celular”, esterilizadas, vedadas com tampa de rosca (LARA, 2013).

As amostras cultivadas nos dois meios supracitados foram incubadas em
condigbes de aerobiose, a 37°C, por 90 dias, com acompanhamento semanal do
isolamento bacteriano. Os meios foram incubados em posicdo horizontal,
favorecendo o contato do in6culo com toda a superficie do meio, bem como a
secagem da fracdo liquida (LARA, 2013). As colénias com morfologia e
caracteristicas compativeis com micobactérias foram submetidas a coloracdo de
Ziehl-Neelsen para identificacdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) (QUINN
et al.,, 2005, 2011). As colbnias BAAR-positivas, compativeis com 0 género

Mycobacterium, foram subcultivadas em garrafas de plastico tipo “cultura celular”
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nas condicdes de descritas acima, em ambos os meios de Stonebrink—-Lesslie e
Loewenstein-Jensen, até o processamento pelas técnicas moleculares de reacdo em

cadeia pela polimerase (PCR) com enzimas de restricdo e multiplex-PCR.

5.4 Extracéao e purificacdo de DNA
Foi retirada uma alcada da massa bacteriana presente nos meios de cultura

Stonebrink—Lesslie e Loewenstein-Jensen, com isolamento de colénias compativeis
com micobactérias, e transferida para um microtubo contendo 400uL de tampéo TE
(10mM TRIS-HCI e 1mM EDTA com pH 8). O contetdo do microtubo foi
homogeneizado e incubado a 100°C por 5 minutos. Adicionou-se 50uL de lisozima
(10mg/mL) seguido da homogeneizacdo e incubacdo a 37°C “overnight”. Em
seguida foi adicionado 5uL de proteinase K (10mg/mL) e 70uL de dodecil sulfato de
sédio (SDS) a 10%. A amostra foi homogeneizada e incubada a 65°C por 10
minutos. Subsequentemente foi adicionado 100uL de NaCl 5M e 100uL de solugao
de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB)/NaCl, pré-aquecida, a 65°C seguida de
homogeneizagdo e incubagdo a 65°C por 10 minutos. Foi adicionado 750uL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) seguido de homogeneizacao e centrifugacdo a
12.000g por 10 minutos. Foi transferido 450uL do sobrenadante para outro
microtubo e adicionou-se 450uL de isopropanol (2-propanol). A amostra foi mantida
a temperatura de -20°C por 30 minutos, seguida da centrifugacéo a 12.000g por 15
minutos. O sobrenadante foi desprezado e adicionado a amostra 1.000uL de etanol
(70%) gelado. Em seguida, a amostra foi submetida a nova centrifugacdo a 12.000g
por 5 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e o microtubo foi colocado em um
termobloco a 56°C por cerca de 10 minutos com intuito de secar a amostra. O pellet
foi ressuspendido em 30uL de tampdo TE e armazenado a -20° até a utilizacdo na
amplificagéo.

A extracao e a purificagdo do DNA foi realizada de acordo com os protocolos
de VAN SOOLINGEN et al. (1994) e BEMER-MELCHIOR e DRUGEON (1999)

adaptados.



34

5.5 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
Foram realizados diferentes procedimentos de PCR com a finalidade de

identificar as espécies de Mycobacterium. Inicialmente foi realizado o TB PCR
multiplex utilizado para diferenciar espécies pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), complexo M. avium, M. intracellulare e
Mycobacterium spp. em uma Unica reacao por meio de primers com diferentes alvos
e tamanhos de produtos. O RD (regido de diferengca) PCR multiplex foi utilizado para
as bactérias pertencentes ao CMT e a PCR com andlise de restricdo enzimatica
(PRA) foi utilizada para as demais micobactérias.

Em todos os procedimentos foram utilizados 1,25U de Tag DNA polimerase,
50mM KCI, 10mM Tris-HCI (pH 8,3), 50mM MgCl,, 1,25mM de cada

desoxirribonucleotideo trifosfato e agua ultrapura para um volume final de 25pL.

5.5.1 TB PCR Multiplex

Para a realizacdo do TB PCR multiplex foi utilizado o protocolo descrito por
Wilton e Cousins (1992). Foram adicionados 10 pmoles de cada primer de acordo
com o Quadro 1. Acresentou-se 2,5uL de amostra do DNA extraido das col6nias

compativeis com micobactérias.
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QUADRO 1. Tamanho em pares de base dos produtos amplificados, sequéncia
e primers utilizados, e genes alvos para a identificacdo de micobactérias em
linfonodos de taiassuideos pela técnica de reacdo em cadeia pela polimerase
(TB-PCR). Botucatu, SP, 2016-2017.

Grupos ou Produtos
o - o Pares de Gene
espécies de amplifica Sequéncia ]
. . primers alvo
micobactérias dos (pb)

) 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' e | MYCGEN-F e
Mycobacterium spp. 1030 16S rRNA
5-TGCACACAGGCCACAAGGGA-3’ MYCGEN-R

5’ACCAGAAGACATGCGTCTTG-3' e MYCAV-R e

M. intracellulare 1030 e 850 16S rRNA
5-CCTTTAGGCGCATGTCTTTA-3 MYCINT-F
5-GAACAATCCGGAGTTGACAA-3 TB1-Fe

CMT 1030 e 372 mpb70
e 5-AGCACGCTGTCAATCATGTA-3 TB1-R
Micobactérias 5’ ACCAGAAGACATGCGTCTTG-3 e MYCAV-R e
) 1030 e 180 16S rRNA
atipicas 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ MYCGEN-F

TB=tuberculose, CMT=Complexo Mycobacterium tuberculosis, PB=pares de bases

A amplificacdo foi realizada com as seguintes condicbes do bindmio
tempo/temperatura: um ciclo a 94°C por 10 min, 35 ciclos a 94°C por 30 s, 61°C por

2 min e 72°C por 3 min, e um ciclo final a 72°C por 10 min.

5.5.2 RD PCR Multiplex

O RD PCR multiplex é baseado em regides genbmicas deletadas para
identificar bactérias pertencentes ao CMT. Foi utilizado no presente estudo o
protocolo descrito por Warren et al. (2006). Trés reacdes foram realizadas com
finalidades distintas: A primeira reagdo, RD1/RD4, identifica M. bovis, M. bovis BCG
e as outras espécies. A segunda reacdo RD9/RD12, diferencia M. bovis e M. caprae,
M. tuberculosis e M. africanum subtipo Il, e as outras espécies. A terceira reacéo
RD1mic/RD2seal, diferencia M. microti, M. pinnipedii e as outras espécies. Os
primers utilizados em cada reacao estdo descritos no Quadro 2. Foram adicionados
os primers a 50 pmoles e 2 uL da amostra de DNA. Os ciclos programados foram:
95°C por 15 min, 35 ciclos a 94°C por 1 min, 62°C por 1 min e 72°C por 1min, e um
ciclo final a 72°C por 10 min.
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QUADRO 2. Primers utilizados nas reagdes de RD PCR multiplex para a
identificacdo de micobactérias em linfonodos de taiassuideos. Botucatu, SP,
2016-2017.

Reacéo Sequéncia do primer

RD1-1 (5-AAGCGGTTGCCGCCGACCGACC-3)
RD1-2 (5-CTGGCTATATTCCTGGGCCCGG-3’)
RD1-3 (5-GAGGCGATCTGGCGGTTTGGGG-3’)
RD4-1 (5’- ATGTGCGAGCTGAGCGATG-3')
RD4-2 (5-TGTACTATGCTGACCCATGCG-3’)
RD4-3 (5-AAAGGAGCACCATCGTCCAC-3’)

RD1/RD4

RD9-1 (5-CAAGTTGCCGTTTCGAGCC-3’)
RD9-2 (5’-CAATGTTTGTTGCGCTGC-3’)
RD9-3 (5’-GCTACCCTCGACCAAGTGTT-3’)
RD12-1 (5-GGGAGCCCAGCATTTACCTC-3’)
RD12-2 (5-GTGTTGCGGGAATTACTCGG-3’)
RD12-3 (5-AGCAGGAGCGGTTGGATATTC-3’).

RD9/RD12

RD1mic-1 (6’-CGGTTCGTCGCTGTTCAAAC-3’)
RD1mic-2 (5-CGCGTATCGGAGACGTATTTG-3’)
RD1mic-3 (5'-CAATCAGCCAAGACGAGGTTG-3’)
RD2seal-1 (5-TCAGCGGTCTCATAGCATTGC-3’)
RD2seal-2 (5-CGGGTTGGGAATGTCAGAAAC-3’)
RD2seal-3 (5-GCGGCAAGGTACGTCAGAAC-3’)

RD1mic/RD2seal

RD= regides de diferenca

A diferenciacdo entre as espécies foi baseada no nimero de pares de base

identificados na reacao (Quadro 3).
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QUADRO 3. Tamanho dos produtos amplificados em pares de base utilizados
para a identificacdo de micobactérias em linfonodos de taiassuideos pela
técnica de RD PCR multiplex. Botucatu, SP, 2016-2017

Espécie RD1 RD4 RD9 RD12 RD1™¢ RD2%?

M. bovis BCG 196pb 268 pb 108 pb 306 pb 195 pb 296 pb
M. bovis 146 pb 268 pb 108 pb 306 pb 195 pb 296 pb
M. tuberculosis 146 pb 172 pb 235 pb 369 pb 195 pb 296 pb
M. africanum I 146 pb 172 pb 235 pb 369 pb 195 pb 296 pb
M. africanum | 146 pb 172 pb 108 pb 369 pb 195 pb 296/168 pb
M. caprae 146 pb 172 pb 108 pb 306 pb - -

M. canettii 146 pb 172 pb 235 pb - - -

M pinnipedii 146 pb 172 pb 108 pb 369 pb 195 pb 168 pb
M. microti 146 pb 172 pb 108 pb 369 pb 127 pb 296 pb

Fonte: (WARREN et al., 2006; HUARD et al., 2003; HUARD et al., 2006)

RD= regides de diferenca

5.5.3 PCR com anélise de restricao enziméatica (PRA)

A técnica de reacdo em cadeia pela polimerase com enzimas de restricao foi
utilizada para identificar as espécies das micobactérias “ndo tuberculosas”,
oportunistas ou atipicas. O protocolo utilizado foi o descrito por Telenti et al. (1993).
Foram utilizados 2,5 yL do DNA extraido, adicionado de 10 pmoles de cada primer
Tb11 (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3) e Tb12 (5'-
CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’). Estes primers tém como alvo a proteina de
choque térmico 65 (hsp65) resultando em um produto de 441 pares de base. Os
ciclos utilizados foram: um ciclo a 94°C por 10 min, 35 ciclos a 94°C por 1 min, 60°C
por 1 min e 72°C por 1 min, e um ciclo final a 72°C por 10 min. O fragmento

amplificado foi digerido pela enzima BstEll (Promega, WI, USA) e Haell
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(Invitrogen™, CA, USA), utilizando as instrugbes do fabricante. Os perfis
encontrados foram analisados com o auxilio da ferramenta de bioinformética de
dominio publico denominada PRASITE (http://app.chuv.ch/prasite/index.html),
desenvolvida por Institutos internacionais em parceria com o Instituto Adolfo Lutz
(Sao Paulo, SP).

5.5.4 Eletroforese

Para a eletroforese foi utilizado gel de agarose a 1,5% no produto amplificado
e gel entre 3 e 4% para o produto digerido. O agar foi diluido em tampéo TBE 0,5X
(IM Tris, 0,9M &cido bérico, 0,01M EDTA). Em seguida adicionou-se o Sybr Safe
(1uL para cada 10 mL de agarose) para coloracdo. Apos a corrida eletroforética
observaram-se as bandas geradas em transiluminador ultravioleta. Os fragmentos
foram comparados aos marcadores de peso molecular de 50 pb e 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen™, NY, USA).

5.5.5 Sequenciamento

Foi utilizado “kit” comercial (illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification™) para a purificagcdo do amplicon que foi quantificado pelo Nanodrop™.
Em todas as amostras o sequenciamento foi efetuado no sentido forward e reverse,
em sequenciador automético ABI Prism 3500 DNA Sequences (Applied Biosystems,
CA, USA).

5.5.6 Edic&o e analise das sequéncias

Foi utilizado o software Chromas Lite 2.6 para analisar e editar 0s
eletroferogramas das sequéncias obtidas (forward e reverse). Em seguida as
sequéncias foram alinhadas com o programa BioEdit 7.2.5 para a gerar a sequéncia

consenso de cada amostra utilizando o algoritmo ClustalWw.


http://app.chuv.ch/prasite/index.html
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5.5.7. Andlise das sequéncias, construcao da arvore filogenética

As sequéncias consensos de cada amostra foram utilizadas para comparar
com as sequéncias de nucleotideos do GenBank a fim de determinar a provéavel
espécie analisada. A arvore filogenética foi construida com base no método de
Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987) utilizando o software Mega7. Como raiz
interna foram utilizadas sequéncias de espécies de micobactérias identificadas por
PCR pertencentes ao complexo M. avium. Foi utilizado como “outgroup” uma
sequéncia de Corynebacterium bovis para o gene rpob e Nocardia sp. para o gene
hsp65. Todas essas sequéncias foram obtidas do GeneBank. O modelo de
substituicdo dos nucleotideos foi calculado com o método de Tamura-Nei (1993). A
confiabilidade estatistica foi confirmada pelo método Bootstrap com 1.000 réplicas.

5.6 Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
O presente projeto foi aprovado pela CEUA da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP,

(protocolo numero 101/2015), pois ndo fere qualquer preceito ético na conducao de

estudos com animais.

5.7 Autorizacao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — IBAMA

A autorizacao para atividades com finalidade cientifica foi concedida pelo
IBAMA, através do sistema SISBIO, de numero 48983-2.

5.8 Analise estatistica
A associacao entre a presenca dos diferentes micro-organismos isolados em

taiassuideos foram avaliados utilizando o teste de Qui—quadrado ou Exato de Fisher,
teste Q de Cochran e método de Wilcoxon utilizando o programa estatistico R (R
Development Core Team, 2015, versao 3.2.3), considerando diferenga significante
para valores de p<0,05 (DEAN et al., 1994).
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6. RESULTADOS

6.1 Rhodococcus equi

6.1.2 Diagndéstico microbioldgico

Do total de 330 amostras de linfonodos foram isoladas 36 (10,9%) linhagens
de R. equi, das quais 6,7% dos linfonodos de queixadas (n=11/165) e 15,1%
(n=25/165) dos catetos. Nao houve diferenca significante (p>0,05) para o isolamento

de R. equi em catetos em relacdo aos queixadas utilizando o teste Exato de Fisher.

Ao utilizar o teste Q de Cochran nos catetos e queixadas pode-se comparar
frequéncias dependentes. Houve diferenca significante (p<0,05) no isolamento de R.
equi entre os linfonodos dos animais amostrados. O contraste pelo método de
Wilcoxon indica que nao ha diferenca significativa (p>0,05) quando se compara 0s
linfonodos submandibulares e mediastinicos para o isolamento de R. equi. Porém,
em relagdo a comparacao dos linfonodos submandibulares com os mesentéricos e

mediastinicos com os mesentéricos houve diferenca significante (p<0,05).

Entre os 11 isolados de R. equi das queixadas, 90,9% (n=10/11) foram
obtidos de linfonodos mesentéricos e 9,1% (n=1/11) de linfonodo mediastinico. Nos
25 isolados de R. equi dos catetos, 40,0% (n=10/25) foram obtidos de linfonodos
mesentéricos, 36,0% (n=9/25) de submandibulares e 24,0% (n=6/25) de
mediastinicos. Foi observada diferenca significante (p<0,05) para o isolamento de R.
equi em linfonodos submandibulares de catetos em relacdo aos queixadas.

utilizando o teste Exato de Fisher.

N&o houve diferenca significante para o isolamento de R .equi em linfonodos
mediastinicos (p>0,05) utilizando o teste Exato de Fisher e mesentéricos (p>0,05)

utilizando o teste do Qui Quadrado em relacéo as duas espécies de taiassuideos.

Ao utilizar o teste Q de Cochran somente no grupo dos queixadas foi
observada diferenca significante (p<0,05) no isolamento de R. equi entre os
linfonodos dos animais amostrados. O contraste pelo método de Wilcoxon indica que
ndo ha diferenca significativa (p>0,05) quando se compara os linfonodos

submandibulares e mediastinicos para o isolamento de R. equi. Porém, em relacdo a
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comparacao dos linfonodos submandibulares com os mesentéricos e mediastinicos

com 0s mesentéricos houve diferenca significante (p<0,05).

Ao utilizar o teste Q de Cochran somente no grupo dos catetos nao foi
observada diferenca significante (p>0,05) no isolamento de R. equi entre os

linfonodos dos animais amostrados.

Foi observada maior ocorréncia de identificagéo das linhagens de R. equi nas

amostras de linfonodos de taiassuideos colhidas dos catetos.

6.1.3 Proteinas associadas a viruléncia (Vap)

A caracterizagdo do perfil de viruléncia plasmidial (VapA, VapB, VapN) nas
linhagens de R. equi revelou que em nenhum dos isolados foi detectado os genes
vapA, vapB ou vapN, considerados avirulentos.

6.2 Micobactérias

6.2.1 Diagnéstico microbioldgico

Foi isolado Mycobacterium sp. de 3,03% (n=10/330) do total de linfonodos.
Entre os 10 isolados de micobactérias, 60% (n=6/10) dos linfonodos foram de
gueixadas e 40% (n=4/10) de catetos. Nao houve diferenca significante (p>0,05)
para o isolamento de Mycobacterium sp em queixadas em relacdo aos catetos

utilizando o teste Exato de Fisher.

Nas queixadas, todos os isolados foram obtidos de linfonodos
submandibulares. Nao houve diferenca significante (p>0,05) para a maior deteccéo
de Mycobacterium sp. nos linfonodos submandibulares dos queixadas se

comparado aos catetos utilizando o teste Exato de Fisher.

Nos catetos, todas as linhagens foram isoladas de linfonodos mesentéricos.
N&o houve diferenca significante (p>0,05) para o isolamento de Mycobacterium sp
em linfonodos mesentéricos de catetos em relacdo aos linfonodos mesentéricos de

gueixadas utilizando o teste Exato de Fisher.
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Ao utilizar o teste Q de Cochran nos catetos e queixadas nao houve diferenca
significante (p>0,05) no isolamento de Mycobacterium sp entre os linfonodos dos

animais amostrados.

Ao utilizar o teste Q de Cochran no grupo dos queixadas e no grupo dos
catetos, em separado, nao foi observada diferenca significante (p>0,05) no

isolamento de Mycobacterium sp entre os linfonodos dos animais amostrados.

Foi observada maior frequéncia de identificacgdo de micobactérias nas
amostras de taiassuideos colhidas dos queixadas.

6.3 Isolamento de R. equi e Micobactérias
A Tabela 1 sumariza a identificacdo de R. equi e micro-organismos do género

Mycobacterium em linfonodos submandibulares, mediastinicos e mesentéricos de

taiassuideos.

TABELA 1 - Isolamento de Mycobacterium spp. e Rhodococcus equi em linfonodos
submandibulares, mediastinicos e mesentéricos de taiassuideos. Botucatu, SP,
2016 - 2017

Linfonodos

Micro-organismos  Submandibular Mediastinico Mesentérico Total

Mycobacterium spp. 6/110 (5,4%) 0/110 (0,0%) 4/110 (3,6%) 10/330 (3,0%)

Rhodococcus equi 9/110 (8,2%) 7/110 (6,3%) 20/110 (18,2%) 36/330 (10,9%)

Total 15/110 (13,6%)  7/110 (6,3%) 24/110 (21,8%) 46/330 (13,9%)

Das 330 amostras de linfonodos coletadas, 13,9% (n=46/330) apresentaram
isolamento positivo para R. equi e/ou Mycobacterium spp. Nao houve diferenca
significante (p>0,05) para a maior deteccdo de patdgenos nos linfonodos dos
gueixadas se comparado aos catetos. Do total de amostras, 7,3% (n=24/330) dos
linfonodos mesentéricos foram positivos para o isolamento de pelo menos um dos

agentes estudados, 4,5% (n=15/330) dos linfonodos submandibulares e 2,1%
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(n=7/330) dos mediastinicos. Houve maior ocorréncia de isolamento de micro-
organismos nos linfonodos mesentéricos se comparados com os linfonodos

mediastinicos e submandibulares.
Em somente uma amostra de linfonodo mesentérico de cateto foi isolado,

simultaneamente, R. equi e micobactéria.

6.4 Deteccdo molecular de micobactérias
6.4.1 PCR-PRA

Foram detectadas 10 espécies do género Mycobacterium pela técnica de
PCR-PRA nos linfonodos de taiassuideos, com predominio de M. avium tipo 1, M.

kumamotonense tipol e M. colombiense tipo 1 (Tabela 2).

TABELA 2 - Caracterizacdo molecular pela técnica de PCR-PRA de espécies do
género Mycobacterium em 10 isolados obtidos de linfonodos de taiassuideos.
Botucatu, SP, 2016-2017.

Espécies de micobactérias Cateto Queixada Total

M. avium tipo 1 1/10 (10,0%)  2/10 (20,0%)  3/10 (30,0%)
M. kumamotonense tipol 2/10 (20,0%) 1/10 (10,0%) 3/10 (30,0%)
M. colombiense tipo 1 - 3/10 (30,0%) 3/10 (30,0%)
M. intracellulare tipo 3 1/10 (10,0%) - 1/10 (10,0%)
Total 4/10 (40,0%) 6/10 (60,0%)  10/10 (100,0%)

PCR-PRA = Polymerase Chain Reaction — Pattern Restriction Analysis

A amplificacdo do gene hsp65 com padrdo de restricdo enziméatica revelou
gue a maioria dos isolados foram identificados como micobactérias pertencentes ao
complexo M. avium (Tabela 3). As espécies de micobactérias identificadas com base
no método de PCR-PRA foram: Mycobacterium avium tipo 1 (n=3), M. colombiense

(n=4), M. intracellulare (n=1) e M. kumamotonense (n=2).
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TABELA 3 - Identificagdo, espécie, tempo de isolamento, tamanho de fragmento
amplificado pelas enzimas de restricdo e espécies de micobactérias identificadas no
cultivo microbioldgico e PCR-PRA em linfonodos de taiassuideos. Botucatu, SP,
2016-2017.

Sof Tempo de

ID SPeEe isolariento BstEIl (pb) Haelll (pb) E.spécies, c.ie

. (dias) micobactérias
1 Queixada 57 320/115/0 130/110/70 M. kumamotonense tipol
2 Queixada 63 235/210/0 130/105/0 M. avium tipo 1
3 Queixada 57 235/210/0 130/105/0 M. avium tipo 1
4 Queixada 40 235/210/0 130/105/60 M. colombiense tipo 1
5 Queixada 40 235/210/0 130/105/60 M. colombiense tipo 1
6 Queixada 40 235/210/0 130/105/60 M. colombiense tipo 1
7 Cateto 27 320/115/0 130/110/70 M. colombiense tipo 1
8 Cateto 27 235/210/0 145/130/0 M. intracellulare tipo 3
9 Cateto 40 320/115/0 130/110/70 M. kumamotonense tipol
10 Cateto 27 235/210/0 130/105/0 M. avium tipo 1

ID = identificacdo, BstEIl e Haelll = enzimas de restricdo, pb = pares de base, M. = Mycobacterium,

PCR-PRA = Polymerase Chain Reaction — Pattern Restriction Analysis

6.2.2 Sequenciamento

Foram sequenciados os genes hsp65 (heat shock protein 65) e rpob de todas
as 10 amostras isoladas, nas quais foram identificadas espécies com identidade,
respectivamente, > 96 e 97% (Tabela 4 e 5) quando comparadas com as especies
de referéncia do GeneBank. As espécies de micobactérias identificadas com base
no sequenciamento dos genes hsp65 e rpob foram: Mycobacterium spp., M. sinense,
M. colombiense, M. intracellulare e/ou M. kumamotonense (Tabelas 4 e 5).
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TABELA 4 - Espécies de micobactérias identificadas por sequenciamento utilizando

0 gene hsp65, medidas estatisticas de significAncia, nimero de acesso e fonte de

isolamento da espécie de
taiassuideos. Botucatu, SP, 2016-2017.

referéncia, em

isolados obtidos

linfonodos de

Espécie : Espécies de Tipo do
ID : E.value Cobertura Identidade Acesso : L. :

animal micobactérias isolado
1 Queixada 0.0 99% 98% . sinense Clinico

CP002329.1

2 Queixada 0.0 100% 98% CP020821.1 . colombiense Clinico
3 Queixada 0.0 100% 99% CP020821.1 . colombiense Clinico
4 Queixada 0.0 100% 99% CP020821.1 . colombiense Clinico
5 Queixada 0.0 100% 99% CP020821.1 . colombiense Clinico
6 Queixada 0.0 99% 98% CP020821.1 . colombiense Clinico
7 Cateto 0.0 100% 96% CP002329.1 . sinense Clinico
8 Cateto 0.0 98% 99% KR856203.1 . intracellulare Clinico
9 Cateto 0.0 100% 98% KF432807.1 . kumamotonense Clinico
10 Cateto 0.0 99% 98% CP003324.1 . intracellulare Clinico



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333484608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA0BWBTM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333484608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA0BWBTM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333484608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA0BWBTM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/968195281?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H9YAFY3S015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/673058936?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA2T049K01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378807379?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HA2C390401R
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TABELA 5 - Espécies de micobactérias identificadas por sequenciamento utilizando
0 gene rpob, medidas estatisticas de significAncia, nUumero de acesso e fonte de
isolamento da espécie de referéncia, em isolados obtidos linfonodos de
taiassuideos. Botucatu, SP, 2016-2017.

Espécie : Espécies de Tipo do
ID : E.value Cobertura Identidade Acesso : L. :

animal micobactérias isolado
1 Queixada 0.0 96% 97% Mycobacterium spp. Clinico

CP002329.1

2 Queixada 0.0 100% 97% CP020821.1 M. colombiense Clinico
3 Queixada 0.0 100% 99% CP020821.1 M. colombiense Clinico
4 Queixada 0.0 99% 97% CP020821.1 M. colombiense Clinico
5 Queixada 0.0 100% 97% CP020821.1 M. colombiense Clinico
6 Queixada 0.0 99% 97% CP020821.1 M. colombiense Clinico
7 Cateto 0.0 100% 97% CP002329.1 Mycobacterium spp. Clinico
8 Cateto 0.0 98% 99% KR856203.1 M. intracellulare Clinico
9 Cateto 0.0 100% 98% KF432807.1 Mycobacterium spp. Clinico
10 Cateto 0.0 99% 100% CP003324.1 M. intracellulare Solo

6.2.2.1 Arvore Filogenética

As arvores filogenéticas (Figuras 3 e 4) resultante dos 10 isolados de
micobactérias foram identificadas com base nas sequéncias do GeneBank e, assim
como os resultados da PCR-PRA, na sua grande maioria, correspondem a espécies
pertencentes ao complexo M. avium (TORTOLI et al., 2013; NGEOW et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333484608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA0BWBTM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1184848575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H9VZK367014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333484608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA0BWBTM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333484608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA0BWBTM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/968195281?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H9YAFY3S015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/673058936?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HA2T049K01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378807379?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HA2C390401R
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FIGURA 1 - Relacéao filogenética*, do gene hsp65, entre espécies de micobactérias
(M. sinense, M. colombiense, M. intracellulare e M. kumamotonense) identificadas

em linfonodos de taiassuideos. Botucatu, SP, 2016-2017.

*Arvore filogenética analisada pelo método de Neighbor-Joining, com 1.000 replicaces
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FIGURA 2 - Relacao filogenética*, do gene rpob, entre espécies de micobactérias
(Mycobacterium spp., M. colombiense, M. intracellulare e M. kumamotonense.)

identificadas nos linfonodos de taiassuideos. Botucatu, SP, 2016-2017.

*Arvore filogenética analisada pelo método de Neighbor-Joining, com 1.000 replicaces

6.2.2.2 Concordancia de deteccao das espécies de micobactérias nos testes
moleculares

A Tabela 6 mostra a concordancia entre a deteccdo das espécies de
micobactérias pelo PCR-PRA e o sequenciamento dos genes hsp65 e rpob. Houve
concordancia de 70% entre as espécies encontradas no sequenciamento utilizando
0S genes supracitados. Apesar da baixa concordéancia (somente 40%, para 0S
isolados de numero 4, 5, 6 e 8) entre a identificacdo das espécies de micobactérias
no PCR-PRA e sequenciamento, ambas as técnicas detectaram, principalmente,

espécies agrupadas no complexo M. avium.
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TABELA 6 - Comparacdo das espécies de micobactérias, identificadas por PCR-

PRA e sequenciamento dos genes hsp65 e rpob, em isolados obtidos de linfonodos

de taiassuideos. Botucatu, SP, 2016-2017.

1 M. kumamotonense tipol
2 M. avium tipo 1

3 M. avium tipo 1

4 M. colombiense tipo 1

5 M. colombiense tipo 1

6 M. colombiense tipo 1

7 M. colombiense tipo 1

8 M. intracellulare tipo 3

9 M. kumamotonense tipol
10 M. avium tipo 1

. sinense

. colombiense

. colombiense

. colombiense

. colombiense

. colombiense

. sinense

. intracellulare

. kumamotonense

. intracellulare

Mycobacterium spp.
M. colombiense
M. colombiense
M. colombiense
M. colombiense
M. colombiense
Mycobacterium spp.
M. intracellulare
Mycobacterium spp.

M. intracellulare

ID: identificagdo, PCR-PRA= PCR com andlise de restricdo enzimatica.
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7. DISCUSSAO

Dentre os 330 linfonodos obtidos de 55 catetos e 55 queixadas amostrados
no presente estudo de taiassuideos de abatedouros legalizados pelo IBAMA,
destinados ao consumo humano em restaurantes especializados, foram isolados R.
equi e Mycobacterium spp. em, respectivamente, 10,9% (n=36/330) e 3,03%
(n=10/330). Destes, em nenhum dos isolados de R. equi foram detectados genes
associados a viruléncia (vapA, vapB e vapN). E, entre as micobactérias, foi
encontrado predominio de linhagens agrupadas no complexo M. avium, ou
potencialmente patogénicas para humanos e animais (STANFORD e STANFORD,
2012; SOMOSKOVI e SALFINGER, 2014).

Na literatura consultada, a identificacdo de R. equi (submetidos a analise de
viruléncia) e micobactérias em linfonodos de taiassuideos, destinados ao consumo
humano, é descrita pela primeira vez, embora a auséncia de estudos similares tenha
dificultado confrontar os achados do presente estudo. Ainda, a amostragem do
presente estudo foi de conveniéncia pois, apesar do incremento do consumo
humano de carne de taiassuideos em restaurantes especializados (NOGUEIRA
FILHO et al., 2004), ainda é restrito o numero de abatedouros legalizados pelo
IBAMA que permitem a amostragem destes animais. Neste contexto, apesar do
ineditismo do achado, a auséncia de estudos similares e a amostragem de

conveniéncia podem ser considerados fatores limitantes do presente estudo.

Ainda que nenhuma das linhagens de R. equi tenha sido detectada como
virulenta (VapA), de viruléncia intermediaria (VapB) ou tipo bovino (VapN), o
isolamento de R. equi nos linfonodos de taiassuideos encontra reflexos em Saude
Plblica. Estudos em diferentes paises tém referido a rodococose em humanos
causada por linhagens avirulentas, incluindo nos EUA (VERVILLE et al., 1994),
Japao (TAKAL., 1997) e Tailandia (TAKAI et al., 2002) e Hungria (MAKRAI et al.,
2002).

No Brasil, Ribeiro et al. (2011b) identificaram 11 dentre 20 estirpes de R. equi
isoladas de humanos, classificadas como avirulentas. Nas linhagens desprovidas de

plasmideos contendo os genes vapA, vapB e vapN, a patogenicidade em humanos
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poderia ser justificada pela presenca de outros fatores de viruléncia, como a capsula
e as exoenzimas oxidase e fosfolipase C, além da resisténcia de R. equi aos
antimicrobianos convencionais, que estariam relacionados a quadros clinicos de
doenca de dificil tratamento, particularmente em individuos com debilidade organica
ou imunossuprimidos (TAKAI et al.,, 2003; ACHA e SZYFRES, 2003; RIBEIRO e
VARGAS, 2016).

N&o foram encontrados na literatura internacional estudos sobre a detecgéo
do perfil de viruléncia associado aos plasmideos em isolados de R. equi obtidos de
linfonodos de taiassuideos. No entanto, ndo esta completamente esclarecido o papel
dos taiassuideos como fonte de infeccdo da bactéria para os humanos, para outros
animais ou até mesmo na contaminacao ambiental com linhagens patogénicas. Com
o advento das técnicas moleculares que possibilitaram a identificacdo das Vaps,
estudos em varios paises tém contribuido na investigacdo da
viruléncia/patogenicidade, na epidemiologia molecular (com énfase a distribuicdo
geografica dos tipos) e nos riscos dos animais de producdo, de companhia,
silvestres e selvagens como fontes de infeccdo do patégeno para os humanos
(TAKAI, 1997; MEIJER e PRESCOTT, 2004; RIBEIRO e VARGAS, 2016).

Apesar da similaridade do perfil de viruléncia - associado a presenca de
plasmideos — observado em todo o mundo, entre R. equi obtidos de suideos e
humanos (vivendo ou ndao com HIV/Aids), com predominio de isolados de viruléncia
intermediaria (TAKAI et al., 1996; TAKAI, 1997; MAKRAI et al., 2002), a grande
maioria dos pacientes ndo tem historico de contato com suideos, tampouco com 0s
criatérios (TAKAI et al., 2003; LARA et al., 2015). Tal fato suscitou a hipotese de que
a infeccdo de humanos (vivendo ou ndo com HIV/Aids) com linhagens VapB de R.
equi de origem suina ou de javalis, poderia ser justificada, em parte, pelo consumo
de carne crua ou malpassada, contaminada com o patégeno presente nos
linfonodos ou nas fezes, mesmo em animais abatidos com fiscalizagéo (TAKAI et al.,
2003; RIBEIRO et al., 2011a; LARA et al., 2015) e, principalmente, sem fiscalizacéo
oficial (LARA et al., 2009; LARA, 2013); e se constituiu na principal motivacao, por
analogia, para o0 desenvolvimento do presente estudo com linfonodos de

taiassuideos.
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Em suinos tem-se confirmado o predominio de isolamento de Mycobacterium
sp. em linfonodos submandibulares e mesentéricos de animais destinados ao abate
(LARA et al., 2011). De maneira similar, no presente estudo foram identificadas 10
linhagens de micobactérias nos taiassuideos, das quais 6 provenientes de
linfonodos submandibulares e 4 de linfonodos mesentéricos. Tal achado pode estar
relacionado a transmissao das micobactérias principalmente pela via oral, em virtude
da ampla distribuicdo destes micro-organismos no ambiente, contaminando o solo, a
agua, os alimentos e os utensilios dos animais (MURRAY et al., 2007; RADOSTITS
et al., 2007; SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007; QUINN et al., 2011).

A maioria das espécies de micobactérias identificadas neste estudo
pertencem ao complexo M. avium. Em todo o mundo as espécies de micobactérias
pertencentes ao complexo M. avium (MAC) tém sido crescentemente descritas nas
micobacterioses em humanos, causando comumente infec¢cdes pulmonares e,
menos frequentemente, extrapulmonares, principalmente em humanos vivendo com
HIV-Aids (ACHA e SZYFRES, 2003). Nos pacientes que apresentaram
micobacteriose clinica, infectados com o complexo MAC, em 90 a 95% o0 agente
causal foi M. avium tipo 1, causando graves problemas respiratorios (KIEHN et al.
1985; SLUTSKY et al. 1994; LEAO et al. 1999). Nos EUA, foi referido que as
micobactérias pertencentes ao complexo MAC representam a principal causa da
tuberculose em humanos vivendo com HIV/Aids (INDERLIED et al. 1993).

No Brasil, foram isoladas micobactérias do complexo MAC em 103 pacientes,
dentre 2.304 individuos vivendo com HIV/Aids (HADAD et al. 1995). Ramos et al.
(2000) advertiram que as infec¢bes causadas por espécies do complexo M. avium
em pacientes vivendo com HIV/Aids sdo mais comuns do que se tem oficialmente
registrado, e sdo tdo graves quanto as infeccbes humanas causadas por M.

tuberculosis.

O sequenciamento do gene hsp65 e rpob dos 10 isolados revelou
concordancia de 70% e identidade >96% quando comparadas as espécies similares
depositadas no GeneBank, identificando as espécies M. colombiense, M.
intracellulare, M. kumamotonense, M. sinense e Mycobacterium spp. Apesar da

baixa concordancia (40%) entre as espécies detectadas no PCR-PRA e
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sequenciamento dos genes-alvos do estudo, a arvore filogenética elaborada mostrou
quatro clusters nos dois genes sequenciados e identificou, predominantemente,
micobactérias pertencentes ao MAC (M. intracellulare e M. colombiense) e, menos
frequentemente, micobactérias saproéfitas (M. kumamotonense e M. sinense), das
quais, em sua maioria, tém sido descritas em humanos com problemas pulmonares
e extrapulmonares, em pacientes com ou sem imunossupressdo (MURCIA et al.,
2006; JARZEMBOWSKI et al., 2008; ACHA e SZYFRES, 2003; TORTOLI et al.,
2013).

A discrepancia entre os resultados da PCR-PRA e sequenciamento pode ser
atribuida as alteracdes pontuais nas sequéncias de nucleotideos (delecdes,
insercdes, transicdes). Tal alteracdo pontual nas sequéncias interfere com a acao
das enzimas de restricdo, gerando variacado nos fragmentos resultantes, dificultando
a comparacao com os padrdes existentes no site de referéncia do PRA (RINGUET
et al.,, 1999). Apesar da discrepancia de resultados entre os testes moleculares, o
sequenciamento tem auxiliado na classificacdo e reclassificacdo taxondmica das
espécies do género Mycobacterium, bem como na identificacdo de novas espécies,
ampliando as possibilidades de estudo da diversidade de micobactérias de origem
animal, humana e do ambiente (TORTOLI et al., 2013).

Mycobacterium colombiense é uma espécie pertencente ao MAC. Na
Colémbia, tem sido descrita causando graves problemas respiratorios e infeccbes
disseminadas em humanos vivendo com HIV/Aids (MURCIA et a., 2006).
Mycobacterium intracellulare também pertence ao MAC. Essa micobactéria tem sido
relatada em pacientes imunossuprimidos (em tratamento de quimioterapia,
leucemia) e humanos vivendo com HIV/Aids. Nesses pacientes, as micobactérias do
complexo MAC estdo associadas com osteomielite, tenossinovite e sinovite, bem
como doenca disseminada envolvendo o sistema nervoso central (SNC), figado,
baco e medula 6ssea (ACHA e SZYFRES, 2003).

Mycobacterium kumamotonense e Mycobacterium sinense sdo micobactérias
saprofitas podendo serem encontradas comumente no ambiente. Ja foram relatadas
em pacientes imunossuprimidos causando problemas respiratorios
(JARZEMBOWSKI et al., 2008).
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Posto que as micobactérias e R. equi sdo micro-organismos amplamente
distribuidos no ambiente (PAES e FRANCO, 2016; RIBEIRO e VARGAS, 2016), ndo
existem, até o momento, medidas especificas indicadas para o controle e a profilaxia
destes patdégenos em taiassuideos. O aumento do numero de criatérios de
taiassuideos em regime de cativeiro, o incremento do consumo de carne dessas
espécies em restaurantes especializados (NOGUEIRA FILHO, 2004) e o consumo
devido a caca de subsisténcia em certas regides (FUCCIO et al., 2003), aliado ao
aumento da identificacdo de R. equi e micobactérias “ndo tuberculosas” ou atipicas
em humanos, com e sem imunossupressao; reforcam a preocupacao dos achados
do presente estudo no contexto de Saude Publica, bem como a necessidade de
estudos de vigilancia epidemiolégica, em abatedouros, dos principais patégenos que
acometem os taiassuideos, particularmente de potencial zoon6tico como R. equi e

micobactérias.
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8. CONCLUSOES

4 O isolamento de R. equi e/ou espécies de micobactérias em 13,9%
(n=46/330) do total de amostras dos linfonodos de taiassuideos é descrito pela

primeira vez na literatura.

4 O predominio de isolamento de R. equi e micobactérias nos linfonodos
do trato digestério (submandibulares e mesentéricos) provavelmente encontra
reflexo da infeccdo principalmente por via oral dos animais, posto que estes

patdgenos estdo presentes no ambiente dos criatérios;

v Apesar da auséncia de deteccdo de genes associados a viruléncia de
R. equi (vapA, VapB e vapN), a identificagdo de isolados avirulentos em cerca de
10% dos linfonodos amostrados também denota preocupacdo no contexto de Saude
Publica, posto que estirpes avirulentas tém sido identificadas em pacientes humanos

com rodococose, com ou sem imunossupresséo;

v A deteccgéo de M. intracellulare, M. colombiense, M. kumamotonense e
M. sinense nos linfonodos dos animais alerta para os riscos de 0 consumo humano
de carne e derivados destes animais silvestres, posto que as micobactérias atipicas
ou “ndo tuberculosas” e, eventualmente, sapréfitas, tém sido crescentemente

descritas em infeccBes em pacientes com e sem imunossupressao;
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10. ANEXO

10.1 Anexo 1 - Permisséo de importacdo do Ministério da Agricultura, Florestal
e da Pesca do Japéo
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10.2 Anexo 2 - Certificado Zoosanitéario Internacional para exportacdo de micro-

organismos emitido pelo MAPA, Brasil
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11. ARTIGO CIENTIFICO

Trabalho a ser enviado para a revista Tropical Animal Health and Production.
Instructions for Authors

AUTHORSHIP POLICY

Authorship should incorporate and should be restricted to those who have contributed substantially to the work in
one or more of the following categories:

+ Conceived of or designed study

* Performed research

* Analyzed data

+ Contributed new methods or models

» Wrote the paper
TYPES OF ARTICLES

Manuscripts should be presented preferably in Times New Roman font, double spaced, using A4 paper size.
Please use the automatic page and line numbering function to number the pages and lines in your document and
number the lines in a single continuous sequence.

Regular Atrticles: Articles should be as concise as possible and should not normally exceed approximately 4000
words or about 8 pages of the journal including illustrations and tables. Articles should be structured into the
following sections;

(a) Abstract of 150-250 words giving a synopsis of the findings presented and the conclusions reached. The
Abstract should be presented as a single continuous paragraph without subdivisions.

(b) Introduction stating purpose of the work

(c) Materials and Methods

(d) Results

(e) Discussion (conclusions should be incorporated in the discussion!)

() Acknowledgements

(g) Statement of Animal Rights

(h) Conflict of Interest Statement

(i) References

Short Communications and Technical Notes: Short Communications and Technical Notes should not normally
exceed approximately 2000 words or about 4 pages of the journal, including illustrations, tables and references.
An abstract of 150-250 words should be included and a minimum number of sub-headings may be included if it
adds clarity to the article.

Short Communications report original scientific data.

Technical Notes describe innovative methodologies.

Reviews: Review articles will be welcomed. However, authors considering the submission of review articles are
advised to consult the Editor-in-Chief in advance.
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Correspondence: Letters on topics relevant to the aims of the Journal will be considered for publication by the
Editor-in-Chief who may modify them.

It is the authors responsibility to ensure that submitted manuscripts comply with journal format as indicated in the
current instructions to authors and free sample articles on the springer.com journal homepage.

ETHICAL STANDARDS

Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that all human and animal studies
have been approved by the appropriate ethics committee and have therefore been performed in accordance with
the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments.

It should also be stated clearly in the text that all persons gave their informed consent prior to their inclusion in the
study. Details that might disclose the identity of the subjects under study should be omitted.

These statements should be added in a separate section before the reference list. If these statements are not
applicable, authors should state: The manuscript does not contain clinical studies or patient data.

The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned requirements.
The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill the above-mentioned requirements

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission
Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as

well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions
Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are
required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include

evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material received without
such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the
instructions given on the screen.

Costs of Color lllustrations

Online publication of color illustrations is always free of charge.

For color in the print version, authors will be expected to make a contribution towards the extra costs of EUR 950 /
US$ 1150 (+ local tax) per article, irrespective of the number of figures in it.

TITLE PAGE

Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author

If available, the 16-digit ORCID of the author(s)
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Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations or
unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the
reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the
bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the
article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the title page. The
names of funding organizations should be written in full.

Please note:

Use the automatic page and line numbering function to number the pages and lines in your document.
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REFERENCES

1. All publications cited in the text should be presented in the list of references. The typescript should be carefully
checked to ensure that the spelling of the authors‘ names and dates are exactly the same as in the reference list.

2. In the text, refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed, if necessary, by a short
reference to appropriate pages. Examples: 'Peters (1985) has shown that . . . .. “This is in agreement with results
obtained later (Kramer, 1984, pp. 12--16)'

3. If reference is made in the text to a publication by three or more authors, the abbreviation et al. should be used.
All names should be given in the list of references.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references should be
arranged alphabetically by authors‘ surname(s) and chronologically by author. If an author in the list is also
mentioned with co-authors the following order should be used: publications by the single author, arranged
according to publication dates; publications of the same author with co-authors. Publications by the same
author(s) in the same year should be listed as 1986a, 1986b, etc.

5. Use the following system for arranging each reference in the list:

* For journal articles:

Ahl, A.S., 1986. The role of vibrissae in behaviour: a status review, Veterinary Research Communications, 10,
245--268

* For books:

Fox, J.G., Cohen, B.J. and Lowe, F.M., 1984. Laboratory Animal Medicine, (Academic Press, London)

* For a paper in published symposia proceedings or a chapter in multi-author books:

Lowe, K.F. and Hamilton, B.A., 1986. Dairy pastures in the Australian tropics and subtropics. In: G.T. Murtagh
and R.M. Jones (eds), Proceedings of the 3rd Australian conference on tropical pastures, Rockhampton, 1985,
(Tropical Grassland Society of Australia, St. Lucia; Occasional Publication 3), 68--79

* For unpublished theses, memoranda etc:

Crowther, J., 1980. Karst water studies and environment in West Malaysia, (unpublished PhD thesis, University of
Hull)

* For Online documents:

Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their effects. Royal Society of
Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/doseftitle of subordinate document. Accessed 15 Jan 1999

6. Do not abbreviate the titles of journals mentioned in the list of references.

7. Ttles of references should be given in the original language, except for the titles of publications in non-Latin
alphabets, which should be transliterated, and a notation such as ‘(in Russian)‘ or ‘(in Greek, with English
abstract)’ added.

8. Citations of personal communications should be avoided unless absolutely necessary. When used, they should
appear only in the text, using the format: ‘E. Redpath, personal communication, 1986‘ and should not appear in
the Reference List. Citations to the unpublished data of any of the authors should not be included unless the work

has already been accepted for publication, in which case a reference should be given in the usual way with "in
press" in place of the volume and page numbers.

TABLES
All tables are to be numbered using Arabic humerals.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.
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Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the end of the
table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and
other statistical data) and included beneath the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

Electronic Figure Submission
Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice files are also
acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible at final
size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art
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Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive lettering, color
diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.
Color Art

Color art is free of charge for online publication.
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If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be visible. Many
colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to check this is
to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—3 mm (8—12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and 20-pt type
for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive numbering of
the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be
numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the captions in
the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.
No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate points in
graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at the end of
the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234 mm.
For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198 mm.
Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights
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for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these
permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-Braille
hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would then be able
to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be
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Abstract - Virulence-associated proteins (vapA, vapB and vapN genes) of Rhodococcus equi and
Mycobacterium species isolated from 330 lymph nodes of collared peccaries (Tayassu tajacu) and white-lipped
peccaries (Tayassu pecari) intended for human consumption were investigated. Thirty-six (10.9%) R. equi
strains were isolated, 3.3% (11/330) from white-lipped peccary and 7.6% (25/330) of collared peccary lymph
nodes. Among the 11 isolates of R. equi of the white-lipped peccaries, 90.9% (n = 10/11) were obtained from
mesenteric lymph nodes and only 9.1% (n = 1/10) of the mediastinal lymph node. In the 25 isolates of R. equi
obtained from collared peccaries, 40.0% (10/25) were recovered from mesenteric lymph nodes, 36% (9/25) from
submandibular, and 24.0% (6/25) from mediastinal ones. No vapA, vapB, and vapN genes (plasmidless type)
were identified among R. equi isolates. Mycobacterium sp. was isolated in 3.03% (10/330) of all lymph nodes
analyzed. Among the 10 mycobacterial isolates, 60% (h = 6/10) were from white-lipped peccary, and 40% (4/10)
from collared peccary lymph nodes. Ten Mycobacterium species were detected by PCR-PRA, with
predominance of M. avium type 1. Sequencing of hsp65 and rpob genes revealed mycobacteria that were
saprophytic (M. sinense, M. kumamotonense) and potentially pathogenic (M. colombiense, M. intracellulare) to
humans and animals. To our knowledge, this is the first description of R. equi and/or mycobacteria species
identified in the lymph nodes of Tayassuid specimens. Despite the absence of Vap genes, the identification of R.
equi, as well as nontuberculous and saprophytic mycobacteria highlight the risk of transmission of these
pathogens from Tayassuidae species to humans by means of meat or meat products contaminated with lymph

node contents, since R. equi plasmidless type and mycobacterial species described here have been reported as
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causes of pulmonary and extrapulmonary infections both in immunocompetent and immunocompromised

humans.

Keywords - Tayassuidae species, collared peccary, white-lipped peccary, mycobacteria, rhodococcosis.

Introduction

Mycobacterium species and Rhodococcus equi (R. equi) are major microorganisms recovered from both
granulomatous/pyogranulomatous lesions and apparently normal lymph nodes of pigs, worldwide (Takai et al.,
1996; Makrai et al., 2002; LARA et at., 2015). In spite of this findings, the impact of these pathogens in lymph
node infections in Tayassuidae species is poorly understood, at the same time that there is an increase in human

consumption of meat from this wildlife animal species (Miler and Fowler, 2014).

The genus Mycobacterium includes several species classified in three groups of relevance for animal
and public health: (i) obligatory pathogens of humans and animals, (ii) microorganisms potentially pathogenic to
animals and humans (non-tuberculous or opportunistic mycobacteria), and (iii) saprophytic, ubiquitous, or
environmental species. M. avium subsp. avium (M. avium) belongs to the Mycobacterium avium-intracellulare
complex (Satanford e Stanford, 2012), which is classified as a potentially pathogenic mycobacterium group, and
has been described as the main agent of lymphadenitis in pigs (Ledo et al., 1999; Lara et al., 2011). In humans,
M. avium predominantly causes pneumonia and, less frequently, extrapulmonary infections, mainly affecting
mainly people living with the human immunodeficiency virus (HIV) / acquired immunodeficiency syndrome

(AIDS) (Somoski and Salfinger, 2014).

R. equi infections are commonly restricted to the lymphatic system of pigs, causing submandibular and
mesenteric lymphadenitis (Prescott, 1997). The occurrence of human rhodococcosis has increased globally, and
the disease will represent an emergent health problem in the coming years (Shahani, 2014). R. equi typically
causes pyogranulomatous bronchopneumonia in both immunosuppressed and immunocompetent patients,

especially among people living with HIV/AIDS (Takai et al., 2003).

R. equi pathogenicity has been attributed to the presence of plasmid-encoded virulence-associated
proteins (Vap), which are apparently essential to the survival of pathogen into phagocytic cells (Meijer and
Prescott, 2004). Vaps harbor pathogenicity islands that contain distinct genes (Vazquez-Boland et al., 2013). In

turn, a conserved conjugal transfer protein gene (traA) is a virulence factor common to all R. equi strains
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harboring plasmids (Ocampo-Sosa et al.,, 2007). Over the last decades, pathogenic strains have been
conventionally classified as virulent and intermediately virulent, respectively, based on harboring a circular large
plasmid that encodes virulence-associated protein A (VapA or traA+/A+B-) or B (VapB or traA+/A-B+) (Meijer
and Prescott, 2004; Ocampo-Sosa et al., 2007). Intermediately virulent R. equi strains are frequent in the lymph
nodes of pigs (“pig-type”), wild boars (Ribeiro et al., 201la), and curiously, humans, particularly
immunocompromised patients (Takai et al., 2003; Ribeiro et al., 2011b; Makrai et al., 2002). Opposingly,
virulent R. equi strains are typical causal agents of a life-threatening suppurative pneumonia in foals (“horse-
type”) aged up to six months. Strains that lack vapA and vapB genes (traA-/AB- or plasmidless type) are usually
found in the feces of non-horses and non-pigs hosts, respectively, and in human infections, as well (Meijer and

Prescott, 2004; Ocampo-Sosa et al., 2007). However, they may hypothetically harbor other unnoticed Vaps.

Currently, a novel host-adapted R. equi linear virulence-plasmid that encodes virulence-associated
protein N (VapN or traA+/AB-) was described. This new type of protein associated with R. equi virulence
(pVapN) may apparently be isolated mainly from cattle (bovine type) (Valero-Rello et al., 2015); however the
pathogenicity of VapN isolates to domestic animals, wildlife, and humans is still uncertain. In addition,
similarities of R. equi VapB types obtained from humans and pigs indicate that pig-to-human infection may
occur by ingestion of pork contaminated with VapB strains from lymph nodes contents and/or feces, given the
lack of history of contact between people with rhodococcosis and domestic pig or pig breeding facilities (Takali
et al., 2003; Ribeiro et al., 2011b; Lara et al., 2015). In this scenario, the presence of vapN, vapA, and vapB
genes of R. equi was investigated, as well as mycobacteria species recovered from lymph nodes of slaughtered

Tayassuidae species intended for human consumption.

Methods

Animals and bacterial strains

The samples were collected from two distinct Tayassuidae breeding facilities located in two Brazilian States
(Sao Paulo e Goias), upon slaughter of the animals intended for human consumption. Sample collection was
authorized by the Brazilian Institute of the Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA). Although
110 animals were sampled, the minimum number of Tayassuidae specimens estimated for the study was 69,
based on the total of animals available for sampling (a finite population of 1,000 animals), estimated prevalence

of 5%, sensitivity of the test of 90%, and a 95% confidence level (Dohoo et al., 2010).
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A total of 330 lymph nodes (110 mesenteric, 110 mediastinal, and 110 submandibular) from 55
collared and 55 white-lipped peccary were aseptically subjected to microbiological culture in CAZ-NB media for
selective isolation of R. equi (Lara et al., 2015), and to Stonebrink-Lesslie and Loewenstein-Jensen media, which
are selective for mycobacteria. Fragments of lymph nodes of all animals were aseptically cultured in CAZ-NB
media. Plates were incubated at 37°C under aerobic conditions, and were evaluated at 24, 48, and 72 h. For
Mycobacterium isolation, fragments of all lymph node samples were subjected to the Petroff decontamination
method (Lara et al., 2011) with some modifications, and subsequently cultured on Ldwenstein-Jensen and
Stonebrink media. Samples were kept at 37°C in aerobic conditions up to 90 days. Colonies compatible with
mycobacteria were subjected to ZN staining for the identification of acid-fast bacillus (AFB). Colonies
suggestive of R. equi in CAZ-NB and mycobacteria in Stonebrink-Lesslie and/or Loewenstein-Jensen media
were subjected to conventional phenotypic classification (Quinn et al. 2011) and, subsequently, to further

molecular analysis.

R. equi DNA isolation and detection of virulence-associated proteins

Genetic material of R. equi strains was amplified using 10 pl of DNA extracted in 50 pL of volume
containing 10 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25 ° C), 50 mM KCI, 0.2 mM deoxynucleotide triphosphates, 1.5 mM
MgCl 2, 25 U Taq DNA polymerase, and 1 mM each primer. Samples were submitted to 30 cycles of
amplification, according to the following time / temperature conditions (cycles): denaturation for 90s at 94 ° C,
annealing for 1 min at 55 ° C, and extension for 2 min at 72 ° C. Detection of virulent (VapA) gene sequences
(15-17 kDa) was carried out using primer 1 (5-GACTCTTCACAAGACGGT-3 ") and primer 2 (5'-
TAGGCGTTGTGCCAGCTA-3), targeting an amplification sequence between 569 and 552 base pairs (bp).
For strains of intermediate virulence (VapB), primer 3 (5'-AACGTAGTCGCGGTGAGAA-3 ") and primer 4 (5'-
ACCGAGACTTGAGCGACTA-3") were used for the amplification of a gene between 240 and 258 bp (TAKAI
et al., 2002) (Takai et al., 2003). For the detection of VapN or "bovine type" strains, primer 5 (5°—
AGAGTTCATGCGTGACAACG-3") and primer 6 (5— GTCCACAGGTCACCGTTCTT-3") were used

(Valero-Rello et al., 2015).
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Mycobacterial DNA isolation and molecular diagnosis

Extraction and purification of DNA from Mycobacteria isolates were performed according to
previous studies (Van Soolingen et al., 1994; Bemer-Melchior and Drugeon, 1999). Restriction enzyme
polymerase chain reaction was used to identify non-tuberculous, opportunistic, or atypical mycobacteria species
(Telenti et al., 1993). In the technique, 2.5 pl of the extracted DNA were used, added of 10 pmol of each primer,
Tbll (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3 ‘) and Thl2 (5-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3'). These
primers targeted heat shock protein 65 (hsp65), resulting in a 441 bp product. Cycles were as follows: one cycle
at 94°C for 10 min, 35 cycles at 94°C for 1 min, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min, and one final cycle at 72°C
for 10 min. The amplified fragment was digested by enzymes BstEll (Promega, WI, USA) and Haell
(Invitrogen™, CA, USA). The profiles found were analyzed using the public domain bioinformatics tool
PRASITE (http://app.chuv.ch/prasite/index.html). For the purification of the samples, a commercial kit was used
(illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification™), and the amplicon was quantified by Nanodrop™. In all
samples, the sequencing was performed in forward and reverse direction, in the automatic sequencer ABI Prism
3500 DNA Sequences (Applied Biosystems, CA, USA). The phylogenetic tree was built based on the Neighbor-
Joining method (Saitou and Nei, 1987) with Mega7 software. As an internal root, sequences of Mycobacteria
species previously identified as belonging to the M. avium complex were used. A sequence of Corynebacterium
bovis, for the rpob gene, and Nocardia sp., for the hsp65 gene, were used as outgroups, respectively. All
sequences were obtained from GenBank, and the nucleotide substitution model was calculated, as well (Tamura-

Nei, 1993). Statistical reliability was confirmed by the Bootstrap method with 1,000 replicates.

Chi-square or Fisher's tests, Cochran q test and Wilcoxon method were carried out to compare the
presence of the different microorganisms isolated in Tayassudae species versus detection of the virulence-
associated proteins of R. equi. The analysis was performed using R statistic program (R Development Core

Team, 2015, versdo 3.2.3) at a significance level of 0.05.

Results
Thirty-six (10.9%) R. equi strains were isolated, from which 6.7% came from white-lipped peccary
(n=11/165), and 15.1% (n=25/165) from collared peccary lymph nodes. There was no significant difference

(p>0.05) in isolation rates in of R. equi in collared peccaries compared with white-lipped peccaries using
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Fisher's tests. When using the Cochran's Q test in the white-lipped peccary and collared peccary, it is possible
to compare dependent frequencies. There was a significant difference (p <0.05) in the isolation of R. equi
between the lymph nodes of the sampled animals. In contrast, the Wilcoxon method indicates that there is no
significant difference (p> 0.05) when the submandibular and mediastinal lymph nodes are compared for the
isolation of R. equi, besides a significant difference (p <0.05) between the submandibular lymph nodes with the
mesenteric and mediastinal lymph nodes with the mesenteric. Among 11 R. equi strains recovered from white-
lipped peccaries, 90.9% (n=10/11) were obtained from mesenteric lymph nodes, whereas only 9.1% (n=
1/11) from mediastinal lymph nodes. Among 25 R. equi isolates from collared peccaries, 40.0% (n=10/25) were
from mesenteric, 36% (n=9/25) from submandibular, and 24.0% (n=6/25) from mediastinal lymph nodes. A
significant difference (p<0.05) was observed in the isolation of R. equi in submandibular lymph nodes of
collared peccaries compared with white-lipped peccaries using Fisher's tests. There was no significant
difference in the isolation of R. equi in mediastinal lymph nodes (p> 0.05) using Fisher's tests. versus
mesenteric lymph nodes (p> 0.05) using Chi-square test in relation to the two Tayassuidae species. The
Cochran's Q test applied in the white-lipped peccary group showed significant difference (p <0.05) in the
isolation of R. equi between the lymph nodes of the samples animals, as opposed the Wilcoxon method that
indicates no significant difference (p> 0.05) between the submandibular and mediastinal lymph nodes when
compared with isolation of R. equi. However, there was a significant difference (p <0.05) between the
submandibular lymph nodes with the mesenteric and mediastinal lymph nodes with the mesenteric. Using
Cochran's Q test only in the group of collared peccaries, no significant difference (p> 0.05) was observed in the
isolation of R. equi between the lymph nodes of the animals sampled. No vapA, vapB, or vapN genes were
detected in R. equi isolates, which were considered plasmidless types (avirulent).

Colonies compatible with Mycobacteria species were observed in 3.03% (n=10/330) of the lymph
nodes cultured. Among 10 mycobacterial isolates, 60.0% (n=6/10) and 40.0% (n=4/10) lymph nodes were from
white-lipped peccaries and collared peccaries, respectively. There was no significant difference (p> 0.05) in the
isolation of mycobacteria in white-lipped peccaries versus collared peccaries using Fisher's tests. Among the
white-lipped peccaries, all mycobacterial isolates were from submandibular lymph nodes, whereas in collared
peccaries all strains were isolated from mesenteric lymph nodes. There was no significant difference (p> 0.05) in
the superior detection of Mycobacterium sp. in submandibular lymph nodes of white-lipped peccaries compared
with collared peccaries using Fisher's tests. Among collared peccaries, all strains were isolated from mesenteric

lymph nodes. There was no significant difference (p> 0.05) in Mycobacterium sp. identification in mesenteric
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lymph nodes of collared peccaries in relation to mesenteric lymph nodes of white-lipped peccaries using Fisher’s
tests. Cochran's Q test applied in white-lipped peccary and collared peccary showed there was no significant
difference (p> 0.05) in the isolation of Mycobacterium sp between the lymph nodes of the animals sampled.
Likewise, using Cochran's Q test in the group of white-lipped peccary and collared peccary separately, no
significant difference (p> 0.05) was observed in the isolation of Mycobacterium sp between the lymph nodes of

the animals sampled.

Of the 330 lymph node samples sampled, 13.9% (n=46/330) showed isolation of R. equi and/or
Mycobacterium species. There was no significant difference (p> 0.05) in the identification of pathogens studied
in white-lipped peccary versus collared peccary lymph nodes using Fisher's tests. From the total samples, 7.3%
(n=24/330) of the mesenteric lymph nodes were positive in the isolation of at least one of the pathogens
studied; from these, 4.5% (n=15/330) were submandibular, and 2.1% (n=7/330) were mediastinal lymph nodes.
There was a bias to greater isolation of the pathogens studied in mesenteric lymph nodes when compared to
mediastinal or submandibular lymph nodes. Only one sample from collared peccary mesenteric lymph node
showed simultaneous isolation of R. equi and mycobacteria.

Ten Mycobacterium species were detected by PCR-PRA (Tablel), and sequencing of genes hsp65 and

rpob showed predominance of M. avium type 1, M. colombiense, M. intracellulare, and M. kumamotonense

(Figures 1 and 2).

Discussion

The study revealed 10.9% and 3.03% of identification of R. equi and Mycobacteria species,
respectively, from apparently normal lymph nodes of Tayassuidae species, a finding that is described for the first
time, to the best of our knowledge. Despite the absence of virulence-associated genes, the identification of R.
equi, nontuberculous or saprophytic mycobacteria is a public health concern, since these pathogens have
increasingly been reported causing pulmonary and extrapulmonary diseases, both in immunocompetent and
immunocompromised people (Satanford e Stanford, 2012; Véazquez-Boland et al., 2013; Somoski and

Salfinger, 2014; Who, 2016).

Peculiar geographic distribution of virulence-plasmid profile of R. equi in swine species has been
observed worldwide. In Europe, particularly in Hungary (Makrai et al., 2002; 2005) and Poland (Witkowski et

al., 2016), predominance of R. equi vapB type 5 in submandibular lymph nodes of pigs and wild boars (Sus
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scrofa) was described (Rzewuska et al., 2014). Conversely, R. equi vapB types 1 and 2 were the most frequent
types of pathogens in Asia, described in Thailand (Takai et al., 2003) and Japan (Sakai et al., 2012). In South
America, more specifically in Brazil, a study that focused on virulence characterization of R. equi isolated from
lymph nodes of pigs and wild boars with and without lymphadenitis, described predominance of VapB type 8

strains, besides detection of type 1 and 29 (Lara et al., 2011).

In the coming years, given the similarities of VapB types of R. equi strains from humans and pigs, it is
hypothesized that pig-to-human infection might occur by ingestion of pork or pork products contaminated with
intermediately virulent strains from lymph nodes contents and/or feces, given the lack of history of contact
between human patients with rhodococcosis and domestic pigs or their environment (Takai et al., 2003; Ribeiro
et al., 2011b; Lara et al., 2015). In fact, this was the main motivation for the present study because, similar to
what occurs in pigs (Takai et al., 2003; Ribeiro et al., 2011a; Lara et al., 2011, 2015), these pathogens may be
transmitted from Tayassuidade to humans by means of meat or meat products contaminated with lymph node
contents. In the current study, no vapA, vapB, and vapN genes were detected in R. equi strains recovered from
the lymph nodes of Tayassuidae species. Nevertheless, the identification of this pathogen in apparently normal
lymph nodes represents a public health concern due to the increasing human consumption of meat from these
wildlife animal species (Miler and Fowler, 2014). In addition, different countries have reported human
rhodococcosis caused by plasmidless (avirulent) strains, including the USA (Verville et al., 1994), Japan (Takai.,
1997), Thailand (Takai et al., 2002), Hungary (Makrai et al., 2002), and Brazil (Ribeiro et al., 2011). The
pathogenicity to humans of R. equi strains lacking typical Vaps could be related with other virulence factors,
such as the capsule, the exoenzymes oxidase and phospholipase C, as well as resistance of the pathogen to
conventional antimicrobials, particularly in immunosuppressed patients (Takai, 1997; Mejer and Prescott, 2004;

Ribeiro et al., 2011b); or pathogens with unreported virulence-associated plasmid profiles.

Despite the absence of typical VAPs in our isolates, studies in several countries focusing on the
virulence plasmid profile of R. equi have contributed to the investigation of pathogenicity, molecular
epidemiology (with emphasis in the geographic distribution of the types), and the risks that livestock, companion
animals, and wildlife pose as sources of infection to humans (Takai, 1997; Mejer and Prescott, 2004; Vazquez-

Boland et al., 2013).
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Mycobacterium species are major causes of submandibular and mesenteric lymphadenitis, and
subsequent condemnation of pig carcasses (Ledo et al., 1999; Straw et al., 2006; Lara et al., 2011). In addition,
evidence has supported that European wild boars (Sus scrofa) are important reservoirs of Mycobacterium
tuberculosis complex, due to the identification of the pathogen in the lymph nodes of these animals (Naranjo et
al., 2008). Similarly, 10 mycobacteria were detected in the Tayassuidae species sampled in the present study, 6
of them from submandibular and 4 from mesenteric lymph nodes of apparently normal aspect. This finding may
be related to the transmission of mycobacteria mainly by oral route, due to the wide distribution of pathogen in
the environment contaminating the soil, water, food, and utensils used in animal handling, and determining the

predominance of infections in the digestive tract, including its lymph nodes (Straw et al., 2006).

Most of the mycobacteria species identified by PCR-PRA in this study belonged to the M. avium
complex. Likewise, M. avium complex (MAC) has increasingly been reported in human mycobacteriosis causing
both pulmonary and extrapulmonary infections, especially in humans living with HIV (Satanford and Stanford,
2012; Somoski and salfinger, 2014). M. avium type 1 was the causal agent of up 90% of patients affected by
clinical MAC complex infections and showing mainly serious respiratory problems (Kiehn et al., 1985; Slutsky
et al., 1994; Ledo et al. 1999). Moreover, MAC complex has been described as the major cause of tuberculosis

in humans living with HIV elsewhere (INDERLIED et al. 1993).

Sequencing of the hsp65 and rpob gene from our 10 isolates of mycobacteria revealed concordance of
70.0% and identity >96.0% compared with similar mycobacterial species deposited in GeneBank. This
molecular method enabled the identification of mycobacteria potentially pathogenic to humans and animals (M.
colombiense and M. intracellulare), as well as saprophytic or environmental mycobacteria (M. kumamotonensee
and M. sinense) (Satanford e Stanford, 2012). The phylogenetic tree showed four clusters in the two sequenced
genes and confirmed, predominantly, mycobacteria belonging to the MAC complex (M. intracellulare and M.
colombiense), and of saprophytic origin (M. kumamotonense and M. sinense). M. colombiense and M.
intracellulare have been related to pulmonary and disseminated infections in humans (Murcia et a., 2006), as
well as other miscellaneous infections (osteomyelitis, synovitis, encephalitis, hepatitis), especially in patients
living with HIV (Stanford and Stanford, 2012; Somoski and Salfinger, 2014; Who, 2016). Similarly, M.
kumamotonense and M. sinense were reported causing pulmonary infections in immunocompromised patients
(Jarzembowski et al., 2008). Some discrepancy observed between PCR-PRA and sequencing results may be

attributed to the point changes in nucleotide sequences (deletions, insertions, transitions) that interfere with the
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action of the restriction enzymes, leading to variations in the resulting fragments, and making it difficult to

compare them with the standards in the PRA reference site (Ringuet et al., 1999).

Tayassu tajacu and Tayassu pecari, also called collared peccary and white-lipped peccary, respectively,
are Tayassuidae species belonging to the Brazilian fauna (Oda et al., 2004). Globally, evidence has supported
that besides commercial pigs (Lara et al., 2011), wild boars (Meng et al., 2009) and feral pigs may be potential
reservoirs of mycobacterial species (Straw et al., 2006), including in apparently asymptomatic animals. In this
scenario, the identification of potentially pathogenic mycobacteria in the apparently normal lymph nodes from
Tayassuidae species, in the current study, represents a public health concern because these animals are
slaughtered for human consumption. In addition, it may be emphasized that, similar to swine species,
surveillance epidemiological studies focusing on of the main pathogens that affect these species, are of great
importance in commercially slaughtered wildlife, particularly in relation to zoonotic pathogens, such as

mycobacteria and R. equi.

Compliance with ethical satandards - This study was carried out in accordance with the guidelines for

the ethical use of animals approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA-FMVZ-UNESP/Botucatu,

state of Sdo Paulo), Brazil, protocol number 101/2015/2013-CEUA.
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374  TABLE 1 - Molecular characterization by the PCR-PRA technique of species of the genus Mycobacterium in 10

375 isolates obtained from taiassuideos lymph nodes. Brazil, 2016-2017

White-lipped
Mycobacterium species peccary
M. avium type 1 1/10 (10.0%) 2/10 (20.09%) 3/10 (30.0%)

Collared peccary Total

M. kumamotonense type 1 2/10 (20.0%) 1/10 (10.0%) 3/10 (30.0%)
M. colombiense type 1 - 3/10 (30.0%) 3/10 (30.0%)

M. intracellulare type 3 1/10 (10.0%) - 1/10 (10.0%)

Total 4/10 (40.0%) 6/10 (60.0%) 10/10 (100.0%)

376

g4 | 03 Mycobacterium colombiense

ag| 'Mycobacterium avium complex IEC20 hsp65 gene

08 Mycobacterium intracellulare

531 110 Mycobacterium intracellulare

06 Mycobacterium colombiense

00 Ldog Mycobacterium colombiense

05 Mycobacterium colombiense

02 Mycobacterium colombiense ]

01 Mycobacterium sinense
a9 _EUT Mycobacterium sinense
78— 09 Mycobacterium kumamatonense

Mocardia sp. MC12 hsp65 gene  Joutgroup

377
378

379 FIGURE 1 - Phylogenetic relationship of the hsp65 gene among mycobacteria species (M. sinense, M.
380  colombiense, M. intracellular e and M. kumamotonense) identified in the lymph nodes of Tayassuidae. Brazil,

381 2016-2017 (Phylogenetic tree analyzed by the Neighbor-Joining method, with 1,000 replications)
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q( 02 Mycobacterium colombiense

33| 106 Mycobacterium colombiense

a3 04 Mycobacterium colombiense
9 02 Mycobacterium colombiense ]
— (13 Mycobactenum colombiense
56 7

08 Mycobacterium inttracellulare
100 |— 10 Mycobacterium intracellulare

L Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 rpoB gene

— (9 Mycobacterum sp
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100 |[]T Mycobacterium sp

Corynebacterium bovis NHAC RNA rpoB gene  Joutaroup

0.020

FIGURE 2 - Phylogenetic relationship of the rpob gene among mycobacteria species (Mycobacterium spp., M.
colombiense, M. intracellulare and M. kumamotonense) identified in the lymph nodes of Tayassuidae. Brazil,

2016-2017 (Phylogenetic tree analyzed by the Neighbor-Joining method, with 1,000 replications).



