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RESUMO

O interesse pelos métodos moleculares no diagndstico da tuberculose bovina assume papel
relevante no conhecimento epidemioldgico desta enfermidade, pois permitem comparar
sequéncias do genoma de micobactérias, identificando similaridades genéticas dentre as
linhagens de M. bovis circulantes em um rebanho e/ou regiGes geograficas. A tuberculose
bovina causada pelo Mycobacterium bovis representa risco potencial a salde humana devido
ao carater zoondtico relacionado ao consumo de leite cru e derivados lacteos ndo pasteurizados.
Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo genotipica de M. bovis isolados de
bovideos diagnosticados clinicamente com tuberculose, os quais eram procedentes de rebanhos
leiteiros do estado de Pernambuco. Foram encaminhados para o cultivo microbiol6gico material
(granulomas) de 30 bovideos. Os animais cujo M. bovis foi isolado apresentaram como achados
clinicos apatia, inapeténcia, baixo escore corporal, secrecdo nasal seromucosa, tosse seca,
dispneia, taquipneia, polipneia, crepitaces e areas de siléncio nos campos pulmonares. Os
achados post-mortem revelaram que os animais apresentavam lesdes generalizadas sugestivas
de tuberculose distribuidas principalmente nos pulmdes, linfonodos mediastinicos e
traqueobrdnquicos, figado, linfonodos mesentéricos, glandula mamaria e utero. O cultivo
microbiologico revelou crescimento de colénias compativeis com Mycobacterium sp em 17/30
(57%) que foram confirmados pelas técnicas moleculares como M. bovis. A analise por
Spoligotyping classificou os 17 isolados em cinco perfis distintos de M. bovis (SB0121),
(SB0295), (SB0852), (SB0120) e um espoligotipo ainda ndo classificado no banco de dados,
agrupando em 3 clusters e 2 perfis Unicos. A analise por 24-loci MIRU-VNTR agrupou o0s
mesmos isolados em dois clusters e 13 perfis Unicos, sendo mais discriminatdria comparada ao
Spoligotyping. Um loci (ETR A) dentre os 24 analisados por MIRU-VNTR, apresentou maior
poder discriminatério com (h > 0.6) e cinco loci (ETR B, ETR C, MIRU 16, MIRU 27 e QUB
26) apresentaram moderada diversidade alélica com (0.3 <h <0.6). O poder discriminatério do
24-loci MIRU-VNTR foi superior ao Spoligotyping. A associacdo entre as duas técnicas
ratificou a melhor estratégia para a tipagem molecular de M. bovis, permitindo a identificacéo
de diferentes genotipos, revelando a diversidade genotipica de cepas de M. bovis circulantes no
estado de Pernambuco, corroborando a importancia deste microrganismo como agente da
tuberculose bovina e seu potencial zoondtico, sendo esta ferramenta epidemiologica
determinante no rigor das préticas sanitarias de controle da doenca nos rebanhos leiteiros.
Palavras-chave: Genotipagem molecular, MIRU-VNTR, spoligotyping, tuberculose bovina.



ABSTRACT

Interest in molecular methods for diagnosis of bovine tuberculosis plays a relevant role in the
epidemiological knowledge of this disease as they allow the comparison of mycobacterial
genome sequences, identifying genetic similarities among strains of Mycobacterium bovis (M.
bovis) circulating in a herd and/or geographic regions. Bovine tuberculosis caused by M. bovis
represents a potential risk to human health due to the zoonotic character related to the
consumption of raw milk and unpasteurized dairy products. This study aimed to carry out the
genotypic characterization of M. bovis isolated from cattle clinically diagnosed with
tuberculosis, which belonged to dairy herds in the state of Pernambuco. They were sent for
material microbiological cultivation (granulomas) of 30 bovines. The animals whose M. bovis
was isolated presented as clinical findings apathy, inappetence, low body score, seromucous
nasal discharge, dry cough, dyspnea, tachypnea, polypnea, crackles and areas of silence in the
lung fields. Post mortem findings revealed that the animals had generalized lesions suggestive
of tuberculosis distributed mainly in the lungs, mediastinal and tracheobronchial lymph nodes,
liver, mesenteric lymph nodes, mammary gland and uterus. M. bovis isolates were submitted to
genotypic characterization using Spoligotyping and MIRU-VNTR techniques. Microbiological
culture revealed the growth of colonies compatible with Mycobacterium spp. in 17/30 (56.66%)
which were confirmed by molecular techniques as M. bovis. Spoligotyping analysis ranked the
17 isolates into five distinct profiles of M. bovis (SB0121), (SB0295), (SB0852), (SB0120) and
a spoligotype not yet classified in the database, grouping them into 3 clusters and 2 orphan
patterns. The MIRU-VNTR 24-loci analysis grouped the same isolates into two clusters and 13
unique profiles, being more discriminatory compared to spoligotyping. One locus (ETR-A)
among the 24 analyzed by MIRU-VNTR showed higher discriminatory power with (h> 0.6)
and five loci (ETR-B, ETR-C, MIRU 16, MIRU 27 and QUB 26) displayed moderate allelic
diversity with (0.3 < h < 0.6). The discriminatory power of MIRU-VNTR loci-24 was higher
than spoligotyping. The combination of the two techniques ratified the best strategy for M. bovis
molecular typing, allowing the identification of different genotypes, revealing the high
genotypic diversity of circulating M. bovis strains in the state of Pernambuco, corroborating the
importance of this microorganism as an agent of tuberculosis and its zoonotic potential, being
this epidemiological tool crucial in the rigor of health practices for controlling the disease in
dairy herds.

Keywords: Bovine tuberculosis, MIRU-VNTR, molecular genotyping, spoligotyping.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figural LesGes granulomatosas distribuidas em pulméo e linfonodos mediastinicos (A)
e linfonodos mesentéricos (B). Lesbes granulomatosas distribuidas no
parénquima hepético de bufalos (C, D). Lesbes nodulares granulomatosas no
parénquima mamario bovino (E). Corte histoldgico do paréngquima mamario
bovino, revelando reacdo inflamatéria e presenca de células gigantes de

Langhans (F).

o1



LISTA DE TABELAS

Tabelal  Caracterizacdo molecular dos 17 isolados de M. bovis pelo método 52

Spoligotyping



Quadro 1

Quadro 2

Quadro 3

Quadro 4

LISTA DE QUADROS

Caracterizacdo molecular dos isolados de M. bovis no Estado de

Pernambuco pelos métodos de Spoligotyping e MIRU-VNTR

Perfis genéticos obtidos a partir da analise de 24 loci de MIRU-VNTR
de 17 isolados de M. bovis

Distribuicéo e diversidade alélica (HGDI) dos 24 loci de MIRU-VNTR

Comparacdo do poder discriminatério do Spoligotyping e MIRU-VNTR

54

55

57

57



bTB
BAAR
DR
EPTB
HIV
IS
MAPA
MDR-TB
MIRU
MTBC
OIE
PCR
PNCEBT
PPD
RFLP
SB
SDS
SIT
SSPE
B
VNTR
WHO

LISTA DE ABREVIATURAS

Tuberculose causada por Mycobacterium bovis
Bacilo Alcool-Acido Resistente

Direct Repeat (Regido de Repeti¢do Direta)
Tuberculose extrapulmonar

Human Immunodeficiency Virus

Sequéncia de Insercdo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Tuberculose Multirresistente (Multidrug Resistant Tuberculosis)
Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
Complexo Mycobacterium tuberculosis
Organizacao Mundial de Saiude Animal

Reacgédo em Cadeia da Polimerase

Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
Purified Protein Derivative

Restriction Fragment Lenght Polymorfism

Padrao espoligotipo

Dodecil Sulfato de Sodio

Spoligotyping International Type

Salina Sodio Fosfato EDTA

Tuberculose

Variable Number Tandem Repeat

World Health Organization



2.1
2.2

3.1

3.2

3.2.1
3.2.2
3.23
3.24
3.25
3.2.6
3.26.1
3.2.6.2
3.2.6.3
3.26.3.1
3.2.6.3.2
3.2.6.3.3
3.2.7

4.1
4.2

4.3

4.4

4.5
45.1
452
4521
4522

SUMARIO

INTRODUGAO........coetieeeeeeeeeee ettt n ettt 16
OBJIETIVOS. ...ttt 18
OBJETIVO GERAL.....ooo ettt 18
OBJETIVOS ESPECIFICOS........coiiiieeeveeieesrsieeeseeesesesisss s issessenensenns 18
REVISAO DE LITERATURA . .......ooooeeceeeeteee e ene st 19
HISTORICO DA TUBERCULOSE........cocooeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
TUBERCULOSE BOVINA ...ttt 19
AQENLE ELIOIOQICO.......eeivieiiiicce et 19
Impacto ECONOMICO € SOCIAl.........ccccoviiiiiieiecice e 21
EPIEMIOIOQIA. ......c.ciiiiiiiiee e 21
Importéncia na Sadde PUDIICa...........cccoiiiiiii 24
Achados Clinicos — PatolAgiCos...........cccvceiieie i 26
D= Vo 10 1) o o S S 28
Teste AIErgico — CULANEO.......ccueii e 28
BaCteriOlOgICO. ... cuvieeeiei it 29
0] 1= o U F- T PSSR 30
Genoma e evolugédo do Mycobacterium DoVis..........cccceviinnniiiieee, 31
R3] 010] 110101177 110 SRS 33
IMIRU-=VINTR ..ottt sttt snens 38
LO70] 01 £ 0] [ SRR 41
MATERIAL E METODOS........c.oiveiiieeseieesesese s ssessesissssenessenesnens 43
LOCAIS DE CONDUGCAOQO DO ESTUDO.......c.oivereeereieeseeeeseesienensesissensnes 43
ANIMALS. ..ottt sttt sttt e e e 43
CULTIVO MICROBIOLOGICO.........ooieieeeeieeeeeeeeeeee e, 44
EXTRACAO DE DNA ...ttt en s 45
DIAGNOSTICO MOLECULAR......c.ooeveetiesteeeseeieessesesssesaesesisnensenessensnes 45
Reacdo em cadeia da polimerase.........cccccevvevveieiieie e 45
Genotipagem MOIECUIAN ..o 46
SPOHGOLYPING. ...ttt bbbt 46
MIRU-VINTR et eeean 47
RESULTADOS.......coiiietie ettt 49



DISCUSSAO

CONGCLUSAO ... oottt e e e et e e e e e e e e er e e e et e e et e e e e aeeraeens
] = = = N0 TSR



16

1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma enfermidade cronica, de carater progressivo causada por
Mycobacterium bovis, que acomete os bovinos e bubalinos, podendo infectar diversas espécies
de mamiferos, inclusive a espécie humana (BROSCH et al., 2002; COUSINS et al., 2003).

O potencial zoondtico desta enfermidade esta relacionado ao consumo de leite cru e
derivados ndo pasteurizados, representando a principal via de transmissdo para a espécie
humana, principalmente nas areas rurais, no entanto, também pode ser transmitido diretamente
através da inalacdo de aerossdis (THOEN; BARLETTA, 2005; SOBRAL et al., 2011).

A infeccdo nos bovinos apresenta elevada relevancia econémica para pecuaria nacional.
O impacto negativo esta diretamente relacionado a perda da produtividade como indices de
crescimento mais lentos e perda de peso em animais adultos, rejeicdo parcial ou total da carcaca,
reducdo da producdo de leite, assim como do tempo de vida produtiva das vacas leiteiras
(BRASIL, 2006; MICHEL et al., 2010).

A bovinocultura representa importante setor da economia no cenario nacional, sendo o
Brasil considerado um dos grandes produtores mundiais de leite (MORAES; BENDER FILHO,
2017), contudo, existe grande heterogeneidade nos sistemas de producdo, caracterizado por
baixo nivel tecnologico, controle sanitirio deficiente dos rebanhos, falta de apoio e
investimentos aos produtores rurais, 0 que favorece a propagacdo de algumas enfermidades,
como a tuberculose (PEDROSO; ROCHA, 2009).

No ano de 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
instituiu o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose Bovina
(PNCEBT) com o objetivo de reduzir a prevaléncia e incidéncia de novos focos nos rebanhos,
bem como a certificacdo dos estabelecimentos de criagdo de bovinos e bubalinos e suas
respectivas medidas sanitarias (BRASIL, 2006).

Estudos caracterizando a situacdo epidemioldgica da tuberculose bovina em diferentes
estados da federacdo, revelaram prevaléncia de rebanhos infectados variavel entre 0,36% no
Distrito Federal (RIBEIRO et al., 2016) e 9% em Sé&o Paulo (DIAS et al., 2016). O estado de
Pernambuco apresentou prevaléncia de focos e de animais infectados de 2,87% e 0,62%,
respectivamente, com tendéncia de concentracao na regido do Agreste do estado, caracterizada
pelo predominio de propriedades leiteiras (LIMA et al., 2016).

O interesse pelos métodos moleculares de diagndstico tem crescido devido as
dificuldades encontradas no diagnoéstico da doenga, principalmente pelas limitagcdes quanto a

sensibilidade e especificidade do teste alérgico-cutaneo e o longo periodo de tempo para a
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confirmacéo da presenca do agente pelos métodos bacterioldgicos. O cultivo microbioldgico é
considerado como prova padrdo ouro no diagnostico da tuberculose (DREWE; SMITH, 2014).

O sequenciamento gendémico de espécies do complexo M. tuberculosis trouxe novas
possibilidades de pesquisa para o estudo da tuberculose. Diferentes métodos moleculares
desenvolvidos para caracterizar geneticamente esses isolados contribuiram para melhor
compreensédo da epidemiologia das infec¢bes por M. bovis favorecendo a agdo dos programas
de controle (DREWE; SMITH, 2014)

Essas metodologias permitem comparar sequéncias do genoma de micobactérias,
identificando similaridades genéticas dentre as linhagens de M. bovis circulantes em um
rebanho e/ou regides geogréficas. A associacdo dos métodos de tipagem molecular tem
proporcionado grande impulso nos estudos da epidemiologia molecular do complexo M.
tuberculosis, conferindo reprodutibilidade e confiabilidade (KAMERBEEK et al., 1997;
SUPPLY et al., 2008).

Dentre as técnicas de genotipagem mais utilizadas para o estudo do complexo M.
tuberculosis destacam-se a técnica de Spoligotyping e 0 MIRU-VNTR. O estudo do nimero
variavel de unidades repetitivas intercaladas de micobactérias (MIRU-VNTR) apresenta maior
poder discriminatorio e tem sido atualmente o método de eleicdo nos estudos de genotipagem
de Mycobacterium spp (KAMERBEEK et al.,1997; SUPPLY et al., 2006).

A situacdo epidemioldgica da tuberculose bovina no estado de Pernambuco com
enfoque na identificacdo do agente, principais fatores de risco, prevaléncia da enfermidade
determinada em estudos in vivo e post-mortem vém sendo documentada ao longo dos anos
(SOBREIRA FILHO, 2008; SILVA et al., 2013; CEZAR et al., 2016a,b; LIMA et al., 2016;
SILVA et al., 2018) no entanto, ressalta-se a inexisténcia no estado de informagdes relacionadas
ao estudo genotipico dos isolados de M. bovis provenientes de casos clinicos de tuberculose em
bovinos e bubalinos de aptidao leiteira.

Considerando o impacto da infeccdo por M. bovis a satde animal e a saide humana
aliado a auséncia de estudos na regido sobre genotipagem molecular, este trabalho teve como
objetivo realizar a caracterizacdo genotipica de M. bovis isolados de bovideos diagnosticados

clinicamente com tuberculose, procedentes de rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo genotipica de Mycobacterium bovis isolados de bovinos e

bubalinos diagnosticados com tuberculose clinica procedentes de rebanhos leiteiros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os principais achados clinico-patolégicos dos bovideos diagnosticados com
tuberculose.

e Realizar diagnostico microbioldgico a partir da colheita de fragmentos de érgaos ou
linfonodos.

e Realizar o diagnéstico molecular (PCR) a partir do DNA extraido dos isolados de
Mycobacterium sp identificados no cultivo.

e Realizar a genotipagem molecular dos isolados de Mycobacterium bovis pelo método
Spoligotyping e Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit - Variable Number Tandem
Repeat (MIRU-VNTR)
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HISTORICO DA TUBERCULOSE

A tuberculose é considerada uma das doencas mais antigas do mundo. HipGcrates em
460 a. C, na Grécia, descreveu lesdes em pulmdes e 0ssos compativeis com tuberculose,
atribuindo a enfermidade o nome de tisica. Na mesma época, Aristoteles considerou a
enfermidade como contagiosa. Estudos foram gerados a partir de uma linha de investigacédo
associando a escrofula (linfadenite cervical) ao consumo de leite cru, principalmente em
criangas. Em 1843, o medico Philipp Klenke, defende que a linfadenite tuberculosa esta
diretamente ligada ao consumo de leite, uma vez que a doenca era notificada com maior
frequéncia em criancas alimentadas com leite cru, concluindo que o leite seria a fonte da
infeccdo (GRANGE; YATES, 1994).

O bacilo da tuberculose foi isolado e identificado por Heinrich Robert Koch em 1882.
Em 1896, Lehmann e Neumann definiram o nome Mycobacterium tuberculosis para o bacilo
isolado por Koch. Mesmo diante das evidéncias a respeito da tuberculose como possivel
zoonose, Koch acreditava que o agente da tuberculose humana apresentava pouca
patogenicidade para os bovinos, assim como o bacilo da tuberculose seria patogénico para 0s
humanos. Os médicos veterinarios da época, contestaram a hipotese de Koch. O governo
britanico designou entdo uma comissdo para investigar o potencial zoonotico da doenca,
desenvolvendo um trabalho intenso de pesquisa entre 1901 a 1911. Os estudos comprovaram
que o bacilo bovino ndo so infectava os humanos, como também desencadeava a doenga clinica.
Assim, o leite bovino foi identificado como potencial via de transmissdo para 0s humanos
(PRITCHARD, 1988).

3.2 TUBERCULOSE BOVINA
3.2.1 Agente etioldgico

O agente etiologico da tuberculose bovina, Mycobacterium bovis pertence a classe
Actinobacteria, ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium

compondo o complexo Mycobacterium tuberculosis juntamente com as espécies M.

tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. canetti (BROSCH et al.,
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2002; COUSINS et al., 2003; HUARD et al., 2003), M. mungi e M. orygis (ALEXANDER et
al., 2010; INGEN et al., 2012).

Recentemente, foi relatado por RIOJAS et al. (2018) alteracdes taxondmicas e de
nomenclatura do complexo Mycobacterium tuberculosis. Os autores recomendam que as
espécies reconhecidas do complexo M. tuberculosis (M. africanum, M. bovis, M. caprae, M.
microti, M. pinnipedii e M. tuberculosis) devem ser unidas ao M. tuberculosis. Assim como o
M. canettii, M. mungi e 0 M. orygis que ainda néo tinha sido validados como membros, sejam
reclassificados como pertencentes a espécie M. tuberculosis. Segundo 0s autores, 0S grupos
filogenéticos correspondentes as espécies nomeadas, devem ser consideradas subdivis@es infra
especificas, ou seja, variantes. As espécies estdo agora incluidas na descrigdo M. tuberculosis.
A saber, M. tuberculosis var. tuberculosis, M. tuberculosis var. bovis.

As espécies do complexo M. tuberculosis sdo agrupadas por apresentarem estreita
relacdo genética e elevado grau de conservacdo dos seus genomas, no entanto, as espécies
demonstram importantes diferencas fenotipicas, adaptacbes a diferentes hospedeiros e
evidenciam diferentes graus de viruléncia para o homem (BROSCH et al., 2002; DE LA RUA-
DOMENECH, 2006).

As espécies do género Mycobacterium apresentam-se geralmente como bastonetes
pequenos, ligeiramente encurvados ou em forma de clava. S8o aerdbios, ndo possuem
motilidade e ndo formam esporos. Podem adaptar-se a diferentes mecanismos fisioldgicos, a
fim de sobreviver mesmo em condi¢cfes adversas. Essa € uma estratégia ndo sO para a
patogenicidade, mas também para a persisténcia das espécies. Apresenta caracteristicas
tintoriais de resisténcia a descoloracdo por solugbes alcool-acidas. Essa caracteristica é
explicada pela presencga de &cidos micolicos, que sdo lipideos que compde a parede celular,
impedindo a remocdo do corante pelo alcool-acido que os caracteriza como bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), permitindo sua identificagdo por microscopia direta (CORNER et al.,
1994).

Uma das caracteristicas das micobactérias, incluindo M. bovis é o seu alto teor de
lipideos, particularmente na parede celular. Por meio da microscopia eletrdnica, foi identificado
gue as micobactérias possuem parede rigida, disposta em trés camadas de fora para dentro: uma
parede lipoproteica, uma polissacaridica e a mais interna mucopeptidica. A parede celular é
responsavel pela resisténcia inata aos antibioticos, desempenhando importante papel para a sua
viruléncia e viabilidade (HEINEMANN et al., 2008; CAREL et al., 2014).



21

3.2.2 Impacto econdmico e social

A importancia econdmica atribuida a infeccdo nos bovinos esta relacionada aos custos
para a producdo pecuaria como consequéncia de indices de crescimento mais lentos e perda dos
animais, rejeicdo parcial ou total da carcaca, redugédo da producéo de leite, assim como do tempo
de vida produtiva das vacas leiteiras. A legislacdo internacional que regula o comércio de
animais vivos e de produtos de origem animal recomenda que esses produtos sejam originarias
de paises livres de infeccdo, de areas, compartimentos ou propriedades livres certificadas.
Assim, a tuberculose bovina ainda representa um entrave a exportagdo (MICHEL et al., 2010).

Visando o controle e erradicacdo da doenga, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento instituiu em 2001, o PNCEBT com o objetivo de reduzir a prevaléncia e
incidéncia de novos focos nos rebanhos, bem como a certificacdo dos estabelecimentos de
criacdo de bovinos e bubalinos e suas respectivas medidas sanitarias (BRASIL, 2006).

A inspegdo post mortem dos animais destinados ao consumo nos abatedouros tem
grande importancia na vigilancia epidemioldgica da tuberculose e por meio desta medida paises
endémicos, que possuem satisfatorio desempenho nos servicos de inspe¢do, juntamente com
um consolidado programa de erradicacao, tem reduzido a prevaléncia da doenca (DE LA RUA-
DOMENECH, 2006).

3.2.3 Epidemiologia

A tuberculose bovina possui distribuicdo mundial, persistindo em muitos paises, porém
concentrando-se principalmente em paises em desenvolvimento (BROUGHAN et al., 2016).

Estudos caracterizando a situacdo epidemioldgica da tuberculose bovina em diferentes
estados da federacdo, revelaram prevaléncia de rebanhos infectados variando entre 0,36% no
Distrito Federal (RIBEIRO et al., 2016) e 9% em Séao Paulo (DIAS et al., 2016). O estado de
Pernambuco apresentou prevaléncia de focos e de animais infectados de 2,87% e 0,62%,
respectivamente, com tendéncia de concentracao na regido do Agreste do estado, caracterizada
pelo predominio de propriedades leiteiras (LIMA et al., 2016).

A maior prevaléncia de tuberculose foi observada nas regides de pecuaria leiteira
representada pelos estados do Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias ao contrario das
regibes em que predomina o rebanho para producdo de carne. Os rebanhos leiteiros

especialmente 0s mais tecnificados e de alta produgdo constituem fator de risco para
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tuberculose, assim como a introducdo de novos animais no rebanho sem realizagdo prévia dos
testes de tuberculinizacdo tém contribuido para aumentar a prevaléncia da doenca nos rebanhos
(FERREIRA NETO et al., 2016).

Alguns fatores podem favorecer a transmissao da tuberculose entre os rebanhos como o
transito de animais em feiras, cidades e estados vizinhos, tipo de exploracédo, densidade do
rebanho, tipo de instalagdo, aquisicdo de animais a partir de rebanhos com histérico de
tuberculose e presenca de animais silvestres na propriedade ou nos arredores (SKUCE et al.,
2012).

Estudos relacionando os principais fatores de risco apontaram que os rebanhos leiteiros
mantidos em confinamento parcial ou total, densidade do rebanho, sdo importantes para a
disseminacédo da tuberculose (BAHIENSE et al., 2016; VELOSO et al., 2016), assim como as
menores taxas de prevaléncia sao registradas nos rebanhos de corte, sugerindo associagéo entre
a tuberculose e a atividade leiteira (NESPOLI et al., 2016; SILVA et al., 2016).

No Brasil, M. bovis tem como reservatorios e fontes de infeccdo dentre os animais de
producdo os bovinos como hospedeiros primarios, bubalinos e caprinos, espécies que
apresentam a doenca clinica. Merecendo destaque, na cadeia epidemiologica da doenca, 0s
animais infectados que ainda ndo manifestaram sinais clinicos, ou seja, portadores
assintomaticos, que sdo os grandes responsaveis pela contaminacdo ambiental e manutengéo da
enfermidade na natureza (ABRAHAO, 1998; MICHEL et al., 2010).

M. bovis também pode ser 0 agente da tuberculose em cées e gatos, principalmente em
areas rurais, uma vez que os animais de companhia muitas vezes sao alimentados com leite de
vacas infectadas ou permanecem em ambientes contaminados (ABRAHAO, 1998).

Mesmo com o0s programas de controle e a eliminagdo dos animais infectados, a
tuberculose bovina continua crescente. Entre as causas desse aumento ou manutencdo da
infeccdo, é registrada a presenca dos animais silvestres como reservatorios para M. bovis.
Diversas espécies entre elas, veados (Odocoileus virginianus) na América do Norte, texugo
(Meles meles) no Reino Unido e Irlanda, javalis (Sus scrofa) e veados (Cervus elaphus) na
Espanha, gambas (Trichosurus vulpecula), furdes (Mustela furo) e veados (Cervus elaphus) na
Nova Zelandia (FITZGERALD; KANEENE, 2012), rinocerontes (Diceros bicornis) e bufalos
(Syncerus caffer) na Africa do Sul (MILLER et al., 2017).

Em algumas regides da Espanha, Portugal, Italia e na ilha mediterranea da Corsega
Francesa, observou-se 0 crescimento populacional de porcos selvagens e javalis,
correlacionando a presenca desses animais a ocorréncia da tuberculose em bovinos, caprinos,
suinos domésticos e cervideos (FITZGERALD; KANEENE, 2012).
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Em éreas de risco da Nova Zelandia, gambas (Trichosurus vulpecula) e cervos silvestres
constituem reservatérios de M. bovis. Estratégias de controle da populacdo de gambaés
resultaram em uma dréstica queda na incidéncia da doenca em rebanhos bovinos e de cervos de
producgdo, mas os cervos silvestres sdo capazes de iniciar novos focos ou reinicia-los apos a
remocgdo dos gambés. A proximidade das fazendas a parques e florestas esta associada ao
numero de casos positivos da tuberculose (RYAN et al 2006; PORPHYRE et al., 2008).

No Brasil, a maioria dos casos de tuberculose descritos tem sido reportado a animais
mantidos em cativeiro, que podem trazer implicacdes significativas para a satde publica, como
resultado da possivel transmissdo a funcionarios dos estabelecimentos e visitantes
(DOMINGOS et al., 2019). No pais, a tuberculose causada por M. bovis ja foi relatada em
antilope (Kobus ellipsiprymnus) em um zool6gico de Sdo Paulo (ROCHA et al., 2011),
queixada (Tayassu tajacu) na regido sul (MAYER e al., 2012), quati (Nasua nasua) no Parana
(MURAKAMI et al., 2012) e javalis (Sus scrofa) de vida livre no Rio Grande do Sul (MACIEL
etal., 2017).

A infeccdo dos bovinos ocorre principalmente por via aerégena, através da inalacao de
goticulas de tosse ou secrecdo nasal de um animal com tuberculose pulmonar ativa. A
transmisséo da tuberculose bovina por via respiratéria é facilitada pela convivéncia natural, em
especial em rebanhos com alta densidade populacional assim como constante movimentacao
dos animais (NUGENT, 2011).

A frequéncia da tuberculose em bovinos com idade inferior a 12 meses esta associada a
infeccdo transplacentaria ou mais comumente por meio da ingestdo de colostro/leite de vacas
infectadas (DEL FAVA et al., 2010; KONRADT et al., 2016; SILVEIRA et al., 2018). A
infeccdo também pode ocorrer por ingestdo do agente em pastagens e uso de bebedouros e
cochos coletivos contaminados por animais infectados (CASWELL; WILLIAMS, 2007).

O tempo de sobrevivéncia do M. bovis fora de seu organismo hospedeiro & fator
determinante da disseminacéo da doenca e da sua manutencdo no ambiente. Havendo exposi¢ao
direta a luz solar, a radiacéo ultravioleta destroi o patbgeno em aproximadamente 12 horas. Ao
abrigo da luz, o agente pode resistir e permanecer viavel no ambiente por aproximadamente
dois anos, ressaltando a importancia para o0 manejo higiénico-sanitario nas instalacdes das
propriedades, como estabulos, bezerreiros, salas de ordenha e troncos cobertos (ROXO, 1997;
ABRAHAO, 1998).
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3.2.4 Importéancia na Saude Publica

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Salde, as infec¢fes por micobactérias
sdo os problemas mais criticos em humanos e animais. M. bovis é importante agente causal da
tuberculose e negligenciado como zoonose, representando a segunda causa de tuberculose
humana, responsavel por 5 a 7.2 dos novos casos de tuberculose nos paises desenvolvidos,
aumentando para 10 a 15% dos casos nos paises em desenvolvimento (MALAMA et al., 2013;
GHAVIDEL et al, 2018).

Entre os 10 milhdes de novos casos de tuberculose em 2017, aproximadamente 20% séo
de casos de tuberculose extrapulmonar (EPTB). Nas regibes com alta prevaléncia da
tuberculose por M. bovis, 0 agente é frequentemente associado a doenca extrapulmonar na
populacdo. Nos paises subdesenvolvidos o percentual dos casos de TB humana associada ao
M. bovis € geralmente subestimada, uma vez que a diferenciacdo das espécies dificilmente é
realizada (MULLER et al., 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION [WHO], 2018).

A diferenciacdo dos casos de tuberculose humana causados por M. tuberculosis e M.
bovis se torna essencial na compreensao da epidemiologia da tuberculose por M. bovis, podendo
contribuir para a implementagéo de medidas efetivas para o controle e prevencédo da tuberculose
(ALLIX-BEGUEC et al., 2008).

Na regido sul da Tunisia a tuberculose bovina apresenta elevada prevaléncia,
consequentemente dentre os casos de EPTB diagnosticados, 77% sdo atribuidos a infeccéo por
M. bovis. Deficiéncia de controle sanitario do rebanho e o consumo frequente de leite cru e
derivados ndo pasteurizados sdo fatores de risco favorecendo a disseminacao da tuberculose
zoonotica (MULLER et al., 2013; SIALA et al., 2017 ).

Estudo realizado no Brasil por Silva et al. (2018) teve por objetivo avaliar os fatores de
risco da infeccdo em humanos causada por M. bovis a partir de casos de pacientes
diagnosticados com tuberculose, inclusive casos de co-infecgdo por M. tuberculosis e M. bovis.
Alguns fatores foram considerados importantes na cadeia epidemiolégica e reforcam ainda mais
0 potencial zoono6tico no M. bovis. Entre os fatores destacam-se o consumo de leite cru e
derivados, como 0 queijo nao pasteurizados, historico de habitacdo em propriedades rurais, a
constante exposi¢cdo a animais (ocupacional) e a infeccao pelo HIV/AIDS.

O consumo de leite cru e derivados ndo pasteurizados representa a principal via de
transmisséo da tuberculose bovina aos humanos (SOBRAL et al., 2011). Ressaltando que existe

consumo significativo de leite cru e derivados entre a populacéo brasileira, particularmente na
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populacdo de &reas rurais, como também em &reas urbanas de cidades menores (PENAFORTE
JUNIOR et al., 2009). A presenca de M. bovis no leite cru e derivados foi relatada em diferentes
regides do pais nos ultimos anos (FRANCO et al., 2013; ZARDEN et al., 2013; CARVALHO
et al.,, 2014; BEZERRA et al., 2015; CEZAR et al., 2016b). Um estudo realizado na
microrregido de Garanhuns, Pernambuco detectou a presenca do M. bovis em queijos artesanais
em 2,8% das amostras analisadas (CEZAR et al., 2016b). Diante da realidade do risco potencial
de infeccdo e desenvolvimento da doenca, podemos afirmar que existe subnotificacdo da
tuberculose zoondtica no pais.

Franco et al. (2017) relataram que dentre os 67 isolados de M. bovis de bovinos, 21
isolados (31%) apresentaram algum padrdo de resisténcia aos farmacos testados, destes 11
(16%) foram classificados como tuberculose multirresistente (MDR-TB). A resisténcia do
género Mycobacterium aos antimicrobianos tém sido frequentemente associada a mutagfes em
genes codificantes ou relacionados aos alvos celulares destes medicamentos (KOCH et al.,
2014). A frequéncia crescente de casos MDR-TB enfatizam o valor do uso dos métodos de
genotipagem na compreensdo das linhagens filogenéticas distintas e associadas com a
multirresisténcia aos antimicrobianos (ALLIX-BEGUEC et al., 2008).

Embora M. bovis seja considerado o principal agente etiolégico da tuberculose bovina,
alguns estudos indicam M. tuberculosis como agente etiolégico predominante nas &reas
endémicas da tuberculose. A possibilidade de zoonose reversa nao pode ser negada, porque em
regides endémicas, M. tuberculosis resistente a medicamentos em humanos pode resultar em
uma potencial infec¢do em bovinos devido a interagdo homem e animal (SWEETLINE ANNE
etal., 2019).

Na India, foi realizado um estudo objetivando o diagndstico e caracterizagio molecular
a partir de 148 amostras de bovinos com les6es suspeitas de tuberculose, obtendo resultado de
51 isolados. No entanto, 43 (84,3%) dos isolados foram classificados como M. tuberculosis e 8
(15,6%) como M. bovis. O elevado indice de M. tuberculosis presente nos bovinos em contraste
com outras regides do mundo, resulta em altos niveis de tuberculose na populagdo humana,
provavelmente agregado a fatores socioeconémicos e religiosos comuns em alguns paises em
desenvolvimento, como na india, que consideram o bovino como um animal sagrado
(SWEETLINE ANNE et al., 2017).

Uma pesquisa desenvolvida na Republica dos Camardes, sobre o perfil genotipico da
tuberculose, classificou 86 isolados de M. bovis e quatro isolados de M. tuberculosis. Dentre as
90 cepas identificadas, nove cepas ainda ndo tinham sido descritas anteriormente pelo Banco

de Dados. Os autores enfatizam a transmissdo continua da tuberculose envolvendo linhagens
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de cepas de M. bovis ainda ndo descritas, assim como revela uma possivel transmissdo reversa
de humanos para animais (KORO KORO et al., 2015).

Se faz extremamente necessario mais pesquisas a respeito de M. bovis sobre a incidéncia
da tuberculose nos humanos, nos paises em desenvolvimento e principalmente nas regides onde
a tuberculose bovina é endémica (THOEN et al., 2014). As abordagens técnicas interagindo
profissionais das areas de salde humana e veterinaria sdo imprescindiveis sob o ponto de vista
social e econdmico quando se tem como meta a Satde Unica (One Health) (KANEENE et al.,
2014; OLEA-POPELKA et al., 2017).

3.2.5 Achados clinicos-patoldgicos

Os sinais da infeccdo por M. bovis em ruminantes sdo inespecificos, a maioria dos
animais infectados ndo demonstram manifestacdes clinicas, sendo potencial risco para outros
animais do rebanho e para saude publica (ROXO, 1997; IZAEL et al., 2009).

Os achados clinicos surgem em estagios mais avancados da doenca, podendo ser
observado perda de peso progressiva, diminui¢do da producao leiteira, transtornos respiratorios
como tosse, secrecdo nasal, respiragdo taquipneica e polipneica, dispneia e crepitacdes nos
campos pulmonares. Na maioria dos casos, os linfonodos mediastinicos e mesentéricos
apresentam-se hipertrofiados, ocasionando falhas de transporte ou obstrugdes e/ou timpanismo
(ROXO, 1997; IZAEL et al., 2009; WATERS, 2015).

A identificacdo de lesbes patoldgicas durante as inspe¢des sanitarias de rotina nos
frigorificos é considerada ferramenta importante para o diagnostico das infecc¢des, que realizada
em conjunto com os programas de controle e erradicagdo da tuberculose, tem reduzido a
prevaléncia da doenca em alguns paises (DE LA RUA DOMENECH, 2006).

As lesBes nodulares granulomatosas caracterizadas na tuberculose, também podem ser
confundidas com outras enfermidades que provocam reacdes inflamatdrias granulomatosas,
como infecgdes por Truperella pyogenes, Nocardia spp, Actinobacillus spp, Actinomyces spp
e alguns processos neoplasicos, por apresentarem caracteristicas morfologicas semelhantes as
descritas para a tuberculose (CORNER, 1994; CURCIO et al., 2002; BIFFA et al., 2010).

A distribuicdo das lesdes varia de acordo com a via de infeccdo, podendo ser
determinada pela localizagdo do foco primario que é formado pela lesdo classica (complexo

primario) no local da infeccdo, assim como no linfonodo regional. Em outros casos, a lesdo
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pode estar restrita apenas no linfonodo regional e ausente no local da infeccdo, caracterizando
assim o complexo priméario incompleto (NEILL et al., 1994; DOMINGO et al., 2014).

As lesBes instalam-se principalmente nos pulmdes, formando nddulos caseosos e de
tamanhos variados, muitas vezes estdo distribuidas por todo parénquima pulmonar, formando
lesBes cavitarias. Apesar da tuberculose bovina ser definida como doenca crénica, também pode
assumir carater agudo e progressivo. A disseminacdo da doenga (tuberculose generalizada)
pode afetar qualquer tecido, sendo as lesdes mais comumente observadas nos linfonodos da
cabeca, pescoco, mediastinicos e mesentéricos, pulmdes, intestinos, figado, baco, pleura e
peritonio (ROXO, 1997; IZAEL et al., 2009).

Os achados anatomopatoldgicos observados por Ramos et al. (2018) no exame post-
mortem de 32 bovinos destacam as lesdes granulomatosas nos linfonodos mediastinicos,
traqueobrdnquicos, retrofaringeos e pulmao como predominantes, seguida dos linfonodos
mesentéricos caracterizadas por necrose caseosa e focos de mineralizacdo, rodeados por
infiltrados inflamatérios com predominio de macrofagos, células epitelidides e células
multinucleadas. Em funcdo da localizacdo das lesbes e do resultado positivo do cultivo
microbiologico, o0 complexo primario da infeccdo foi estabelecido por via respiratdria, como
principal porta de entrada de M. bovis, e devido a menor ocorréncia das lesdes nos linfonodos
mesentéricos, a via digestiva seria secundéria a respiratoria (TAYLOR et al., 2007).

A neurotuberculose é considerada pouco frequente nos bovinos. No Brasil, existem
estudos pontuais relatando a infeccdo afetando o sistema nervoso central, na maioria das vezes
os relatos sdo esporadicos ou isolados (DEL FAVA et al., 2010; GALIZA et al., 2010;
KONRADT et al., 2016; SILVEIRA et al., 2018). Essa forma da doenga ocorre com mais
frequéncia nos bovinos jovens, com manifestaces de sinais neurolégicos, devido a presenga
de lesdes granulomatosas principalmente no encéfalo e medula espinhal. A transmissdo de
Mycobacterium sp, ocorre via transplacentaria ou através da ingestdo de leite de vacas
infectadas, permitindo a disseminacdo via hematogénica possibilitando a ascendéncia para o
sistema nervoso central (ORUGC, 2005; DEL FAVA et al., 2010; DOMINGO et al., 2014).

Na glandula mamaria, a tuberculose manifesta-se inicialmente com tumefacdo indolor
difusa ou localizada. Posteriormente progride com a formacao dos granulomas, principalmente
nos quartos posteriores, com hipertrofia da glandula, que pode resultar em alteracGes visiveis
no leite e queda na producdo (NASSAR et al., 2005; WATERS, 2015). O isolamento de M.
bovis da glandula mamaria ratifica o potencial risco desta enfermidade para a saude publica,
particularmente em algumas cidades do interior, onde ainda é frequente o consumo do leite cru
e derivados n&o pasteurizados (PENAFORTE JUNIOR et al., 2009).



28

Geralmente nas lesdes tuberculosas verificam-se granulomas constituido por zona
central com intensa necrose caseosa, calcificacdo distrofica com focos de mineralizacéo,
circundado por intenso infiltrado inflamatdrio composto por neutrofilos, linfocitos, macréfagos
e células epitelidides. Também sdo visualizadas células multinucleadas, com nucleos dispostos
na regido periférica e como resultado dessa fusdo, as células gigantes tipo Langhans
(WANGOQO et al., 2005; FRANCA et al., 2013; ANDREAZZA et al., 2015).

3.2.6 Diagnostico

3.2.6.1 Teste alérgico-cutaneo

O diagndstico indireto da tuberculose bovina € realizado por meio de testes alérgico-
cutaneos com tuberculinas, sendo considerado o instrumento basico para programas de controle
e erradicacdo da tuberculose bovina em todo o mundo (BRASIL, 2017).

As tuberculinas disponiveis sdo extratos antigénicos de proteinas purificadas ou PPD
(Purified Protein Derivative) produzidas a partir da amostra AN5 de M. bovis (PPD bovino) e
de amostra D4 de M. avium (PPD aviario). O animal infectado e portanto sensivel a tuberculina,
responde sob a forma de reacdo alérgica, mediada por células e classificada como reacéo de
hipersensibilidade tardia do tipo IV (MONAGHAN et al., 1994; TIZARD, 2014).

No Brasil, conforme preconizado pelo Regulamento Técnico do PNCEBT, sdo
utilizados testes alérgicos de tuberculinizacdo intradérmica, como o Teste da Prega Caudal, o
Teste Cervical Simples e Teste Cervical Comparativo, apresentando este Gltimo maior
especificidade em relacdo ao teste simples, sendo utilizado como teste confirmatério (BRASIL,
2017).

No Brasil, a tuberculose bovina é endémica e acomete grande parte das propriedades
leiteiras. Um fator preocupante para o rebanho regional diz respeito ao elevado percentual de
animais falso-negativos no teste da tuberculiniza¢do (anérgicos), que pode ocorrer em animais
em processo avangado ou estado terminal da doenca, sendo constante fonte de infeccdo para o
restante do rebanho (IZAEL et al., 2009; BRASIL, 2017).
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3.2.6.2 Bacterioldgico

O isolamento e identificacdo de M. bovis por meio do cultivo microbiologico é
considerado prova padrdo ouro. Porém o sucesso no cultivo depende das condi¢Bes assépticas
da colheita, do tempo e do acondicionamento da amostra. Antes do cultivo, as amostras devem
ser submetidas ao processo de descontaminagdo, uma vez que os espécimes clinicos coletados
(fragmentos de o6rgdos, linfonodos) proporcionam um meio rico em nutrientes para o
crescimento mais rapido de outros microrganismos menos exigentes, ao contrario de
Mycobacterium sp que é extremamente exigente em relacdo a nutrientes, quando comparados
a outras bactérias. O objetivo da descontaminacdo é inativar outras bactérias presentes na
amostra, evitando o crescimento mais rapido e esgotando os nutrientes do meio, tornando o
crescimento do M. bovis inviavel. A descontaminacdo constitui uma etapa indispensavel no
cultivo de M. bovis (BALIAN et al., 2002; AMBROSIO et al., 2008).

Diferentes protocolos de descontaminagéo séo utilizados. Os métodos mais comuns s&o
o de Petroff, o cloreto de 1- Hexadecilpiridinio (HPC), o acido sulfarico, o lauril sulfato de
sodio, 0 acido oxalico e Corper e Stone modificado (fosfato trissodico a 23% e fosfato
monossodico a 20%). Existe ampla variedade de solucBes e concentracGes de substancias
quimicas que objetivam a maxima inativacdo da microbiota presente nas amostras e a minima
injaria as micobactérias presentes. O método tradicionalmente utilizado para o isolamento de
M. bovis provenientes de amostras de tecido bovino é o método de Petroff, considerado o mais
sensivel e relativamente barato. O HPC também tem apresentado bons resultados, revelando
baixa toxicidade para as micobactérias (AMBROSIO et al., 2008).

Os meios utilizados no isolamento de M. bovis devem conter piruvato de sédio como
nutriente energético, pois, diferente da maioria das micobactérias, como M. tuberculosis que
consome o glicerol para obter energia, o bacilo bovino utiliza o piruvato como fonte de carbono
para o seu desenvolvimento. Esta diferenca metabolica de M. bovis é resultado de uma mutacao
no gene que codifica para a enzima que metaboliza o glicerol, refletindo um defeito no
metabolismo do glicerol o que resulta em baixo crescimento bacteriano em meios que néao
contenham piruvato (KANTOR et al., 2008).

A pesquisa de micobactérias por coloracdo de Ziehl-Neelsen para a visualizacdo de
BAAR apesar de ser amplamente utilizada, devido a praticidade e custo, apresenta limitagdes,
como baixa sensibilidade e ndo distingue os membros da familia Mycobacteriaceae, entre
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outros como Corynebacterium, Nocardia e Rhodococcus (PRITCHARD, 1988; BRASIL,
2008).

O estudo desenvolvido por Furlanetto et al. (2012) teve como objetivo a utilizacdo de
métodos complementares de diagnostico (histopatoldgicos, bacteriolégicos e moleculares) na
inspecdo de lesdes suspeitas de tuberculose observadas durante a inspecdo post-mortem de
rotina em abatedouros. Os resultados indicaram que podem ocorrer equivocos durante o
julgamento das lesGes, principalmente as que possuem poucos bacilos, uma vez que ndo
apresentam caracteristicas classicas de tuberculose, possivelmente devido ao fato dos animais
doentes serem abatidos de forma precoce e com infeccdo recente, gerando distor¢do nas
estimativas da tuberculose nos abatedouros.

Trabalho realizado por Franco et al. (2017) a partir da colheita de linfonodos de bovinos
durante o exame post-mortem em matadouro sob servico de inspecédo federal no estado de S&o
Paulo, identificou 100 linfonodos com lesBes caseosas sugestivas de tuberculose. Apos
processo de descontaminacgéo, foram semeados nos meios de cultivo Stonebrink e Lowenstein-
Jensen. Apos o periodo de incubacédo de 90 dias, foi observado crescimento bacteriano em 67
isolados e classificados com base nas caracteristicas fenotipicas como col6nias de coloragédo
creme amareladas, pequenas, arredondadas, bordas irregulares e superficie granular,
compativeis com Mycobacterium sp e posteriormente confirmados por provas moleculares

como M. bovis.

3.2.6.3 Molecular

Os primeiros estudos empregando Reacdo em Cadeia de Polimerase para a detecgédo
direta de M. bovis em tecidos bovinos foram realizados na década de 90, apresentando como
vantagens a rapidez e a habilidade para detectar bacilos inviaveis. Esse ensaio, porém,
apresentava limitacdes, provavelmente relacionadas ao método de extracdo, principalmente,
para a deteccdo de M. bovis em amostras paucibacilares, onde o cultivo mostrava sensibilidade
muito superior (ABRAHAO, 1998).

O desenvolvimento da técnica de PCR, que permite a amplificacdo de segmentos
génicos foi um dos principais avancos tecnologicos nas uUltimas décadas, auxiliando o estudo
da expressdo génica e o diagndstico de doencas genéticas, neoplasicas e infecciosas. A técnica
de PCR tem sido uma ferramenta valiosa entre os métodos de diagndstico, revelando alta
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especificidade, sensibilidade, rapidez e capacidade de detectar quantidades pequenas de DNA
bacteriano na amostra (ABRAHAOQ, 1998; RUGGIERO, 2007).

O interesse pelos métodos moleculares de diagnostico tem crescido devido as
dificuldades encontradas no diagnéstico da doenga, principalmente pelas limitagcbes quanto a
sensibilidade e especificidade do teste alérgico-cutaneo e o longo periodo de tempo para a
confirmacdo da presenca do agente pelos métodos bacteriologicos. No entanto, o cultivo
microbiologico é considerado como prova padrdo ouro no diagnostico da tuberculose
(DREWE; SMITH, 2014).

3.2.6.3.1 Genoma e evolucéo de Mycobacterium bovis

A cepa M. bovis AF2122/97 é altamente virulenta e foi isolada na Gra-Bretanha em
1997 (GORDON et al., 1999). O sequenciamento genémico revelou que M. bovis possui
4.345.493 pares de base (pb) com contetdo de guanina e citosina de 65% em média. O genoma
de M. bovis apresenta 99,95% de similaridade com M. tuberculosis, mostrando colinearidade e
nenhuma evidéncia de grandes translocacgdes, duplicacdes ou inversdes. Apesar da similaridade
genetica com M. tuberculosis, 0 genoma de M. bovis tem sido reduzido devido a delegdes,
eventos considerados Unicos e unidirecionais nessas bactérias (GARNIER et al., 2003).

Estas delecGes podem remover genes que sdo dispensdveis para a adaptacdo de
hospedeiros e conduzir para uma gama de hospedeiros diferentes. Mutacdes pontuais também
desempenham papel na definicdo do fendtipo, como no caso da resisténcia de M. bovis a
pirazinamida e também a mutacdo do gene da piruvato quinase que torna M. bovis incapaz de
utilizar o glicerol como fonte de carbono (KEATING et al., 2005).

A constituicdo populacional de M. bovis é estruturada de forma irregular, que consiste
de uma série de grandes e pequenos complexos clonais (SMITH, 2003). Complexos clonais sdo
grupos de cepas descendentes de uma Unica célula que foi o ancestral comum mais recente
desse complexo e que apresentam todas as caracteristicas derivadas desse ancestral. Nos
membros do complexo M. tuberculosis ndo ha troca de material genético entre linhagens
(SMITH, 2011).

A baixa diversidade de sequéncias das espécies do complexo M. tuberculosis sugere que
homoplasias (duas linhagens desenvolvem a mesma caracteristica de forma independente)

causadas por mutacdes repetidas ndo sejam observadas, a ndo ser que o locus esteja evoluindo
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sob alguma forma de pressdo seletiva, como por exemplo, genes que conferem resisténcia a
antibioticos (SMITH, 2011).

A frequéncia com que alguns clones se originam na populacdo pode ser explicada,
principalmente pela sele¢do. A irregularidade observada na estrutura global da populagao de M.
bovis e o dominio de clones individuais podem ser resultado de um efeito recente, ou seja, um
clone sendo introduzido em um novo habitat e multiplicando-se na auséncia de competicao
(SMITH et al., 2003; SALES, 2012).

Embora cepas bacterianas da mesma espécie expressem genomas quase idénticos,
diferencas ocorrem em alguns locus. O principio da epidemiologia molecular é que cepas
relacionadas epidemiologicamente (surto de origem comum) mostrardo genética idéntica ou
perfis muito semelhantes ao passo que os isolados nédo relacionados (fontes distintas) teréo
padrdes divergentes. Os métodos de genotipagem molecular mais comuns recorrem a
amplificacdo por PCR de regides do genoma suficientemente estaveis para servirem de
marcador epidemioldgico, mas com potencial polimérfico para diferenciar cepas sem relacéo
epidemioldgica. A base de todas as técnicas de genotipagem molecular é a identificacdo de
mutacOes genéticas estaveis que foram adquiridas ao longo do tempo, gerando perfis Unicos
entre as linhagens (DREWE; SMITH, 2014).

Para a diferenciacdo de cepas do complexo M. tuberculosis, a maioria das técnicas de
genotipagem sdo baseadas no estudo de todo o genoma ou em sequéncias do genoma. As
técnicas que envolvem a analise de todo 0 genoma, possuem a vantagem da obtencdo de todas
as informacGes genéticas. O sequenciamento gendmico emprega técnicas de sequéncias
repetidas especificas que compreendem as sequéncias de insercdo (IS), regides de repeticdes
diretas (DR) e os loci de repeticdes em sequéncias (RODRIGUEZ-CAMPOS, 2012).

A maioria das mudancas encontradas no genoma da espécie M. tuberculosis esta
associada a elementos moveis conhecidos como sequéncias de insercao (IS), constituidas por
pequenos fragmentos de DNA capazes de se inserir no genoma das bactérias, conferindo
polimorfismo entre as cepas (BROSCH et al., 2002; AMADIO et al., 2005). A diferenca na
localizacdo e numero de copias desta sequéncia de insercdo no genoma é a origem do
polimorfismo entre isolados. Na espécie M. tuberculosis o nimero de copias na sequéncia de
insercdo 1S6110-RFLP é geralmente elevado, sendo maior que vinte e cinco copias, conferindo
elevado poder discriminatério desta técnica para esta espécie. Porém, devido a maioria dos
isolados de M. bovis apresentarem poucas cépias de 156110, a técnica proporciona limitada
discriminacdo para esta especie (ARANAZ et al., 1996; KAMERBEEK et al., 1997).
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Kasai et al. (2000) estabeleceram a diferenciagdo molecular das espécies do complexo
M. tuberculosis a partir da analise do polimorfismo nos fragmentos de restricdo (RFLP) do gene
gyrB, que codifica a subunidade B da enzima DNA girase, envolvida nos processos de
multiplicacdo bacteriana, sendo universalmente distribuida entre estes microrganismos. O
método do gyrB RFLP é baseado na digestdo do DNA gendmico bacteriano através de enzimas
de restricdo, gerando posteriormente fragmentos de diferentes comprimentos (CHIMARA et
al., 2004).

O método de tipagem molecular consiste na variacao da sequéncia de DNA no genoma
bacteriano denominado RFLP-1S6110 e é baseado na digestdo do DNA genémico por enzimas
de restri¢do, as endonucleases, que geram fragmentos de diferentes tamanhos. Os fragmentos
sdo separados em gel de agarose e hibridizados por sonda de DNA (COLLINS, 2011).

Entre as técnicas de genotipagem mais utilizadas para o estudo do complexo M.
tuberculosis destacam-se as técnicas de Spoligotyping e MIRU-VNTR. O estudo do nimero
variavel de unidades repetitivas intercaladas de micobactérias (MIRU-VNTR) apresenta maior
poder discriminatério e tem sido atualmente o método de eleicdo nos estudos de genotipagem
de Mycobacterium (KAMERBEEK et al.,1997; SUPPLY et al., 2006).

Essas metodologias permitem comparar sequéncias do genoma de micobactérias,
identificando similaridades genéticas dentre as linhagens de M. bovis circulantes em um
rebanho e/ou regides geogréaficas. A associacdo dos meétodos de tipagem molecular tem
proporcionado grande impulso nos estudos da epidemiologia molecular da espécie M.
tuberculosis, conferindo reprodutibilidade e confiabilidade (KAMERBEEK et al.,1997;
SUPPLY et al., 2008).

3.2.6.3.2 Spoligotyping

O Spoligotyping surgiu com objetivo de determinar a epidemiologia molecular da
tuberculose humana, baseada na amplificacdo por PCR do DNA presente no locus, denominado
de regido de repeticdo direta (DR) presente no genoma de micobactérias pertencentes ao
complexo M. tuberculosis. Posteriormente, a técnica foi padronizada para M. bovis, sendo
considerado um método simples, rapido e adequado para inquéritos epidemioldgicos
(KAMERBEEK et al., 1997).

Cada regido DR corresponde a repeti¢do regular de dois tipos de pequenas sequéncias.

As sequéncias idénticas, chamadas de DR e as sequéncias que sdo todas diferentes, chamadas
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de espacadores. O resultado é obtido mediante a hibridacdo ou ndo de cada sequéncia
espacadora. Ao comparar as regides DR de varios isolamentos, notou-se que a ordem dos
espacadores era praticamente a mesma em todos os isolados, as diferencas encontravam-se na
ocorréncia de delecdes e inser¢des dos espacadores. Portanto, o polimorfismo dos isolados é
comprovado pela presenca ou auséncia de um ou mais espacadores (KAMERBEEK et al.,
1997).

A metodologia do Spoligotyping envolve duas etapas. A primeira consiste na
amplificacdo, por PCR, dos espacadores presentes entre as regides DR. A segunda etapa
consiste em revelar quais espacadores foram amplificados nos isolados em estudo
(KAMERBEEK et al., 1997).

Na técnica classica do Spoligotyping 43 diferentes oligoespacadores estdo ligados a
membrana e teoricamente, 43 diferentes caracteres estdo disponiveis para qualquer isolado, ou
seja, € capaz de detectar a presenca ou auséncia de 43 espacadores. Para algumas espécies,
alguns espacadores estdo ausentes, permitindo a sua diferenciagédo. No caso de M. bovis, 0s
espacadores 3, 9, 16, 39 - 43 estdo sempre ausentes (KAMERBEEK et al., 1997).

O Spoligotyping permite detectar e tipificar os membros do complexo M. tuberculosis,
assim como distinguir especificidades geograficas entre os seus espoligotipos, relacionando-os
a uma determinada populacdo, regido geografica e até a propria histéria da dispersdo da
tuberculose (KAMERBEEK et al., 1997).

Os perfis encontrados séo analisados em banco de dados internacional www.mbovis.org
e www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE conferindo a identificacdo de M. bovis,
permitindo andlises, comparagdes genéticas e epidemioldgicas dos perfis encontrados em
diferentes regides, possibilitando melhor compreensdo da dindmica da tuberculose (FILLIOL
et al., 2002).

E provavel que a tuberculose na forma de surtos ou focos, esteja relacionado a
diversidade genotipica de M. bovis, possivelmente relacionado a compra de animais infectados
de outras propriedades ou infeccdo simultanea de rebanhos vizinhos. A transmissdo entre
bovinos possui relevancia significativa para a manutencdo da doenca no rebanho, portanto,
informacdes a respeito da tipificacdo de cepas de M. bovis, registro e observacdo da
movimentacdo dos animais entre as propriedades, podem ser valiosas na epidemiologia da
tuberculose em diferentes paises (ZUMARRAGA et al., 2013).


http://www.mbovis.org/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE
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» Caracterizacao de M. bovis isolados de bovideos

Diversos estudos objetivando a caracterizacdo genotipica de cepas de M. bovis foram
realizados. No Brasil, alguns espoligotipos tém sido registrados com maior frequéncia, como o
SB0120, SB0121 e 0 SB0295.

Pesquisa realizada por Parreiras et al. (2012) identificou 61 isolados de bovinos com
lesGes macroscopicas sugestivas de TB. Os isolados foram classificados em 17 padrdes
diferentes, como o espoligotipo SB0295 (29,5%), SB0121 (23%) e 0 SB0120 (4,9%). No estado
do Rio de Janeiro, foram identificados 12 isolados de M. bovis, de 34 bovinos positivos ao teste
de tuberculinizagdo, entre eles 0 SB0120 (FIGUEIREDO et al., 2012).

Rocha et al. (2012) identificou 116 isolados de M. bovis provenientes de focos de
tuberculose no estado de Séo Paulo, registrando os espoligotipos SB0295 (35,34%) e SB0121
(32,76%) entre os mais prevalentes.

No estado do Rio Grande do Sul, quatro diferentes espoligotipos foram obtidos de 85
isolados de M. bovis. Dentre os espoligotipos classificados, o0 SB0121 foi o mais prevalente,
formando um agrupamento (cluster) de 79 isolados, correspondendo a 93% das cepas de M.
bovis (RAMOS et al., 2014). No estado da Bahia, foram classificados 14 isolados de bovinos
provenientes de abatedouro, caracterizando oito espoligotipos diferentes, entre eles, SB0121 e
SB0295 (ALZAMORA FILHO et al., 2014).

O espoligotipo SB0121 também foi identificado no estado do Mato Grosso do Sul, por
Cazola et al. (2015). Na regido centro oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiéas) foi
realizado estudo de caracterizagdo com isolados de M. bovis obtidos 37 bovinos com reacéo
positiva ao teste de tuberculinizacéo, sendo identificados 10 perfis diferentes de espoligotipos,
seis isolados formando clusters, como SB0121 (37,8%) SB0295 (16,2%) e SB0140 (16,2%)
como mais prevalentes, e quatro espoligotipos classificados como perfis unicos (CARVALHO
etal., 2016).

Franco et al. (2017) caracterizaram 67 isolados de M. bovis obtidos de linfonodos de
bovinos da regido sudeste de Sdo Paulo, provenientes de abatedouros. Classificando 16
diferentes padrdes de espoligotipos, entre eles 0 SB0295 (26,8%) e SB0121 (25,3%) como mais
prevalentes.

Estudo foi desenvolvido na regiéo norte do Brasil, com a finalidade de identificar M.

bovis em bufalos e bovinos dos estados do Amazonas e Para e analisar a diversidade genotipica
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dos isolados. O método de Spoligotyping classificou 6 diferentes perfis, no entanto, os
espoligotipo SB0121 e SB0295 foram comuns apenas aos bufalos (CARNEIRO et al., 2019).

Estudo de distribuicéo e caracterizacdo dos espoligotipos foi realizado em alguns paises
da América Latina (Argentina, Brasil, Chile, México e Venezuela) sendo classificados 269
espoligotipos. Destes, foram identificados no Brasil, 51 perfis de espoligotipos, sendo o
SB0121 o mais prevalente com (29,1%), SB0295 (24%) e SB0120 (6,3%) (ZUMARRAGA et
al., 2013).

A caracterizacdo molecular de isolados de M. bovis de bovinos na Argélia identificou
os padrdes SB0120 e SB0121 como os mais frequentes dentre as cepas identificadas. A
similaridade de cepas observada entre a Argélia e alguns paises da Europa, provavelmente
ocorreu devido a importacdo de animais, presente desde a colonizagéo, e continua sendo pratica
constante com o objetivo de aumentar e potencializar o rebanho de gado altamente produtivo
(SAHRAOUI et al., 2009).

O espoligotipo SB0121 foi registrado em rebanhos bovinos em varios paises, como
México, Portugal, Argélia, Franca, Espanha, Italia e no Continente Africano. Nos paises em
que os dois espoligotipos SB0121 e SB0120 sdo comuns, como na Espanha, Portugal, Franca e
Italia a semelhanca de espoligotipos provavelmente esta relacionada a proximidade geografica
e relagio comercial (RODRIGUEZ et al., 2010).

Algumas hipdteses tentam explicar a abundancia do espoligotipo SB0121, uma delas é
gue esta cepa possua vantagem evolutiva sobre outras. Por outro lado, a evolucdo das regides
diretas (DR) é unidirecional, ocorrendo delecdes de espacadores individuais ou perda de
sequéncias de espacadores, considerando 0 SB0120 que seria 0 antepassado (ancestral) comum,
a partir do qual o SB0121 evoluiu pela perda do espacador 21, dando origem a grande
diversidade populacional de M. bovis (HADDAD et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2010).

Os espoligotipos SB0120 e SB0121 sdo os perfis mais comuns ja registrados em todo
mundo, assim, fatores como alta transmissibilidade e patogenicidade podem estar relacionada
a ampla distribuicéo das duas cepas (GHAVIDEL et al., 2018).

A comparacao de perfis moleculares especificos de cepas entre isolados de humanos e
animais podem fornecer informacdes importantes, principalmente relacionadas as fontes de

infeccdo e vias de transmissdo ao homem.



37

» Caracterizagao de M. bovis isolados de humanos

Na Italia, foi realizado um estudo com isolados clinicos de M. bovis de 38 pacientes
italianos e 9 pacientes estrangeiros, totalizando 47 isolados. O espoligotipo prevalente foi o
SB0120 (63,8%), destes 9 foram classificados como M. bovis BCG. A grande maioria dos
isolados de M. bovis revelaram perfis moleculares individuais (Unicos) apesar de relacionados
geneticamente, e além dos isolados BCG submetidos a uma filogenia diferente, apenas 1 grupo
de isolados idénticos de M. bovis (SB0120) foi detectado, 0 que sugere a possibilidade de um
surto de tuberculose bovina na &rea geografica de estudo (LARI et al., 2011).

Outro estudo semelhante realizado na Z&mbia, visando a caracterizagdo de M. bovis em
humanos portadores de tuberculose pulmonar e nos bovinos da regido, foi realizado utilizando
como espécimes clinicos o escarro e lesdes no exame post-mortem, respectivamente. Na regido
estudada, o contato proximo dos bovinos com a populacao, assim como o consumo frequente
de leite cru sdo fatores de risco que potencializam a transmissdo da infec¢do. No entanto, o
estudo revelou entre os pacientes portadores de tuberculose pulmonar, dois isolados de M.
bovis. Sendo observado que humanos e bovinos compartilhavam da mesma estirpe de M. bovis
0 espoligotipo SB0120, provavelmente devido ao continuo consumo do leite cru (MALAMA
etal., 2014).

Os estudos de tipagem molecular tem contribuido significativamente na compreensdo
da epidemiologia da tuberculose bovina e humana. O compartilhamento de isolados comuns de
M. bovis entre humanos e bovinos, tendo como fator de risco em comum o consumo de leite
cru, potencializa o papel zoondtico de M. bovis como agente causador da tuberculose humana
(MALAMA et al., 2014).

A expanséo clonal de M. bovis destaca o efeito deletério da introducdo de uma doenca
infecciosa transmissivel, podendo acarretar epidemia crescente na vida selvagem e enfatiza a
importancia do controle da doenca e restricdo da movimentacao de espécies que atuam como
reservatorios. A introducdo pontual de fontes de uma cepa de M. bovis em um ecossistema em
um parque na Africa do Sul, resultou em um surto que afetou vérias espécies. Nesse estudo o
espoligotipo SB0121 foi identificado nos isolados de bdfalos, ledes e leopardos (DIPPENAAR
etal., 2017).

Um estudo recente foi realizado na Tunisia avaliando a diversidade genética de
pacientes com tuberculose extrapulmonar. No total 110 pacientes fizeram parte do estudo.

Assim, 105 isolados foram classificados com M. bovis, classificando 13 padrBes de
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espoligotipos. Os espoligotipos SB0120, SB0121 e SB2025 foram os trés mais predominantes
identificados. O mais frequente dentre os isolados referenciou o espoligotipo SB0120 (SIALA
et al., 2019). Os espoligotipos caracterizados nos bovinos foram os mesmos identificados nos
pacientes, com prevaléncia também do espoligotipo SB0120 (DJEMAL et al., 2017). Vale
ressaltar que os espoligotipos observados nos isolados e compartilhados com os bovinos foram
associados principalmente a pacientes que consumiam leite cru e possuiam contato direto com
0s bovinos, respectivamente SB0120 (23/29) e SB0121 (14/21). Esses resultados destacam o
potencial zoondtico da tuberculose bovina (SIALA et al., 2019).

O Spoligotyping apresenta algumas vantagens como réapida execucdo e boa
reprodutibilidade, permitindo a analise de um grande nimero de isolados e diferenciagdo para
analise epidemioldgica das espécies do complexo M. tuberculosis.

Alguns estudos relatam que apenas o Spoligotyping néo seria suficiente para todas as
correlagdes epidemioldgicas entre as cepas de M. bovis, havendo a necessidade de associacdes
com outros métodos moleculares com maior poder discriminatorio (KAMERBEEK et
al.,1997), entre eles o estudo do numero variavel de unidades repetitivas intercaladas de
micobactérias - MIRU-VNTR (SUPPLY et al., 2006).

3.2.6.3.3 MIRU-VNTR

Sequéncias repetitivas em tandem foram observadas pela primeira vez no genoma de
eucariotos. Sua distribuicdo no genoma se mostrou bastante dispersa e as sequéncias foram
relatadas com um grande nimero de cépias. Os loci com pequenas sequéncias repetidas de 1-
13 pb foram identificadas como microssatélites e outros com sequéncias repetidas de 10-100
pb como minissatélites (TAUTZ; RENZ, 1984; TAUTZ; SCHLOTTERER, 1994). Muitos
destes loci possuem hipervariabilidade em seus nimeros de repeticdes e sdo denominadas de
loci de VNTR (Variable Number Tandem Repeat). Os VNTRs surgiram como marcadores
valiosos para a genotipagem de varias espécies bacterianas, como Bacillus anthracis, Yersinia
pestis e os membros do complexo M. tuberculosis (SUPPLY et al., 1997; LE FLECHE et al.,
2001).

Supply et al. (1997) identificaram 29 loci de VNTR presentes no genoma dos membros
do complexo M. tuberculosis, denominado de Mycobacterial Interspersed Repetitive Unitis
(MIRU), sendo semelhantes as sequéncias de minissatélites descritas no genoma humano.

Posteriormente Supply et al. (2000) pesquisando o genoma da cepa H37Rv de M. tuberculosis,
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identificou 12 novos loci além dos 29 anteriormente identificados. Os MIRUs sdo considerados
importantes marcadores para 0s estudos de evolucédo e relacdes filogenéticas.

Supply et al. (2006) analisou isolados do MTBC de varias partes do mundo. O resultado
deste estudo permitiu padronizar um conjunto de 24 loci MIRU-VNTR, incluindo um
subconjunto de 15 loci bastante discriminatério, para ser usado como um método de tipagem
de primeira linha. Este conjunto de 24 loci demonstrou eficiéncia na discriminacdo de isolados
de M. tuberculosis em relacdo ao conjunto de 12 loci originalmente sugeridos, com resultados
altamente reprodutiveis.

A tipagem MIRU-VNTR visa loci genéticos que estdo distribuidos por todo genoma,
esses loci contém uma variagdo na quantidade de sequéncias repetidas. O polimorfismo nos loci
pode ocorrer a partir da mudanca na sequéncia dos nucleotideos, como na variacdo no nimero
de unidades repetidas, consequentemente criando uma variacdo alélica. A tipificacdo pelo
MIRU-VNTR tem como base o polimorfismo dos numeros das sequéncias repetidas
organizadas em sequéncias no DNA (VAN BELKUM et al., 1998).

Para o conhecimento das sequencias repetidas, é realizada a PCR utilizando pares de
iniciadores especificos (um para cada MIRU-VNTR) para as regies com o objetivo de
amplificar individualmente os loci e determinacdo do numero de repeticbes em cada locus.
Posterior a amplificacdo, é determinado o tamanho (de acordo com o tamanho molecular em
pares de base) do produto amplificado por eletroforese de acordo com os marcadores de pares
de base utilizados. A interpretacdo dos resultados é realizada utilizando uma tabela alélica, que
relaciona o peso molecular obtido com o nimero de alelos repetidos em cada locus. O resultado
da tipagem € expresso em codigo numérico, que corresponde ao nidmero de repeti¢des do locus
alvo, como uma impresséo digital do respectivo isolado (BEER et al., 2012; RODRIGUEZ-
CAMPOS, 2012).

ApoOs a determinacdo do perfil alélico para cada cepa, os dados sdo analisados
empregando um aplicativo web MIRU-VNTR plus (www.miru-vntrplus.org). O banco de
dados permite a andlise do perfil de alelos dos isolados com os isolados de diferentes regides
do mundo, representando as principais linhagens do complexo M. tuberculosis (ALLIX-
BEGUEC et al., 2008).

O polimorfismo dos loci é avaliada de acordo com a diversidade alélica encontrada em
cada loci de MIRU-VNTR. Com base nesse indice, o locus é considerado altamente
polimorfico/discriminatdrio se h > 0,6; moderado se 0,3 <h <0,6 ¢ baixo se h < 0,3 (SOLA et
al., 2003).


http://www.miru-vntrplus.org/
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O MIRU-VNTR é considerado prova padrdo ouro na genotipagem das espécies de
Mycobacterium (complexo), apresentando alto poder discriminatdrio e reprodutibilidade. Suas
unidades de repeticdo estdo dispersas por todo genoma das cepas de Mycobacterium, com
mutacgdes variaveis de cada locus. O polimorfismo das cepas é baseado na variabilidade do
nUmero de copias de cada unidade de repeticdo (SUPPLY et al., 2006; WENIGER et al., 2010).

Estudo realizado por Souza Filho et al. (2013) com base no padrdo de 24 loci MIRU-
VNTR, caracterizou 22 perfis genéticos distintos no total de 55 isolados (13 perfis com
agrupamentos e nove isolados com perfis Unicos) conferindo elevado poder discriminatorio
(HGDI 0.912) aos 24 loci estudados. A heterogeneidade dos perfis genéticos confirmam a alta
diversidade genética entre as linhagens de M. bovis circulantes na regido estudada, geralmente
justificada devido a movimentagdo dos animais entre diferentes regides, estados e propriedades
rurais (CARVALHO et al., 2016). A similaridade de cepas presentes com cepas de outros
continentes, depositadas no banco de dados, sdo justificadas pela importagdo de animais e
evolucéo clonal de M. bovis (ZUMARRAGA et al., 2013).

Carvalho et al. (2016), utilizando o conjunto de 24 loci MIRU-VNTR em 37 isolados
de M. bovis na regido centro-oeste do Brasil, estabeleceu o agrupamento de 6 clusters e 22
isolados com perfis Unicos. O conjunto estabelecido de 24 loci de MIRU-VNTR configurou um
elevado poder discriminatorio (0.982) comparado a técnica do Spoligotyping (0.810). A
principal limitagdo do Spoligotyping esta relacionado aos polimorfismos genéticos restritos a
um locus gendmico, a regido DR.

A caracterizacdo genotipica de isolados de M. bovis utilizando a técnica de
Spoligotyping e o conjunto de 12 loci MIRU-VNTR permitiu o agrupamento em 12 clusters
(46 isolados) e 21 isolados de perfis Unicos, na pesquisa realizada por Franco et al. (2017).

Estudo de caracterizagdo genotipica foi realizado no Canada com isolados de M. bovis
de espécies domésticas e selvagens, provenientes do banco de dados do Programa de controle
e erradicacéo da tuberculose bovina e Programa de Vigilancia da vida selvagem. Um total de
137 isolados de M. bovis foram caracterizados pelo Spoligotyping e 24 loci MIRU-VNTR.
Foram registrados 13 gendtipos distintos e caracterizados 7 espoligotipos. Os resultados da
genotipagem demonstraram baixa variabilidade genética das cepas de M. bovis. No entanto, o
Spoligotyping e especialmente o0 MIRU-VNTR sdo ferramentas uteis para auxiliar as
investigacdes epidemioldgicas e estratégias de controle e erradicacdo (ANDRIEVSKAIA et al.
2018).

A caracterizacdo genotipica dos isolados de bovinos provenientes de 10 distritos em

Mocambique foi realizada utilizando as técnicas de Spoligotyping e 24 loci MIRU-VNTR.
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Entre as cepas identificadas no estudo, o espoligotipo SB0120 estava presente em todos 0s
distritos. A diversidade de cepas de M. bovis na Africa ndo parece ser em funcéo da importacéo
recente de animais, mas provavelmente ¢ mantida dentro de cada regido, em particular pela
reinfeccdo constante dos animais reservatorios. Existe um elevado risco de tuberculose
zoonoética a populagdo da Africa, ainda subestimado e de grande magnitude em virtude do
surgimento de cepas multirresistentes de M. bovis (MACHADO et al., 2018).

O estudo realizado na Tunisia sobre a caracterizacdo genotipica dos isolados de M. bovis
de pacientes com tuberculose extrapulmonar, utilizando a técnica de Spoligotyping, 7 padrdes
de espoligotipos e pelo MIRU-VNTR, utilizando 8 loci, caracterizou 60 perfis. A tipagem
molecular pelo MIRU-VNTR apresentou elevado poder discriminatério e elevada diversidade
alélica entre 6 loci (8) utilizados (SIALA et al., 2019).

Os loci apresentam capacidade discriminatoria individual tanto para isolados de M.
tuberculosis quanto para isolados de M. bovis, porém os loci apresentam menos polimorfismos
no genoma de M. bovis (SUPPLY et al., 2006).

O Spoligotyping e 0 MIRU-VNTR séo técnicas moleculares amplamente empregadas
em estudos epidemioldgicos de tuberculose humana, bem como na tipificacdo molecular das
espécies do complexo M. tuberculosis incluindo o M. bovis. Quando combinadas sdo capazes
de distinguir com maior eficiéncia as linhagens micobacterianas com reprodutibilidade e
confiabilidade (SUPPLY et al., 2006; VASCONCELLOS et al., 2014).

Em virtude da alta reprodutibilidade e confiabilidade da técnica MIRU-VNTR,
recomenda-se a utilizacdo do conjunto de 24 loci MIRU-VNTR para estudo comparativo dos
padrdes (perfis) de M. bovis em todo mundo, configurando assim, um elevado poder
discriminatorio da técnica (GHAVIDEL et al., 2018).

3.2.7 Controle

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacéo da Brucelose e Tuberculose
foi instituido com objetivo de reduzir a prevaléncia e a incidéncia da brucelose e da tuberculose.
Entre as acdes de estratégias do PNCEBT estdo o controle do transito de animais destinados a
reproducéo, padronizacgdo das técnicas de diagndstico, destruicdo de animais positivos a prova
de tuberculinizacdo, melhoria na integracao do servico de defesa sanitaria com o servico oficial
de inspecéo de produtos de origem animal (BRASIL, 2017).
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Devido ao potencial zoondtico da tuberculose e grande impacto a pecuaria leiteira e de
corte devido as perdas econdmicas, varios paises em todo mundo estabeleceram programas de
controle visando a reducdo, controle e erradicacdo da tuberculose. Os programas bem
estruturados e coordenados conseguem atingir bons niveis de controle, ap6s aproximadamente
um periodo de 20 anos de trabalho. Os programas sdo laboriosos, demandam ac¢des bem
coordenadas dos servicos oficiais e privados, e que resultam ndo so na eliminacdo das doengas,
como também a organizacao, fortalecimento e amadurecimento dos servigos de defesa sanitaria
animal e a modernizacdo das cadeias produtivas de carne e leite (FERREIRA NETO et al.,
2009).

Em 2017, atraves da Instrucdo Normativa n. 10, de 3 de margo de 2017, o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) foi
revisado, sendo acrescentado critérios minimos para o saneamento de propriedades com
animais infectados, estabelecendo métodos para classificar as unidades federativas segundo
suas prevaléncias e agdes implementadas (BRASIL, 2017).

Objetivando o planejamento de estratégias de intervencdo, a caracterizacao genotipica
das cepas de M. bovis por meio do estudo da genotipagem molecular, constitui importante
ferramenta para elaboracdo de programas de combate e controle da tuberculose bovina,

acarretando resultados promissores que estdo diretamente relacionados a tuberculose zoonotica.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto obteve parecer favoravel da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA),
da Universidade Federal Rural de Pernambuco com a licenga n. 09/2017 CEPE/ UFRPE de
acordo com as normas do COBEA e National Institute of Health Guide for Care and Use of

Laboratory Animals.

4.1 LOCAIS DE CONDUCAO DO ESTUDO

O trabalho foi desenvolvido na Clinica de Bovinos de Garanhuns da Universidade
Federal Rural de Pernambuco/UFRPE em parceria com o Laboratorio de Biologia Molecular
aplicada a Micobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro e o Departamento de
Higiene Veterindria e Saude Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, Campus Botucatu, SP.

4.2 ANIMAIS

Fizeram parte deste estudo, 30 bovideos (28 bovinos e 02 bubalinos) atendidos na
Clinica de Bovinos de Garanhuns/UFRPE apresentando sintomatologia clinica sugestiva de
tuberculose.

Os animais foram submetidos ao exame clinico seguindo as recomendacdes de Dirksen
et al. (1993), sendo as informac0es, inclusive epidemioldgicas, assinaladas nos prontuarios
clinicos. Entre as informacdes, fornecidas na anamnese pelos proprietarios, comuns a maioria
dos animais, destacava-se a perda progressiva de peso, tosse seca e diminui¢do da producdo
leiteira.

Diante da evolucdo/gravidade dos casos clinicos e/ou do resultado do teste alérgico-
cuténeo, os animais foram eutanasiados (LUNA; TEIXEIRA, 2007) de acordo com a legislacdo
vigente (BRASIL, 2016) e submetidos ao exame anatomopatoldgico.

Fragmentos de o6rgdos e linfonodos com lesdes caracteristicas de granulomas foram
coletados para o exame histopatologico e o cultivo microbioldgico, respectivamente. As
amostras destinadas a bacteriologia foram armazenadas em ultrafreezer (-80°C) para posterior
processamento de cultivo. Para avaliacdo histopatoldgica, os fragmentos foram fixados em

formol tamponado 10%, processados e corados pela hematoxilina e eosina (HE).
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4.3 CULTIVO MICROBIOLOGICO

Foram encaminhados para o cultivo microbiolégico material (granulomas) de 30
bovideos. O cultivo e isolamento de M. bovis foi realizado seguindo as recomendacdes de
Franco et al. (2017). O processo de descontaminacdo das amostras foi realizado de acordo com
0 método de Petroff, descrito por Balian et al. (2002). Foi adicionado ao material macerado 5
mL de solucdo de NaOH a 4% e 0,1 ml da solucdo indicadora de pH azul de bromotimol a
0,02%, homogeneizado e o contetido incubado a 37°C por 30 minutos. A seguir, foi adicionado
a cada tubo solugdo de &cido sulfurico (H2SO4) a 4% até a mudanca de cor do indicador do azul
para 0 amarelo, e estabilizagdo do pH entre 6,5 e 7,4. Os tubos foram centrifugados a 6.708g
por 20 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram ressuspendidos
com 5 ml de solucdo salina estéril e homogeneizados com auxilio de agitador de tubos. As
suspensdes foram submetidas a outra centrifugacdo a 6.708g por 20 minutos. A etapa de
lavagem dos sedimentos em solugdo salina estéril foi repetida por duas vezes.

Ap0s o processo de descontaminacdo das amostras, as mesmas foram inoculadas nos
meios de cultura de Lowenstein-Jensen (BBL™ - Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA) e Stonebrink (preparagéo in house). O meio Stonebrink foi preparado com
fosfato monopotassico, fosfato dissddico, piruvato de sodio, agua destilada, solucdo verde
malaquita a 2% e ovos. O meio Lowenstein-Jensen foi preparado com agua destilada, glicerina
PA e ovos. Apos o preparo dos meios, foram distribuidos em garrafas plasticas estéreis de
cultivo celular (volume de 40 mL) [Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica], colocados
em estufa por 45 minutos a 85°C. Posteriormente, permaneceram a temperatura ambiente por
12 horas para resfriar. No dia seguinte, as garrafas de cultivo contendo os devidos meios foram
colocados em estufa a 37° por 24 a 48 horas para teste de esterilidade. Sem qualquer
contaminacéo aparente, 0s meios foram rotulados e armazenados sob refrigeracao (temperatura
entre 2°C e 8°C).

Os meios de cultura foram retirados da refrigeracdo e levados a cdmara asséptica do
laboratério, juntamente com o material a ser semeado. Com auxilio de al¢ca bacteriol6gica estéril
foi realizada a semeadura nas garrafas de cultivo celular e em seguida foram encaminhadas a
estufa onde permaneceram incubadas a 37°C em condicdes de aerobiose.

Durante o periodo de incubacdo, as culturas foram inspecionadas semanalmente
objetivando a deteccdo de crescimento micobacteriano. Ap6s o periodo de 90 dias as garrafas
de cultivo foram analisadas de acordo com as caracteristicas fenotipicas, como morfologia e

aspecto das coldnias, tempo de multiplicacdo (crescimento) compativeis com Mycobacterium
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sp. Apos a identificacdo, 0s 17 isolados permaneceram estocados nos proprios meios de cultura,

até o momento da extracdo do DNA.

4.4 EXTRACAO DE DNA

Para o procedimento de extracdo do DNA, as garrafas de cultivo foram levadas a camara
de fluxo laminar e as coldnias foram extraidas com auxilio de alcas bacterioldgicas descartaveis.
O conteudo de cada alca bacterioldgica foi colocado em microtubos de centrifuga estéreis
contendo 300 pL de solugédo tampéo Tris-EDTA (pH 8,0). Em seguida aquecidos a 100°C por
10 minutos e resfriados a -86°C por 10 minutos. O ciclo de aquecimento e congelamento foi
repetido por trés vezes. Os microtubos foram centrifugados a 13.201g sob refrigeracéo (4°C)
por 20 minutos e o sobrenadante de cada microtubo foi entdo transferido para um novo
microtubo estéril. O DNA extraido de cada isolado por termdlise foi estocado a -20°C até o

momento da realizagdo das técnicas moleculares (MAZARS et al., 2001).

4.5 DIAGNOSTICO MOLECULAR

4.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

A identificacdo molecular foi realizada por meio de PCR por amplificacdo do fragmento
de 1020 pb do gene gyrB. Na reacao foram empregadas 1L de DNA (20 ng), 47uL de Master
Mix (1x) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e 10 pMol de cada primer MTUBf (5’
TCGGACGCGTATGCGATATC 3°) e MTUBr (5> ACATACAGTTCGGACTTGCG 3’)
[DNA Express Biotecnologia LTDA, Guarulhos, SP, Brasil]. O perfil de ciclagem consistiu em
desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos de amplifica¢do a 94°C por 1 minuto,
65°C por 1 minuto e 72°C por 1,5 minuto, e extensdo final a 72°C por 10 minutos (CHIMARA
etal., 2004; FRANCO et al., 2017).

A amplificacdo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose (1%) corado com
GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, EUA), com marcador molecular de 100 pb (DNA Express
Biotecnologia LTDA, Guarulhos, SP, Brasil). Em seguida, 10 pL do produto amplificado foram
submetidos a digestdo pelas enzimas de restricdo Rsal, Tagl e Sacll (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Os fragmentos gerados foram

separados por eletroforese em gel de agarose (2%) corado com GelRed™, com marcadores
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moleculares de 50 pb e 100 pb (DNA Express Biotecnologia LTDA, Guarulhos, SP, Brasil).
Apos a eletroforese, os géis foram fotografados em equipamento de fotodocumentacdo (2UV
Transilluminator UVP). Os resultados encontrados foram comparados com os descritos por
Chimara et al. (2004).

4.5.2 Genotipagem molecular

4.5.2.1 Spoligotyping

A tipificagdo molecular pelo Spoligotyping foi realizada como descrito por Kamerbeek
et al. (1997). Inicialmente foi realizada amplificacdo por PCR da regido DR, e para tal
finalidade foram utilizados 1uL (20 uM) de cada primer DRa (GGTTTTGGGTCTGACGAC
5’ biotinylated) e DRb (CCGAGAGGGGACGGAAAC), My Taq Mix (12,5 puL), 1 uL (20 ng)
DNA genomico, e 4gua ultra pura (9,5 uL) obtendo volume final de 25 pL.

A PCR foi realizada nas seguintes condic¢des: desnaturagao inicial a 96°C por 3 min, 25
ciclos de amplificacdo a 96°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 30 segundos, seguido por
uma extensao final a 72°C por 5 min. O DNA de M. bovis BCG e M. tuberculosis H37Rv foram
utilizados como controles positivos.

Para a hibridizagdo, 20 uL dos produtos amplificados foram diluidos em 150 pL de
solucdo SSPE 2x com 0,1% SDS, desnaturados a 100°C por 10 minutos e em seguida resfriados
em banho de gelo.

A membrana contendo 43 sequéncias correspondentes aos espagadores na regido DR foi
sensibilizada, sendo lavada com 250 pL de solugdo SSPE 2x com 0,1% SDS, por 5 min a 60°C.
As amostras foram aplicadas na membrana perpendicularmente ao conjunto dos 43
oligonucleotideos espacadores. Os canais negativos foram preenchidos com 150 pL de solugio
SSPE 2x com 0,1% SDS, para que nado ficassem vazios. O fluido residual foi aspirado com
auxilio de bomba a véacuo. A hibridizacdo ocorreu por 60 min a 60°C, em superficie horizontal
e sem agitacdo, posteriormente, os canais de miniblotter foram aspirados em ordem e a
membrana lavada por duas vezes em 250 mL solu¢do SSPE 2x com 0,5% SDS a 60°C por 10
minutos.

A membrana foi resfriada e posteriormente adicionada & membrana 10 mL de solugéo
SSPE 2x SDS 0,5% com 2,5 uL de estreptavidina conjugada com peroxidase (GE Healthcare

Life Sciences, Little Chalfont, United Kingdom) seguida da incubacdo da membrana a 42°C
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por 60 minutos no forno de hibridizagdo em movimento. Em sequéncia, a membrana foi
submetida a duas lavagens com 250 mL de solu¢cdo SSPE 2x com 0,5% SDS a 42°C por 10
minutos cada, e dois enxagues finais em 250 mL de SSPE 2X a temperatura ambiente por 5
minutos.

A membrana foi incubada em 15 mL com os reagentes de quimioluminescéncia,
seguindo para sala escura o qual foi realizado filme radiografico e a revelagdo empregando kit
de reagentes reveladores e fixadores. Posteriormente, os perfis encontrados foram comparados
com o0os bancos de dados http://www.mbovis.org/ e  http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/ conferindo a identificacdo de M. bovis dos padrbes
espoligotipos (SB) e Spoligotyping Internacional Type (SIT) respectivamente.

4.5.2.2 MIRU-VNTR

A técnica do MIRU-VNTR foi realizada a partir da combinacdo de 24 loci, seguindo a
recomendacéo descrita por Supply et al. (2006).

Em cada reacio de PCR foram utilizadas 10 uL May Tagq Mix (BIOLINE ®), 0,4 pL de
cada primer (20 mM), 2 uL de DNA (20 ng) e 7,2 pL de &gua ultra pura, no volume final de 20
pL. Também foram acrescentados DNA de M. tuberculosis H37Rv e agua, como controle
positivo e negativo respectivamente.

Foi empregado um unico protocolo de ciclagem para as reacdes de PCR: desnaturacao
inicial a 95°C por 3 min, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos
e 72°C por 15 segundos, finalizando com 72°C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,5%, utilizando
tampdo de corrida TAE 1x (Tris, acetato e EDTA) e marcador molecular de 100 pb. Os géis
foram corados com solucdo de brometo de etidio. As imagens foram visualizadas e
documentadas no sistema de fotodocumentacéo.

Posteriormente os tamanhos dos fragmentos encontrados foram avaliados com auxilio
da tabela de conversao de Supply et al., 2006, que relaciona o tamanho do fragmento obtido
com a quantidade de copias. Baseado na quantidade de alelos, cada amostra recebeu um codigo
numérico que foi usado para descrever seu perfil genético. O perfil genético foi utilizado na

comparacdo do perfil de cada isolado com cepas depositadas no aplicativo_http://www.miru-

vntrplus.org/MIRU/index.



http://www.mbovis.org/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
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A diversidade alélica (h) de cada locus foi realizada seguindo a formula publicada por
Selander et al., (1986), sendo: h =1 — X x? [n / (n-1)], considerando xi a frequéncia do alelo i
no locus e n 0 nimero de isolados. Com base nesse indice, o locus é considerado altamente
polimérfico/discriminatdrio se h > 0,6; moderado se 0,3 <h < 0,6 ¢ baixo se h < 0,3 (SOLA et
al., 2003).

A andlise do poder discriminatério da técnica de tipagem MIRU-VNTR com 24 loci foi

realizado seguindo a férmula de Hunter-Gaston (1988):

M

p=1-—1 > nm,—1)

N(N—l)j=1

Sendo N o numero de (isolados) amostras em uma populacéo, s 0 nimero total de tipos descritos
e nj 0 numero de amostras pertencentes ao tipo jw. A técnica é considerada eficiente, com alto

poder discriminatdrio se apresentar indice de pelo menos 90%.
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5 RESULTADOS

Os 17 bovideos de aptiddo leiteira dos quais M. bovis foi isolado eram provenientes de
dez municipios do estado de Pernambuco (Alagoinha, Bom Conselho, Chad Grande, Garanhuns,
Ibirajuba, Jurema, Pedra, Pesqueira, Ribeirdo e VVenturosa), criados em sua maioria no sistema
de manejo semi-intensivo. Entre os animais diagnosticados com a enfermidade, as fémeas
foram as mais acometidas (16/17), ja em relacédo a faixa etaria, 64,7% (11/17) tinham idade
superior a cinco anos, no entanto ressalta-se a positividade no isolamento em um (1/17) bezerro
jovem de sete meses de idade.

O exame clinico dos bovinos e bubalinos revelou entre os principais sinais da
enfermidade apatia, inapeténcia, baixo escore corporal, secrecdo nasal seromucosa, tosse seca,
dispneia, taquipneia, polipneia, crepitaces e areas de siléncio nos campos pulmonares. Na
avaliacdo da glandula mamaria, dois (2/17) bovinos apresentavam os linfonodos hipertrofiados.
Uma das vacas apresentava quarto mamario posterior aumentado, de consisténcia firme, com
hiperemia e hipertermia e alteracGes fisicas no leite em um dos tetos (soro com grumos). O
outro bovino apresentava quarto mamario anterior de consisténcia firme, sem alteracGes
visiveis no leite. No exame retal, em alguns animais, foi verificada a presenca de estruturas
nodulares de tamanhos variados e de consisténcia endurecida localizadas na regido do
mesentério, serosa de ramen e (tero.

As lesbes macroscopicas visualizadas no exame post-mortem revelaram que 12/17
animais (70,6%) apresentavam tuberculose miliar ou protraida, distribuidas principalmente nos
pulmdes, linfonodos mediastinicos e traqueobrénquicos, figado e linfonodos mesentéricos, e
em menor frequéncia nos rins e no bago e omento maior. Dentre esses animais com tuberculose
generalizada, dois bovinos também apresentavam alteracdes na glandula mamaria e no Utero,
caracterizadas por les6es granulomatosas com distribuicdo multifocal e tamanhos variados, com
areas de calcificacdo e abcessos.

Os nodulos granulomatosos observados em todos os animais eram pleomorficos,
apresentavam contetdo de consisténcia caseosa, espessa e coloracao amarelada, com formacao
de capsula fibrosa (Figura 1). Nas bufalas os granulomas apresentavam coloracdo mais
esbranquicada quando comparado aos bovinos (Figura 1). No bezerro jovem, além das lesdes
pulmonares, foram observados pequenos granulomas no sistema nervoso central e lesdes
compativeis com meningoencefalite.

A analise histopatoldgica das lesbes revelou areas de necrose caseosa central e

calcificacdo distrdfica, intensa reacdo inflamatoria nas regides adjacentes as areas de necrose,
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com predominio de macréfagos epitelidides e células gigantes multinucleadas, tipo Langhans
(Figura 1).

O cultivo microbioldgico revelou crescimento de col6nias compativeis com
Mycobacterium sp em 17/30 (57%) amostras que foram confirmadas pelas técnicas moleculares
como M. bovis. Outros microrganismos como Trueperella pyogenes foi identificado em trés

amostras (3/30) e Nocardia spp em uma amostra (1/30).



Figura 1 - Lesbes granulomatosas distribuidas em pulmao e linfonodos mediastinicos (A) e linfonodos mesentéricos

de bovinos (B). Lesdes granulomatosas distribuidas no parénquima hepatico de budfalos (C, D). Lesdes nodulares

granulomatosas no parénquima mamario bovino (E). Corte histolégico do parénquima mamario bovino, revelando

reacdo inflamat6ria com presenca de células gigantes de Langhans (F).
R n 0 < T -

Fonte: A autora, 2019.
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» Diagnéstico molecular

Dos 17 crescimentos bacterianos, 14 foram classificados pela analise de restricao
enzimatica do gene gyrB como M. bovis. No entanto, devido a importancia do isolamento
bacteriano, reconhecido como prova padrao ouro, as 17 amostras foram submetidas as técnicas
de genotipagem molecular pelo Spoligotyping e 24-loci MIRU-VNTR.

O Spoligotyping revelou 17 padrdes classificados como M. bovis, identificados pelo
banco de dados internacional  http://www.mbovis.org/ e  http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/. Os padrdes revelaram cinco perfis distintos: SB0121
(n=8), SB0295 (n=5), SB0852 (n=2), SB0120 (n=1) e um espoligotipo, ainda néo registrado no

Banco de Dados. Os referidos padrdes estdo descritos na (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagdo molecular dos 17 isolados de M. bovis pelo método Spoligotyping.

Isolados Spoligotype Spg;it%eortzpe
1 N O EEEEE EEEEEE EEEE NN EEEEEEEE 0000 SB0121
5 ( om e e e ] e SB0121
6 N EEEEE ENEEEE NN NN OO0 SB0121
7  m e e ] e SB0121
9  m e e ] e SB0121
10  m e W] e SB0121
15  m e e ] e SB0121
26 I EEEEE  EEEEEE SN EEEEEEEEEEEEEEEEE 0000 SB0121
29 N EEEEE EEEEEE NN NN OO0 SB0295
34 ( m e W] W e SB0295
38 AN EEEEE EEEEEE NN NN 0000 SB0295
39  m e e ] e SB0295
40 IO EEEEE  EEEEEE NN EEEEEEEEEEEEEEEOEOO00d SB0295
35 EN NN EEEEEN BN e 0000 SB0852
37 I NN NN SN EEEEEEEEOEOOOaa SB0852
12 I NN EEEEEN _ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOOOO0 SB0120
2 [ (e (] m [ (T e T T e [T e Novo
M. bovis ( m e W] e Cepa referéncia
M. tuberculosis (LI LT T TP TPt [ 0T T[] [ e [ ] ][] Cepa referéncia



http://www.mbovis.org/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
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As cepas de M. bovis caracterizadas neste estudo foram isoladas de bovideos
procedentes de trés regides geograficas do estado, agreste meridional, agreste Central e mata
sul. A regido do agreste meridional representada pelos municipios de Bom Conselho,
Garanhuns, Jurema, Pedra e Venturosa apresentou a maior variedade de espoligotipos, 0s cinco
perfis foram identificados nessa regido. A regido do agreste central, representada pelos
municipios Alagoinha, Ibirajuba e Pesqueira, apresentou dois espoligotipos (SB0121) e
(SB0295), e a regido da mata sul, representada pelos municipios de Cha Grande e Ribeirao,
apresentou dois espoligotipos (SB0121) e (SB0295) (Quadro 1).

Analisando a frequéncia dos espoligotipos entre as propriedades neste estudo,
observamos que os isolados 10 e 26 sdo provenientes da mesma propriedade, casos relatados
em anos diferentes, respectivamente 2012 e 2015, e que possuem o espoligotipo SB0121. Os
isolados 29 e 34, oriundos da mesma propriedade obtidos nos anos 2015 e 2017,
respectivamente possuem o mesmo espoligotipo SB0295 (Quadro 1).

Os isolados 15 e 37 s@o provenientes de mesma propriedade, os dois casos foram
registrados em anos seguidos, 2016 e 1017 e apresentam espoligotipos distintos. Animal 15
(SB0121) e o animal 37 (SB0852). Os dois isolados provenientes dos bufalos 39 e 40,
pertencem a mesma propriedade e mesmo ano, identificados como SB0295 (Quadro 1).



Quadro 1. Caracterizacdo molecular dos isolados de M. bovis de bovinos no estado de Pernambuco por Spoligotyping e MIRU-VNTR.

ID | Octal Spoli Cluster Perfil de 24 (I\:/Illljgg SIT* Mbovi " Municipi
ctal Spoligotype Espoligotipo MIRU-VNTR e ovis.org unicipio
1 | 676773677777600 | Cluster S1 | 2*63***313*3434253332*12 | Perfil Unico 481 SB0121 Bom Conselho
5 | 676773677777600 S1 226322332324414253332622 | Perfil Unico 481 SB0121 Garanhuns
6 | 676773677777600 S1 226322332354434253332622 | Perfil Unico 481 SB0121 Cha Grande
7 | 676773677777600 S1 22*322432364434253332632 | Perfil Unico 481 SB0121 Alagoinha
9 | 676773677777600 S1 *2*322332363444253332312 | Perfil Unico 481 SB0121 Pedra
10 | 676773677777600 S1 2¥GFFHKAAIAZYHAR*AZED*** | Perfil Unico 481 SB0121 Pesqueira /P1
15 | 676773677777600 S1 **5322*32353434253332*12 | Perfil Gnico 481 SB0121 Bom Conselho / BC1
26 | 676773677777600 Sl 225322232353444253332512 | Perfil Gnico 481 SB0121 Pesqueira /P1
29 | 676773677777200 | Cluster S2 | 224322232353444253332112 | Perfil Unico 698 SB0295 Jurema /J1
34 | 676773677777200 S2 225322232353444251332512 | Perfil Gnico 698 SB0295 Jurema /J1
38 | 676773677777200 S2 2*5322332343444253332612 | Perfil Gnico 698 SB0295 Ibirajuba
39 | 676773677777200 S2 2*4322332343444251332512 | Cluster M1 698 SB0295 Ribeirdo / R1
40 | 676773677777200 S2 2*432233234*444251332512 M1 698 SB0295 Ribeirdo / R1
35 | 676773777777200 | Cluster S3 | 225322132323434253333512 | Cluster M2 797 SB0852 Bom Conselho
37 | 676773777777200 S3 2*5322132323434253333512 M2 797 SB0852 Bom Conselho / BC1
12 | 676773777777600 | Perfil Gnico | *1*32231342*434251332512 | Perfil Gnico 482 SB0120 Garanhuns
2 Novo perfil Perfil Gnico | 23*322331553414243332612 | Perfil tnico Novo Novo Venturosa

*SIT - http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT _ONLINE/

**SB - http://www.mbovis.org/
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Quadro 2. Perfis genéticos obtidos a partir da analise de 24-loci de MIRU-VNTR

8YEY - 6€ NAIN
9STY - 95T¥ ANO
2s0v - 92 and
069€ - 6€ ANLN
Z6TE - TE NAIN
TLTE - ¥€ N1
L00€E - 22 NAIN
9662 - 92 NAIN
1892 - 2 NHIN
T€5¢ - €2 NHIN
197z -9°d13
T0¥Z - 0 9NLN
L¥EZ - 62 ANLN
G9TZ -V 13
ge9Te- 9171 and
6502 - 0Z NAIN
GG6T - T2 aNLN
vY9T - 9T NAIN
096 - 0T NHIN
208 - 07 NHIN
08S - 70 NHIN
L1§-0¥13

ver —¥0 aNLN

¥ST - 20 NAHIN

SOAv10sI

10
15

26

29
38
34
39
40
35
37

12
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Os padroes de 24-loci MIRU-VNTR e o perfil genético de cada isolado, obtido a partir
da genotipagem estdo exibidos na (Quadro 2). Foram identificados 13 perfis genéticos a partir
dos 17 isolados de M. bovis, provenientes de 14 propriedades do estado de Pernambuco. A
distribuicdo dos isolados de acordo com a quantidade de alelos em cada locus e a analise da
diversidade alélica dos 24 loci esta sumarizada na (Quadro 3).

Os isolados 1 e 10 apresentaram falhas na amplificacdo de alguns loci que geralmente
sdo atribuidas a possiveis mutacdes ou degradacdo do DNA (SUPPLY et al., 2006), impedindo
assim, o anelamento dos primers. Diante desse resultados, os respectivos isolados passaram a
ser analisados apenas no Spoligotyping obtendo resultados expressivos.

Um locus (ETR A) revelou poder discriminat6rio mais alto (h = 0.69), cinco loci foram
classificados como moderadamente discriminatério (ETR B, MIRU 16, ETR C, MIRU 27 e
QUB 26, com h entre 0.33 a 0.58) oito loci mostraram baixo poder discriminatério (MIRU 20,
MIRU 26, Mtub 04, Mtub 29, QUB 11b, QUB 4156, Mtub 21, Mtub 39) com h < 0.27 ¢ dez
loci ndo expressaram diversidade alélica.

A analise do poder discriminatério (HGDI) do MIRU-VNTR neste estudo foi maior que
o0 Spoligotyping, respectivamente (0.980) e (0.713) (Quadro 4).



Quadro 3. Distribuic&o e diversidade alélica (HGDI) dos 24 loci MIRU-VNTR

NUmero de repeticoes

Locus 1 2 3 4 5 6 | Diversidade alélica
MIRU 02 14 0.000
Mtub 04 1 8 1 0.266
ETRC 3 7 3 0.570
MIRU 04 16 0.000
MIRU 40 15 0.000
MIRU 10 15 0.000
MIRU 16 2 3 8 1 0.571
Mtub 21 1 15 0.058
MIRU 20 2 13 1 0.275
QUB 11b 15 1 1 0.165
ETR A 4 3 6 2 0.690
Mtub 29 12 3 0.271
Mtub 30 17 0.000
ETR B 2 7 7 0.575
MIRU 23 16 0.000
MIRU 24 16 0.000
MIRU 26 1 15 0.058
MIRU 27 4 12 0.333
Mtub 34 17 0.000
MIRU 31 16 0.000
Mtub 39 15 2 0.158
QUB 26 1 1 7 5 0.582
QUB 4156 13 2 1 0.275
MIRU 39 16 0.000

Quadro 4. Comparacao do poder discriminatério de Spoligotyping e MIRU-VNTR

57

Spoligotyping 24 loci
MIRU-VNTR
Total de perfis 05 13
Perfis Gnicos 02 11
Numero de isolados por clusters 2-8 2
Numero de isolados por grupos 15 4
Poder discriminatdrio (HGDI) 0.713 0.980
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6 DISCUSSAO

Bovinos e bubalinos leiteiros sédo considerados mais vulneraveis a infeccdo por M.
bovis (BROUGHAM et al., 2016; VELOSO et al. 2016), pois possuem expectativa de vida
mais longa, permanecendo mais tempo nas propriedades e sdo submetidos ao sistema de
criagdo semi-intensivo a intensivo, muito comum na regido do estudo. Durante a ordenha e
outras praticas comuns de manejo ocorre a coabitacdo de animais, aumentando a
probabilidade de contato entre os mesmos e a transmisséo da tuberculose (HUMBLET etal.,
2010; ALVAREZ et al., 2012; LIMA et al., 2016; VELOSO et al., 2016), considerada
endémica no Estado de Pernambuco (IZAEL et al., 2009; LIMA et al., 2016). O constante
transito de animais entre as propriedades e municipios vizinhos, o comércio interestadual de
bovideos, a auséncia de controle sanitario efetivo do rebanho, sdo fatores que contribuem
para a disseminacdo da doenca na regido (SKUCE et al., 2012; LIMA et al., 2016; VELOSO
et al., 2016). Ressalta-se que o estado de Pernambuco ocupa lugar de destaque na producao
de leite da regido Nordeste e 0 municipio de Garanhuns e sua microrregido, € reconhecida
como a bacia leiteira do Estado (PENAFORTE JUNIOR et al., 2009).

Nas propriedades leiteiras, geralmente as fémeas permanecem por mais tempo nos
rebanhos em funcéo do periodo reprodutivo, conforme observado neste estudo o predominio
de fémeas com idade superior a cinco anos, ou seja, animais mais velhos sdo mais propensos
a exposicdo ao M. bovis, quando comparados aos bovinos jovens (SKUCE et al., 2012;
BROUGHAM et al., 2016; VELOSO et al., 2016). Muito embora, animais jovens possam
contrair a infegdo, conforme o isolado de M. bovis de um bezerro de sete meses de idade,
com comprometimento do sistema nervoso central. A frequéncia da tuberculose em bovinos
com idade inferior a 12 meses esta geralmente associada a ingestao do colostro/leite de vacas
infectadas ou infeccdo transplacentaria (DEL FAVA et al., 2010; KONRADT et al., 2016;
SILVEIRA et al., 2018).

Neste estudo todos os animais apresentaram sintomatologia clinica da tuberculose,
sendo o comprometimento respiratorio predominante nos animais. Os sinais clinicos mais
evidentes foram observados nos estagios mais avangados da doenca, conforme descrito por
IZAEL et al. (2009) e WATERS (2015), a excegdo do bovino jovem com tuberculose
cerebral que manifestou mais precocemente a doenga, salientando que o animal apresentava
como sinal neuroldgico, depresséo e paresia dos membros. Este resultado difere dos achados
relatados por Del Fava et al. (2010), Konradt et al. (2016) e Silveira et al. (2018) que
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identificaram tuberculose cerebral em bovinos a partir de seis meses de idade apresentando
sinais neuroldgicos. Além do comprometimento respiratorio predominante nos animais
deste estudo, dois bovinos apresentaram alteracdes clinicas em glandula mamaria (NASSAR
et al., 2005; WATERS, 2015), o que reforca o potencial risco da enfermidade para a satde
publica devido ao consumo do leite cru e derivados ndo pasteurizados, particularmente
observados em cidades interioranas e areas rurais, como Garanhuns e microrregiao
(PENAFORTE JUNIOR et al., 2009).

A forma generalizada da doenca foi predominante entre os animais (bovinos e
bubalinos) neste estudo, com lesbes distribuidas em varios 6rgdos. Todos 0s animais
envolvidos apresentavam lesdes granulomatosas nos 6rgaos toracicos (pulmdes, pleura,
linfonodos traqueobrénquicos e mediastinicos), acarretando 0 comprometimento
respiratorio. Este resultado € semelhante aos descritos por Ramos et al. (2018) que reportou
maior prevaléncia de lesdes compativeis com tuberculose em linfonodos traqueobrénquicos,
mediastinicos e pulmdes, enquanto Alzamora Filho et al. (2014) identificou as lesdes mais
evidentes nos linfonodos da cabeca (retrofaringeo e parotideo) e parénquima pulmonar.
Esses resultados corroboram com os achados do presente estudo, em funcao do predominio
em comum das lesBes no trato respiratorio, sugerindo a via respiratoria, como principal porta
de entrada do M. bovis nos bovideos.

A menor ocorréncia de comprometimento dos linfonodos mesentéricos, também
descrito por Ramos et al. (2018) pode ser justificado pelo fato de que nos bovinos adultos, a
via oral da infec¢do é secundaria a via respiratoria (TAYLOR et al., 2007).

As lesdes granulomatosas observadas em glandula mamaria e dtero comuns a dois
animais neste estudo, reforcam o potencial risco de transmissdo do M. bovis aos humanos
em funcdo do consumo de leite cru e seus subprodutos (CEZAR et al. 2016b; SIALA et al.,
2019), assim como sugerem a possibilidade de transmisséo transplacentaria de tuberculose,
considerada forma muita rara de transmissdo (NASSAR et al., 2005, WATERS, 2015).

As lesbes granulomatosas localizadas no sistema nervoso central no bovino jovem
provavelmente relacionada a ingestdo de colostro/leite de vacas infectadas, podem ser
justificadas pela infeccdo ascendente via hematogénica. Essa forma de tuberculose cerebral
em bovinos foi também relatada por Del Fava et al. (2010); Konradt et al. (2016) e Silveira
et al. (2018).

A forma generalizada da doenga também foi observada nos bufalos, caracterizada

por nodulos firmes e esbranquicados, coloracdo comum também observada por Pereira et al.
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(2017), diferindo em relagéo a localizagdo das lesbes, que ndo foram observadas lesbes
mesentéricas, enquanto Albernaz et al. (2015) registrou granulomas em linfonodos
mediastinicos e mesentéricos.

A caracterizacdo histopatoldgica das lesGes presentes nos granulomas foram
semelhantes aos achados descritos por Franca et al. (2013) e Andreazza et al. (2015), que
verificaram em algumas amostras acentuado processo de calcificagdo com mineralizagao,
diferindo das lesbes observadas por Ramos et al. (2018) e Silva et al. (2018a) que
apresentaram aspecto mais caseoso sugerindo que os animais foram abatidos durante o curso
recente da infecgéo.

O percentual de 57% de isolamento de M. bovis de casos clinicos de tuberculose
revelou resultado semelhante ao descrito por Silva et al. (2018a) que obtiveram 56% de
isolamento a partir de lesdes sugestivas de tuberculose oriundas de bovinos de abatedouros.
No entanto, Franco et al. (2017) alcancaram 67% de isolamento bacteriano de linfonodos,
ao passo que Ramos et al. (2018) relataram resultados inferiores de sucesso no cultivo com
41,9% de isolamento de bovinos positivos a tuberculinizacdo. Contudo, sabe-se que alguns
fatores podem interferir no sucesso do isolamento micobacteriano, particularmente M. bovis,
como o rigoroso processo de descontaminagdo pelo qual as amostras sdo submetidas, o
carater cronico da doencga que confere intensa calcificacdo das lesdes, levando a baixa
concentracdo ou auséncia de bacilos viaveis (AMBROSIO et al., 2008; FRAGUAS et al.,
2008), o que provavelmente resultou no percentual de isolamento de 57% observado neste
estudo, no qual foram processadas amostras de casos clinico de tuberculose.

Em relacdo ao crescimento bacteriano de outros agentes, que ndo Mycobacterium sp,
como Trueperella pyogenes e Nocardia spp, vale ressaltar que alguns microrganismos além
destes como Actinomyces spp e Actinobacillus spp, também séo responsaveis por acarretar
lesbes granulomatosas semelhantes as lesdes provocadas pela tuberculose (CURCIO et al.,
2002; BIFFA et al., 2010; PARREIRAS et al., 2012; MENDES et al., 2013).

» Diagnostico molecular

No presente estudo 17 isolados compativeis com Mycobacterium sp foram
submetidos ao diagndstico molecular pela analise do polimorfismo nos fragmentos de
restricdo (RFLP) do gene gyrB. No entanto, a analise classificou apenas 14 (17) isolados

como M. bovis, diferente do estudo realizado por Franco et al. (2017) que obteve 100% de
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compatibilidade entre o isolamento de Mycobacterium spp e o gyrB-RFLP. O resultado
obtido na RFLP provavelmente estd relacionado a fatores que interferem nas provas
moleculares, como a presenca de inibidores das rea¢es de PCR, baixa quantidade de bacilos
vidveis devido a cronicidade das lesBes, contaminantes nas amostras, falhas no
processamento de extracdo ou degradacdo do DNA, que interrompem o anelamento dos
primers, gerando resultados falso negativos (AYELE et al., 2004; CAREL et al., 2014). Em
razdo das limitacOes apresentadas pelo diagndstico molecular e dada a importancia do
isolamento bacteriano como prova padréo ouro (DREWE; SMITH, 2014), as 17 amostras
identificadas no isolamento bacteriano foram submetidas as técnicas de genotipagem pelo
Spoligotyping e 24 loci MIRU-VNTR.

» Genotipagem molecular

A genotipagem pelo Spoligotyping classificou os 17 isolados como M. bovis,
caracterizando-os em cinco diferentes perfis, entre os quais SB0295, SB0120, SB0852, um
novo perfil ainda ndo registrado e o espoligotipo SB0121, predominante neste estudo.

A distribuicdo do SB0121 foi descrita no territorio nacional como o espoligotipo mais
prevalente com 29,1% dentre os registrados no Brasil em estudo realizado nos paises da
América Latina (ZUMARRAGA et al., 2013). Na regido Centro Oeste do pais foi o
espoligotipo predominante com 37,8% dos isolados (CARVALHO et al., 2016). Ja na regido
Sul, correspondeu a 93% dos espoligotipos identificados entre os isolados de M. bovis,
formando um cluster de 79 isolados (RAMOS et al., 2014) e no estado da Bahia, foi 0 mais
prevalente dentre 8 perfis registrados (ALZAMORA FILHO et al., 2014).

O espoligotipo SB0121 foi predominante neste estudo com 8 (17) isolados, sendo
identificado nas trés regides geograficas definidas do estado de Pernambuco. Portanto, o
mesmo perfil registrado em diferentes localidades, pode ser justificado pela constante
movimentacdo dos animais, em funcdo da pratica de comércio de gado interestadual,
permitindo que animais de distintas localidades sejam infectados com a mesma cepa de M.
bovis, ou seja, o mesmo perfil distribuido em varias regides, podem sugerir infeccdes
recentes (RODRIGUEZ et al., 2010; ZUMARRAGA ¢t al., 2013).

No estado de S&o Paulo, foi 0 segundo espoligotipo mais prevalente descrito por
Franco et al. (2017) com 25,3% do total de isolados e por Rocha et al. (2012) com 32,76%.

Parreiras et al. (2012) também identificou 0 SB0121 dentre os isolados distribuidos em
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varias regides de estudo com 23% do total de isolados. Esses resultados expressam a ampla
distribuicdo da cepa SB0121 no territorio nacional e que pode estar relacionada ao processo
evolutivo das regides DR (RODRIGUEZ et al., 2010; SMITH et al., 2011).

Neste estudo apenas um (1) isolado de M. bovis foi classificado como SB0120,
semelhante a baixa frequéncia de ocorréncia relatada em outras regiées do pais. No estado
de S&o Paulo, foi registrado em apenas um (1) isolado por Franco et al. (2017), no Rio de
Janeiro também em apenas um isolado (FIGUEIREDO et al. 2012) e em trés isolados por
Parreiras et al. (2012). Zumarraga et al. (2013), identificou o espoligotipo SB0120 em 6,3%
dos isolados registrados em todo o territdrio nacional.

Os resultados referentes a cepa SB0120, corroboram com a hipbtese que a cepa
conhecida como BCG-like seria considerada a cepa ancestral do espoligotipo SB0120, perfil

definido pelo banco de dados internacional (www.mbovis.org) pela auséncia dos

espacadores 3, 9, 16, 39-43. E por sua vez, o tipo BCG-like derived seria um perfil que
evoluiu pela auséncia de um ou mais espagadores, como 0 SB0121 que possui auséncia dos
espacadores 3, 9, 16, 21, 39-43, configurando um processo evolutivo das regibes DR
(HADDAD et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2010; SMITH et al., 2011).

Os espoligotipos identificados neste estudo foram isolados de bovideos leiteiros
provenientes de trés regiGes geogréficas do estado de Pernambuco. A regido do agreste
meridional apresentou maior diversidade de perfis. Essa variedade pode ser atribuida a
caracteristica da regido, com predominio de rebanhos tipicamente leiteiros (PENAFORTE
JUNIOR et al., 2009), dada essa condigio, a comercializagio e movimentag&o do gado entre
propriedades, municipios e estados facilita a disseminacdo dos gendtipos entre as regides,
tornando condicao favoravel para a disseminacdo de genétipos distintos (RODRIGUEZ et
al., 2010).

O perfil SB0295 foi 0 segundo espoligotipo mais prevalente neste estudo. No Brasil
é referenciado com prevaléncia de 24% do total de isolados (ZUMARRAGA et al., 2013).
Esses resultados sdo semelhantes aos verificados na regido Centro Oeste do pais, sendo
identificado em 16,2% do total de isolados (CARVALHO et al., 2016). Na regido de Sao
Paulo, o espoligotipo SB0295 foi 0 mais prevalente reportado por Rocha et al. (2012) e por
Franco et al. (2017) com 35,3% e 26,8% do total de isolados, respectivamente. No estado da
Bahia foi identificado em apenas dois isolados (14%) por Alzamora Filho et al. (2014). Os
espoligotipos SB0121 e SB0295 diferem pela auséncia de um Unico espacador
(KAMERBEEK et al., 1997).
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Os isolados de bufalos neste estudo apresentaram o espoligotipo SB0295, perfil
comum aos identificados nos bufalos na regido Amazonica, descrito por Carneiro et al.
(2019). Na regido € comum a criagdo mista de bufalos e bovinos sob as mesmas condi¢cfes
de manejo. O SB0295 também foi registrado em bufalos na Argentina, descrito por
Zumérraga et al. (2013).

A regido geografica do agreste central e da mata sul compartilharam das mesmas
cepas SB0121 e SB0295, distribuidas entre regiGes proximas. Esta condi¢do também foi
relatada por Carvalho et al. (2016) trabalhando na regido Centro Oeste do pais, sugerindo
um processo de selecdo natural dessas linhagens entre localizagdes geograficas. Salienta-se
que as duas regides citadas apresentam menor quantitativo de propriedades leiteiras, quando
comparadas a regido do agreste meridional, considerada a bacia leiteira do estado de
Pernambuco, desta forma ocorre menor exposicdo a variedades de cepas provenientes do
comeércio e movimentacdo do gado (SMITH et al., 2003; SOUZA FILHO et al., 2013).

O espoligotipo SB0852 foi identificado em apenas dois isolados provenientes do
municipio de Bom Conselho, que também tem registrado o espoligotipo SB0121. De acordo
com a base de dados internacional, o perfil SB0852 so foi registrado na Italia, em apenas
dois isolados de bovinos, descritos por Boniotti et al. (2009), sugerindo um processo de
selecdo natural dessas linhagens entre localizagdes geogréaficas (CARVALHO et al., 2016)
ou o processo evolutivo das espécies devido as eliminacGes de espacadores DR,
possibilitando a origem de novas linhas genéticas, e assim surgindo os espoligotipos
semelhantes aos observados em outras regides sem relagcdo epidemioldgica (homoplasias)
(ZUMARRAGA et al., 2013).

Entre os padrdes identificados neste estudo, um dos isolados de M. bovis de um
bovino procedente do municipio de Venturosa, no agreste meridional, ndo apresentou perfil

compativel disponivel no banco de dados internacional www.mbovis.org e www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE sendo entdo caracterizado como uma nova cepa de

M. bovis. Essa particularidade de perfis sem registro (SB ou SIT) no banco de dados
internacionais de espoligotipos provavelmente refletem eventos micro evolutivos nas
regides DR de uma cepa existente (BRUDEY et al., 2006; ADESOKAN et al., 2019).

Na regido de desenvolvimento do estudo, a tuberculose bovina é caracterizada como
endémica e a pratica da comercializacdo e consumo do leite e derivados in natura
potencializam o risco de transmissdo zoondtica, aumentando o risco de compartilhamento

de isolados de M. bovis comuns entre 0s bovideos leiteiros e a popula¢do humana da regido,
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conforme registrado previamente em outros estudos em distintas regides do mundo (DE LA
RUA DOMENECH et al., 2016; LARI et al., 2011; ADESOKAN et al., 2019).

O compartilhamento de isolados comuns a humanos e animais, como 0s
espoligotipos SB0121 e SB0120, ja comprovados nos paises em desenvolvimento,
representa um dos principais fatores de risco em comum, relacionados ao consumo de leite
cru, potencializando o papel zoondtico do M. bovis como agente causador da tuberculose
humana (MALAMA et al., 2014), tornando a comparacéo de perfis moleculares especificos
de cepas entre isolados de humanos e animais de extrema importancia, que podem fornecer
informag0es relacionadas as fontes de infecgéo e vias de transmissdo ao homem, auxiliando
na elaboracdo de estratégias de controle e combate a enfermidade (SIALA et al., 2019).

A diversidade de cepas de M. bovis nos paises em desenvolvimento, particularmente
na Africa ndo parece ser em funcio da importagao recente de animais, mas provavelmente
em funcgdo da reinfeccdo constante dos animais reservatorios, ou seja, a infecgdo é mantida
em cada regido (MACHADO et al., 2018).

A diversidade genémica no complexo M. tuberculosis continua sendo um fator
significativo na patogénese da tuberculose, que pode afetar a viruléncia, transmissibilidade,

resposta ao hospedeiro e poder de resisténcia aos medicamentos (ADESOKAN et al., 2019).

» MIRU-VNTR

A genotipagem realizada neste estudo a partir do conjunto de 24 loci MIRU-VNTR
é recomendada para o estudo comparativo dos perfis de M. bovis em todo mundo,
demonstrando eficiéncia na discriminacdo de isolados, sendo considerada a prova padrao
ouro na genotipagem das espécies do complexo M. tuberculosis, com resultados altamente
reprodutiveis quando comparados ao conjunto de 12 loci MIRU-VNTR (SUPPLY et al.,
2006; GHAVIDEL et al., 2018).

A genotipagem molecular identificou 13 perfis genéticos distintos, sugerindo alta
diversidade de M. bovis entre as regides estudadas, e por sua vez revelou resultado superior
comparado ao numero de perfis identificados pelo Spoligotyping. Resultado semelhante
relacionado a maior diversidade de perfis comparado ao Spoligotyping foi encontrado por
Carvalho et al. (2016) conferindo maior poder discriminatério do MIRU-VNTR para a
genotipagem das cepas de M. bovis da regido em estudo. Esses resultados inferem que a

heterogeneidade dos perfis genéticos encontrados confirmam a alta diversidade genética



65

entre as linhagens de M. bovis circulantes na regido, geralmente justificada devido a
movimentacdo dos animais entre diferentes regides, estados e propriedades rurais
(ZUMARRAGA et al., 2013; CARVALHO et al., 2016).

Os isolados 1 e 10, apresentaram falhas na amplificagdo de alguns loci. Essas falhas
podem ser atribuidas a possiveis muta¢Ges ou degradacdo do DNA, impedindo assim, 0
anelamento dos primers. No entanto, 0s genotipos podem ser comparados de forma confiavel
com base na caracterizacao de outros loci (SUPPLY et al., 2006).

A analise da diversidade alélica (h) realizada dos loci individualmente revelou que o
loci ETR A apresentou alta diversidade alélica (h > 0.6). A diversidade alélica dos loci
QUB26, ETR B, ETR C, MIRU 16 e MIRU 27 revelaram moderado poder discriminatorio
0,3<h<0,6. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Souza Filho et al. (2013)
e Carvalho et al. (2016) que também utilizaram painel de 24 loci para caracterizacdo
genotipica dos isolados de M. bovis.

Para os isolados de M. bovis da regido, foi observado que dos 24 loci MIRU-VNTR
utilizados, apenas seis permitiram boa discriminacdo. Resultado semelhante também foi
descrito comparado aos loci que ndo apresentaram polimorfismo ou com baixa diversidade
nos trabalhos realizados por Souza Filho et al. (2013) e Carvalho et al. (2016), no entanto,
esses resultados ratificam a hipdtese que ocorra menor polimorfismo no genoma do M. bovis
quando comparados ao M. tuberculosis, permitindo que alguns loci apresentem
individualmente elevado poder discriminatorio tanto para isolados de M. bovis quanto para
M. tuberculosis (RORING et al., 2004; HILTY et al., 2005).

A analise do poder discriminatorio (HGDI) do MIRU-VNTR neste estudo foi maior
que o Spoligotyping, respectivamente (0.980) e (0.713). O estudo realizado por Carvalho et
al. (2016) revelou valores de MIRU-VNTR e Spoligotyping de (0.980) e (0.810)
respectivamente. Souza Filho et al. (2013) realizou a técnica de MIRU-VNTR 24 loci
obtendo valor de (0. 912). Geralmente a genotipagem pelo MIRU-VNTR revela valores de
HGDI mais elevados quando comparados ao método de Spoligotyping, comprovando
eficiéncia na técnica, inferindo confiabilidade e resultados reprodutiveis (HUNTER,;
GASTON, 1988).

A caraterizagdo genotipica dos isolados de M. bovis de pacientes humanos com
tuberculose extrapulmonar, identificou maior diversidade de perfis genéticos pelo MIRU-
VNTR comparado ao Spoligotyping, ressaltando a utilizagdo de um conjunto de 8 loci, que

revelaram elevada diversidade alélica em 6 dos 8 loci analisados e o poder discriminatério
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HGDI obtido foi de 0.977 (SIALA et al., 2019). A analise desses resultados apoiam a
condicdo que possa ocorrer menor polimorfismo no genoma do M. bovis quando comparados
ao M. tuberculosis, conferindo aos loci individualmente elevado poder discriminatdrio, neste
caso para os isolados de M. tuberculosis (RORING et al., 2004; HILTY et al., 2005).

O estudo genotipico realizado pelo MIRU-VNTR apresenta maior poder
discriminatorio comparado ao Spoligotyping, no entanto, a associagdo entre estas técnicas,
tem sido considerada a melhor estratégia para a tipagem molecular de M. bovis por
apresentarem melhor reprodutibilidade e confiabilidade visando a analise das linhagens
micobacterianas (CARVALHO et al., 2016; GHAVIDEL et al., 2018).

Este estudo apresenta grande importancia para a regido por ser o primeiro trabalho
realizado sobre genotipagem molecular por meio da associa¢do entre o Spoligotyping e
MIRU-VNTR objetivando a caracterizacdo molecular de isolados de M. bovis e identificacao
dos genotipos circulantes no estado de Pernambuco. Vale ressaltar a importancia do M. bovis
como causa da tuberculose humana, ainda que algumas vezes negligenciada, principalmente
nos paises em desenvolvimento. O consumo de leite cru e derivados, e a constante exposi¢ao
aos animais reservatorios sdo considerados os principais fatores de risco na cadeia

epidemioldgica da infeccao.



67

7 CONCLUSAO

A caracterizacao genotipica permitiu a identificacdo de diferentes genétipos de M.
bovis circulantes no estado de Pernambuco, sendo esta ferramenta determinante na melhor
compreensdo epidemioldgica e elaboragdo de estratégias de controle e combate a
enfermidade.

O consumo do leite e derivados in natura ainda € um habito frequente na regido, onde
a tuberculose bovina é endémica, potencializando o risco de transmissdo zoonotica,
motivando a chamar a atencdo das autoridades sanitdrias para a possibilidade de
compartilhamento de isolados de M. bovis comuns entre os bovideos leiteiros e a populacéo

da regido.
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